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1.1. INFLAMACION.

La inflamacién es el mecanismo de respuesta inmediata del organismo ante un
dafio a sus tejidos o células producido por patdogenos externos u otros estimulos nocivos
como quimicos o heridas fisicas (1). La inflamacion es un evento critico ademads para la
aparicion de numerosas enfermedades complejas, y para el desarrollo de otras como el
sindrome metabolico, enfermedades neurodegenerativas, el cancer o enfermedades
cardiovasculares (2). Se trata, por consiguiente, de un proceso bioldgico que implica un
gran gasto de energia. La inflamacion es una estrategia protectora de los organismos,
esencial para la eliminacion del estimulo y la reparacion tisular, que clasicamente se

divide en inflamacién aguda y cronica.

La inflamacién aguda, que es la forma mas comun, es una respuesta corta que
habitualmente finaliza con la curacion del tejido, como resultado de la infiltracion de
leucocitos en el tejido dafiado, la eliminacion del estimulo nocivo y la reparacion tisular
(3). La inflamacién aguda ha sido considerada como uno de los componentes de la
inmunidad innata, en la primera linea de defensa del organismo, aunque en las tltimas
décadas se ha demostrado la gran complejidad de los mecanismos implicados. El
proceso implica generalmente, como se ha sefialado, un elevado gasto de energia
metabolica con dafio y destruccion de los tejidos afectados durante el proceso
inflamatorio (4). Si la respuesta producida es adecuada, y las condiciones anormales
transitorias, se considera que la respuesta inflamatoria es exitosa y el sistema retorna a
sus condiciones homeostaticas basales. La eficacia por tanto radica en la capacidad para
producir una respuesta rapida y especifica a la agresion, limitando los aspectos lesivos

de la misma tanto como sea posible (5).

La respuesta inflamatoria aguda se caracteriza por ser una respuesta rapida, que
se inicia en cuestion de minutos ante un estimulo determinado (microbiano, agentes
irritantes, etc.). El sistema inmune innato es el principal componente de esta respuesta,
participando numerosos elementos celulares como macrofagos, células dendriticas,
mastocitos y neutréfilos (6). Ademas de las células del sistema inmune, otras células
también poseen relevancia en este proceso, como las células epiteliales, los fibroblastos
o las células endoteliales. La activacion del sistema inmune innato es necesaria ademas
para la activacion de la inmunidad adquirida. Participan en el proceso también citocinas

y moléculas proinflamatorias, como el factor de necrosis tumoral (TNF) y las
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interleucinas 1 y 6 (IL-1, IL-6) que son los encargados de modificar la permeabilidad
del endotelio vascular, del reclutamiento celular y de inducir la produccion de proteinas
de fase aguda (4). Estas proteinas de fase aguda son moléculas que por definicion,
cambian su concentracion al menos en un 25% durante los estados inflamatorios (7).
Son numerosas, y el cambio en sus concentraciones puede implicar un incremento
(proteina C reactiva o PCR, amiloide sérico A, fibrindgeno, haptoglobina), o un
descenso de las mismas (albumina, transferrina). La medicion de estas proteinas
reactantes de fase aguda es frecuentemente utilizada para definir la presencia y el grado

de inflamacion de los pacientes.

Por el contrario, la inflamacién crénica (5) es un proceso prolongado en el
tiempo y mal regulado, como consecuencia de una respuesta inadecuada y
maladaptativa que produce dafio en los tejidos y alteraciones en los sistemas de
reparacion de los mismos. Se conocen numerosos procesos en los cuales existe una
inflamacion cronica subyacente, incluyendo enfermedades como la alergia, el cancer y

sobre todo las enfermedades autoinmunes (3).

El proceso por el cual se inicia la inflamacion en general es bien conocido, pero
se conoce mucho menos sobre las causas que provocan la persistencia de la misma, con
la aparicion de una inflamacion cronica y los procesos celulares y moleculares
asociados. Estos procesos asociados a la inflamacion cronica, estdn implicados en
numerosas patologias y en sus comorbilidades. Se considera, de forma general, que los
estados inflamatorios cronicos no estarian causados por los mismos mecanismos que
desencadenan la respuesta aguda, sino mas bien relacionados con un malfuncionamiento
de los tejidos que produce un desequilibrio en la homeostasis interna con multiples

consecuencias.
1.2. FISIOPATOLOGIA DE LA RESPUESTA INFLAMATORIA.

Hemos definido la inflamacion como wuna respuesta adaptativa que se
desencadena ante estimulos nocivos o en determinadas circunstancias especificas. Una
respuesta inflamatoria controlada es por consiguiente una respuesta beneficiosa para el
organismo, y se asume el papel necesario de la respuesta inflamatoria ante ciertos
estimulos. A nivel basico, la respuesta inflamatoria, se genera en la mayoria de los casos

en respuesta a una infeccidon o una agresion tisular, e implica la movilizacion de células
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del sistema inmune (4). En el caso de la respuesta a una infeccion, los mecanismos son
bien conocidos, desencadenidndose la respuesta inflamatoria por el sistema inmune
innato, con la implicacion de mastocitos y macrdfagos que liberan diversos mediadores
inflamatorios provocando la respuesta inflamatoria y activando localmente el endotelio,
para permitir la extravasacion de células como los leucocitos (principalmente
neutrofilos) a la zona danada. La selectividad lograda se debe a la unidon de las
selectinas de las células endoteliales con los receptores de integrinas, y citocinas que
tienen los leucocitos en su superficie. Cuando estos llegan a la zona afectada, se activan,
bien por contacto directo con el patégeno o de forma indirecta a través de las citocinas
secretadas. Los leucocitos tratardn de eliminar el agente invasor mediante la liberacion
de los agentes contenidos en sus granulos entre los que se incluyen proteinasa 3,
catepsina g y elastasas. La potencia de estas moléculas no discrimina entre dianas

microbianas y el huésped, dando lugar a la aparicion de dafios colaterales.

Si el agente causal no se elimina y no se completa la reparacion tisular, el
proceso inflamatorio no puede considerarse exitoso. El cambio de un estado
proinflamatorio a otro quiescente o de reposo es fundamental en esta etapa. Las
lipoxinas participan inhibiendo el reclutamiento de neutrofilos, asi como los monocitos
encargados de la eliminacion de los desechos celulares. Si la respuesta inflamatoria
falla, el proceso inflamatorio puede persistir en el tiempo y adquirir caracteristicas
diferentes. En estos casos, el infiltrado de neutréfilos es sustituido por macréfagos y, en
algunos casos, también por linfocitos T. Ademas, la persistencia de la inflamacion puede

dar lugar al dafio tisular por diferentes mecanismos a los de la inflamacion clasica (8).

La persistencia en el tiempo de la respuesta inmune da como resultado un estado
de inflamacion cronica. Este nuevo estado inflamatorio, en el que participan otros
componentes celulares y moleculares ademds de los previamente comentados, se
reconoce como uno de los factores clave en una amplia variedad de enfermedades,
incluyendo la ateroesclerosis (9) (10), la artritis (11) y enfermedades neurodegenerativas

como el Alzheimer (12).

La inflamacion crénica da como resultado la aparicién de dafio tisular, que es
reparado por tejido cicatricial, fibrindlisis y un infiltrado de células con monocitos,
linfocitos y células plasmaticas. Este proceso inflamatorio cronico difiere parcialmente

en sus componentes de la inflamacion aguda, y sus cambios se reflejan en la gran
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variedad de patologias que implican a la inflamacion crénica en su fisiopatologia,
aunque todas presentan algunos mecanismos comunes, tanto en su origen, como en su

desarrollo.
1.3. INFLAMACION Y ATEROESCLEROSIS.

La aterogénesis estd ampliamente reconocida como un proceso inflamatorio de
la pared vascular (13). Los primeros eventos aterogénicos se caracterizan por el
acumulo de lipoproteinas, el reclutamiento de leucocitos, sobre todo de monocitos y
macrofagos, y la expresion de citocinas proinflamatorias como la IL-1 o TNF (14). En
este contexto, la ateroesclerosis constituye la caracteristica principal de la mayoria de
las enfermedades vasculares, incluyendo la enfermedad coronaria, el infarto agudo de
miocardio (IAM), la enfermedad cerebrovascular con el ictus isquémico como principal
exponente, y la enfermedad arterial periférica. Existe una creciente evidencia de que la
inflamacién, ademas de ser el componente fundamental del inicio de la ateroesclerosis,
también es un componente fundamental que promueve la ruptura de la placa
ateromatosa, con la enfermedad vascular consecuente (15). Por lo tanto, dada la
naturaleza inflamatoria de la ateroesclerosis, el conocimiento de los mecanismos
implicados en la resolucién de la inflamacion, constituye un nuevo objetivo terapéutico
con potencial importancia en la practica clinica. Otro objetivo seria identificar los
marcadores clinicos relevantes de inflamacion, que sirvan para reconocer a aquellos
pacientes en riesgo de desarrollar aterogénesis, y que sean potencialmente Utiles para el

estudio de la eficacia de las medidas terapéuticas.
1.3.1. Definicion de ateroesclerosis.

El término ateroesclerosis procede del griego “athers”, pulpa o papilla, y
“skleros”, que significa duro. El término hace referencia a la acumulacion de células,
lipidos y tejido fibroso (placas de ateroma) en la pared arterial. La ateroesclerosis es un
proceso inflamatorio crénico que afecta a las arterias de diferentes lechos vasculares, y
cuya caracteristica principal es el engrosamiento final de las capas intima y media con
una pérdida de la elasticidad (16). La lesién anatomopatoldgica basica es la placa de
ateroma, compuesta fundamentalmente por lipidos, células inflamatorias y tejido fibroso

y que tiene diferentes estadios en su formacion (17).
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La evolucion natural es hacia la complicacion de la placa de ateroma con la
aparicion de fisuras, la erosion o incluso la rotura de la misma y la formacién de un
trombo en su superficie, lo que facilita su crecimiento, y la aparicién de isquemia o

necrosis, que constituyen las manifestaciones clinicas clasicas de la misma (18).

Se acepta que la ateroesclerosis es una enfermedad sistémica, que afecta a las
arterias de diferentes localizaciones de forma simultanea, pero con diferente grado de
progresion. El proceso es caracteristico de las arterias coronarias, las arterias que irrigan
el cerebro (carétidas, vertebrales y cerebrales intracraneales) y de las extremidades
inferiores (iliacas y femorales). Es por ello que las manifestaciones clinicas se suelen
producir en estas localizaciones vasculares. Si el lecho vascular afectado son las arterias
coronarias, la expresion clinica es la aparicion de un sindrome coronario agudo, IAM o
muerte subita. En el sistema nervioso, se manifiesta como un accidente cerebrovascular
agudo (ACVA), o como un accidente isquémico transitorio (AIT). En el caso de las
arterias periféricas, produce la claudicacion intermitente o la isquemia aguda de los
miembros inferiores. Existen ademas distintas formas de presentacién de la enfermedad
ateroesclerotica, que también puede ser crénica, por estenosis de la luz arterial, como en
el caso de la angina estable, o aguda, por la subita rotura de la placa y la formacién de

un trombo, como en algunos casos de ictus isquémico.

La importancia de la ateroesclerosis radica en su elevada prevalencia, en la
gravedad de la patologia asociada, y los factores concomitantes. A pesar de ello, se
desconocen en gran parte los mecanismos que llevan a su desarrollo y la aparicion de
complicaciones. Algunas patologias, sobre todo aquellas que asocian un componente
inflamatorio crénico, como las enfermedades autoinmunes, asocian un incremento del
riesgo de enfermedades vasculares secundario al desarrollo de ateroesclerosis, y por

tanto, pueden servir como modelo de estudio para la misma.
1.3.2. Ateroesclerosis: Aspectos historicos.

Existe de forma generalizada la impresion de que la ateroesclerosis es una
enfermedad de la sociedad actual, propia de la era industrial, en paises ricos y de
personas con factores de riesgo como el sedentarismo, o el tabaquismo entre otros, pero

este concepto es erroneo.
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En el afio 2009, en el contexto de la reunion de la American Heart Association,
varios investigadores presentaron los resultados de estudios realizados en momias
egipcias de mas de 3500 afios de antigiiedad, que mostraban la existencia de
ateroesclerosis y enfermedad cardiaca en las arterias del farabn Merenptah, que murid
en el afio 1203 AC. Posteriormente, el estudio se amplié a momias de otras culturas,
como las del Perd, cuyos resultados mostraron que la ateroesclerosis era comin en estas

poblaciones, en las mismas localizaciones arteriales que en la actualidad (19).

Una de las primeras descripciones de lo que en el futuro se conoceria como
ateroesclerosis, la realizé Leonardo Da Vinci en los comienzos del siglo XVI, al relatar
la autopsia de un anciano (Il vechio). Leonardo, en su descripcién de los vasos
sanguineos, muestra claramente las diferencias existentes entre los vasos del anciano en
comparacion con lo que habia observado anteriormente al estudiar las arterias de un
nifio. Da Vinci sugirio tales cambios como efecto de la edad, que habria provocado un
ensanchamiento de la pared arterial, su elongacién, la aparicion de tortuosidades y la
constriccion de la luz, dificultando el paso de la sangre a través de ellos (20). Poco
después, Friedrich Hoffman (1660-1742), en la Universidad de Halle, describié como
causa de las enfermedades cardiacas los problemas de circulacion de la sangre derivados

de la reduccion del calibre de las arterias.

El término ateroesclerosis, fue utilizado por primera vez por Johann Friedrich
Lobstein en 1829. Su descripcion se centrd6 en los aspectos macroscopicos.
Aproximadamente 30 afios mas tarde, el célebre patélogo Richard Virchow describio las
lesiones sugiriendo que eran consecuencia de un traumatismo de las células que
recubren la capa interna de la pared arterial, lo que se continuaria de un proceso
inflamatorio con deposito graso, y en Ultima instancia, fenémenos de

hipercoagulabilidad (21).

El gran auge en el interés de la ateroesclerosis se da a lo largo del siglo XX. Una
de las principales contribuciones fue el descubrimiento del colesterol de baja densidad o
LDL. En 1948 se inicio el estudio Frammingham, en el que se recluté 5.209 hombres y
mujeres de entre 30 y 62 afios de edad, y sin evidencia de enfermedad vascular previa.
Desde entonces, el grupo se ha ampliado incluyendo a los hijos del primer grupo en

1971 y la tercera generacion del grupo original en 2002. Gracias al estudio
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Frammingham disponemos de tablas que ayudan a calcular el riesgo de sufrir un

episodio vascular (22).

En los afios 90, la American Heart Association clasificoO las lesiones
ateroesclerosas en ocho tipos diferentes, desde los estadios iniciales a las fases mas
avanzadas (23), describiendo la historia natural de la enfermedad; y en el afio 1999,
Russell Ross definio la ateroesclerosis como mucho més que un mero depdsito de
lipidos en la pared arterial, poniendo en marcha la actual hipotesis inflamatoria, que es

aceptada de forma universal en nuestros dias (13).

En su descripcion, Ross (13) considera la ateroesclerosis como un proceso
dinamico, que se produce en la pared vascular como respuesta a un agente nocivo, o0 una
agresion sobre la misma. Se establecen, ademas, diferentes factores que pueden influir
en el desarrollo de la cascada inflamatoria que desencadena la ateroesclerosis, como los
lipidos (principalmente LDL), antecedentes de hipertension arterial o diabetes, radicales
libres, la hiperhomocisteinemia, ademas de factores genéticos, determinadas infecciones
o la combinacién de los anteriores. Ross establece la disfuncion endotelial como el
estadio inicial del proceso ateroscleroso, previo a la aparicion de la lesién endotelial en

el lecho vascular.
1.4. EL ENDOTELIO VASCULAR.

1.4.1. Conceptos generales.

El endotelio es la monocapa de células que tapiza el interior de todos los vasos
sanguineos, pero no se trata de una simple barrera celular entre la sangre y los tejidos
(24). El endotelio es un “organo”, que tiene unas claras funciones reguladoras. El
endotelio es capaz de secretar numerosas sustancias vasoactivas, ademas interviene en
la modulacion del tono vascular, controla de forma activa el intercambio de sustancias
entre el espacio intravascular y los tejidos, y entre sus funciones se encuentran la

activacion plaquetaria y la proliferacion del musculo liso (25).

En condiciones fisioldgicas, el endotelio regula la homeostasis vascular al actuar
cada célula endotelial como un detector de sefiales, que es capaz de generar una
respuesta y de transmitirla al entorno vascular y también a distancia, por la circulacion

sanguinea. Las células endoteliales son capaces de detectar los cambios fisicos (estrés

29



INTRODUCCION

mecanico hemodinamico), y quimicos (liberacion de moléculas en el entorno), y

ejecutar una respuesta funcional adaptativa a tales cambios (25).

Por tanto, la alteracion de su funcién es el paso previo y necesario para el
desarrollo posterior de las complicaciones clinicas (13). El reconocimiento del
importante papel que juega el endotelio en todos estos procesos ha llevado al desarrollo
de una amplia variedad de métodos dirigidos a conocer su grado de alteracién y las
posibilidades de reparacion.

1.4.2. El endotelio en condiciones de homeostasis normal.

A pesar de su aparente simplicidad por tratarse de una monocapa de células, el
endotelio sano es capaz de responder a numerosos estimulos fisicos y quimicos,
proporcionando una respuesta adecuada a cada uno de ellos, mediante la produccion de
una amplia variedad de factores encargados de regular el tono vascular, la adhesion

celular, las respuestas de proliferacion celular y también las de inflamacion.

De entre sus funciones, la primera en conocerse y la méas estudiada, es la
regulacion del tono vascular (25). El endotelio puede modificar el tono vascular
mediante la produccién y liberacidn de sustancias vasoactivas, que relajan o contraen la
pared vascular, lo que juega un importante papel en la oxigenacion y suplencia de las
demandas metabdlicas de los tejidos. Entre las sustancias producidas por el endotelio, y
que participan en estos procesos, destaca el éxido nitrico (ON), que produce un efecto
de vasodilatacién en la pared vascular. En condiciones normales, el ON juega un papel
relevante en el mantenimiento de la pared vascular en un estado quiescente, que inhibe

la inflamacion, la proliferacion celular y el desarrollo de trombosis (26).

El ON se genera a partir de la L-arginina por accion de la ON sintasa endotelial
(eNOS) y difunde a través de la pared vascular a la capa muscular favoreciendo la
vasodilatacion. Existen otras sustancias liberadas con acciones vasodilatadoras como las

prostaciclinas, aunque con una importancia ligeramente menor.
1.4.3. Activacion endotelial y ateroesclerosis.

El endotelio vascular es la diana de los factores aterogénicos, y la disfuncion
endotelial se considera el evento inicial en el desarrollo de ateroesclerosis (27).

Clasicamente, el proceso de desarrollo de la ateroesclerosis comienza en la infancia y
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progresa de forma silenciosa a lo largo de afos, en una etapa preclinica, hasta la
aparicion de potenciales manifestaciones patoldgicas. El paso fundamental de todo este

proceso es la alteracion del normal funcionamiento del endotelio.

El término de disfuncidn endotelial se refiere realmente al proceso de activacién
endotelial mas propiamente dicho, que mantenido, de forma prolongada en el tiempo, y
en presencia de ciertos factores, puede producir el desarrollo de la enfermedad vascular.
Se define, por tanto, la disfuncion endotelial como un mecanismo de respuesta a una
agresion, que cursa con una alteracion de la vasodilatacion dependiente de endotelio, un
aumento de la adhesividad de los leucocitos y plagquetas generado por un incremento de
la expresion de moléculas de adhesion, transmigracion de monocitos/macréfagos y
depdsito de lipidos en el espacio subendotelial, con aumento de la trombogenicidad y
cambios en la modulacion del crecimiento y migracion de la fibra muscular lisa vascular

subyacente (28).

La disfuncién endotelial es un proceso dindmico, en el cual el endotelio pasa del
estado quiescente descrito previamente a un estado de activacion endotelial. Este estado
activado implica la existencia de una respuesta inflamatoria, como respuesta defensiva
ante un hecho causal. En este nuevo estado se produce un desequilibrio inducido por la

activacion de reactantes de oxigeno en las fases iniciales de la disfuncién endotelial.

Las primeras descripciones de la disfuncion endotelial se realizaron en pacientes
con insuficiencia renal cronica que presentaban alteraciones complejas de la hemostasia,
al coexistir clinica hemorragica con un riesgo cardiovascular elevado (29). Las
investigaciones en estos pacientes permitieron identificar biomarcadores presentes en
sangre periférica como el factor von Willebrand (FvW), PAI-1, trombomodulina,
endotelina y determinadas citoquinas. Poco después se observo la existencia de una
alteracion en el correcto funcionamiento endotelial medido por la vasodilatacién
dependiente de endotelio en pacientes con insuficiencia renal. Los mismos resultados se
han obtenido posteriormente en otras patologias, como la diabetes mellitus (30), la

hipertension arterial (31), la insuficiencia cardiaca (32) o el sindrome metabdlico (33).

La mayoria de los considerados factores de riesgo cardiovascular clasicos
(hipertension, diabetes, dislipemia, habito tabaquico, edad), pero también los

recientemente descubiertos, como la hiperhomocisteinemia (34), el estrés oxidativo
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(35), o la existencia de condiciones inflamatorias sistémicas (36), ponen en marcha este
proceso dindmico de cambio, desde el estado quiescente a un estado de activacion, que
implica el desarrollo de una respuesta defensiva frente a una potencial agresion. Por
tanto, estos factores de riesgo cardiovascular se asocian con la existencia de disfuncién

endotelial con un riesgo acumulativo entre ellos.

La activacion de los reactantes de oxigeno que se produce en este estado es la
responsable de los cambios en el funcionamiento endotelial. Cuando las circunstancias
desencadenantes de esta activacion se mantienen de forma cronica, puede llegar a
excederse la capacidad de autorregulacion del endotelio, contribuyendo al desarrollo de

la enfermedad vascular.
1.5. MARCADORES DE DANO ENDOTELIAL.

Son numerosos los potenciales marcadores que se han utilizado para identificar
la existencia de disfuncién endotelial. En la mayoria de los casos, son marcadores
moleculares, habitualmente proteinas no relacionadas directamente con la lesion
inflamatoria vascular, como la PCR. Algunas de ellas, son marcadores inespecificos de
inflamacion como la IL-1 o TNF-a, comentados previamente y que aparecen en
cualquier proceso inflamatorio. Otros marcadores mas recientemente descubiertos son
las microparticulas endoteliales (MPs), y las células endoteliales progenitoras
circulantes (EPCs), que aportan informacion sobre la situacion del endotelio vascular y
el riesgo de enfermedad vascular. Existen asimismo pruebas que nos permiten conocer
la integridad del endotelio vascular y el estudio de la funcion endotelial mediante
técnicas de imagen. Entre estas se incluyen la ecografia y la ecografia doppler, y otras
mas agresivas como la angiografia, la pletismografia, o los estudios de distensibilidad

venosa.

A continuacion, se describen brevemente las principales formas de estudio de la
integridad y funcién endotelial. Se han clasificado en dos grandes grupos. El primero de
ellos engloba a los principales marcadores bioquimicos y moleculares que han
demostrado contribuir al proceso de disfuncién endotelial. Este grupo se compone de
algunos de los reactantes que juegan un papel importante en la inflamacion,
previamente sefialados como la PCR o el fibrindgeno. En segundo lugar, nos

centraremos en el estudio de la estructura y funcion del endotelio mediante el uso de
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técnicas no invasivas, inocuas y reproducibles, siendo la ultrasonografia la técnica que

mejor cumple estos requisitos.
1.5.1. MARCADORES MOLECULARES.

La ateroesclerosis comparte en su patogenia mecanismos inflamatorios similares
con numerosas enfermedades de base inmunoldgica. Estos mecanismos implican la
participacion de citocinas, que estan implicadas en la respuesta inflamatoria sistémica y
tienen un papel fundamental en el desarrollo de ateroesclerosis acelerada en algunos

pacientes.

Multiples citocinas proinflamatorias, entre las cuales destacan el TNF, las IL-1 e
IL-6 son liberadas por procesos inflamatorios locales a la circulacion sistémica. Estas
citocinas van a modular la respuesta inmunoldgica, y actian simultaneamente como
mediadores de numerosos efectos metabdlicos en 6rganos y tejidos (37). Se produce de
esta forma un espectro de cambios proaterogénicos que incluyen la presencia de
disfuncion endotelial, resistencia insulinica, activacion de un estado protrombotico y
estrés oxidativo, y que tienen como consecuencia el desarrollo de enfermedad

aterosclerotica en estos pacientes (38).

Para el estudio de los fendmenos inflamatorios implicados en la disfuncion
endotelial puede ser util la determinacion de las moléculas proinflamatorias que
provocan vasodilatacion, como el ON, y de factores de crecimiento o moléculas de
adhesion como I-CAM y V-CAM. Existen también marcadores celulares como las MP
o las EPCs, cuyos niveles se han mostrado asociados a mdltiples patologias que
condicionan un incremento del riesgo vascular, como por ejemplo, en el caso de

enfermedades neuroldgicas, en la migrafa (39).

Dentro de las moléculas proinflamatorias, describimos a continuacion aquellas

que seran estudiadas especificamente en esta Tesis Doctoral:
1.5.1.1. Proteina C reactiva (PCR).

La PCR es, con diferencia, el marcador inflamatorio més utilizado en la practica
clinica. Su importancia radica, por una parte, en su fiabilidad, pero también en el hecho
de que junto con algunos otros reactantes de fase (proteina SAA, fosfolipasa A2), ha

demostrado ser parte activa del mecanismo patogénico de la ateroesclerosis (40).
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La PCR es una proteina de la familia de las pentraxinas (41). Como se ha
sefialado previamente, su utilizacion en la clinica se ha centrado en la identificacion de
procesos inflamatorios subyacentes, pero en los Gltimos afios, varios estudios han
demostrado que la PCR podria participar de forma directa o indirecta en el desarrollo
del dafio vascular. Entre dichos mecanismos se encuentran la activacion del
complemento (42), la disminucion de la secrecion de ON (43), la regulacién al alza de
las moléculas de adhesion (44), la estimulacién de la secrecion de factores tisulares por
monocitos circulantes con efectos procoagulantes (43), y la facilitacion de los
mecanismos de apoptosis de las células endoteliales, junto con la inhibicion de la

angiogénesis (43).

Estos hallazgos apoyan la existencia de una relacion entre inflamacion y
enfermedad cardiovascular, y ofrecen a la vez una explicacion al origen del deterioro

vascular asociado a las enfermedades infecciosas e inflamatorias crénicas.
1.5.1.2. Oxido Nitrico (ON).

El ON juega un importante papel en los procesos fisioldgicos vasculares. EI ON
tiene un efecto vasodilatador directo, que influye en la regulacién de la tension arterial,
pero ademas, desempefia una funcién en la modulacion de la respuesta inmune,
posiblemente a través de la regulacion diferencial de la sintesis de citocinas, macr6fagos
y otros tipos celulares, que pueden inducir la formacion de interferon gamma (IFN-Y),
TNF-a y lipopolisacarido bacteriano (LPS) (26).

El ON, por tanto, tiene un importante papel en los procesos fisioldgicos, pero
también en estados patoldgicos, al tratarse de una sustancia metabdlica activa que
interviene en el ciclo bioldgico de la célula endotelial (por inhibicion de la respiracion
mitocondrial, generacién de radicales mas tdxicos y dafio directo al ADN); conduciendo
al desarrollo de un desequilibrio en la produccion de los mediadores hemostaticos y
hemodindmicos, en el que prevalecen aquellos que conducen a la enfermedad vascular
(45).

De esta manera se induce la migracién de células musculares lisas hacia la
intima, y la diferenciacion hacia fibroblastos para aumentar el tamafio de la placa

aterosclerdtica. Es, por tanto, una respuesta anormal ante el estrés dindmico, con la
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consecuente formacion de trombos y progresion acelerada hacia la disminucion del

calibre vascular, produciendo un incremento del riesgo de enfermedad vascular.

El ON estd implicado ademas en la patogénesis de enfermedades neuroldgicas
en las que se ha demostrado la existencia de una disfuncion endotelial y un incremento
del riesgo de padecer enfermedades vasculares como la migrafia. Esta relacion, mas
marcada en el caso de la migraia con aura, se explica por los mecanismos
fisiopatologicos comunes entre la migrafia y la disfuncion endotelial. Entre las
funciones del ON, se considera que es también uno de los potenciales mediadores
enddgenos del inicio del ataque de migrafa, tal y como se ha demostrado en diversos
estudios, que han evidenciado niveles elevados de metabolitos del ON durante las crisis
de migrafia (46).

1.5.1.3. Velocidad de sedimentacion globular (VSG).

La velocidad de sedimentacion globular (VSG) es una herramienta Util y
ampliamente utilizada para evaluar la existencia de fendmenos inflamatorios
subyacentes en la poblacion general. Ademas, en algunos estudios, la VSG utilizada
como marcador inflamatorio ha sido predictiva del desarrollo de insuficiencia cardiaca

(47). Su medicion se ha asociado con otros marcadores de inflamacion como la PCR.
1.5.1.4. Fibrin6geno sérico.

El fibrindgeno sérico es una proteina reactante de fase aguda que se correlaciona
con la PCR. Ademas, el fibrindgeno ha demostrado en sujetos de la poblacion general
ser un factor de riesgo cardiovascular (48), y se ha asociado también con los factores de
riesgo tradicionales (49). Entre sus acciones se encuentran la activacion plaquetaria, que
contribuye a la agregacion plaquetaria favoreciendo el desarrollo de trombos. El
incremento de los niveles de fibrinGgeno, ademas, contribuye a la viscosidad

plasmatica, habiéndose demostrado incrementos en situaciones de inflamacién (50).
15.1.5. Lipoproteina a [Lp(a)].

La lipoproteina a [Lp(a)] es una lipoproteina cuya estructura es similar a la de
LDL-c. La diferencia esencial entre LDL-c y Lp(a) es la presencia de una molécula
adicional de apolipoproteina (a) parecida al plasmindgeno, unida covalentemente a la

apoB-100 por medio de enlaces disulfuro. Debido a su homologia con el plasmindgeno,
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la Lp(a) compite por los sitios de unién en la molécula y las células, y, por lo tanto,
puede llegar a interferir con el plasminégeno incrementando el riesgo de enfermedad

isquémica.

La Lp(a) ha demostrado también ser un factor de riesgo de enfermedad vascular
isquemica y tromboembolica (51). Fisiopatoldgicamente es una molécula aterogénica y
trombogénica, por su similitud estructural con el plasmindgeno, y ademés altera la
funcion endotelial al unirse a la tetranectina y producir una alteracion en la agregacion
plaquetaria. Se ha demostrado, asi mismo, que los estados inflamatorios también causan

aumento de la Lp(a) sérica (52).
1.5.1.6. Factor de Von Willebrand (FvW).

El FvW, es una glicoproteina producida, almacenada y liberada en el endotelio,
que se ha considerado juega un papel importante en el riesgo de desarrollar una
enfermedad vascular, y ademas ha sido considerado un factor de riesgo independiente
de ictus (53).

El FvW actia facilitando la agregacion plaquetaria, y su accién es
principalmente procoagulante. En caso de existir un dafio a nivel endotelial nos
encontramos con que se produce un exceso de liberacion de FVW asociado a un mayor

riesgo de procesos procoagulantes.
1.5.1.7. Moléculas de adhesion intercelular 1-CAM y vascular V-CAM.

Las moléculas I-CAM, y V-CAM, forman parte de la superfamilia de las
inmunoglobulinas. Estas moléculas desarrollan un importante papel en los procesos de
inflamacion, intervienen en la respuesta inmune e incluso en diversos mecanismos

intracelulares (54).

La familia de I-CAM esta formada por 5 moléculas, de ICAM-1 a ICAM-5, y
entre sus funciones estd unirse a las integrinas inflamatorias producidas por los
leucocitos para participar en la respuesta inmune y los procesos inflamatorios asociados.
V-CAM, por su parte, se une a la integrina VL-4 de los linfocitos, y entre sus
principales funciones esta reclutar leucocitos para los lugares en los que se estan

produciendo fendmenos de inflamacion (55).
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La importancia del reclutamiento leucocitario radica en que se ponen en marcha
todos los mecanismos proinflamatorios que desencadenaran en la disfuncion endotelial

y la formacién de la placa de ateroma, como paso previo a la enfermedad vascular.
1.5.1.8. Células progenitoras endoteliales circulantes (EPCs).

En 1997 Asahara demostro que las células obtenidas de sangre circulante podian
convertirse en células endoteliales in vitro (56), sugiriendo la presencia de células
progenitoras endoteliales circulantes (EPCs). Estas células provenientes de la médula
Osea se encuentran circulantes en la sangre periférica conservando su capacidad de

proliferacion y diferenciacion.

Desde entonces se han puesto en marcha numerosos estudios que han
demostrado que los niveles de EPCs circulantes son predictivos de eventos vasculares y
muerte en numerosas enfermedades, y que pueden definir el prondstico vascular de
distintas patologias, estando implicadas en la supervivencia tras un IAM o
enfermedades pulmonares (57). Nuestro grupo ha estudiado la presencia de EPCs y MPs
en enfermedades neuroldgicas. En el caso de una enfermedad neurovascular como la
migrafia, donde se ha establecido que constituye per se un factor de riesgo de
enfermedad vascular, se encontrd6 un incremento de las EPCs CD62E+ similar al

reportado para otros procesos patologicos (58).
1.5.2. MARCADORES ULTRASONOGRAFICOS.

Existen diferentes determinaciones que nos reflejan el estado del endotelio
mediante estudios de ultrasonografia. EI método mas ampliamente estudiado y
empleado para la evaluacion de la funcion endotelial es la vasodilatacion dependiente de
endotelio (VDE). En las ultimas décadas, la ecografia en modo B también se ha
mostrado eficaz para el estudio de los cambios morfoldgicos iniciales de la pared
arterial, en forma de engrosamiento del espesor intima-media (grosor intima media;
GIM). Menos conocidos, pero que han mostrado una gran relevancia clinica, son los
estudios de reserva hemodinamica cerebral (RHC). Estos estudios permiten valorar la
integridad de la circulacién cerebral, su funcionalidad y las anastomosis
leptomeningeas. Describimos a continuacion los principales estudios realizados en esta

Tesis Doctoral:
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1.5.1.2. Vasodilatacion dependiente de endotelio (VDE).

En los seres humanos la respuesta vasodilatadora del sistema vascular puede
valorarse a diversos niveles, por ejemplo, mediante angiografia de las arterias
coronarias, y, en las arterias periféricas, mediante pletismografia tras la administracion
de diversas sustancias. En este caso, la medicion puede realizarse en la arteria braquial,
midiendo la respuesta a wuna vasodilatacion dependiente de un endotelio
normofuncinante (después de la administracion intraarterial de acetilcolina), e
independiente de la funcion endotelial (después de la administracion de nitratos). La
ventaja de esta técnica es que es menos agresiva que la coronariografia, y que mantiene
una estrecha relacion con la respuesta vasodilatadora dependiente de endotelio de las
arterias coronarias (59) a pesar de ser una arteria que no tiende al desarrollo de
ateroesclerosis. Su gran limitacion es que es parcialmente agresiva, al requerir la
infusion de farmacos, y que algunos de estos, como la nitroglicerina, no deben utilizarse

en sujetos con antecedentes de bradicardia o hipotension.

Ante las limitaciones sefialadas previamente, hemos buscado otras técnicas que
nos permitan medir la disfuncion endotelial. La prueba ideal debe ser inocua y permitir
la realizacion de determinaciones sucesivas en el tiempo para contrastar la evolucion de
la funcién endotelial ante diversas patologias y para el estudio de pacientes

presintomaticos.

La VDE, medida mediante ultrasonidos en la arteria braquial, se ha mostrado
como una de las mejores técnicas hasta el momento. Es un método validado, no
invasivo y fisiologico, que se ha generalizado para la medicion de la funcion endotelial.
El estudio se puede realizar también a nivel de la arteria femoral o la arteria radial en
caso necesario. La VDE se fundamenta en los fendomenos fisiologicos del endotelio. Se
caracteriza por una dilatacion vascular en respuesta a un incremento del flujo sanguineo.
El estimulo consiste en provocar un aumento de flujo en la arteria braquial. Al someter a
una arteria periférica a una compresion mecanica, con la posterior liberacion de esa
compresion se induce un incremento del flujo sanguineo a través del vaso por hiperemia
reactiva. Este incremento del flujo aumenta la denominada tension de cizallamiento (del
inglés, shear stress), en direccion perpendicular a la corriente de flujo sanguineo que se
produce como consecuencia de la liberacion de neuromediadores, como el ON

endotelial, siendo el resultado final la aparicion de vasodilatacion. El grado de
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vasodilatacion serd directamente proporcional a la cantidad de ON que libere el
endotelio (60). La medicion de la VDE se encuentra estandarizada de acuerdo con guias
internacionales (61), y se define como el porcentaje de cambio entre el didmetro del
vaso tras una hiperemia reactiva y el didametro en condiciones basales. Se ha demostrado
que, en pacientes que presentan factores de riesgo vascular o patologia cardiovascular
establecida, se reduce el porcentaje de cambio o incluso puede llegar a estar ausente

(62).

Los resultados de la medicion pueden verse afectados por varios factores que se
resumen en la Tabla 1. El estrés de cizallamiento es proporcional a la viscosidad
sanguinea y a la velocidad de la sangre y se relaciona de forma inversa con el diametro
del vaso sanguineo. Por tanto, puede deducirse que cuanto mayor sea el diametro del
vaso el porcentaje de cambio observado sera menor. Otros factores que han demostrado
influir en este resultado son la edad, el sexo (los estrégenos condicionan una menor
respuesta y el didmetro vascular tiende a ser menor), la hora del dia (variaciones
circadianas) y las condiciones técnicas en las que se realiza la medida (posicién, ayunas,

toma de medicacion, reposo, temperatura ambiental etc.).

Tabla 1: Factores que pueden alterar los resultados de la VDE.

Factores que influyen sobre la determinacion de la VDE

Sexo

Edad

Estrés de cizallamiento

Ciclo menstrual

Resistencias vasculares

Condiciones técnicas de la sala (posicion, temperatura, duracion...)

Hora de realizacion (Ritmo circadiano)

Ayuno o ejercicio previo

Antecedentes familiares de patologia vascular

Factores de riesgo de enfermedad vascular (hipertension, diabetes, dislipemia, obesidad...)

Dafio medular

Una de las grandes ventajas de la ecografia sobre otras técnicas para el estudio
de la VDE, es que permite realizar determinaciones repetidas a lo largo del seguimiento
de los pacientes en riesgo o con patologia ya establecida e incluso estudiar la eficacia

las intervenciones terapéuticas. La otra gran ventaja es su accesibilidad, ya que la arteria
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braquial es facilmente localizable y no requiere de métodos invasivos, de grandes
requerimientos técnicos o largas curvas de aprendizaje. Ademas, los resultados medidos
en la arteria braquial se correlacionan bien con la funcion endotelial de arterias

coronarias o cerebrales (59).

Por todo lo anterior, su uso se ha extendido no sélo en la clinica, sino que se ha
generalizado en el campo de la investigacion, en diferentes patologias, incluyendo, en el
ambito de la neurologia, la migrafia. En el caso de los pacientes migrafiosos, esta
demostrada, sobre todo en el caso de la migrafia con aura, la existencia de una
reactividad vascular aumentada al CO» en el periodo intercritico (63) (64), aunque los

estudios comparativos con controles han mostrado datos contradictorios (65) (66).
1.5.2.2. Grosor intima-media (GIM).

La medicion del GIM por ultrasonografia constituye un test no invasivo, en el
cual se estudia la pared arterial a nivel de las arterias carétidas mediante el uso de
ultrasonidos en modo bidimensional. La determinacion de las caracteristicas arteriales
mediante esta técnica ha permitido establecer un nuevo marcador de riesgo de morbi-

mortalidad cardiovascular (67).

La exploracion de la pared arterial muestra la existencia de dos lineas
ecogénicas, que se corresponden histologicamente con las interfases luz-intima y media-
adventicia. La distancia entre esas dos lineas ecogénicas representa el engrosamiento

combinado de la capa intima y media de la pared arterial, y se define como GIM.

La ecografia ha demostrado ser una técnica fiable y que permite detectar los
cambios estructurales que se producen en la pared arterial desde las primeras etapas de
los mismos (68). Ademés, su generalizacion ha permitido medir y monitorizar la
progresion de la ateroesclerosis en individuos asintomaticos (69). Los estudios han
puesto de manifiesto que el aumento del GIM medido mediante ecografia en modo B se
correlaciona con la presencia de factores de riesgo cardiovascular (70) y constituye por
si mismo un factor de riesgo independiente de cardiopatia isquémica e ictus (71). Su
medicion de forma consecutiva, dado que se trata de una prueba inocua, nos permite
ademas valorar la progresion de la ateroesclerosis o su modificacién en estudios de

intervencion (72).
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Teniendo en cuenta que el GIM es un marcador de riesgo cardiovascular y que
es capaz de detectar la ateroesclerosis subclinica o preclinica, han surgido estudios en
los cuales se re-estratifica el riesgo cardiovascular de los individuos. En estos estudios,
aquellos individuos con un riesgo bajo o intermedio en los que se obtiene un GIM
patoldgico, son recalificados en situacion de riesgo cardiovascular elevado. Esta nueva
estratificacion del riesgo vascular permite ofrecer a individuos con ateroesclerosis
subclinica, no detectada por las tablas actuales de estratificacion cardiovascular,

estrategias de prevencion cardiovascular mas agresivas (73).

1.5.2.3. Estudio de reserva hemodinamica cerebral (RHC) o

vasorreactividad cerebral (VRC).

Los estudios de RHC miden la capacidad que tiene el cerebro de mantener un
flujo sanguineo cerebral (FSC) constante a pesar de variaciones de la presion arterial
(74). El conocimiento del estado de la RHC permite valorar la integridad de la

circulacion cerebral y su funcionalidad.

Existen numerosas series que han relacionado la pérdida de RHC con el riesgo
de presentar ictus. Aunque la mejor técnica para su estudio es la tomografia por emision
de positrones (PET), se trata de una técnica de alto coste y poco accesible, por lo que su

medicion indirecta mediante las técnicas de ultrasonidos se ha demostrado util y eficaz.

El cerebro tiene elevadas demandas energéticas, que exigen un aporte vascular
continuo. Para preservar su funcion metabolica dispone de dos mecanismos: la
autorregulacion del flujo y el aumento de la tasa de extraccion de oxigeno de la sangre
(75). En diferentes situaciones experimentales, se ha comprobado que la capacidad de
autorregulacion se va perdiendo, como por ejemplo durante la isquemia, tras un

traumatismo o en estados de inflamacion (76).

Los ultrasonidos permiten medir la VRC de forma indirecta, pero con resultados
superponibles a las técnicas consideradas de referencia (77). La determinacion puede
llevarse a cabo con diferentes métodos (prueba de CO2, prueba de acetazolamida o
mediante test de apnea). En nuestro trabajo hemos optado por el test de apnea (78), dada
la sencillez de la misma y porque no precisa el uso de medicacion (acetazolamida) que

interfiriese con el resto de estudios, o de material extra (capnografo).
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1.5.2.4. Otras determinaciones ultrasonograficas.

Dentro del estudio ultrasonografico de la estructura y funcion endotelial, el
calculo del flujo sanguineo cerebral total (CBF) ofrece importante informacion sobre los
mecanismos de autorregulacion y el potencial dafio subyacente. Usando la ecografia, la
medicion del flujo en ambas cardtidas internas y ambas vertebrales permite conocer el
flujo cerebral global. Este calculo ha demostrado tener una buena correlacion con el
SPECT (del inglés Single Photon Emission Tomography), PET (79) y los estudios de
perfusion mediante RMN, considerados las pruebas de eleccion (80). Las alteraciones
en este registro resultan de especial interés, dado que se han objetivado registros
alterados de la misma en diferentes enfermedades neuroldgicas como el ictus y la
demencia (81).

Por dltimo, la ecografia cerebral en modo B permite obtener imagenes de
estructuras parenquimatosas y realizar una medicién valida de los diametros
ventriculares, especialmente del tercer ventriculo. Esto hace que se considere una
técnica de gran utilidad en la evaluacion y seguimiento de pacientes con atrofia cerebral
0 con riesgo de presentarla, lo que abre una puerta de investigacion, sobre todo para las

enfermedades neurodegenerativas.

1.6. DISFUNCION ENDOTELIAL EN LAS ENFERMEDADES
INFLAMATORIAS.

El reconocimiento del importante papel jugado por la inflamacion en todas las
fases de la ateroesclerosis y del desarrollo de la enfermedad vascular ha sido
fundamental para entender la potencial relacion entre algunas patologias con un claro
componente inflamatorio, y el desarrollo de eventos vasculares en estos pacientes. Es
ademas, un hecho fundamental, que deberia condicionar los procesos diagnésticos y de

investigacion dirigidos a la prevencion de complicaciones en este grupo de patologias.

Las enfermedades autoinmunes conforman un amplio grupo de entidades de
variada expresion clinica que pueden afectar a casi cualquier organo del cuerpo. La
etiologia es desconocida adn en gran parte de las mismas, aunque se considera que un
agente ambiental puede alterar el sistema inmune, el cual no reconoce los antigenos

como propios y los ataca en individuos genéticamente predispuestos. Son patologias
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que frecuentemente afectan a personas jovenes y asocian una importante morbi-
mortalidad. Existe una amplia variedad de enfermedades autoinmunes, entre las mas
estudiadas se encuentran enfermedades endocrinoldgicas como la tiroiditis o la diabetes
mellitus tipo 1, enfermedades reumatoldgicas como la artritis reumatoide (AR), o el
lupus eritematoso sistémico (LES), mientras que en el ambito de la neurologia la

enfermedad autoinmune por excelencia es la esclerosis multiple (EM).

En muchas de estas enfermedades de naturaleza inflamatoria, se ha constatado la
existencia de un incremento de la incidencia de enfermedades vasculares (82). Se ha
postulado que este incremento se basa en los mecanismos fisiopatogénicos comunes que
comparten las enfermedades inflamatorias autoinmunes con aquellos procesos que
desencadenan en la formacién y progresion de la placa de ateroma. Ademas, los factores
de riesgo considerados tradicionales Unicamente explican el 40% de los casos de
eventos vasculares en estos grupos de pacientes, lo que indica la coexistencia de otros

factores capaces de desencadenar el proceso aterogénico.

Esta asociacion ha quedado especialmente demostrada en las principales
enfermedades reumatoldgicas, como la AR (83), el LES, la espondilitis anquilosante y
otras (84). El ejemplo paradigmatico lo constituye sin duda la AR, una enfermedad
inflamatoria crénica predominantemente articular, pero en la que pueden aparecer
manifestaciones extra articulares a lo largo de su evolucién. La AR puede presentarse a
cualquier edad, aunque su maxima incidencia se sitta entre los 40 y 60 afios con un
claro predominio femenino, presentando una relacion 3 a 1. En la AR, el riesgo de
muerte por enfermedad cardiovascular ha sido considerado el doble comparado con la
poblacion general (85), incremento que no se puede explicar Unicamente por los

factores de riesgo cardiovasculares clasicos (86).

Se ha demostrado que los pacientes con AR de larga evolucién presentan un
incremento del grosor del GIM y placas de ateroma, en ausencia de otros factores de
riesgo cardiovascular clésicos o evidencia de eventos cerebrovasculares o
cardiovasculares previos (87). Los pacientes con AR presentan una disfuncién
endotelial, que se puede objetivar en la respuesta tras la infusion de acetilcolina, asi
como una reduccion en el nimero y funcion de las EPCs (88) (89). Es esta alteracion,

existente en el normal funcionamiento del endotelio, la que favorece el desarrollo de la
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ateroesclerosis, que, ademas, se ha demostrado que progresa mas rapidamente en los

primeros afios tras el diagnéstico (90).

Los ultimos 15 afios han marcado un considerable cambio en el tratamiento de
las enfermedades inmunoldgicas como la AR. La disponibilidad de nuevos tratamientos,
incluyendo tratamientos biologicos, y la generalizacion del uso de terapias
modificadoras de la enfermedad aportan claros beneficios en la evolucién de la misma
y, en algunas series, también en la progresion de la enfermedad ateroesclerética. Se ha
demostrado que estos tratamientos pueden mejorar la funcion endotelial y reducen la
rigidez arterial (91), y aungue en algunos casos los resultados han sido contradictorios,
los trabajos publicados han demostrado que los pacientes tratados con farmacos
biol6gicos presentan un riesgo de eventos vasculares en los primeros meses menor que
aquellos tratados con los farmacos habituales (92). De todo lo anterior puede concluirse
que el tratamiento eficaz en las primeras fases de la enfermedad no logra unicamente el
objetivo terapéutico de reducir la actividad de la enfermedad y, por tanto, sus
manifestaciones clinicas, sino que también puede actuar limitando el dafio endotelial y

reducir el riesgo de eventos vasculares futuros.

Como se ha sefialado, esta asociacion entre enfermedades autoinmunes y riesgo
de desarrollo de eventos vasculares secundario a la existencia de una disfuncion
endotelial subyacente, se ha demostrado también en otras enfermedades autoinmunes.
En el caso de la EM, los trabajos, en cambio, son relativamente escasos, y, aunque
disponemos de algunos estudios de prevalencia de eventos vasculares, e incluso se ha
apuntado a un posible origen vascular en su fisiopatologia, los estudios dirigidos a
conocer la existencia y el grado de disfuncion endotelial en la EM son limitados.

En cambio, los mismos marcadores de estudio de la funcion endotelial se han
utilizado con éxito en otras patologias neuroldgicas con una base neurovascular y en las
que la inflamacién juega un papel relevante en su fisiopatologia. Es el caso de la
migrafia, en la que, durante los ultimos afios, se ha propuesto que puede ser
consecuencia de una disfuncion endotelial (93). Existen varios grupos internacionales
gue han demostrado la existencia de una disfuncion endotelial en los pacientes
migrafiosos, aunque con resultados dispares (94) (95). En el caso de la migrafia, esta
disfuncion endotelial seria la responsable de la asociacion existente entre migrafia y

enfermedad cardiovascular, incluyendo el ictus isquémico, que esta claramente
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demostrada, sobre todo en el caso de la migrafia con aura (96), pero también explicaria
el incremento de frecuencia de otros eventos vasculares isquémicos como el IAM o la
claudicacion intermitente (97). Fruto de estas asociaciones, se ha considerado y
aceptado que la migrafia per se constituye un factor de riesgo para la enfermedad

ateroesclerotica (98).

Se describen a continuacidn las principales caracteristicas de la EM, ejemplo de
enfermedad autoinmune crénica que afecta al sistema nervioso central (SNC) y en la
que la inflamacion constituye uno de los componentes fundamentales, haciendo especial
hincapié en los datos disponibles en la actualidad sobre la fisiopatologia y comorbilidad

vascular asociada.

1.7. ESCLEROSIS MULTIPLE.

1.7.1. Generalidades.

La EM es una enfermedad inflamatoria cronica desmielinizante vy
neurodegenerativa del SNC que afecta especialmente a personas jovenes en los periodos
mas activos de su vida (99). Se considera la EM como una enfermedad autoinmunitaria
del SNC, desencadenada por agentes exdgenos desconocidos, en personas con una
predisposicion genética. Es una enfermedad que clasicamente se presenta de forma
episddica, con sintomas parcial o completamente reversibles, y que posteriormente

presenta una etapa con un progresivo empeoramiento clinico.

La EM es una enfermedad caracterizada por la aparicion de forma consecutiva
en diferentes localizaciones de la sustancia blanca fundamentalmente, pero también en
la sustancia gris, de lesiones inflamatorias que dejan posteriormente una cicatriz gliética
caracterizada por desmielinizacion y dafio axonal. Caracteristicamente se inicia en las
primeras décadas de la vida, frecuentemente entre los 20 y los 40 afios y, al igual que
otras enfermedades autoinmunes cronicas tiene un claro predominio femenino, con una
relacion en la prevalencia aproximada de 2:1 (mujer:varon). La fase progresiva de la
enfermedad se manifiesta generalmente entre los 5 y los 20 afios desde el inicio.
Aunqgue en un 10-15% de los casos ocurre en familiares directos de primera linea, no se
ha encontrado hasta la actualidad un patron de herencia claro. La EM constituye la
causa mas comun de incapacidad neurolégica por enfermedad en los adultos jovenes del

mundo desarrollado.
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1.7.2. Curso clinico de la EM.

El curso clinico de la EM es completamente diferente al de otras enfermedades
neuroldgicas (100). El inicio de la enfermedad se caracteriza, en mas del 85% de los
casos por brotes, episodios de déficit neuroldgico de inicio brusco seguidos de una
recuperacion gradual a lo largo de varias semanas. Estos episodios o brotes, se repetiran
a lo largo de la enfermedad con una frecuencia variable, en lo que constituye la fase de
EM remitente-recurrente (101). Entre los brotes, la mayoria de los pacientes presentan
una buena recuperacion, siendo capaces de mantener sus actividades cotidianas.
Aproximadamente entre 5 y 25 afios tras el diagndstico, se produce un cambio
significativo, el nimero de brotes se reduce de forma importante, y son sustituidos por
una fase caracterizada por un lento empeoramiento clinico, con agravamiento de los
sintomas residuales de los brotes anteriores. Esta fase de la enfermedad conocida como
EM secundariamente progresiva tiene una respuesta muy limitada a los farmacos
actuales, a diferencia de la fase anterior en la cual el componente inflamatorio es mucho
mayor. Una de las caracteristicas tipicas de esta fase son los problemas de movilidad,
con pérdida de la independencia, y en muchos casos, el paciente va a requerir del uso de

silla de ruedas y ayuda para la movilizacion y las transferencias.

Una pequefia proporcién de los pacientes (<10% aproximadamente), no
experimentan el curso y los sintomas tipicos de la forma remitente-recurrente descrita
previamente. En su caso, la enfermedad se presenta con una progresion de los sintomas
desde el inicio de la misma. Esta variedad condiciona un curso clinico mucho mas
rapido con tasas de incapacidad mas altas y ya presentes en las fases iniciales de la
enfermedad. Esta entidad se conoce como EM primariamente progresiva y asocia

generalmente con un mal prondstico.

En otro subgrupo de pacientes (10-15%) los brotes son de una intensidad leve y
no llegan a desarrollar una fase secundariamente progresiva claramente manifiesta.
Estos casos, han recibido histéricamente el término de “EM benigna”, aunque en la
actualidad se encuentra en discusion. Esto es debido a que, en los ultimos afios, se ha
demostrado, que s6lo un pequefio porcentaje de estos pacientes permanecen sin una

clara afectacién funcional a largo plazo (102).
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1.7.3. Recuerdo historico.

Existen numerosas etapas en la historia de la EM, a pesar de ser una enfermedad
que no ha sido descrita hasta épocas recientes. Durante los siglos previos al
descubrimiento de la enfermedad, encontramos numerosas descripciones de personas
que padecian lo que aparentemente se trataba de una extrafia enfermedad que afectaba al
sistema nervioso y que resultaba resistente a todas las terapias conocidas. Muchas de
ellas son sugerentes de casos de EM, denominados con nombres diversos por los
médicos de la época. Tras su primera descripcion en el siglo XIX, los clinicos se
centraron en la busqueda de las causas de la EM y el motivo de su predileccion por
personas jovenes. El siglo XX fue el siglo de la fisiopatologia de la enfermedad, en el
cual los investigadores se centraron en los factores bioquimicos, inmunoldgicos y
genéticos relacionados con la enfermedad, lo que se vio plasmado en numerosos
avances, sobre todo en los campos de la inmunologia y la neuroimagen. Todo esto ha
sido el preludio de la época actual, una de las més activas de la historia de la medicina,
y que se conoce como la era terapéutica de la EM, que se inicié con los primeros

farmacos que de forma significativa han logrado modificar el curso de la enfermedad.

Las dos ultimas décadas han marcado el devenir de una enfermedad, hasta
entonces con connotaciones muy negativas por la discapacidad y los numerosos
problemas asociados. Se ha abierto una nueva época prometedora y de esperanza, en la
que, desde la ciencia basica, con los ensayos clinicos, los nuevos farmacos disponibles y
los que se dispondran en un futuro proximo, podremos lograr grandes avances en un
futuro cercano. Pero se hace necesario un breve conocimiento de los hechos que han

llevado a la situacién actual en la EM.

Una de las primeras descripciones de una persona cuyos sintomas se podrian
corresponder con una EM, segin los expertos, corresponde a Santa Lidwina de
Schiman, holandesa que vivid entre 1380 y 1433. Tal y como se describe en su
canonizacion, esta mujer, desde los 15 afios sufri6 una variedad de sintomas
neuroldgicos en distintas localizaciones, que se presentaban con agravamientos y
periodos de remisién de los mismos. Entre los sintomas se encontraban pérdida de
equilibrio, festinacion, dolor facial, ceguera unilateral y una debilidad progresiva que

fue descrita como intratable por los médicos de la época y que le llevd a fallecer a la

47



INTRODUCCION

edad de 53 afos. Considerando la sintomatologia y el curso de la enfermedad, la EM

constituye la principal sospecha de esta afeccién (103).

En la historia de la medicina se encuentra otro caso sugerente de EM. Sir
Augustus Frederic d"Esté, nieto ilegitimo del rey Jorge Ill de Inglaterra, vivid entre
1794 y 1848. En este caso disponemos de una detallada descripcion de los sintomas
sufridos, definido de acuerdo con sus médicos como una paraplejia progresiva, con
periodos de recuperacion entre los episodios de déficit neurologico y con la aparicion de
una discapacidad progresiva en el tiempo. En su caso se probo una amplia diversidad de

posibles tratamientos, pero todos ellos fueron infructuosos.

Desde el siglo XIX, numerosos médicos comenzaron el estudio de una extrafa
enfermedad neuroldgica, progresiva y que afectaba sobre todo a pacientes jovenes,
caracterizada por unos hallazgos caracteristicos en las necropsias. La escuela francesa
fue particularmente activa en este campo, destacando el hospital de La Pitié Salpétriere
en Paris. Jean Marie Charcot considerado uno de los padres de la neurologia moderna,
contribuy6 a describir y conocer numerosas patologias del sistema nervioso, entre ellas
la EM. Charcot relaciono, por primera vez, los hallazgos de las autopsias con los
sintomas neurologicos de la enfermedad que denomind “Esclerosis en placas
diseminadas” (104) (105). Una de sus pacientes, una mujer joven, presentaba un
temblor, diferente a otros descritos, y que asociaba otros sintomas neuroldgicos,
incluyendo alteracion en la articulacién el lenguaje y movimientos anormales de los
0jos. Cuando la mujer murid, Charcot examin6 el cerebro en la autopsia y pudo
observar las lesiones en placas existentes. Ademas, establecié una descripcion detallada
de los diagndsticos clinicos y evolutivos de la enfermedad, y establecié una correlacion
con los hallazgos anatomopatolégicos. Aunque estas lesiones habian sido descritas
previamente por otros patélogos como Cruveilhie (106) en Paris en 1835, o Carswell
(107) en Londres, se considera a Charcot el gran descubridor de la EM, por establecer la
primera descripcion completa de la enfermedad.

Charcot describi6 la enfermedad bajo el nombre de esclerosis en placas, término
por el que aun se conoce en la literatura francesa, y que hace una clara referencia a los
hallazgos anatomopatologicos. Estos hallazgos consisten en la presencia de zonas
cicatriciales en la sustancia blanca del encéfalo en las autopsias que realizaba en el

hospital de La Pitié Salpétriere.
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Al finalizar sus conclusiones sobre la enfermedad, cuando llego a la discusion
del tratamiento, tras haber descrito detalladamente las caracteristicas clinicas, la
patologia, el curso y el pronostico de la enfermedad, sus conclusiones fueron muy
pesimistas, y tristemente concluyd: “Después de lo que precede, {Es necesario que me
detenga en la cuestion del tratamiento? El tiempo de que esta consideracion sea

seriamente tenida en cuenta aun no ha llegado” (108).

A pesar de las conclusiones pesimistas de Charcot, a partir de este momento
hubo un creciente interés por la enfermedad, y otros neurdlogos célebres como Joseph
Francois Babinski (109) profundizaron en el conocimiento de la clinica y de las
caracteristicas anatomicas de la EM, explicando la presentacion intermitente de los
sintomas neuroldgicos y la variabilidad en las formas de presentacion de la enfermedad.

La escuela inglesa se refiri6 a la enfermedad bajo el término de esclerosis
diseminada o esclerosis insular, para resefiar la diseminacion existente entre las lesiones
en el SNC, y a posteriori, el término que se ha impuesto a nivel internacional y el mas
utilizado en la literatura es el de EM, que hace referencia a la existencia de multiples
lesiones a nivel del SNC y, al mismo tiempo, a la existencia de diferentes episodios de

disfuncion neuroldgica a lo largo del tiempo.

Desde la primera descripcion realizada por Charcot se han planteado las mismas
dudas que todavia no tienen una clara respuesta. La principal es la etiologia de la EM,
esto es, qué produce la EM. Multitud de teorias han surgido desde entonces. Uno de los
discipulos de Charcot, Pierre Marie (1853-1940), fue pionero en considerar la teoria
infecciosa (110), pero ya desde el afio 1863 Rindfleich (111) habia considerado que en
las lesiones de la EM existia un importante componente inflamatorio, y que esta
inflamacion podia ser la desencadenante de la pérdida de mielina. Mucho mas tarde, ya
en los afios 40 del siglo XX, esto fue corroborado por Elvin A. Kabat que observo la
existencia de un aumento de la proporcion de gammaglobulinas en el liquido
cefalorraquideo de los pacientes con EM, lo que apoya la hipétesis de la alteracion
inmunolédgica como causa de la enfermedad (112). Desde entonces, la comunidad
cientifica ha avanzado considerablemente en el conocimiento de la fisiopatogenia de la
enfermedad, lo que ha permitido mejorar de forma significativa tanto el diagnostico
como las opciones de tratamiento de los pacientes y consecuentemente, su calidad de

vida.
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1.7.4. Diagndstico de la EM.

En su descripcion Charcot establecié unos criterios diagndsticos, aunque no
formales para la EM, se trata de la triada clésica de nistagmo, temblor y problemas del
lenguaje. EI problema es que dicha triada era realmente restrictiva y por tanto
dificultaba el diagnostico de la enfermedad. Posteriormente la utilizacion de unos
criterios diagnosticos se ha generalizado como una herramienta esencial en la
enfermedad, y en la actualidad su utilizacion es insustituible tanto en la clinica como en

la investigacion, aunque han existido diferentes criterios a lo largo del dltimo siglo.

En los afios 30 del siglo XX, Marburg sugirié que la combinacion de palidez de
la papila, signo de Uthoff, ausencia de reflejos abdominales y signos piramidales eran
tipicos de la EM. Es a partir del afio 1965 cuando surgen los que se consideran los

primeros criterios diagnosticos aceptados de la enfermedad (Tabla 2).

Tabla 2: Criterios de Schumacher para el diagndstico de EM.

Criterios diagnosticos de Schumacher '

¢ Inicio de los sintomas entre los 10 y los 50 afios.

e Anomalias objetivadas en la exploracion neuroldgica.

e Lossignos y sintomas indican dafio en la sustancia blanca del SNC.

e Las lesiones estan diseminadas en espacio (2 0 mas lesiones separadas).

e Las lesiones estan separadas en tiempo (2 ataques separados al menos un mes).

¢ No existe una explicacion mejor.

Estos criterios, conocidos como los criterios de Schumacher (113), constituyen
esencialmente una lista de las caracteristicas mas habituales de la enfermedad. Se
generaliza a partir de este momento el concepto de diseminacion temporal y espacial, y
no se llega al diagnostico si el paciente no tiene al menos dos procesos neuroldgicos
distintos separados en el tiempo. Este es un concepto que se mantendra en los criterios

siguientes.

A lo largo de los 20 afios siguientes, el desarrollo de las técnicas de
neurofisiologia, con los potenciales evocados y el analisis del liquido cefalorraquideo,
que se incorporaron en la practica clinica, contribuyeron a mejorar la informacién para

el diagndstico. Los potenciales evocados son una prueba no agresiva que permite
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valorar el retraso en la conduccién nerviosa producido por la pérdida de mielina. La
neuroimagen sin duda, ha marcado un hito definitivo en el diagndstico de la
enfermedad. La tomografia axial computerizada (TAC) en primer lugar y, sobre todo, la
resonancia magnética (RM) permitian identificar las lesiones de EM e incluso

monitorizar el potencial efecto de los tratamientos.

En un esfuerzo por incluir los resultados de estos test para ayudar al diagnéstico
surgieron los nuevos criterios de Poser en el afio 1983 (114). Estos criterios determinan
cuando un paciente tenia una posible, probable o definitiva EM (Tabla 3). Persiste, en
estos criterios, la idea de diseminacion en el tiempo y en el espacio, pero como principal
novedad permiten la identificacion de lesiones asintomaticas mediante las nuevas
técnicas diagnosticas que ayudan a establecer el diagnostico. Estos criterios
actualizaban por tanto el diagnostico con las nuevas técnicas complementarias, aunque
todavia no incluian las nuevas de neuroimagen, sobre todo la RM, cuyo uso todavia era

bastante restrictivo.

Tabla 3: Criterios diagndsticos de Poser (1983).

Categoria

Datos adicionales necesarios para el diagnostico de EM

EM clinicamente definida | -Dos brotes, y evidencia clinica de dos lesiones separadas.
-Dos brotes, evidencia clinica de una, y evidencia paraclinica de
otra lesién separada
EM clinicamente definida | -Dos brotes y evidencia clinica o paraclinica de una lesion, mas
con apoyo de laboratorio. bandas oligoclonales en LCR o elevacién de 1gG.
-Un brote y evidencia clinica de dos lesiones separadas, mas
bandas oligoclonales en LCR o elevacion IgG.
-Un brote, evidencia clinica de una lesidn, evidencia paraclinica
de otra lesién separada, mas bandas oligoclonales en LCR o
elevacion de IgG
EM clinicamente probable | -Dos brotes y evidencia clinica de una lesion.
-Un brote y evidencia clinica de dos lesiones separadas.
-Un ataque, evidencia clinica de una lesion, evidencia paraclinica
de otra lesion separada.
EM probable apoyada en el | -Dos brotes y bandas oligoclonales o elevacion de IGG.
laboratorio

Poco después de la publicacion de estos criterios se generalizo el uso de la RM
en la préctica clinica con especial interés para el diagnostico de las enfermedades

desmielinizantes. Esto supuso una revolucion al permitir identificar las lesiones
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causantes de los brotes, identificar lesiones subclinicas de una manera eficaz y
monitorizar la progresion de la enfermedad, asi como la potencial eficacia de las nuevas

terapias disponibles.

En el afio 2001 un comité internacional de expertos en EM decidio revisar los
criterios de Poser para incluir la RM como un arma fundamental para el diagnostico
clinico. Los conocidos como criterios de McDonald (115) clarificaron y simplificaron el
nimero de categorias diagndsticas ademéas de facilitar un diagndstico precoz para
facilitar el inicio de los tratamientos. Dichos criterios se basan fundamentalmente en la
clinica, pero incorporan como nueva herramienta la RM, ademas de incluir por primera

vez una norma precisa para el diagnostico de EM primariamente progresiva.

Los criterios que utilizan para definir la diseminacién en el espacio en RM son
los de Barkhof-Tintoré (116) (117), debiéndose cumplir 3 de los 4 siguientes: 1) una
lesion que se realce con gadolinio o nueve lesiones hiperintensas en T2, en caso de que
ninguna capte contraste, 2) al menos una lesion infratentorial, 3) al menos una lesion
yuxtacortical, 4) al menos tres lesiones periventriculares. Una lesién en la médula
espinal puede sustituir a una lesion cerebral infratentorial. Por su parte, para la
definicion de diseminacidn en tiempo se precisan los siguientes criterios: Si la primera
RM se realiza al menos tres meses después del comienzo del primer evento, la presencia
de una lesion realzada con gadolinio demuestra la diseminacion en tiempo. Si no hay
lesiones que capten contraste, se precisa de nuevas RM en el seguimiento. En el caso de
que la primera RM se hubiese realizado antes de 3 meses desde el primer evento clinico,
una segunda RM realizada al menos 3 meses después que muestre una nueva lesiéon que
se realce con contraste aporta suficiente evidencia para el diagndstico de diseminacion

en el tiempo.

La primera edicion de estos criterios fue publicada en el afio 2001, pero
posteriormente fueron revisados en los afios 2005 y 2010. Los criterios de McDonald
son los utilizados en la actualidad por la comunidad médica, son criterios
fundamentalmente clinicos, pero apoyados por las pruebas diagndsticas. En comun con
los criterios precedentes, se encuentra el concepto de diseminacion espacial y temporal,
aunque la gran diferencia recae en los requerimientos para poder establecerlos en los

cuales juega un papel fundamental la RM.
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En los criterios se especifica la definicion de brote, entendiendo éste como la
aparicion de sintomas neurolégicos nuevos o el empeoramiento de alguno previo, que
aparece al menos 30 dias despues del inicio del brote previo, que persiste al menos 24

horas y que se acompafia de cambios objetivos en la exploracion neuroldgica.

Como se ha sefialado, en el afio 2005 se realizo una revision de los criterios de
McDonald (118), basandose en la experiencia clinica acumulada desde su publicacion y
con el objetivo de simplificar y permitir un diagndstico temprano, sin perder
sensibilidad ni especificidad. Fruto de esta revision se modifican los criterios de RM
para demostrar la diseminacion temporal al disminuir los criterios necesarios para la
misma. En la misma linea, se incrementa el valor de las lesiones medulares para el
criterio de diseminacion en espacio. Ademas, en la revisién del afio 2005 se elimina la

exigencia de demostrar bandas oligoclonales en el LCR para el diagnéstico EM.

En resumen, existen dos vias para demostrar la existencia de diseminacion en el
tiempo de las lesiones de RM: deteccion de lesiones que realcen gadolinio al menos 3
meses tras el primer evento clinico y, en caso de ausencia de captacion de contraste en
la lesion causante del primer evento clinico, deteccion de una nueva lesion en T2 que
aparezca en cualquier momento con relacién a una RM de referencia realizada al menos
30 dias después del primer evento clinico. En la Tabla 4 se resumen las principales

caracteristicas necesarias para el diagnostico.

Tabla 4: Criterios de RM en EM de acuerdo a revisién de McDonald 2005.

Diseminacion en espacio: Al menos 3 de las siguientes:

e Al menos una lesion captante de gadolinio o 9 lesiones hiperintensas en T2 si no hay

lesiones captantes.

e Al menos una lesion infratentorial.

e Al menos una lesion yuxtacortical.

e Al menos 3 lesiones periventriculares.

Una lesion de la médula espinal puede ser equivalente a una lesion cerebral
infratentorial. Una lesion medular hipercaptante es considerada equivalente a una lesion
cerebral hipercaptante y lesiones individuales en médula espinal, junto con lesiones
individuales cerebrales contribuyen juntas a alcanzar el numero requerido de lesiones en T2
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Diseminacion temporal: Al menos 1 de los siguientes.

e Deteccion de captacion de gadolinio al menos 3 meses después del inicio del evento

clinico en lugar distinto al primer brote.

e Deteccion de nuevas lesiones en T2, si estas aparecen en cualquier momento,
comparadas con un examen de referencia hecho al menos 30 dias después del inicio del

cuadro.

En Mayo de 2010 el Comité de expertos se reunio por tercera vez en Dublin, con
la finalidad de examinar los criterios requeridos para la diseminacion temporal y
espacial, ademéas de ampliar los criterios diagnosticos a la poblacion pediatrica y a otras
etnias como la poblacion asiatica o hispanoamericana (119).

Las principales novedades de esta tercera revision se centraron en el uso e
interpretacion de los criterios radiologicos para definir la diseminacion en tiempo y en
espacio, basadas sobre todo en las publicaciones del grupo de estudio MAGNIMS
(Magnetic Resonance Imaging in Mutiple Sclerosis). La finalidad de tales cambios fue
aumentar la sensibilidad diagndstica sin comprometer la especificidad, a la vez que se

simplificaron los requerimientos diagndsticos.

El uso de las técnicas de neuroimagen para la demostracion de la diseminacion
de las lesiones del sistema nervioso central en espacio y tiempo se han visto
simplificadas y, en algunas circunstancias, como principal novedad, la diseminacion en
tiempo y espacio que se requiere para el diagnéstico, puede demostrarse en un unico

estudio.

Los criterios de McDonald han permitido realizar diagndsticos mas tempranos,
manteniendo una elevada especificidad y sensibilidad (120), y permiten, por lo tanto,
ofrecer un mayor apoyo a los pacientes y facilitan el inicio precoz de los tratamientos

dirigidos a modificar el curso de la enfermedad.

En la Tabla 5 se describen los Criterios de McDonald del afio 2010, que son los
utilizados en la actualidad, tanto para el diagnéstico clinico, como a nivel de
investigacion, siendo éstos los que hemos utilizado en nuestro trabajo, de cara a la

seleccidn de los participantes con EM.
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Tabla 5: Criterios de McDonald 2010 para el diagndstico de EM.

Presentacion clinica

> 2 o mas brotes, evidencia clinica
objetiva de >2 lesiones o evidencia
clinica objetiva de 1 lesion con
evidencia historica razonable de
un ataque previo.

> 2 o mas brotes, evidencia clinica
objetiva de una lesion.

1 ataque, evidencia clinica objetiva
de > 2 lesiones.

1 ataque, evidencia clinica objetiva
de 1 lesion (sindrome clinico
aislado).

Progresion neuroldgica insidiosa
sugestiva de EM. (EM primaria
progresiva).

Datos adicionales para el diagnostico

Ninguno.

Diseminacion en el espacio, demostrada por:

> 1 lesion en T2 en al menos 2 de 4 regiones tipicas de
EM en SNC (periventricular, yuxtacortical,
infratentorial o en médula espinal) o esperar un nuevo
brote clinico que implique un sitio diferente del SNC.
Diseminacién en tiempo, demostrada por:

Presencia simultanea de realce con gadolinio con
gadolinio asintomatico y/o lesiones no captantes en
cualquier momento o una nueva lesion en T2 o captante
en el seguimiento con RM, independientemente del
tiempo con referencia al estudio previo, o esperar a un
segundo ataque clinico.

Diseminacion en el espacio, demostrada por:

> 1 lesion en T2 en al menos 2 de 4 regiones tipicas de
EM en SNC (periventricular, yuxtacortical,
infratentorial o en médula espinal) o esperar un nuevo
brote clinico que implique un sitio diferente del SNC.

Diseminacién en tiempo, demostrada por:

Presencia simultanea de realce con gadolinio con
gadolinio asintomatico y/o lesiones no captantes en
cualquier momento o una nueva lesion en T2 o captante
en el seguimiento con RM, independientemente del
tiempo con referencia al estudio previo, o esperar a un
segundo ataque clinico.

Un afio de progresion de la enfermedad (retro o
prospectivamente) mas 2 de 3 de los siguientes
criterios:

1. Evidencia de diseminacion en espacio en el cerebro
basado en > 1 lesion en T2 en regiones caracteristicas
de EM.

2. Diseminacion en espacio en la médula espinal
basada en > 2 lesiones en T2 o LCR positivo.
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1.7.5. Historia terapeéutica de la EM.

La historia de los tratamientos de la EM sin duda es mucho mas breve que la de
la enfermedad, ya que no hemos dispuesto de tratamientos realmente eficaces hasta

finales del siglo XX.

Como se ha sefialado, Charcot fue bastante pesimista en relacion con los
tratamientos de la EM. Hasta entonces se habian probado numerosos farmacos sin éxito,
y muchos méas se probaron a lo largo de las siguientes décadas, hasta disponer de

herramientas terapéuticas capaces de modificar el curso clinico de la enfermedad.

Las conclusiones de Charcot fueron consecuencia de los fracasos de terapias
como el oro, la plata o de venenos como la estricnina a bajas dosis, y a lo largo de los
siguientes afios se probaron numerosos tratamientos y técnicas. Destaca el uso de
farmacos utilizados contra otras enfermedades, como la sifilis, la inyeccion de toxinas y

otros como por ejemplo la belladona, la penicilina, vacunas etc.

En la década de 1940 con la aparicion de los anticoagulantes, éstos se usaron
para el tratamiento de la EM. Se conocia por las observaciones previas, que en el centro
de las placas solia encontrarse vasos sanguineos y parecia por ello l6gico hipotetizar que
esas lesiones parcheadas se debiesen a isquemia, émbolos o la existencia de una
enfermedad vascular subyacente. Por lo que, cuando la warfarina estuvo disponible, su
uso se extendio para el tratamiento de la EM, impulsado en parte por el entusiasmo de
personas como Tracy Putman (121), aunque los resultados no fueron los esperados en

un primer momento.

En plena guerra fria, durante los afios 50 se especulé con la posibilidad de una
vacuna, descubierta por cientificos de la Union Soviética. El oscurantismo de la época
hizo que se crearan grandes expectativas, hasta que se descubridé que en realidad se
trataba de la vacuna de la rabia y que producia un empeoramiento clinico en los
pacientes. La cortisona y la ACTH, que se pensd podrian suponer la cura de la AR,
fueron usados en los pacientes con EM por primera vez en los afios 50. Aunque algunos
casos de la literatura mostraban mejorias significativas en los pacientes tratados, el
primer ensayo a doble ciego con esteroides fue llevado a cabo por Henry Miller en
Newcastle, sugiriendo una mejoria en los pacientes con EM, especialmente en los casos

de neuritis Optica (122), aunque los ensayos con tratamientos orales no fueron efectivos.
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A partir de los afios 80 se generalizé el uso de megadosis de corticosteroides
endovenosos durante los brotes (123). Dicho tratamiento demostrd reducir la duracién
de los sintomas, aunque no tiene efectos sobre el grado de recuperacién o la intensidad
de las secuelas, ni tampoco se ha demostrd que altera la historia natural de la

enfermedad.

Los primeros estudios dirigidos a obtener un farmaco que controlase la
enfermedad, a través de su efecto sobre el sistema inmune, se realizaron en las décadas
de los 70 y 80, pero supusieron un rotundo fracaso. Basandose en el origen
inmunolégico de la EM, se probaron numerosos farmacos inmunosupresores e
inmunomoduladores, como el ensayo realizado por Lawrence D. Jacobs (124) con
interferén beta intratecal, que demostr6 reducir el nimero de brotes, pero que

presentaba problemas de viabilidad clinica por requerir punciones lumbares repetidas.

El punto de inflexion, como se puede ver en la Figura 1, se produjo en el afio
1993, con el descubrimiento de que el interferon (IFN) betalb, producido por ingenieria
genética, y administrado a los pacientes por via subcutanea, era capaz de variar el curso
de la enfermedad, reduciendo el nimero de brotes y dando lugar a un perfil mas
favorable. El estudio se realiz en varios hospitales de EEUU y Canada y los resultados
fueron esperanzadores. Otro farmaco, el IFN beta la (Avonex™), aplicado via
intramuscular obtuvo similares resultados. El tercer interferon utilizado con resultados
similares, fue el IFN betalb con administracion subcutanea (125). EI 23 de Julio de

1993 el IFN-B1b fue aprobado para el tratamiento de la EM remitente-recurrente.

Figura 1: Resumen histdrico de los tratamientos de la EM.
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Se considera que las tres presentaciones de interferon beta aprobadas tienen
efectos positivos sobre la EM remitente recurrente gracias a sus efectos antinflamatorios
e inmunomoduladores. Entre los potenciales efectos inmunomoduladores, se considera
que dan lugar a una disminucion de las citocinas proinflamatorias, como el interferon
gamma, la reduccion de la expresion de antigenos del complejo mayor de
histocompatibilidad y la disminucién del paso de linfocitos a través de la barrera
hematoencefalica.

El cuarto farmaco que se comercializd fue el acetato de glatiramero
(Copaxone™) (126), que demostré reducir la frecuencia de los brotes al igual que los
farmacos anteriores. El Natalizumab (Tysabri™) es un anticuerpo monoclonal que se
une a la subunidad a4 de las integrinas que se expresan en los linfocitos activados,
bloqueando su unidén a su ligando en las células endoteliales, la molécula VCAM-1, y
por tanto evitando el paso de estos a través de la barrera hematoencefalica, reduciendo
el componente inflamatorio de la placa de EM en el SNC. Varios estudios avalan su
eficacia, con tasa de reduccion de brotes en torno al 68%, ademas de reducir el riesgo de
progresion de la discapacidad y la actividad medida en RM. A los tres meses de su
comercializacion tras ser aprobada por la FDA en el afio 2005, se suspendio
transitoriamente por la aparicion de 3 casos de leucoencefalopatia multifocal progresiva
(LMP). EI farmaco fue reintroducido en el afio 2007 en Espafia como terapia de segunda
linea para la EM remitente recurrente. En la actualidad es posible estratificar el riesgo
de desarrollar una LMP en funcion de varios factores, como el tiempo de tratamiento,

tratamientos previos o indice viral (127).

El fingolimod (Gilenya™) es el primer farmaco oral disponible para el
tratamiento de la EM en adultos. El farmaco fue autorizado en la Union Europea en
marzo de 2011 y estd indicado para el tratamiento de pacientes con EM remitente
recurrente en los que la enfermedad es grave y de réapida evolucion, o bien no ha
respondido al tratamiento con interferones. Su mecanismo de accién se basa en su
accion como agonista parcial del receptor de la esfingosina 1 fosfato en los linfocitos, lo
que provoca el blogueo de la migracion fuera de los 6rganos linfoides secundarios.
Como consecuencia se produce un descenso en el numero de linfocitos circulantes,
aunque las células T memoria y las B no se ven afectadas. Se ha comprobado que
fingolimod también disminuye las citocinas proinfamatorias (128) y que atraviesa la
barrera hematoencefalica, por lo que puede tener un papel en los procesos de
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remielinizacion (129). El fingolimod ha demostrado ser eficaz en la reduccion de la tasa
de brotes (54%), en la progresion de la enfermedad y en la reduccion de progresion de
la discapacidad, ademas de una eficacia superior a los interferones (130). Entre sus
efectos adversos se encuentran la bradicardia y los blogqueos AV de primer grado,
infecciones del tracto respiratorio inferior, reactivacion de virus herpes, linfopenia y

elevacion de enzimas hepaticas.

Los altimos farmacos en incorporarse a las opciones terapéuticas han sido el
dimetilfumarato (BG-12) y la teriflunomida. EI BG-12 (131) ha sido utilizado durante
décadas para el tratamiento de la psoriasis y posee efectos inmunomoduladores gracias a
su accion de regulacion a la baja de la expresion de VCAM y estimulando la apoptosis
de linfocitos activados. La teriflunomida (132) es un agente que actta sobre la dihidro-
orotato deshidrogenasa, bloqueando la proliferacién de los linfocitos, que, administrado
por via oral, ha mostrado una eficacia similar a los interferones. Por ultimo, el
alemtuzumab, es un anticuerpo monoclonal dirigido contra los CD52. Causa la lisis de
linfocitos B y T circulantes, modificando la inmunidad adaptativa (133), se ha mostrado
muy eficaz en la reduccion de los brotes clinicos y la discapacidad (134). Entre sus
potenciales efectos adversos destacan infecciones del tracto respiratorio, linfopenia y

leucopenia y enfermedades autoinmunes.

Los tratamientos para la EM estan experimentando una transicién muy répida en
los Gltimos afios, en un cambio hacia una mejor optimizacién de las diferentes opciones,
basandose en la eficacia y la seguridad. Aunque en la mayoria de los casos no existen
estudios “head to head” entre las nuevas terapias, el natalizumab y alemtuzumab se
muestran como los mas eficaces, similar eficacia ha demostrado fingolimod (135) y se
siguen del dimetilfumarato y la teriflunamida. En la actualidad hay numerosos ensayos
clinicos en marcha y nuevas alternativas terapéuticas en el horizonte. Existen, ademas,
numerosas terapias encaminadas al tratamiento sintomético de la enfermedad y a la
prevencion de sus complicaciones. Pero, tanto los estudios sobre los tratamientos
dirigidos a modificar el curso de la enfermedad, como los encaminados a mejorar la
calidad de vida o actuar sobre los sintomas, precisan continuar la investigacion basica
de los mecanismos y procesos fisiopatoldgicos que subyacen en la enfermedad. Por

estas razones consideramos que la era terapeutica no ha hecho méas que comenzar.
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1.7.6. Escalas de valoracion de discapacidad y fatiga.

La escala EDSS (escala ampliada del estado de discapacidad o Expanded
Disability Status Scale) de Kurtzke (136), es actualmente la escala mas ampliamente
utilizada para la valoracion del dafio o deterioro neurolégico, asi como la limitacién de

las actividades diarias, en la EM.

La escala se basa en un sistema de puntuacién de los sistemas funcionales
(piramidal, cerebelo, tronco del encéfalo, sensitivo, esfinteres, visual, cerebral y otros),
que nos indica dénde situar el grado de afectacion del paciente, en una escala con un

recorrido entre el 0 y el 10.

Generalmente, las puntuaciones entre 0 y 3.5 discriminan en funcion de las
puntuaciones de los sistemas funcionales, y a partir del grado 4, las puntuaciones se
definen principalmente en funcion de las alteraciones encontradas en la marcha de los

pacientes.

A pesar de ello, la escala tiene limitaciones claras, por ejemplo, no explora la
fatiga ni las alteraciones cognitivas, y, por tanto, no se trata de una escala lineal. Es una
escala ordinal, en la cual los cambios que se producen pueden traducir diferentes
alteraciones funcionales. Ademaés, debe tenerse en cuenta la existencia de una

variabilidad intersujetos y la necesidad de formacidn previa del explorador.

En los altimos afios, el uso de la escala EDSS se ha extendido y se recomienda
tanto para el seguimiento de los pacientes con EM, como en los diferentes ensayos
clinicos, como una herramienta mas que permite conocer el curso clinico de la

enfermedad y la respuesta a las acciones terapéuticas planteadas.

Otra limitacion de la escala, que constituye la principal critica que recibe, es la
gran importancia que da a la deambulacion sobre otros sistemas, sobre todo en las
puntuaciones mas elevadas. Sin embargo, la escala tiene en cuenta la discapacidad
asociada a la EM avanzada, y debe tenerse en cuenta que la mayoria de los pacientes no
alcanzara puntuaciones elevadas, tal y como se demostrd en un estudio llevado a cabo
en Ontario, Canada (previo a la version extendida) que encontré que el 51% de sus

pacientes tenian una puntuacion menor de 5y, en el 88%, era menor de 7 puntos. (100)

60



TESIS DOCTORAL Vicente Gonzalez Quintanilla

Tabla 6: Puntuaciones de la Expanded Disability Status Scale (EDSS).

Expanded Disability Status Scale (EDSS)

0.0= Examen neurol6gico normal (todos los items de FS son de cero).

1.0= Ninguna incapacidad pero signos minimos solamente en un apartado de la FS.

1.5= Ninguna incapacidad pero signos minimos en mas de un apartado de la FS.

2.0= Incapacidad minima en un apartado de la FS (al menos uno con puntuacion de 2).

2.5= Incapacidad minima (dos apartados de la FS puntuando 2).

3.0= Incapacidad moderada en un FS (un FS puntia 3 pero los otros entre 0 y 1). El paciente
deambula sin dificultad.

3.5= Deambula sin limitaciones pero tiene moderada incapacidad en una FS (una tiene un
grado 3) o bien tiene una o dos FS que punttan un grado 2 o bien dos FS punttan un grado 3 o
bien 5 FS tienen un grado 2, aunque el resto estén entre O y 1.

4.0= Deambula sin limitaciones, es autosuficiente, y se mueve pese a una incapacidad
relativamente importante de acuerdo con un grado 4 en una FS (las restantes entre 0 y 1).
Capaz de caminar sin ayuda o descanso unos 500 metros.

4.5= Deambula plenamente sin ayuda, capaz de trabajar un dia completo, pero tiene ciertas
limitaciones para una actividad plena, o bien requiere un minimo de ayuda. El paciente tiene
una incapacidad relativamente importante, por lo general con un apartado de FS de grado 4 (los
restantes entre 0 y 1) o bien una combinacion alta de los demas apartados. Es capaz de caminar
sin ayuda ni descanso alrededor de 300 metros.

5.0= Camina sin ayuda o descanso en torno a 200 metros; su incapacidad es suficiente para
afectarle en funciones de la vida.

5.5= Camina sin ayuda o descanso por espacio de unos 100 metros; la incapacidad es lo
suficientemente grave como para impedirle plenamente las actividades de la vida diaria.

6.0= Requiere ayuda constante, bien unilateral o de forma intermitente (bastén, muleta o
abrazadera) para caminar en torno a 100 metros, sin 0 con descanso.

6.5= Ayuda bilateral constante (bastones, muletas o abrazaderas) para caminar unos 20 metros
sin descanso.

7.0= Incapaz de caminar mas de unos pasos, incluso con ayuda, basicamente confinado a silla
de ruedas y posibilidad de trasladarse de ésta a otro lugar.

7.5= Incapaz de caminar méas de unos pasos. Limitado a silla de ruedas. Puede necesitar ayuda
para salir de ella.

8.0= Basicamente limitado a la cama o a una silla, aungue puede dar alguna vuelta en la silla de
ruedas, puede mantenerse fuera de la cama gran parte del dia y es capaz de realizar gran parte
de las actividades de la vida diaria.

8.5= Basicamente confinado en cama la mayor parte del dia, tiene un cierto uso util de uno o
ambos brazos, capaz de realizar algunas actividades propias.

9.0= Paciente invalido en cama, puede comunicarse y comer.

9.5= Totalmente invalido en cama, incapaz de comunicarse o bien comer o tragar.

10= Muerte por esclerosis multiple.

Existen otras escalas que se centran en ambitos diferentes a la discapacidad.
Entre ellas destacan las centradas en el estudio de la fatiga y sus consecuencias. La
fatiga estd intimamente asociada a la EM. Presenta una elevada frecuencia y tiene
graves repercusiones en el bienestar, llegando a ser el sintoma maés incapacitante para el
40% de los pacientes (137).
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La fatiga es un sintoma muy inespecifico, que se presenta en personas sanas y en
innumerables patologias, tanto neuroldgicas como sistémicas. Se define como una
sensacion de cansancio o falta de energia, desproporcionada con respecto al esfuerzo
realizado o al grado de discapacidad, que interfiere de forma significativa en la
realizacion de actividades fisicas o intelectuales de forma continuada (138). Debido a
que se trata de una sensacion subjetiva, cada paciente experimenta la fatiga de una
forma diferente, haciendo necesario la busqueda de formas que permitan su medida.

Existen al menos 30 escalas disponibles que cuantifican la fatiga, muchas de
ellas disefiadas especificamente para tal fin. Para el desarrollo de esta Tesis Doctoral se
ha usado la escala de gravedad de la fatiga o Fatigue Severity Scale (FSS), que es una
de las mas utilizadas, tanto a nivel clinico como de investigacion. La FSS fue disefiada
por Krub para la medicion de dicho sintoma en neurologia (139). Consiste en 9 items
con respuesta tipo Likert, con 7 posibilidades de intensidad creciente (Tabla 7), y que
punttan entre 1y 7. El total se obtiene de la suma de cada uno de los items estudiados,
y se considera un marcador del grado de impacto de la fatiga en la calidad de vida de los
pacientes. Su medicién puede contribuir ademas al inicio de estrategias terapéuticas

dirigidas a mejorar la independencia funcional de los pacientes con EM.

Tabla 7: Fatigue Severity Scale (FSS).

Durante la altima semana, he encontrado que: Puntuacion

1. Mi motivacion es menor cuando estoy fatigado. 1 2 3 4 5 6 7
2. El ejercicio me fatiga. 1 2 3 4 5 6 7
3. Me canso facilmente. 1 2 3 4 5 6 7
4. El cansancio interfiere mi funcionamientomental. 1 2 3 4 5 6 7
5. El cansancio me causa problemas frecuentemente. 1 2 3 4 5 6 7
6. El cansancio me evita funcionar bien mentalmente. 1 2 3 4 5 6 7
7. Lafatiga me interfiere en mis labores y 1 2 3 4 5 6 7

responsabilidades.

8. Lafatiga esta entre mis tres principales problemas 1 2 3 4 5 6 7
gue me incapacitan.

9. Lafatiga interfiere con mi vida laboral, social y 1 2 3 4 5 6 7
familiar.
Puntuacion total:
Puntuacion media:

La escala se ha mostrado eficaz para la medicion de la fatiga y ademas de en la
EM, donde se encuentra ampliamente generalizada, ha mostrado eficacia en otras

patologias como el LES (140) o la poliomielitis (141).
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1.7.7. Disfuncion endotelial en la EM.

Como se ha sefialado, la EM es una enfermedad inflamatoria cronica,
desmielinizante y neurodegenerativa del SNC, que afecta sobre todo a personas jovenes
durante los periodos mas productivos de su vida. A pesar de los inmensos avances en la
comprension de la fisiopatologia de la enfermedad y de la introduccién de nuevos
farmacos que han modificado su pronostico, la etiologia permanece, por o menos en

parte, desconocida.

Existe acuerdo generalizado en sefialar que los dos componentes fundamentales
son la inflamacion y la neurodegeneracion, que son los que condicionan la clinica y la
incapacidad. Pero existen otros componentes implicados y se ha postulado que, al
menos de forma parcial, la EM posee una base vascular, debido a que comparte
mecanismos fisiopatoldgicos con otras comorbilidades, incluyendo la disfuncion

endotelial (142), la inflamacidon (143) y la disfuncién autondémica cardiovascular (144).

Las enfermedades cardiovasculares constituyen la principal causa de muerte en
nuestro pais (145). ElI mejor conocimiento de su fisiopatologia y de los factores
predisponentes ha permitido retrasar la mortalidad de los pacientes con enfermedades
cardiovasculares, pero su incidencia continia en aumento. ElI Consejo Mundial de la
Salud, comparando el afio 1990 con la prediccidn para 2010, prevé un aumento de la
incidencia en los paises desarrollados e incluso mayor en el caso de aquellos en vias de
desarrollo (146). Por tanto, la prevencion de la misma en la poblacion general
constituye una prioridad para el sistema sanitario. Ademas, la asociacion de disfuncién
endotelial y el riesgo de eventos vasculares ha quedado demostrada en el caso de otras
enfermedades autoinmunes, como se ha visto previamente, y las enfermedades
vasculares suponen una morbilidad asociada a estas patologias que puede generar una
mayor incapacidad a medio y largo plazo. A pesar de ello, existe poca informacion
sobre la prevalencia de enfermedades cerebrovasculares en la EM, y sobre su influencia
en el curso de la enfermedad.

Se han buscado y estudiado en diversas series las causas de muerte mas
habituales entre los pacientes con EM (147), pero lamentablemente, la mayoria de los
estudios se han limitado a distinguir entre fallecimientos atribuibles directamente a la

EM o a otras causas diferentes, y no a la busqueda de patologias asociadas. Destacan
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entre los diversos trabajos, dos estudios poblacionales realizados en Dinamarca, que se
centraron en la busqueda de la mortalidad por categorias especificas en pacientes con
EM. Los resultados mostraron un riesgo de morir por eventos cardiovasculares un 30%
superior en el caso de los pacientes con EM en comparacion con la poblacion control
ajustada por edad, pero no encontraron diferencias entre los diferentes tipos de eventos
vasculares (148) (149).

En cambio, otro estudio realizado en el Reino Unido Unicamente mostré un
incremento del 6%, aunque en este caso se excluyeron los eventos cerebrovasculares del
registro, lo que ha podido interferir en los resultados (150). En ninguno de los estudios
descritos se define con claridad las potenciales causas de este incremento de la
mortalidad, atribuyéndose en parte a la disminucion de la actividad fisica consecuencia

de la enfermedad.

Existen en la literatura otros estudios centrados en la bdsqueda de mayor
informacion sobre la incidencia real de eventos vasculares en pacientes con EM. El
estudio de Allen y colaboradores (151) incluyd 9.949 pacientes con EM y 19.898
controles, de entre 40 y 85 afios de edad, emparejados por edad, sexo y origen étnico.
En el disefio del estudio se comparé la prevalencia de cardiopatia isquémica, IAM e
ictus isquémico en ambas poblaciones estudiadas entre los afios 1988 y 2002. En sus
resultados mostraron que los pacientes con EM tenian menores tasas de ingreso
hospitalario debido a cardiopatia isquémica (Odds Ratio 0.58, 95% IC 0.51-0.66),
menores tasas de IAM (Odds Ratio 0.78; 95% IC 0.64 — 0.96), pero en cambio, las tasas
de incidencia de ictus isquémico fueron mayores que en los controles (Odds Ratio 1.66;
95% IC 1.33 - 2.09).

Un segundo estudio, realizado de nuevo entre la poblacion danesa por
Christiansen y colaboradores (152), incluyd una cohorte de 13.963 pacientes con EM y
66.407 controles, ajustados por sexo y edad. Los investigadores calcularon la razon de
tasa de incidencia (IRR) a lo largo del periodo de 30 afios que va desde 1977 a 2006. En
sus resultados, la EM se asocia con un incremento de los ingresos hospitalarios por ictus
isquémico (IRR 1.92; 95% IC 1.27 — 2.71), IAM (IRR 1.84; 95% IC 1.28 — 2.65) y fallo
cardiaco (IRR 1.92; 95% IC 1.27 — 2.90), durante el primer afio tras el diagnéstico. En

la evaluacion del seguimiento posterior a lo largo de los 30 afios que abarcaba el
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estudio, persistia el incremento de riesgo para ictus isquémico (IRR 1.92; 95% IC 1.10 —
1.38) y fallo cardiaco (IRR 1.53; 95% IC 1,37 — 1.71).

Las causas de este incremento de la enfermedad vascular en la EM permanecen
desconocidas. Durante tiempo se ha atribuido a la mayor incidencia de algunos factores
tradicionales de riesgo vascular, como la reduccion del ejercicio fisico o, como
apuntaban algunas series, una mayor incidencia de fumadores entre los pacientes con
EM (153). Aunque esta teoria pierde fuerza si se tiene en cuenta que otros factores de
riesgo de enfermedad vascular, como son la hipertension, la diabetes, la dislipemia, y la

obesidad, no se han mostrado asociadas a la EM (154).

Pero sin lugar a dudas, el mecanismo mas aceptado para explicar estos hallazgos
es la inflamacion, y el papel que ésta juega en la patogénesis de la ateroesclerosis esta
cobrando auge. El sistema inmune es fundamental para el desarrollo de la EM, pero
como se ha sefialado también, es un componente fundamental de las primeras fases de la
disfuncion endotelial que conduce al desarrollo de la ateroesclerosis y, en ultimo
término, al riesgo de desarrollar una enfermedad vascular isquémica. Esta disfuncion
endotelial ya descrita en otras enfermedades autoinmunes, con un importante
componente inflamatorio como es el caso de la AR, se ha demostrado también en el
caso de la EM, ya que conocemos que los pacientes con EM presentan activacion
plaquetaria y un estado protrombofilico (155) (156). Otro componente que se ha
postulado que puede contribuir al desarrollo de una disfuncion endotelial en pacientes
con EM es la existencia de un estrés oxidativo mantenido como consecuencia de los

mismos fendmenos de inflamacion cronica.

La gran limitacion hasta la actualidad radica en conocer como estos mecanismos
contribuyen al desarrollo de la enfermedad vascular, y qué instrumentos podemos
utilizar para medir el riesgo de desarrollo de eventos isquémicos en nuestros pacientes.
La caracteristica especial de la poblacién afecta de EM (pacientes jovenes, edad media
de la vida, predominio del sexo femenino y la ausencia de los factores de riesgo
considerados tradicionales) obligan a la bulsqueda de nuevos marcadores. Estos
potenciales marcadores, clinicos 0 moleculares deberan demostrar su utilidad desde las
fases iniciales de la enfermedad, pues los estudios nos indican que la incidencia de estos

eventos se encuentra ya aumentada desde el diagnostico de la enfermedad (152).
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Dentro de los potenciales marcadores que se han estudiado en los pacientes con
EM hasta la actualidad destaca la homocisteina. La concentracién plasmatica de
homocisteina, que ha demostrado ser un factor de riesgo vascular, se encuentra
aumentada también en pacientes con EM (157). Las causas de este incremento tampoco
son conocidas, pero si sabemos que son independientes de las concentraciones
plasmaticas de vitamina B12, vitamina B6 o acido folico. Se ha demostrado, ademas,
que la hiperhomocisteinemia es capaz de producir y contribuir al desarrollo de la
disfuncion endotelial, incluso aunque el incremento de la concentracion plasmatica sea
moderado (158). Nos encontrariamos, por tanto, ante uno de los primeros marcadores de

riesgo vascular e inflamacion corroborados en los pacientes con EM.

Todas estas evidencias sugieren que el incremento de los eventos vasculares
objetivados en los pacientes con EM puede estar mediado por los mecanismos de
inflamacion que subyacen en la enfermedad y que han demostrado producir efectos
similares en otras enfermedades autoinmunes. Los siguientes pasos deben centrarse en
la identificacion de dichos mecanismos y la bisqueda de nuevos marcadores subclinicos
de riesgo vascular. Todo ello encaminado a establecer los mecanismos de prevencién
necesarios para evitar mas comorbilidades en una enfermedad cronica e incapacitante,

como la EM.

Por ultimo, debe sefialarse otro de los factores que puede contribuir al desarrollo
de lesiones vasculares isquémicas en pacientes con EM, y que ha recibido especial
interés en los Gltimos afios, como es la existencia de un descenso global en la perfusion
cerebral en los pacientes con EM. Por definicion, se define la perfusion cerebral como el
volumen de sangre que atraviesa un volumen de tejido por unidad de tiempo. Para su
calculo se usan varios parametros matematicos: CBF, volumen sanguineo cerebral
(CBV) vy tiempo de transito. Mediante la utilizacién de las modernas técnicas de
neuroimagen, como el SPECT o el PET, se ha demostrado que el CBF se encuentra
disminuido en los pacientes con EM (159), tanto en la sustancia blanca como en la gris.
A los mismos resultados también han llegado diversos autores utilizando diversas
secuencias de resonancia, que nos permiten medir dichas variables. Todos ellos
encontraron un descenso de la perfusion cerebral que no s6lo afectaba a las zonas en las

que se localizan las lesiones, sino también a la sustancia blanca no afecta (160).
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En lo que no existe amplio acuerdo es en explicar las causas de esta reduccion y
las consecuencias de misma. Se han postulado diversas teorias, pero ninguna se ha
aceptado completamente. En todo caso, estos cambios traducirian los procesos
fisiopatoldgicos subyacentes, y la medicién de estos cambios con el tiempo, o como

respuesta a los tratamientos puede ayudar a estratificar la actividad de la enfermedad.
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2. HIPOTESIS
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2.1. Fundamentos.

= La EM es una enfermedad inflamatoria cronica de etiologia parcialmente
desconocida, que afecta al SNC y que provoca una importante alteracion en la
calidad de vida. Diversos estudios han demostrado un incremento de la
incidencia de eventos isquémicos, incluyendo el ictus y el 1AM, que es mas

significativa en los primeros afios tras el diagndstico.

= Por tanto, se considera que en la EM puede existir una arteriosclerosis acelerada,
que no puede ser explicada por los factores de riesgo tradicionales. El concepto
actual de la fisiopatologia de la placa de ateroma la considera como un

fendmeno inflamatorio del endotelio vascular.

= Fendmenos similares se han descrito en otras enfermedades inflamatorias
cronicas como la AR. En estas patologias existe un incremento del riesgo de
eventos isquémicos y se ha identificado la existencia de una disfuncién

endotelial subyacente.

= La existencia de una disfuncion endotelial y el incremento del riesgo de
enfermedades vasculares se ha postulado también en otras patologias

neuroldgicas como la migrafia.

= Se han identificado diversos marcadores moleculares de inflamacion que
participan en los procesos de disfuncion endotelial y aterogénesis, y que también
estan implicados en otras enfermedades autoinmunitarias. Entre ellos destacan el

ON, FvW, fibrindgeno, interleucinas, etc.

= Para este diagnostico precoz se pueden utilizar técnicas no invasivas, cuyo valor
predictivo de posteriores episodios clinicos cardiovasculares ha sido claramente
demostrado en la poblacion general. Las pruebas méas recomendadas son la
ecografia carotidea mediante la medicion GIM y la VDE medida en la arteria
braquial.

= Debido al potencial riesgo vascular en los pacientes con EM, es importante un

diagnostico precoz de arteriosclerosis subclinica para permitir el establecimiento
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de intervenciones preventivas tanto en el cambio de habitos de vida, como

farmacolGgicamente en caso preciso.

= No existen estudios que valoren la prevalencia de arteriosclerosis subclinica en
pacientes con EM, utilizando simultdneamente marcadores moleculares y de
ultrasonografia y realizando comparaciones simultaneas con un grupo control y

otro grupo activo.

= La neurodegeneracion es el otro componente fundamental de la fisiopatologia de
la EM. Hasta ahora, su estudio se ha limitado a las modernas técnicas de
neuroimagen, pero se precisan métodos sencillos que permitan el seguimiento
clinico de los pacientes. Se desconoce la relacién de la atrofia con los

marcadores de ateroesclerosis subclinica.

2.2. Hipdtesis de trabajo.

Dado que la EM es una enfermedad inflamatoria crénica que presenta
similitudes con otras enfermedades autoinmunes, y en cuya fisiopatologia intervienen
moléculas mediadoras de inflamacion que comparten mecanismos patogénicos con la
enfermedad vascular ateroesclerética, es posible que los pacientes con EM presenten
datos biogquimicos y subclinicos de enfermedad vascular ateroesclerética que expliquen

el incremento de la frecuencia de enfermedades vasculares isquémicas observado.

Ademas, la deteccion de arteriosclerosis subclinica en los pacientes con EM
podria mejorar la estimacion del riesgo cardiovascular real de estos pacientes, el cual
resulta probablemente infravalorado por los métodos probabilisticos convencionales.
Dicho hallazgo permitiria también la instauracion de medidas més intensas y adecuadas

para la prevencion primaria de las complicaciones de la enfermedad vascular.

72



3. OBJETIVOS






TESIS DOCTORAL Vicente Gonzalez Quintanilla

Objetivo primario:

Valorar si los pacientes con EM, sin evidencia clinica de enfermedad
cardiovascular, presentan disfuncion endotelial, considerada ésta como un estado precoz

en el desarrollo de la enfermedad ateroesclerética.

Objetivos secundarios:

1. Evaluacion del riesgo vascular mediante marcadores de ultrasonografia: Grosor
intima-media (GIM), vasodilatacién dependiente de endotelio (VDE) y estudios
de reserva hemodindmica mediante test de apnea (BHI). Investigar la presencia
de ateromatosis subclinica en los diferentes territorios vasculares en estos

pacientes y analizar las diferencias entre los mismos.

2. Anadlisis de los marcadores moleculares de activacion endotelial (ON, FvW,
EPCs, etc.) en relacion con el diagnéstico de EM. Correlacion de los parametros

bioquimicos con los observados mediante ultrasonografia.

3. Conocer la aplicabilidad y rentabilidad de las técnicas no invasivas para detectar

arteriosclerosis subclinica en pacientes con EM.

4. Establecer si los pacientes con EM presentan diferencias en los marcadores
subclinicos (ultrasonogréaficos y moleculares) de disfuncion endotelial con

respecto a dos grupos activos (pacientes con AR y pacientes migrafiosos).

5. Evaluar el riesgo vascular de pacientes con EM respecto a controles ajustados
por sexo, edad y factores de riesgo cardiovascular, mediante técnicas

moleculares y de ultrasonografia.

6. Valorar la potencial utilidad del estudio de atrofia cerebral y CBF en estas

patologias.

7. Evaluar la relacion de las escalas de medicion de discapacidad (EDSS) vy fatiga
(FSS) con los hallazgos de disfuncion endotelial y el grado de atrofia y

neurodegeneracion.
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4. PACIENTES Y METODOS
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4.1. PACIENTES Y CONTROLES.

El estudio se ha realizado en el Hospital Universitario Marqués de Valdecilla de
Santander, hospital de tercer nivel de referencia en la Comunidad Autonoma de
Cantabria. La seleccion de los sujetos participantes se llevd a cabo en las consultas de
Neurologia y Reumatologia. La cohorte incluida en este estudio esti constituida por
pacientes vistos en las consultas externas de dicho centro durante el periodo de Octubre
de 2013 a Septiembre de 2014.

Se establecieron los siguientes grupos clinicos: EM, migrafia, AR y controles
sanos. En todos los casos se recogieron los datos clinicos, ultrasonogréficos, niveles de
biomarcadores, asi como de las determinaciones de EPCs en una base de datos disefiada

especificamente para este estudio.

Para el grupo de EM se incluyeron aquellos pacientes que cumplian los criterios
diagndsticos de McDonald 2010 descritos en la Tabla 5 (119). Todos los pacientes
fueron seleccionados en la consulta externa de Neurologia por un Neurdlogo experto en
el &mbito de las enfermedades desmielinizantes. Puesto que el proposito de este estudio
fue valorar si existia disfuncion endotelial en pacientes con EM, se excluyeron aquellos
que habian presentado un brote clinico o recibido tratamiento esteroideo en los ultimos
30 dias para evitar interferencias en los resultados. De la misma forma, se incluyeron
solo aquellos pacientes vistos en la consulta y cuyo diagnostico habia sido realizado al
menos 6 meses antes de la realizacion del estudio. Se establecid un apartado en la base
de datos donde se recogieron los diferentes tratamientos modificadores de la
enfermedad recibidos y la presencia de otras patologias asociadas. No se incluyeron
pacientes con EM secundariamente progresiva, EM primaria progresiva o sindrome

clinicamente aislado.

Se utilizaron dos grupos de controles activos, en los cuales de acuerdo con la
literatura disponible se ha evidenciado la existencia de disfuncion endotelial e
incremento del riesgo de enfermedades vasculares. Los grupos correspondian a
pacientes diagnosticados de migrafia en la consulta de Neurologia y pacientes en

seguimiento por el servicio de Reumatologia diagnosticados de AR.

Los pacientes diagnosticados de migrafia fueron seleccionados y pareados por

sexo y edad con los pacientes con EM, por un neurdlogo experto en el manejo de las
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cefaleas desde las consultas externas de Neurologia. Para el diagnostico de la misma se
utilizaron los criterios diagnosticos consensuados por la International Headache Society
en su tercera edicion del afio 2013 (161). Se excluyeron pacientes afectos de méas de un
tipo de cefalea. Se estudio y registré también la prevalencia de migrafia en los otros
grupos de estudio (EM y AR). En todos los sujetos de migrafia, se recogieron los
siguientes datos en relacion con las caracteristicas de la misma: tipo de migrafia,
presencia de aura y caracteristicas de la misma, existencia de prodromos, frecuencia de
las crisis, intensidad de la cefalea, duracion de las crisis y presencia de alodinia cutanea.
También se recogid el tratamiento que recibian los pacientes en el momento del estudio,
los farmacos sintomaticos habituales, el tiempo transcurrido desde el Gltimo episodio

migrafioso y el ultimo tratamiento sintomatico recibido.

Para evitar interferencias en los valores de disfuncion endotelial, los sujetos
migrafiosos en tratamiento con farmacos preventivos fueron instruidos para suspender
de forma temporal dichos tratamientos, al menos 96 horas antes de la realizacién del
estudio. En ningun caso habian tomado tampoco tratamientos sintomaticos en las 24

horas previas al estudio.

Tabla 8: Criterios diagndésticos de migrafia (2013).

Criterios diagnosticos de la International Headache Society para la migrafa sin aura.

A. Un minimo de 5 crisis que cumplen los criterios B a D.

B. Cefalea que dura entre 4 y 72 horas (no tratada o con tratamiento ineficaz).

C. Eldolor de cabeza presenta al menos dos de estas caracteristicas:
1. Localizacion unilateral.
2. Calidad pulsatil.
3. Intensidad moderada o grave.
4. Se agrava con la actividad fisica (p.e. caminar, subir escaleras) o lleva a evitarla.

D. Al menos uno de los siguientes sintomas se manifiesta durante el dolor:
1. Nauseas y/o vomitos.
2. Fotofobia y sonofobia.

E. El dolor no es atribuible a otras causas.

Dentro de la clasificacion de cefaleas, la IHS incluyo en el afio 2004 y
posteriormente modificado en el afio 2006, el término de migrafia crénica (MC) como
una entidad diferenciada, que mantiene en la 32 edicion version beta publicada en el afio
2010.
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La MC se define segun la clasificacion de la IHS (3° revisidn), como una cefalea
que sufre el paciente durante al menos 15 dias al mes, en (como minimo) los ultimos
tres meses, y en los que al menos ocho de estos dias tienen que cumplir los criterios
estrictos de migrafia, Yy, en los otros siete dias, alguno de los criterios, sin presencia de

abuso de analgésicos.

Distinguimos en nuestro trabajo la MC porque supone una discapacidad adn
mayor que la relacionada exclusivamente con la migrafa y que, en diversas series, Como
el Estudio Americano de la Prevalencia y Prevencion de la Migrafia (AMPP) (162), ha
demostrado diferencias significativas con la migrafia episodica (ME), sobre todo con
respecto a las comorbilidades y a la discapacidad asociada. Asi, por ejemplo, se pudo
objetivar que sufrir una MC no s6lo esta asociado a la presencia de un dolor crénico,
sino que, ademas, los pacientes con MC presentan una mayor incidencia de
enfermedades comorbidas y una mayor discapacidad. Entre las conclusiones del estudio
AMPP destacan una mayor prevalencia de factores de riesgo de enfermedad
cardiovascular como la hipertension, la diabetes o cifras elevadas de colesterol y
obesidad. Y de enfermedades respiratorias como la bronquitis, el asma o la enfermedad

pulmonar obstructiva crénica (EPOC).

En un subanalisis del estudio AMPP, realizado tres meses después, se objetivo
que el grupo de pacientes diagnosticados de MC presentaban mayores incidencias de
absentismo laboral (p<0,001), mayor incidencia de pérdida de actividades familiares y
sociales (p<0,001) y una mayor tasa de consultas (87,6%) a profesionales sanitarios en
relacion con su enfermedad (163). Asimismo, se objetivaron las dificultades existentes
en el diagndstico, ya que Unicamente a un 20,2% se les habia diagnosticado en alguna
ocasion de MC, migrafia transformada o cefalea cronica diaria, y el porcentaje de

pacientes que recibian tratamiento preventivo se reducia a un tercio del total.

Consideramos que la distincion en la gravedad de la migrafia, de acuerdo a la
frecuencia de presentacién de la misma, al distinguir entre ME y MC, puede aportar
informacién util en la medicion y comparacion del grado de disfuncién endotelial en las

distintas enfermedades neuroldgicas.

El grupo de pacientes con AR fue seleccionado por un Reumatdlogo experto del

mismo hospital. En este caso no se realizé muestreo por edad y sexo, correspondiendo
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el grupo de AR utilizado en nuestro estudio con una muestra de los pacientes en
seguimiento por AR en la Comunidad de Cantabria. Todos los pacientes de este grupo
cumplian los criterios de clasificacion del Colegio Americano de Reumatologia (ACR)
de 1987 (164) y también los nuevos criterios diagnosticos de la clasificacion del afio
2010 (165). En todos los casos se registr0 simultaneamente el tiempo desde el
diagnostico de AR, tratamientos sintomaticos y farmacos antirreumaticos modificadores
de la enfermedad. Se completo la historia en la busqueda de enfermedades neuroldgicas,
con especial interés a la presencia de migrafia en estos pacientes. Los criterios de

exclusion fueron los mismos que en los otros grupos de estudio.

Tabla 9: Criterios diagndsticos de Artritis Reumatoide (1987).

4 de los siguientes criterios deben estar presentes en un periodo de 6 semanas.
1.

Rigidez matutina >1 hora.

Acrtritis de 3 0 mas de las siguientes articulaciones:
- Interfaléngicas proximales.
- Metacarpofalangicas.
- Mufieca.
- Codo.
- Rodilla.
- Tobillo.
- Metatarsofalangicas.
3. Artritis de mufieca, metacarpofalangicas o interfalangicas proximales.
Afectacion articular simétrica.
5. Nodulos reumatoides sobre las prominencias 6seas 0 caras extensoras 0 regiones
periarticulares.
Factor reumatoide positivo.
Alteraciones radioldgicas incluyendo erosiones o descalcificacion osea localizada en
las articulaciones afectadas o adyacente a éstas.

Se utiliz6 un grupo control sano con muestreo por frecuencia de igual edad (3
afios) y sexo. Todos los controles eran de la Comunidad Auténoma de Cantabria, de
raza blanca, al igual que los pacientes. Para el estudio se excluyeron pacientes con
diabetes mellitus, insuficiencia renal o historia de eventos cardiovasculares previos.
Ademas, se requeria que los participantes nunca hubiesen fumado o hubiesen
abandonado el habito tabaquico durante al menos un afio antes del reclutamiento, o que

no consumiesen més de 5 cigarrillos/dia.
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En todos los casos se solicitd consentimiento informado para la realizacion de
los mismos. El estudio fue aprobado por el Comité de Etica y de Investigacion de la
Comunidad Autonoma de Cantabria.

4.2. CRITERIOS DE SELECCION DE PACIENTES.

Con el objetivo de garantizar la confidencialidad de la identificacion e
informacion procedente de los pacientes incluidos en el estudio, de acuerdo con el Real
Decreto 1720/2007 de 21 de Diciembre, por el que se aprueba la ley Orgénica 15/1999
de 13 de Diciembre de Proteccion de datos de caracter personal, se utilizé un sistema de
codificacion. Cada paciente fue identificado mediante un nimero en el momento de su

incorporacion al estudio.

Para estudiar la existencia de disfuncién endotelial en los pacientes con EM, se
diseid un estudio transversal de casos y controles. Se seleccionaron controles y
pacientes diagnosticados de EM. Se definieron los criterios de inclusién y de exclusion
de forma previa al inicio de la recogida de datos. Los sujetos seleccionados cumplian
todos los criterios de inclusion y ninguno de exclusion. Al realizarse todos los
procedimientos y actuaciones en una Unica visita no se han previsto pérdidas de

pacientes en el estudio.
4.2.1. Criterios de inclusion.

Se incluyeron pacientes y controles de los grupos de estudio de acuerdo a los
criterios diagnosticos explicados previamente. Los criterios de inclusion fueron los

siguientes:

* Ser mayores de edad (> 18 afios).

* Personas pertenecientes a ambos sexos.

* Posibilidad de cumplimiento del protocolo del estudio.

* Acceder a participar de forma voluntaria, con cumplimentacion del consentimiento

informado.

« Ser residentes en la Comunidad Auténoma de Cantabria.
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* Tiempo de evolucion de la EM mayor de 6 meses.

* Las mediciones ultrasonogréaficas se realizaron en ayunas, entre las 08:00 y las 11:00
horas. Los sujetos fueron previamente instruidos para no fumar, no tomar café o
medicaciones antimigrafiosas, al menos 24 horas antes. Del mismo modo, los pacientes
con medicacion preventiva antimigrafiosa suspendieron temporalmente los tratamientos

96 horas antes.
4.2.2. Criterios de exclusion.

Se consideraron como criterios de exclusion todos aquellos antecedentes que

pudieran interferir con la funcién endotelial:

e Enfermedades que afecten al sistema vascular, principalmente enfermedades
inflamatorias sistémicas (conectivopatias, vasculitis, enfermedades inflamatorias
intestinales u otras diferentes a las de los grupos de estudio.) Se tolerd el
antecedente de hipertension arterial o dislipemia, siempre y cuando estas

patologias estuvieran controladas sin medicacion especifica.

e Patologia del sistema vascular previa conocida (cardiopatia isquémica,

enfermedad cerebrovascular o arteriopatia periférica).
e Procesos infecciosos o proinflamatorios recientes (< 10 dias).
e Antecedentes de neoplasia o patologia infecciosa cronica.

e Pacientes diagnosticados de cefalea distinta a la migrafia. Especialmente se

excluyeron los casos con criterios de abuso de medicacion antimigrafiosa.
e Embarazadas y lactantes.
e Enfermedades inflamatorias de curso crénico, salvo en el grupo AR.
e Enfermedad sistémica grave.
e Obesidad (indice de masa corporal > 35 kg/m?2).

e Fumadores activos de > 5 cigarrillos/dia.

84



TESIS DOCTORAL Vicente Gonzalez Quintanilla

e Consumo reciente de drogas vasoactivas (para la realizacion del estudio, en caso
de consumo, debid pasar al menos un tiempo superior a 4 veces la vida media
del fa&rmaco).

e Negativa a firmar el consentimiento informado o retirada del mismo.
4.3. DESCRIPCION DE PARAMETROS.

El protocolo de estudio se disefid de acuerdo con la declaracion de Helsinki para
la investigacion biomédica. A continuacion, se definen las principales variables
epidemioldgicas, clinicas, de ultrasonografia y moleculares analizadas en la presente
Tesis Doctoral.

4.3.1. Variables epidemiologicas.

Se realiz6 una entrevista clinica a todos los participantes en el estudio para el
registro de las variables epidemioldgicas (edad, sexo, antecedentes familiares de
migrafia, EM y AR).

- Edad y sexo.
Se incluyeron pacientes varones y mujeres. La edad se establecié en afios.
- Factores de riesgo cardiovascular tradicionales.

En todos los sujetos se determind la presencia de los factores de riesgo
cardiovascular universalmente aceptados (HTA, Diabetes mellitus, hipercolesterolemia,
habito tabaquico, consumo de alcohol, etc.). Ademas, durante la entrevista se determind
la talla, el peso, el diametro abdominal y se calculé el indice de masa corporal (IMC),

segun la siguiente formula.
IMC = peso (kg) / talla (m?)
- Antecedentes médico-quirurgicos de interés.

Se realiz6 una historia de los antecedentes médicos que pudieran interferir en los
resultados, asi como de los tratamientos médicos habituales. Se investigaron
antecedentes de enfermedades autoinmunes e inflamatorias cronicas en todos los sujetos

participantes. Se registraron también los tratamientos recibidos en caso de existir.
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4.3.2. Variables clinicas.

Todos los datos clinicos incluidos en el anlisis de la serie se obtuvieron de la
entrevista clinica realizada previa a la realizacion de los estudios y mediante la revision

de las notas de la historia clinica.

Dentro del grupo de pacientes diagnosticados de EM se registrd: tiempo desde el
diagnostico, sintomas de debut de la enfermedad, tiempo desde el ultimo estudio de
neuroimagen por RM, fecha de ultimo tratamiento esteroideo y dosis recibida. Se
registraron también los farmacos modificadores de la enfermedad previos y actuales. Se
realizd exploracion neuroldgica completa para conocer el grado de discapacidad que
quedd registrado mediante la puntuacion en la escala EDSS. El dia de la realizacién del
estudio, los pacientes completaron la escala de gravedad de la fatiga FSS, tras lectura y

comprension de las instrucciones pertinentes.

En el caso de los controles se realizo entrevista clinica dirigida a descartar la
existencia de criterios de exclusion. La escala de medicion de la fatiga FSS fue
completada también por el grupo de pacientes afectos de migrafia y los controles sanos.

4.3.3. Variables ultrasonograficas.

Los estudios ultrasonograficos se realizaron con un ecografo modelo SIEMENS
Accuson X300 PE. Para evitar variaciones circadianas de los valores de la reactividad
vasomotora, los estudios se llevaron a cabo entre las 08:00 y las 11:00 horas, en una

sala sin ruido ni interferencias externas y a una temperatura constante de 22° C.

Figura 2: Ecégrafo modelo SIEMENS Accuson X300 PE utilizado.

86



TESIS DOCTORAL Vicente Gonzalez Quintanilla

De forma previa a la inclusion de pacientes en el estudio, se realizaron las
mismas determinaciones en sujetos caso para entrenamiento técnico y validacion de los
datos, comparandolos con los resultados obtenidos por personal facultativo del Servicio
de Neurologia entrenado en la técnica. Todas las imagenes de los estudios han sido
almacenadas en formato digital, y todas las determinaciones se han realizado a la

finalizacion del estudio.

Las principales técnicas de exploracion, todas ellas realizadas en una unica

sesion, fueron las siguientes:

A.- Estudio de reserva hemodinamica cerebral (reactividad vasomotora cerebral)

mediante Test de apnea.

Con el sujeto en decubito supino se realiz6 la medicién de todos los pardmetros
hemodindmicos de las arterias intracraneales con una sonda de 2 MHz. Para la medicion
de la RHC se ha utilizado el test de apnea, que aumenta el pCO, plasmatico, por lo que
se trata de un estimulo vasodilatador. EI doppler transcraneal puede medir facilmente la
respuesta de los vasos cerebrales al didxido de carbono a traves del estudio del tiempo
de apnea o Breath Holding Index (BHI)

Figura 3: Ejemplo del registro de los valores hemodinamicos en ACM.
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El procedimiento es el siguiente: Inicialmente se monitoriza la arteria cerebral
media (ACM) izquierda en torno a 50 mm de profundidad, a través de la ventana

transtemporal (Figura 3), la arteria basilar se localiza usando la ventana occipital.
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Previamente a la recogida de los datos definitivos se realizaron entrenamientos
en cada sujeto. Entre cada episodio de apnea, se deja al paciente reposar por lo menos
durante 2 minutos. Una vez obtenidos la velocidad media (Vm), la velocidad pico
sistélica maxima (Vs) y el indice de pulsatilidad (IP), se solicita al paciente que realice
una apnea, que idealmente es de treinta segundos de duracién, tras una inspiracion
normal. En caso de que el paciente no pueda aguantar los treinta segundos de apnea, se
le sugiere antes que lo indique y Gnicamente se consideran validas apneas de mas de 20
segundos para el analisis posterior. Seis segundos tras finalizar la apnea se obtendra un
nuevo registro en el espectro doppler determinandose la Vm, Vs, el IP, tiempo de apnea

y saturacion de oxigeno al finalizar la apnea (166).

Dos minutos més tarde, se repite el mismo proceso en la ACM contralateral y
por Gltimo en la arteria basilar con el paciente en decubito lateral derecho. Con los datos

obtenidos se obtiene el indice de apnea (BHI) con la siguiente férmula:

BHI = [(Vm ACM apnea — Vm ACM basal) / (Vm ACM basal x Duracion de apnea (s))]
x 100

Los valores de normalidad en la poblacion espafiola, que tomamos como

referencia, son los descritos en el trabajo de Jiménez — Caballero et al en 2006 (167).

B. Determinacion del Grosor Intima-Media carotideo (GIM).

Se realiz6 un estudio ecogréafico de alta resolucién de ambas arterias carotidas
mediante un transductor lineal de alta frecuencia. La exploracién mediante ecografia de
la pared arterial muestra dos lineas ecogénicas (Figura 4) que se corresponden
histolégicamente con las interfases luz-intima y media-adventicia (168). La distancia
entre esas dos lineas ecogénicas representa el engrosamiento combinado de la capa

intima y media de la pared arterial y se define como GIM.

La medicion del GIM se realiz6 tal y como esta reflejado en la literatura (169),
en las recomendaciones para estudios cientificos. Se exploré el territorio carotideo de
forma estandarizada con el participante en posicién supina y el cuello extendido y
ligeramente girado en direccién contralateral al lado estudiado. Todas las mediciones se
realizaron mediante imagenes longitudinales y transversales de la arteria, utilizandose la

aplicacion de zoom focalizado al segmento medido. EI GIM se recogid en la arteria
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carotida comun (ACC), en el segmento distal de la pared posterior, con una sonda de 8
MHz. Se estudiaron y examinaron 3 segmentos predeterminados de las arterias a ambos
lados y libres de placas de ateroma. EI GIM se midi6 a una distancia de 1 centimetro por

debajo del bulbo carotideo, en la pared posterior del vaso.

Todas las mediciones se realizaron en la misma fase del ciclo cardiaco, al final
de la diastole de forma estandarizada. Se realiz6 en cada participante del estudio un total
de cinco mediciones en cada lado y el resultado definitivo se expresa como el valor
medio del GIM (mean common) resultado de la media de las multiples mediciones en
ACC.

La resolucion métrica del sistema fue de un decimal. Cualquier valor por encima
del percentil 75 del valor normal correspondiente a sujetos sanos de la misma edad y
sexo se consideraron patoldgicos. Se registré también el valor maximo obtenido en cada

lado y expresado como GIMmax.

Figura 4: Ejemplo de medicién del GIM.
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Ademas, se recogio la presencia o no de placas de ateroma en cada ACC, ACly
carotida externa, reflejandose su tamafio, morfologia, ecogenicidad y cuantificacion del

grado de estenosis en su caso.

Se definié como placa de ateroesclerética carotidea la protrusion inconfundible
en la luz de la arteria mayor de 1,5 mm, un engrosamiento mayor del 50% del GIM
circundante o como la demostracion de una estructura focal que protruye en la luz

arterial al menos 0,5 mm (170).
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C. Determinacion del flujo sanguineo cerebral.

Para esta determinacion se utilizo una sonda lineal de 8 MHz. Tras llevar a cabo
un estudio longitudinal de todo el eje carotideo y vertebral. La arteria carétida interna
(ACI) se valora a 1,5 cm de la bifurcacion carotidea, y la imagen en modo B es
magnificada para obtener una optimizacién de las imagenes. En el caso de las arterias
vertebrales, la determinacion se realiza tras su identificacion en el espacio intervertebral
entre C4 y C5.

El diametro arterial se mide en el mismo momento del ciclo cardiaco de forma
estandarizada, para evitar fluctuaciones. EI didmetro se define como la distancia entre el
endotelio de ambas paredes vasculares. Se registrd asimismo la Vs, Vm, IP y velocidad
al final de la diéstole (\Vdf). Tras la medicion del diametro longitudinal de la arteria
cardtida interna y el calculo del area del vaso (cm?), asumiendo que se trata de una
estructura circular, se calcula el flujo de volumen sanguineo local en dicha arteria

mediante la siguiente formula:
CBF(ml/min) = Vm x Area

La suma de los flujos en ambas ACI y ambas arterias vertebrales nos

proporciona el flujo sanguineo cerebral total (171).

La medicion del flujo cerebral global, ha demostrado tener una buena
correlacion con el SPECT, PET vy los estudios de perfusion mediante RMN (80). Las
alteraciones en este registro se han objetivado en diferentes enfermedades neuroldgicas
como el ictus, y la demencia (81). En nuestro trabajo se buscd la correlacion del flujo

medido con el resto de parametros ecograficos y moleculares estudiados.

D.- Estudio de la vasodilatacion mediada por hiperaflujo en la arteria braquial

(vasodilatacion dependiente de endotelio -VDE).

La funcién endotelial puede estudiarse de forma no invasiva valorando los
cambios en el didmetro de la arteria braquial, producidos en respuesta a un estimulo
vasodilatador. Se considera que existe disfuncion endotelial, si existe una incapacidad
del endotelio para responder con una dilatacién normal o completa ante un estimulo

vasodilatador.

90



TESIS DOCTORAL Vicente Gonzélez Quintanilla

La VDE se induce mediante un estimulo mecanico consistente en provocar un
aumento del flujo sanguineo dentro de la arteria braquial, que incrementa la denominada
tension de cizallamiento (shear stress), libera ON endotelial y provoca finalmente la

vasodilatacion.

Figura 5: VDE medida en la arteria braquial.

Los pasos son los siguientes: Utilizando una sonda de matriz lineal a una
frecuencia de 8 MHz, la exploracion se realiza en el brazo dominante, en decubito
supino, con el brazo en una posicion comoda. En primer lugar, se obtiene la imagen de
la arteria braquial por encima de la fosa antecubital, en un plano longitudinal. Se
obtuvieron también imégenes doppler color y pulsado a nivel de la arteria braquial. Las
interfases intima-media anterior y posterior de la arteria se utilizaron como puntos de
referencia para la medicion del didmetro basal de la arteria braquial. Una vez localizada,
se obtiene la media de 5 mediciones del diametro de la arteria (las mediciones se
realizan en diastole para evitar la variabilidad producida por la elasticidad de los vasos)
y se obtiene el valor medio. Posteriormente, tras la medicion del didmetro basal y la
obtencion de las imagenes de flujo, se procede al inflado mediante un manguito de
tension arterial en el tercio proximal del antebrazo, aproximadamente 50 mm Hg por
encima de la tension arterial sistolica, lo que garantiza que la arteria braquial quede
ocluida durante 5 minutos. Después de este tiempo, se desinfla el manguito, vy,
aproximadamente 60 segundos después, se realizan de nuevo cinco mediciones del
diametro de la arteria y se obtiene la media de las mismas. La vasodilatacion mediada
por hiperaflujo se calcula como el porcentaje de variacion entre el diametro

postoclusion y el basal.

VDE= didmetro postoclusion-diametro basal / diametro basal x 100
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E.- Estudio del parénquima cerebral: Medicién del 111 ventriculo.

Usando el ecografo en modo B con una sonda de baja frecuencia, el estudio se
realiza a través de la ventana acustica temporal en direccion 6rbitomedial y a una
profundidad de imagen aproximada entre 14-16 cm lo que permite identificar la calota

contralateral ayudando en la orientacion.

En dicho plano se identifica una imagen hipoecogénica respecto al liquido
cefalorraquideo (LCR) correspondiente al mesencéfalo (Figura 6) y, realizando una leve
inclinacion craneal de la sonda, se identifican las dos lineas hiperecogénicas que
corresponden a las paredes del Ill ventriculo. Generalmente en este plano se pueden
identificar también los tadlamos como dos estructuras hipoecogénicas adyacentes al
ventriculo. Una vez identificadas las paredes del 111 ventriculo y seleccionado el corte
en el que mejor se identificaban, la imagen es congelada, se aplica el zoom y se

almacena.

La medicidn se obtuvo situando los cursores en el borde interno de ambas lineas
hiperecogénicas, lo que nos proporciona las dimensiones del mismo (172). En todos los

casos la medicion se llevo a cabo a la finalizacién del estudio.

Figura 6: Ejemplo de medicién del diametro del 111 ventriculo.

4.4.4. Variables moleculares.

A todos los participantes del estudio, se les realizo extraccion de muestras de
sangre periférica. Las muestras de sangre periférica se han extraido con agujas de 21G,
desechando los primeros 4 ml para evitar alteraciones debidas a la puncion. Todas las

muestras se han procesado en un periodo menor a 20 minutos tras su obtencién.
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A.- Determinaciones bioquimicas.

Parte de las muestras fueron separadas para determinacion de los pardmetros
bioquimicos (PCR, homocisteina, vitamina D, vitamina B12, fibrindgeno, perfil
lipidico). Dichas determinaciones se realizaron en el laboratorio del hospital. Otra parte
se centrifugd a 3.500 revoluciones durante 10 minutos y fue congelada a -80° C para

futuras determinaciones y estudio de marcadores genéticos.
B.- Células endoteliales progenitoras circulantes (EPC).

Una muestra de sangre periférica fue procesada en el laboratorio de Neurologia
donde se realizd la suspension de células mononucleares, para posteriormente y
siguiendo protocolo llevar a cabo la cuantificacion de EPCs por citometria de flujo y

cultivo de las mismas.

Para obtener EPCs capaces de desarrollar unidades formadoras de colonias
(CFUs, siglas en inglés de Colony-Forming Unit), se siguié el protocolo desarrollado
por Hill et al (57). Para ello, se extrajeron de cada paciente 4 tubos de sangre periférica
en tubos con heparina de 3,5 ml cada uno. Dos de ellos se utilizaron para cultivo celular
y la posterior obtencién de CFUs y los otros dos se utilizaron para la caracterizacion de

EPCs mediante citometria.

En 4 tubos de polipropileno de 15 ml, se afiadi6é 3,5 ml de Ficoll-Paque™ PLUS
y posteriormente, con mucho cuidado, evitando mezclar con el Ficoll, se afadié la
sangre con ayuda de una pipeta Pasteur de vidrio. Seguidamente se centrifugaron a 1200
revoluciones por minuto durante 25 minutos, obteniéndose la separacion de los distintos

componentes de la sangre como se muestra en la Figura 7.

Con ayuda de una pipeta Pasteur, se recogio la capa de células mononucleares de
dos de los tubos en un nuevo tubo de polipropileno, para posteriormente lavarla dos
veces mediante la adiccion de PBS (siglas en inglés de Phosphate Buffered Saline)
suplementado con 2% de FBS (siglas en inglés de Fetal Bovine Serum). El pellet
obtenido, se resuspendié en 3ml de CFU-Hill Liquid Medium (StemCell) y se utilizo
una cdmara de Neubauer para contar el nimero de células que hay en el tubo, usando

azul trypan en una dilucién 1:2.
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Figura 7: Esquema de la separacion por gradiente de densidad con Ficoll.

Capas antes de la centrifugacion Capas después de la centrifugacion
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En una placa de 6 pocillos recubiertos con fibronectina, se sembraron 5x10°
células/pocillo, afadiendo 2 ml de medio de cultivo a cada uno de los pocillos, y se
incubaron durante 2 dias a 37°C, 5% CO2 y 95% de humedad. Pasado este tiempo se
recolectaron las células no adherentes en un tubo de polipropileno y de nuevo se utilizo
azul trypan para contar el nimero de células para crecer (10° células/pocillo) de una
placa de 24 pocillos recubiertos con fibronectina, afiadiendo medio de cultivo fresco
hasta un volumen final de 1ml/pocillo. Las muestras fueron incubadas durante 3 dias a
37°C, 5% CO2 y 95% de humedad, después de los cuales se procedié a contar al
microscopio en nimero de unidades formadoras de colonias existente. Se define una
CFU como un nucleo central de células redondeadas, rodeado por células alargadas en

la periferia. Un grupo central aislado, sin células alrededor no se considera como CFU.

Figura 8: Detalle de una CFU evaluada con luz invertida.

94



TESIS DOCTORAL Vicente Gonzalez Quintanilla

Por su parte, la citometria de flujo es una técnica de analisis multiparamétrico en
la que se hace pasar una suspension de particulas, habitualmente células, alineadas a
través de un haz de laser. La sefial producida por el impacto de cada célula es recogida
por diferentes detectores. Su conversion en sefiales eléctricas y su posterior
digitalizacion nos permite analizar simultdneamente varios parametros de un mismo

elemento celular.

Las sefiales de fluorescencia proceden de fluoréforos que generalmente se
encuentran unidos a un anticuerpo y que son capaces de reconocer la molécula diana
analizada. Ademas, la cantidad de sefial de fluorescencia emitida es proporcional a la

cantidad de componentes fluorescentes detectados.

Para la preparacion de las células para citometria se aislaron las células siguiendo el
protocolo del gradiente de densidad de Ficoll explicado anteriormente. Después de los
dos lavados, se resuspendio el pellet y se afiadié 1 ml de PBS + 2% FBS a cada uno de
los tubos de células, y se contd el numero de células existente en ellos. Segun el nimero
de células, se afiadi6 el volumen de anticuerpo correspondiente (en una relacion de 1pl
de anticuerpo por cada 10° células). En uno de los tubos se afiadio la mezcla de
anticuerpos CD34-PE, KDR-APC, CD62E-FITC, mientras que en el otro tubo se
afiadieron los anticuerpos CD34-FITC, KDR-APC, CD133-PE. Las muestras, se
incubaron a temperatura ambiente y oscuridad durante 20 minutos, tras los cuales se les
afiadié 5 ml de PBS + 2% FBS y se las centrifug0, para eliminar el exceso de marcaje y
uniones inespecificas que pudieran existir. Después de la realizacion de dos lavados con
PBS, las muestras fueron resuspendidas en 500 pl de PBS + 2% FBS y se pasaron por
un filtro de 5 um, para eliminar agregados celulares. Las poblaciones en estudio, se
separaron en un citometro de flujo modelo BD FACSAria 1, y los resultados obtenidos
se analizaron con el software FACSDiva V5.03 ModFit V3.0. Dichos analisis se
llevaron a cabo por el técnico encargado del manejo del citometro. Las poblaciones
identificadas para cada una de las muestras fueron:

e EPCs muy tempranas: CD34+ KDR+ CD133+
e EPCs tempranas: CD34+ KDR+ CD62E-

e EPCs tardias activadas: CD34+ KDR+ CD62E+
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Figura 9: Ejemplo de citometria de flujo células CD34+/KDR+/CD62E.
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C.- Extraccion de RNA.

Posteriormente, se procedio a la extraccion de RNA de las células identificadas
para posteriores analisis. A cada paciente se le extrajo sangre periférica en un tubo
Tempus™ con un estabilizador del RNA. Se aislé el RNA total de la sangre siguiendo
el protocolo indicado en el Tempus™ Spin RNA Isolation Reagent Kit. Este protocolo
consiste en un lisado celular para obtener un pellet de RNA. Posteriormente se
resuspende dicho pellet y se pasa a un filtro, donde se realizarn sucesivos lavados y
filtrados, hasta purificar el RNA que finalmente sera eluido en un tampdn para acidos

nucleicos proporcionado en el kit.

Una vez extraido y cuantificado el RNA se conservo en un congelador de -80°C

para su uso en futuros estudios.
D.- Estudio mediante ELISA de marcadores moleculares.

La técnica de ELISA (siglas en inglés de Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay) se basa en la deteccion de antigenos mediante el uso de anticuerpos marcados
con un enzima a los que la adiccion de un sustrato cromégeno, hace que la actividad
resultante (primero inmunolégica y posteriormente enzimatica) dé lugar a un color, cuya

densidad Gptica es detectada por un espectrofotometro.

En la Tabla 10 se muestran los kits ELISA comerciales empleados en este

trabajo y que fueron realizados siguiendo estrictamente las recomendaciones del
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fabricante. La intensidad del color obtenida se mididé con un lector de BioRad Modelo

550, a la longitud de onda indicada por el manual adjunto por la casa comercial.

Tabla 10: Kits ELISA empleados en el estudio.

Proteina Muestra estudiada Fabricante Sensibilidad
FvW Suero Abnova (Taiwan) 2,5 mU/mL
ON Suero MybioSource (USA) 0,5 nM/ml

Los Kits comerciales empleados en esta Tesis son ELISAs de tipo sandwich cuya
base experimental es la siguiente. La microplaca est& recubierta por un anticuerpo que
reconoce a la molécula en estudio, sobre el que se afiadiran los estandares de
concentracion conocida en los pocillos reservados a tal fin y, al resto de pocillos, se les
afiadira la muestra correspondiente de concentracion a determinar. Después de incubar a
temperatura ambiente, se lava la placa con un tampon de lavado para eliminar los restos

de muestra y anticuerpos no fijados.

Una vez bien seca la placa, se afiade un segundo anticuerpo policlonal de la
molécula de interés con biotina, para que capture el complejo “anticuerpo-antigeno” del
paso anterior. Para permitir esta segunda unién, se vuelve a incubar segtn el protocolo
de la molécula en estudio. Transcurrido ese tiempo, se lavara de nuevo para eliminar los
restos de anticuerpos libres y se afiadiré el enzima streptavidin-peroxidasa, que se une al
complejo con biotina anterior. Tras la incubacion correspondiente, se volvera a lavar la
placa y se afiadira el sustrato cromdgeno de deteccion, con el que reaccionara el enzima
y cuya actividad dara lugar a la aparicion de una tonalidad azulada. Dicha reaccion debe

realizarse en oscuridad.

Posteriormente, se afiade un tampoén acido que detiene la reaccion enzimatica,
virando el color del pocillo de azul a amarillo. La cantidad de enzima unida al pocillo es
directamente proporcional a la cantidad de antigeno presente en la muestra, por ello,
cuanto maés fuerte es la tonalidad de azul, y posteriormente de amarillo, presente en el

pocillo, mayor sera la absorbancia observada.

Inmediatamente después de parar la reaccion, se procede a la lectura de la

densidad Optica de cada uno de las muestras.
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4.4. ESTUDIO ESTADISTICO.

El analisis estadistico se realizd con el paquete SPSS v.22.0 (SPSS, Chicago,
I1.). La distribucién de las variables principales se comparo6 con la curva de distribucion
normal mediante el test de Kolmogorov-Smirnov. Para todos los estadisticos se asumid
un error 0=0,05; en comparaciones multiples, los valores de p se corrigieron por el
método de Bonferroni. En estas variables se calcularon los valores mediana, percentiles

5, 25, 75, y 95, y se representaron graficamente.

Con el paquete estadistico SPSS se conformaron las tablas de contingencia y se
realizaron los analisis de regresion lineal, asi como las pruebas de la t de Student,
analisis de la varianza de una o dos vias y el analisis de la covarianza. Los analisis post-
hoc (especificos en comparaciones de 3 0o mas subgrupos de analisis) se realizaron
mediante el método de Tukey, en el caso de que las varianzas intergrupos fueran
iguales, o de Games-Howell, en el caso de que las esas varianzas fueran desiguales. La
correlacion entre las variables cuantitativas se realizé por el estadistico r de Pearson,
calculando el valor p para dos colas (95% IC; a=0,05). Cuando no fue apropiado el
analisis paramétrico, se emple6 el test H de Kruskal-Wallis para K muestras

independientes.
Estrategia de andlisis estadistico.

- Descripcion clinica y caracteristicas clinicas de los pacientes y controles. Se
analizaron las frecuencias de las variables cuantitativas y se compararon con
los grupos de control y comparadores activos usando el estadistico . Las

variables cuantitativas continuas se expresaron en forma de media + SD.

- Analisis comparativo. Para todas las comparaciones de variables
cuantitativas o cualitativas, se establecié un proceso de analisis en dos fases.
En la primera fase, las variables de estudio se compararon entre los grupos
clinicos controles, ME, MC y EM. Las variables cuantitativas se compararon
en tablas de contingencias de dimensiones 4xn celdas, usando el método de
¥? con 3 grados de libertad y correccion de Yates. Y en el caso de las
variables cuantitativas, mediante el estadistico ANOVA de una via. En este
caso, la igualdad de las varianzas fue analizada mediante el test de Levene,

gue condiciona el valor del estadistico t y el valor de p, en funcién de que las
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varianzas sean 0 no iguales. En este punto de analisis, se compararon las
medias no ajustadas del grupo EM respecto a los controles, ME y MC.
Adicionalmente, se realiz6 un andlisis post-hoc segin método de Tukey o de
Games-Howell, evaluando el efecto de cada subgrupo de cefalea respecto a
los controles. En la segunda fase, el grupo EM se compard con un grupo
activo de pacientes con AR, dado que en esta Ultima enfermedad se ha
demostrado que existe dafio endotelial y mayor riesgo cardiovascular. Se
procedio de este modo porque los sujetos de los grupos control, ME y MC se
seleccionaron ajustados por edad y sexo. En cambio, el grupo AR fue

seleccionado sin ajuste por edad y sexo.

- Creacidén de modelos de regresion lineal. En ambas fases de analisis, se
construyeron modelos ajustados por las variables de confusion que hubieren
mostrado cierta correlacion con las variables de estudio (p<0.10). EI modelo
elegido fue aquel que mayor coeficiente de determinacion (R?) produjera. En
todo caso se demostré6 que existia homocedasticidad, es decir, que la
varianza del error era constante para los distintos valores de las variables

independientes.

- Anadlisis de sensibilidad y especificidad. Curvas ROC. El valor diagndstico
de GIM, VRC, VDE, para discriminar entre EM y resto de grupos de
comparacion (controles, grupos de migrafa), y posteriormente, con el grupo
AR, se realizd mediante el andlisis de sensibilidad y especificidad para
distintos puntos de corte. La mejor combinacion de valores de sensibilidad-
especificidad para un valor de corte se determin6 por el indice J de Youden
(J = sensibilidad + especificidad -1); y el nimero de casos necesario para el
diagnostico, que es la inversa de J. La desviacion de los valores observados
frente a los esperados se representd en curvas ROC, y se calculd el area bajo
la curva (ABC), y su significacion respecto a una distribucion asintotica.

- Célculo del tamafio muestral: Teniendo en cuenta las medias y DE
observadas en estudio preliminar, debe haber al menos 35 participantes en

cada grupo para obtener una potencia de 0,95 con un riesgo o de 0,01.
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5.1. GENERALIDADES.

El objetivo de la presente Tesis Doctoral es demostrar la presencia de disfuncion
endotelial, como primer estadio subclinico del desarrollo de enfermedad ateroesclerotica
en los pacientes con EM. Para ello, de acuerdo con la descripcidn previa, se estudié la
presencia de marcadores subclinicos de disfunciéon endotelial mediante un estudio
ultrasonografico de alta resolucion y marcadores bioquimicos y moleculares en un
grupo de pacientes diagnosticados de EM, en comparacion con un grupo control sano
ajustado por factores de confusién y con dos grupos de pacientes diagnosticados de
migrafia: uno, con migrafia episédica, y el otro, con migrafia cronica. En el caso de la
migrafia, paradigma de enfermedad neuroldgica en la que se ha evidenciado la
existencia de disfuncion endotelial asociada, se ha hecho especial hincapié en la
potencial relacion entre los mecanismos de cronificacion de la misma y las alteraciones

subclinicas asociadas.

En una segunda etapa, se compararon los resultados obtenidos en los pacientes
con EM con un grupo de pacientes afectos de AR. La comparacion con un grupo de
pacientes con otra enfermedad inflamatoria sistémica en la que se ha demostrado la
presencia de ateroesclerosis subclinica sin evidencia clinica de eventos cardiovasculares
previos o factores de riesgo cardiovascular clasicos, apoyaria la importancia de la
inflamacion crénica para el desarrollo de ateroesclerosis acelerada en diversas

enfermedades autoinmunes crénicas como la EM.

De los sujetos seleccionados, cumplian todos los requisitos de inclusion en el
estudio un total de 194 participantes, pertenecientes a los grupos clinicos previamente
definidos. Los pacientes diagnosticados de EM seleccionados fueron 39 (media de edad
= 40,90+8,6 afios). Del total de 72 pacientes diagnosticados de migrafia, 35 cumplian
los criterios para el diagndstico de MC (media de edad = 37.09+11.6 afios) y 37 habian
sido diagnosticados de ME (media de edad = 37,46+9,7 afos). En el grupo de pacientes
diagnosticados y en seguimiento por AR se reclut6 un total de 42 participantes (media
de edad = 50,71+4,7 afios). Por ultimo, en el grupo de controles sanos se reclutd a un
total de 41 participantes (media de edad = 40,44+12,1 afios). Ninguno de los sujetos
cumplié ninguno de los criterios de exclusion establecidos. En todos los casos el estudio
se completod segun lo previsto, sin incidencias ni eventos adversos durante la realizacion

del mismo.
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5.2. ESTUDIO DESCRIPTIVO.

5.2.1. Caracteristicas epidemioldgicas de la muestra.

En todos los grupos clinicos se observo la existencia de un predominio del sexo

femenino, como se representa en la Figura 10. El predominio del sexo femenino en el

caso de la EM, se constato en todos los rangos de edad de los participantes.

Figura 10: Distribucién de sexos en cada grupo.
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En la Tabla 11 se resumen las principales caracteristicas demograficas utilizadas

en el estudio actual y su distribucion en los grupos clinicos.

Tabla 11: Caracteristicas epidemioldgicas de los grupos.

Variables

Controles

ME

MC

EM
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Edad (a) Peso (Kg)

Altura (cm)

IMC
(Kg/m?)

MediatDE | 40,44+12,1 | 66,68+12,2 | 164,68+259 | 23,11+3,3
Rango 42 37 33 6,01
MediaxDE 37,46+£9,7 | 65,26+12,1 | 166,74+8,4 | 23,05+2,9
Rango 42 39 43 10,01
MediatDE | 37,09+11,6 | 65,25+11,9 | 164,41+7,5 | 24,2645,2
Rango 45 40 38 5,55
MediatDE | 40,90+8,6 | 68,61+16,7 | 166,82+6,5 | 24,83%4,6
Rango 35 45 33 9,62
MediatDE 50,71+4,7 | 71,78+15,8 1,62+0,77 25,35%6,9
Rango 23 41 41 4,19
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El andlisis de los datos epidemioldgicos muestra que las diferencias por sexo
entre los diferentes grupos no resultaron significativas (x>=7,995; 4 g.l.; p=0,092). En
cambio, la media de edad difiri6 entre grupos (F=15,836; p=4,2E-11) debido a que la
muestra de pacientes con AR, que no habia sido pareada, presentaban una media de
edad 10 afios superior a los otros grupos incluidos en el estudio. Por este motivo, el
proceso se andlisis se establecié en dos pasos (vide supra). Siguiendo este orden, las
diferencias de media de edad entre controles, grupos de migrafia y EM no fueron
significativas (F=1,299; p=0,277).

El IMC también mostré diferencias significativas (F=5,582; p=2,9E-4) a
expensas del grupo de pacientes con AR, mientras que para los grupos control, migrafa
y EM, las diferencias intergrupos para el IMC no fueron significativas (F=1,609;
p=0,190).

Por el contrario, el anlisis de otras variables estudiadas como la edad (p=0,238),
el peso (p=0,515) y la altura (p=0,897) no mostré diferencias entre los pacientes con
EM vy el resto de grupos clinicos.

Con el objetivo de demostrar la existencia de disfuncion endotelial en nuestros
pacientes con EM, y valorar la presencia de ateroesclerosis subclinica como primer
estadio del desarrollo de la enfermedad vascular, se estudid la presencia de los factores
de riesgo cardiovascular considerados tradicionales en cada uno de los grupos de
estudio. Los principales factores de riesgo clasicos ya se encontraban excluidos gracias
a los criterios de inclusién aplicados, mientras que en el caso del resto de los factores
estudiados no se encontraron diferencias significativas entre grupos en el primer paso de

analisis comparativo.

En la comparacion realizada entre el grupo de EM y los pacientes con AR
tampoco se objetivaron diferencias significativas, aunque existia una tendencia a la
significacion en el caso del perfil lipidico (p=0,059) y en el IMC (p=0,084). En la Tabla
12 se describen las variables estudiadas en cada uno de los grupos clinicos establecidos

para el estudio.
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Tabla 12: Principales factores de riesgo cardiovascular en los grupos clinicos.

Controles AR 28 P
(n) (n) (n) EMvsSAR
1 Ns Ns

Estenosis carotidea
Diabetes Mellitus 0 0 0 0 0 Ns Ns
Homocisteinemia
(>15 pg/mL) 0 1 0 0 1 Ns Ns
Ex-fumador 3 5 9 7 10 Ns Ns
Fumador ligero 9 14 10 13 8 Ns Ns
Alcohol (<40 gr/dia) 2 Ns Ns
Dislipemia 7 17 Ns 0,059
Cardiopatia 0 1 Ns Ns
Arteriopatia
periférica 0 0 0 0 0 Ns Ns
Acido Urico 0 0 0 0 1 Ns Ns
Trombosis venosa 0 0 0 0 0 Ns Ns
SAHOS 0 0 0 0 0 Ns Ns
Fibrilacion auricular 1 0 0 0 1 Ns Ns
Asma 3 2 4 0 2 Ns Ns
Insuficiencia renal 0 0 0 0 0 Ns Ns
IMC >30 1 1 3 4 8 Ns 0,084
Ns= No significativo. Distribucion %2 con 3 grados de libertad.

Al inicio del estudio se realizaron tres determinaciones de la presion arterial en
reposo y se registrd la media de las mismas. No se objetivaron cifras patoldgicas en
ninguno de los sujetos, ni diferencias significativas intersujetos, ni entre los pacientes

con EM y el resto de grupos clinicos.
5.2.2. Caracteristicas clinicas de la poblacion de estudio.

De cada grupo clinico activo se recogieron datos especificos de su proceso en
una base de datos creada a tal fin. En el caso de los pacientes afectos de EM se realiz

un analisis estadistico de los principales datos clinicos asociados a la enfermedad.
e Tipo de EM.

Todos los pacientes estudiados cumplian los criterios diagnosticos de McDonald del
afno 2010 para EM. En todos los casos los pacientes se encontraban en la fase remitente

recurrente de la enfermedad. No se seleccionaron pacientes con EM primariamente
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progresiva ni pacientes en la fase secundariamente progresiva, para homogeneizar la
muestra en la medida de lo posible. Tampoco se seleccionaron pacientes con sindrome

clinico aislado en el momento del estudio.
e Tiempo de evolucion de la enfermedad.

El tiempo medio transcurrido desde el diagnostico de la EM fue de 6,62+4,9 afios.

El rango fue amplio, oscilando entre los 6 meses y los 21 afios.
e Frecuencia de los brotes.

La media de tiempo transcurrido desde el ultimo brote clinico de EM variaba entre 6
y 18 meses. De los pacientes objeto del estudio, el 65.58% habian recibido tratamiento
esteroideo con bolos endovenosos de metilprednisolona durante el ultimo brote clinico.
Ningln participante habia recibido esteroides en el mes previo al estudio y ningin
paciente presentaba sintomas o signos sugerentes de un brote de EM en el momento de

realizarse el estudio.
e Manifestaciones clinicas.

Con respecto a la sintomatologia clinica de la EM, se recogid el evento inicial en
caso de estar registrado en la historia clinica. El 54% presentaron un debut como
neuritis Optica, el 32% como manifestacion de una lesion a nivel del tronco del encéfalo

y el 14% una lesion hemisférica cerebral.

e Pruebas de neuroimagen.

En todos los pacientes se habia realizado al menos una RM en los ultimos 12 meses.
Se revisaron todos los estudios y se analizo la carga lesional presente en cada paciente

en el momento del estudio para futuras investigaciones.
e Grado de discapacidad.

El grado de discapacidad fue medido mediante la aplicacion de la escala EDSS en el
momento del estudio. La media de puntuacion fue de 2,608+0,47 puntos, con un rango
de puntuacion de 1,0 a 5,0 puntos. En la Figura 11 se muestra la distribucion de los

pacientes con EM en funcion de la puntuacion obtenida en la escala EDSS.
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Figura 11: Distribucién de pacientes con EM en funcién de la puntuacién EDSS.
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e Grado de fatiga.

La puntuacion media de la escala FSS en los pacientes con EM fue de 38,27+16,09

puntos (Rango =56 puntos).
e Tratamientos modificadores de la enfermedad.

En relacion con el tratamiento modificador de la enfermedad, de los 39 pacientes
con EM, 28 se encontraban en tratamiento con farmacos modificadores de la
enfermedad en el momento del estudio (71,79%). La mayoria de los pacientes se
encontraban en una primera linea de tratamiento, y Gnicamente 3 casos habian sido
tratados previamente con otros farmacos. En esos casos, el tratamiento habia sido
sustituido por intolerancia o falta de eficacia. El tratamiento méas utilizado fue el
interferon Bla (51,61% con administracion subcutanea e intramuscular en el 16,13% de
los pacientes), seguido de fingolimod y natalizumab (9,68% cada uno) y, de forma

minoritaria el acetato de glatiramero (ver Tabla 13).

Tabla 13: Tratamientos modificadores recibidos por el grupo de estudio.

Tratamiento modificador de la enfermedad Pacientes tratados (n)

Interferon-Bla 21

Acetato de glatiramero 1
Fingolinod

Natalizumab 3

Sin tratamiento 11
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Entre los pacientes diagnosticados de migrafia se hizo un analisis de las
caracteristicas de la misma, en los dos grupos escogidos (ME y MC).

No se objetivaron diferencias significativas entre ambos grupos ni en el tipo de
aura, ni en los factores precipitantes o la existencia de prédromos. El Unico dato que
mostré diferencias de forma significativa fue la presencia de alodinia, que fue mas

frecuente en el grupo de pacientes diagnosticados de MC (p=0.017).

Tabla 14: Caracteristicas de la migrafa en los grupos de ME y MC.

Signo/Sintoma

Migrafa episddica

Vigrana orénica | P

Unilateral 27 (77,1%) 27 (72,9%) Ns
Fotofobia 33 (94,3%) 34 (91,9%) Ns
Fonofobia 33 (94,3%) 29 (78,4%) Ns
Osmofobia 10 (28,6%) 10 (27%) Ns
Precipitantes 33 (94,3%) 31 (83,8%) Ns
Estrés 26 (74,3%) 25 (67,5%) Ns
Suefio 4 (11,4%) 11 (29,7%) Ns
Trastorno suefio 21 (60%) 18 (48,6%) Ns
Alcohol 6 (17,1%) 13 (35,1%) Ns
Menstruacion 11 (31,4%) 17 (45,9%) Ns
Cambios
climaticos 9 (25,7%) 17 (45,9%) P=0.029
Prédromos 14 (40%) 18 (48,6%) NS
Somnolencia 10 (28,6%) 9 24,3%) Ns
Irritabilidad 8 (22,8%) 14 (37,8%) Ns
Apetito 2 (5,7%) 0 (0%) Ns
Aura 25 (71,4%) 22 (59,5%) Ns
Visual 23 (65,7%) 21 (56,7%) Ns
Sensitiva 8 (22,8%) 6 (16,2%) Ns
Basilar 0 (0%) 2 (5,4%) Ns
Alodinia 11 (31,4%) 21 (56,7%) P=0.017 (1 I.f)
Ns = No significativo

Entre los tratamientos sintomaticos utilizados por los pacientes en la fase aguda,
los mas frecuentes son los antiinflamatorios no esteroideos, seguido de los triptanes o
una combinacién de ambos. Unicamente dos pacientes con MC habian tomado
ergéticos, un caso de ME y otros dos pacientes con MC habian tomado derivados

opiaceos en alguna ocasion.
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Tabla 15: Tratamientos sintomaticos para la migrafa utilizados en ME y MC.

Tratamiento | Migraia cpisodica | Migrafiaoronica P
16 Ns

Paracetamol 9

Dipiridamol 7 10 Ns
AINEs 31 32 Ns

Derivados
" 1 2 Ns

ergoticos
Opiaceos 0 2 Ns

Ns = No significativo

5.3. ESTUDIO ANALITICO.

5.3.1. Ateroesclerosis subclinica entre los grupos de estudio.
A. Eco-doppler de troncos supraadrticos.

A nivel anatomico en el estudio longitudinal del eje carotideo se encontraron
pequefias placas de ateroma en alguno de los sujetos estudiados, de acuerdo con la

definicion de placa ateroesclerética utilizada (170).

En total se encontraron placas de ateroma en 5 controles, 1 paciente con ME, 2
con MC, 6 pacientes de EM, y 17 diagnosticados de AR. Estas diferencias entre grupos
resultaron altamente significativas (x*=26,825; 4 g.l.; p=2,2E-5), exclusivamente a

expensas del grupo de AR.

En ninguno de los casos dichas placas daban lugar a cambios hemodinamicos
relevantes o provocaban estenosis significativas de los vasos estudiados. En la Tabla 16
se describe el nimero y la localizacion de las placas halladas en cada grupo clinico.

Tabla 16: Distribucion de las placas de ateroma en los grupos de estudio.

Controles AR

ACC Derecha 1 0 0 2 5
Izquierda 5 1 2 4 6
ACI Derecha 1 0 0 1 7
Izquierda 0 0 0 2 7
ACE Derecha 0 0 0 0 0
Izquierda 0 0 0 0 0
TOTAL PLACAS 5* 1* 2* 6* 17**
* Diferencias no significativas en comparacion con controles y grupos de migrafia.
** p=2,2E-5, en comparacion con EM.
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B. Grosor intima-media. (GIM).

Se estudid la presencia de enfermedad ateroesclerdtica subclinica a nivel
carotideo en los pacientes con EM, en ausencia de evidencia de enfermedad vascular
previa o factores de riesgo cardiovascular clasicos mediante medicion del GIM, y
posteriormente, se investigd su relacion con factores demograficos y clinicos que

pudiesen condicionar su desarrollo.

La distribucion de los valores de GIM no sigui6 una distribucion normal, segln

la prueba de Kolmogorov-Smirnov, (p<0,001), tal y como se observa en la Figura 12,

Figura 12: Gréafico P-P normal de regresion residuos estandarizados.
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En el primer paso de analisis estadistico, en el andlisis univariado, la diferencia
de medias de GIM fue significativamente diferente en funcion del diagnéstico clinico
entre controles, ambos grupos de migrafia y EM (F=27,135; p=5,7E-14; potencia
observada = 1,0). De esta forma, el diagnostico clinico explicé el 35% de la varianza
objetivada en los valores del GIM (coeficiente de determinacion = 0,361; ajustado
R?=0,348).

En el analisis post hoc, los pacientes con EM tenian un mayor GIM (media =

0,927+0,020 mm) que los controles sanos (media = 0,682+0,019 mm) cuya diferencia
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resultd altamente significativa (diferencia de las medias = -0,245 mm; p=4,7E-13).
Entre los pacientes con migrafia, el grupo de pacientes con ME mostraron un GIM de
0,757+0,020 mm, y en los pacientes con MC la media de GIM fue de 0,806+0,020 mm.

En la Figura 13, se representan los resultados del GIM en los diferentes grupos.

Figura 13: Resultados del GIM en los grupos clinicos.
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Por otra parte, también existian diferencias significativas en comparacién con los
pacientes migrafiosos. Los pacientes diagnosticados de EM presentaban un GIM mayor
que el grupo de ME (diferencia de las medias = -0,170 mm; p=7,6E-8) y que el grupo de
MC (diferencia de las medias = 0,121 mm; p=2,3E-4). Se ha objetivado también la
existencia de diferencias significativas entre los pacientes con migrafa y los controles.
Tanto los pacientes con ME (diferencia de las medias = -0,074 mm; p=0,040), como los
pacientes con MC (diferencia de las medias = -0,123 mm; p=1,3E-4) presentaban GIM

mayores que los controles.

En el analisis de subconjuntos homogéneos, segun la prueba HSD de Tukey, se
distinguian 3 grupos diferenciados respecto a las medias de GIM: controles, migrafiosos
y EM.

Ademaés del diagnostico clinico, existian otras variables relacionadas con el

GIM. La edad en el momento del estudio se relacion6 con el valor obtenido del GIM
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(r=0,365; p=2,3E-7), y también existia una relacion entre los valores del GIM y el IMC
(r=0,219; p=0,003). Posteriormente se construyd un modelo de regresion lineal con las
variables que habian mostrado cierta correlacion con el GIM. El modelo que mejor

predijo la varianza del GIM fue el construido con el diagnostico clinico, edad y el IMC.

En el modelo ajustado, el diagnéstico clinico fue el mejor predictor de GIM
(F=27,317; p=8,7E-14). No obstante, tanto el IMC (F=6,698; p=0,011), como la edad
(F=28,780; p=3,5E-7), permanecieron como predictores significativos. Este modelo
predijo el 50% de la varianza del GIM (R?=0,508; ajustada = 0,489). A pesar de que el
colesterol total se correlacioné con el GIM (r=0,184; p=0,029), este parametro no se
incluyd en el andlisis de regresion por producir modelos con indices de determinacion
inferiores. EI modelo asi ajustado por edad e IMC produjo unos residuos estudentizados
de GIM que se aproximaban a la distribucién normal (media estudentizada = 0,001;
6°=1,004), y se descarté colinealidad de las variables independientes incluidas en el

modelo.

En el andlisis post hoc, se objetivaron diferencias significativas entre los grupos
de migrafia y los controles. Los pacientes con ME (diferencias de las medias = 0,080
mm; p=0,007) o con MC (diferencia de las medias = 0,133 mm; p=2,5E-6), tenian
valores de GIM mayores que los controles, por el contrario, no se objetivaron
diferencias entre ambos grupos de migrafia (diferencia de las medias = -0,052 mm;
p=0,214).

Los parametros de regresidn observados por grupos demostraron que los
pacientes con EM presentaban diferentes valores de significacién en la comparacion
frente a cada grupo de estudio. En la Tabla 17, se refleja la estimacién de los parametros
B+EE, en el modelo no ajustado, y en el ajustado por factores de confusion. En ambos

modelos las diferencias observadas fueron altamente significativas.

Tabla 17: Factores predictores de GIM en ambos modelos lineales.

Modelo no ajustado ‘ Modelo ajustado
Factores B+EE P B+EE p
Control — EM -0,245+0,028 3,9E-15 -0,222+0,025 5,6E-15
ME - EM -0,170+0,028 1,2E-8 -0,142+0,026 1,8E-7
MC - EM -0,121+0,029 4,0E-5 -0,090+0,026 7,3E-4
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Se explord también la posible interaccion entre el diagnostico, la edad y el IMC.
En el modelo establecido con diagnostico*edad y diagnéstico*IMC, el coeficiente de
determinacion hallado fue similar al descrito previamente (R?=0,48). EI mejor predictor
del GIM en este modelo fue el factor diagnostico*edad (F=7,727; p=1,3E-5).

En el analisis de sensibilidad y especificidad del GIM para el diagndstico de
EM, el valor del GIM que discrimina el diagnéstico de EM frente a los controles y los
dos grupos de migrafia, se corresponde con una combinacion de una sensibilidad del
95% y una especificidad del 57% (indice de Youden J=0,514), que se obtiene con un
valor de GIM mayor de 0,75 mm.

En nuestro estudio el 84% (ABC=0,836; p=1,0E-9) de los pacientes con EM
pueden identificarse por tener un GIM mayor de 0,75 mm con respecto a los controles
sanos y a los pacientes migrafiosos (Figura 14). Unicamente en dos casos de EM se
observo un GIM menor de 0,75 mm, correspondiendo a dos casos con una puntuacién

en la escala EDSS menor de 2,5 puntos.

Figura 14: Curva ROC de Grosor intima-media.
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Como puede observarse en la Tabla 18 de distribucion de valores, los puntos de
corte con respecto a los valores de GIM de controles, ME y MC, son proximos a 0,8

mm (valor mas aproximado al hallado por el analisis de sensibilidad/especificidad).
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De acuerdo con ello, el nimero necesario para diagnosticar (NND) de EM con
un GIM mayor de 0,75 mm fue de 2 (NND=1/J).

Tabla 18: Coordenadas de la curva ROC.

Positivo si es - - o
mayor o igual a: Sensibilidad 1 - Especificidad  Especificidad

-0,500 1,000 1,000 0,000 0,000 IND
0,550 1,000 0,982 0,018 0,018 55
0,650 1,000 0,748 0,252 0,252 4
0,750 0,946 0,432 0,568 0,514 2
0,850 0,676 0,198 0,802 0,477 2
0,950 0,459 0,081 0,919 0,378 3
1,050 0,135 0,018 0,982 0,117 9
1,150 0,054 0,000 1,000 0,054 19
2,200 0,000 0,000 1,000 0,000 IND

IND= Indeterminado.
NND = Ndmero de casos necesarios para el diagnostico.
J = Indice de Youden.

Figura 15: Valores diagndsticos en funcion del GIM.
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Comparacion de los resultados con pacientes con AR.

Segun el modelo no ajustado, las medias de GIM fueron diferentes (F=16,823;
p=1,0E-4). Los pacientes con EM mostraron un valor medio de GIM mayor que los

pacientes con AR (diferencia de las medias = -0,113 mm; p=1,0E-4).
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En el modelo ajustado por edad e IMC, el diagnostico clinico fue el mejor
predictor del resultado del GIM (F=19,84; p=3,1E-5). Aunque la edad permanecié como
factor predictor del GIM (F=5,654; p=0,020), ésta ejercié un efecto menor que en el
caso de los grupos control y migrafia, a pesar de que la media de edad de los pacientes

con EM era 10 afios menor que la del grupo AR.

El valor de GIM que, segun la tabla de coordenadas (Tabla 19), discriminaba el
diagnostico de EM frente a AR, se corresponde con la combinacion de una sensibilidad
del 68% y una especificidad del 69% (indice de Youden J=0,366), obtenido con un
GIM mayor de 0,85 mm. En consecuencia, el 74% (ABC=0,742; p=2,2E-4) de los

pacientes con EM pueden identificarse a partir de este valor respecto al grupo con AR.

Tabla 19: Coordenadas de la curva, en la comparacion EM vs AR.

Positivo si mayor o igual a: | Sensibilidad 1 - Especificidad  Especificidad

-0,400 1,000 1,000 0,000 0,000
0,650 1,000 0,976 0,0024 0,024
0,750 0,946 0,667 0,333 0,279
0,850 0,676 0,310 0,690 0,366
0,950 0,459 0,143 0,857 0,317
1,050 0,135 0,048 0,952 0,088
1,150 0,054 0,000 1,000 0,054
2,200 0,000 0,000 1,000 0,000

En el siguiente gréfico (Figura 16) que se corresponde con la distribucion de
valores del GIM para los grupos de pacientes con EM y pacientes con AR, se puede

observar como ambas curvas se cortan en el punto correspondiente a 0,89 mm.

Figura 16: Curvas de distribucién del GIM en pacientes con EM y AR.
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5.3.2. Disfuncion endotelial en pacientes con Esclerosis Multiple.

La enfermedad ateroesclerdtica precisa la presencia de disfuncion endotelial,
como el primer estadio subclinico necesario para su posterior desarrollo en los pacientes
con EM. En la primera etapa del estudio se realizo el estudio comparativo entre EM y
los grupos control y de migrafia. El analisis de la funcion endotelial se realizé6 mediante
estudio ultrasonogréafico de la arteria braquial, con medicion de la VDE, de acuerdo con

la técnica descrita en la seccion de pacientes y métodos.

Los valores de VDE siguieron una distribucién normal, de acuerdo con la prueba
de Kolmogorov-Smirnov (p=0,200). En el andlisis univariado, asumiendo igualdad de
las varianzas (F=1,125; p=0,351), el diagndstico clinico predijo significativamente el
valor de VDE (F=16,980; p=2,0E-9; potencia observada = 1,0). El diagndstico clinico
explico el 26% de la varianza de VDE (coeficiente de determinacion R?=0,272; ajustado
R?=0,256).

Figura 17: Resultados de la VDE en los grupos de estudio.
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En el analisis post hoc (Figura 17), se observan diferencias entre algunos de los
grupos clinicos. Segun el modelo no ajustado, los pacientes con EM presentaron un

porcentaje de VDE de 7,69+4,2%, que fue menor que en los controles sanos, donde se
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objetivd una VDE de 13,12+3,9%. Los pacientes con ME mostraron una VDE de
11,99+4,1%, mientras que la VDE se redujo entre el grupo de MC con una media del
8,09+3,3%. Por ultimo, los pacientes diagnosticados de AR presentaron un porcentaje
de VDE del 9,62+3,81%.

Tabla 20: Valores de VDE en los grupos clinicos.

Diagndstico Media (%) ‘ Desviacion estandar
Controles 13,122 3,972 38
Migrafia episodica 11,995 4123 36
Migrafia cronica 8,091 3,321 31
Esclerosis multiple 7,690 4,247 35
TOTAL 140

En el modelo no ajustado, los pacientes con diagnostico de EM, presentaban un
porcentaje de variacion de la VDE menor que los controles (diferencia de las medias =-
5,43%; p=1,9E-7). Con respecto a los pacientes con migrafia, la VDE estaba
significativamente disminuida en los pacientes con EM en comparacion con el grupo de
ME (diferencia de las medias = -4,30%; p=>5,8E-5), pero, en cambio, no se objetivaron
diferencias significativas con los pacientes diagnosticados de MC (diferencia de las
medias = -0,40%; p=0,976).

De los resultados de este analisis post hoc, se concluye la existencia de dos
subconjuntos homogéneos, segun la prueba HSD de Tukey: un primer subconjunto
estaria constituido por los controles y los pacientes con ME, y el segundo estaria

compuesto por los pacientes con EM y el grupo de MC.

Se estudiaron el resto de variables que podian interferir en el porcentaje de
variacion de la VDE. A diferencia de lo observado en los resultados del GIM, ni la

edad, ni el IMC afectaron a los resultados de VDE.

El hébito tabaquico fue el U(nico factor de confusion que, de forma
independiente, se correlaciond con los valores obtenidos de VDE (F=5,226; p=0,024).
En el modelo ajustado, las diferencias de las medias de variacion de la VDE entre los

grupos clinicos fueron muy significativas (F=17,553; p=1,1E-9).

Los valores de VDE fueron significativamente menores en los pacientes con EM

frente a los controles (diferencia de las medias = -5,43%; p=1,2E-7) y también en el
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caso de los pacientes con ME (diferencia de las medias = -4,30%; p=4,3E-5), pero en
cambio, no fue asi en el caso de los pacientes con MC (diferencia de las medias = -
0,40%; p=0,975), donde no se hallaron diferencias significativas.

El modelo ajustado mejoré de forma ligera la prediccion de la varianza de la
VDE (coeficiente de determinacion R?=0,300; corregido=0,279). El habito tabaquico
disminuia el valor de la VDE en cada grupo de estudio, pero las diferencias no

alcanzaron valores significativos.

En la Tabla 21, se encuentran resumidos los valores estimados de los parametros
de regresion para el modelo no ajustado y en el ajustado por los factores de confusion,
en este caso el tabaquismo, ya que en el resto de las variables consideradas no se

alcanzo valores significativos.

Adicionalmente, en el andlisis post hoc entre el resto de los grupos clinicos, sélo
se observaron diferencias entre controles y el grupo de MC (diferencia de las medias =
5,03%; p=2,2E-6).

Tabla 21: Factores predictores de la VDE en los modelos lineales.

Modelo no ajustado

Modelo ajustado

Factores B+EE p B+EE p
Control — EM 5,3+0,92 3,1E-8 5,304+0,91 4,3E-8

ME - EM 4,306+0,93 9,9E-6 4,787+0,92 4,4E-6

MC - EM 0,401+0,97 Ns 0,308+0,96 Ns

En el analisis de los valores de sensibilidad y especificidad de la VDE para el
diagnostico clinico. El valor de VDE que discrimina el diagnostico de EM frente a los
controles, se corresponde con una combinacion de una sensibilidad del 66% y una
especificidad del 84% (indice de Youden J=0,476).

Con este analisis de sensibilidad-especificidad, el 74% de los pacientes
diagnosticados de EM (ABC=0,739; p=2,0E-5), pueden ser identificados con valores de
VDE inferiores al 7,47%.
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Figura 18: Curva ROC de VDE.
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Comparacion de los resultados con pacientes con AR.

En el modelo no ajustado, las medias de porcentaje de variacion de la VDE entre
pacientes con EM (media VDE = 7,690+4,20%) y pacientes con AR (media VDE =
9,629+3,80%) no fueron significativas (diferencia de las medias = -1,94%; p=0,074).
Sin embargo, tras ajuste del modelo por el habito tabaquico (Tabla 22), las diferencias
entre EM y AR fueron significativas (F=6,750; p=0,012), aunque este modelo explica
s6lo un 10% de la varianza en la VDE (R? ajustada = 0,097)

Tabla 22: Comparacion de la VDE entre grupos de EM y AR.

VDE ‘ Modelo no corregido ‘ Modelo corregido
Factor B+EE (p) B+EE (p)
1,940+1,06 3,475£1,5
AR vs EM (0,074) (0,028)

Posteriormente, se realiz6 el analisis de sensibilidad-especificidad, que
establecié como punto de corte del porcentaje de VDE que discrimina el diagnéstico de
EM frente a AR, en 7,725%. Dicho punto se corresponde con una sensibilidad del 66%
y una especificidad del 64%, permitiendo llegar al diagndstico en un 66% de los casos
(ABC=0,663; p=0,032).
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Figura 19: Curva ROC de VDE comparando EM y AR.
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5.3.3. Cambios hemodinamicos en la circulacion cerebral en pacientes
con EM.

Para la determinacion de la VRC o RHC, se utilizo el test de apnea en ambas
circulaciones cerebrales. A nivel de la circulacion anterior, se calcul6 la media del BHI
obtenido en ambas ACM, y para el estudio de la circulacion posterior se utilizo la arteria
basilar.

El estudio se pudo completar en un total de 173 sujetos (89,17%) debido a la
ausencia de una ventana adecuada para las determinaciones ultrasonogréaficas en todos
los participantes. No existieron claras diferencias entre grupos en el nimero de sujetos
sin ventana para los ultrasonidos. Para los célculos, se consideraron Unicamente
aquellos casos que habian realizado al menos un test con un tiempo de apnea adecuado
(>20 segundos). En la circulacién posterior se utilizé la media de las determinaciones de
BHI realizadas. En ninguno de los casos estudiados se encontraron alteraciones
hemodindmicas en los valores basales, ni estenosis en las arterias intracraneales
significativas. El valor medio de la velocidad media en la ACM fue 57,99+13,1 cm/s y
de 41,07£9,4 cm/s en la basilar, mientras que el indice de pulsatilidad fue 0,84+0,11

parala ACMy 0,88+0,13 en la arteria basilar.
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A.-ESTUDIO DE LA CIRCULACION ANTERIOR: Arteria cerebral media (ACM).

Al igual que en las determinaciones anteriores, en el primer paso del analisis
comparativo se incluyeron los grupos de pacientes con EM, controles y los dos grupos

de migrafa.

En el analisis univariado, asumiendo igualdad de varianzas (F=1,125; p=0,351),
las medias de BHI en la ACM entre los grupos de estudio difirieron de forma
significativa (F=16,946; p=2,4E-9). Los pacientes con EM presentaron un BHI menor
(media de BHI = 0,746+0,48%) que los controles sanos (media de BHI =
1,588+0,59%). Entre los pacientes diagnosticados de migrafa, los pacientes con ME
presentaban BHI ligeramente mayores (media BHI = 1,312+0,65%) que el grupo con
MC (media del BHI = 0,873+0,43%).

Figura 20: Resultados de la vasorreactividad cerebral mediante BHI en la ACM.
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El diagndstico clinico explicé el 26% de la varianza obtenida en el valor de BHI
(R?=0,283; R? ajustado = 0,266). En el analisis post hoc se observaron diferencias entre
algunos de los grupos clinicos. De acuerdo con este modelo no ajustado, los pacientes
con diagnostico de EM presentaban un porcentaje de variacion del BHI menor que los
controles (diferencia de las medias = -0,842%; p=3,1E-8). Con respecto a los pacientes

diagnosticados de migrafia, se encontraron diferencias estadisticamente significativas
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entre EM y ME (diferencia de las medias = -0,566; p=0,001), pero en cambio, no
existian diferencias significativas entre EM y pacientes con MC (diferencia de las
medias = -0,127; p=0,808).

En este analisis post hoc, se observaron dos subconjuntos homogéneos, segln
prueba HSD Tukey: un primer subconjunto constituido por los controles y los pacientes

con ME, y el segundo grupo compuesto por los pacientes con EM y el grupo de MC.

A diferencia de otras variables ultrasonogréficas estudiadas como el GIM o la
VDE, ninguno de los factores de confusion como la edad, el IMC, el colesterol total o el
tabaquismo se correlacionaron con los valores de BHI. Tampoco se objetivo relacion
entre los resultados de BHI y la tension arterial basal en reposo medida en el momento
del estudio.

En el analisis de sensibilidad-especificidad, como se observa en la Figura 21, el
75% de los pacientes con EM pudieron ser identificados (ABC=0,756; p=2,0E-5) con
valores de BHI inferiores a 0,810% (indice de Youden J=0,395) con una sensibilidad
del 66% Yy una especificidad del 72%.

Figura 21: Curva ROC de vasorreactividad cerebral (BHI).
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Comparacion de los resultados con pacientes con AR.

La media de los valores del BHI en la ACM obtenidos en el grupo de pacientes
diagnosticados de AR fue de 0,742+0,39%. En la comparacion de los AR con el grupo

de pacientes diagnosticados de EM, no se objetivaron diferencias significativas entre

ambos grupos clinicos (p=0,971).

Tabla 23: Valores de BHI en ACM. Comparacion entre EM y AR.

Grupo clinico Media Desviacion estandar P |

Esclerosis multiple

0,7462

0,479

Artritis reumatoide

0,7421

0,398

0,971

Por consiguiente, no se podian distinguir entre pacientes con AR y pacientes con
EM en funcion de los valores de VRC medidos mediante BHI a nivel de la ACM, tal y
como queda reflejado en la Figura 22.

Figura 22: Curva ROC de BHI: grupos EM y AR.
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B.-ESTUDIO DE LA CIRCULACION POSTERIOR: Arteria basilar.

Se realizaron comparaciones entre los grupos control, migrafia y EM, ya que este

parametro no fue explorado en los pacientes con AR. En el analisis univariado,
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asumiendo igualdad de varianzas (F=1,125; p=0,351), se encontraron diferencias en las

medias del BHI entre los distintos grupos de estudio (F=7,82; p=9,2E-5).

Segun el modelo no ajustado, los pacientes con EM presentaron un porcentaje de
BHI menor (media de BHI = 0,664+0,45%) que en caso de los controles sanos (media
de BHI = 1,202+0,46%). Las diferencias entre ambos grupos fueron altamente
significativas (p=5,7E-5). Por el contrario, no se objetivaron diferencias significativas
entre los pacientes migrafiosos y el grupo de EM.

En los grupos de pacientes con migrafia se obtuvieron resultados diferentes. Asi
los pacientes con ME mostraron una variacion del BHI de 0,774+0,47%, mientras que
en el grupo de MC la media de variacion del BHI fue menor (media de BHI =
0,719+0,47%).

Figura 23: Resultados de la vasorreactividad mediante BHI en la arteria basilar.
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En el analisis post hoc, los pacientes diagnosticados de migrafia, mostraron
valores de BHI ligeramente reducidos, tanto entre los pacientes con ME (media de BHI
=0,774%0,47%) frente a los controles (diferencia de las medias = -0,428; p=0,005),
como entre MC (media de BHI = 0,719+0,47%) comparados con los controles
(diferencia de las medias = -0,483; p=0,002). Por el contrario, estas diferencias no

fueron significativas entre ME y MC.
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Tabla 24: Valores predictores de VRC en la arteria basilar. Modelo no ajustado.

Control - EM 0,538+0,128 5,7E-5
ME - EM 0,110+0,129 0,398
MC - EM 0,055+0,134 0,684

5.3.4. Determinacion del flujo sanguineo cerebral.

El flujo cerebral se calculé como la suma del volumen de flujo en ambas arterias
carétidas y las arterias vertebrales. Debido a las dificultades técnicas asociadas a la
correcta identificacion del flujo en las 4 arterias, y sobre todo a nivel de la circulacion

vertebral, el nimero de participantes en los que se pudo calcular el flujo total fue 101.

La distribucion por grupos fue la siguiente: 20 sujetos del grupo control, 10
pacientes con ME, 14 con MC, y 20 pacientes con EM. La determinacion se realiz
también en 37 pacientes con AR. En el primer paso del analisis, con los grupos control,
migrafia y EM y asumiendo varianzas desiguales entre grupos, se objetivaron
diferencias en el flujo total significativamente diferentes en funcion del diagndstico
clinico (F=5,720; p=0,002; potencia observada = 0,930). En la Figura 24 se muestra la

mediana de valores y los percentiles obtenidos en los diferentes grupos clinicos.

Figura 24: Diagramas de cajas de los valores de CBF en los grupos clinicos.
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Las diferencias de flujo total fueron discretas entre controles y pacientes con EM
(p=0,046). En comparacion con el resto de grupos, sélo se objetivaron diferencias
significativas entre los controles y el grupo de MC (p=0,007).

En el analisis del flujo entre los pacientes con EM y el grupo de AR, los
pacientes con AR presentaban un CBF menor que los pacientes con EM (diferencia de
las medias = 0,113+0,04 ml/min; p=0,009).

Tabla 25: Valores de CBF total. Comparacion entre EM y AR.

Grupo clinico Media (ml/min) Desviacion estandar P

Esclerosis maltiple ‘ 0,610 ‘ 0,147 0,000
Artritis reumatoide ‘ 0,497 ‘ 0,100 ’

5.3.5. Estudio del paréenquima cerebral: Medicion del 111 ventriculo.

Para el estudio de neurodegeneracion y valoracién de la atrofia cerebral asociada
al proceso inflamatorio especifico, se llevo a cabo la medicion del didmetro del Il
ventriculo mediante ultrasonografia, debido a que se acepta que el tamafio del Il
ventriculo se correlaciona de forma directa con el grado de atrofia cerebral, y es un buen
marcador de la misma (173).

En total, el Il ventriculo pudo identificarse a través de la ventana temporal en
las condiciones adecuadas para una correcta medicion en 135 participantes. Por grupos
clinicos, el estudio se completd en 27 controles, 48 pacientes con migrafia (23 ME y 25
MC) y en 24 pacientes con EM. La determinacion del diametro ventricular, se realiz6
también en 36 sujetos con diagndstico de AR.

El primer paso del analisis incluyo el grupo control, ambos grupos de migrafia y
los pacientes con EM. Asumiendo varianzas desiguales, el tamafio del Il ventriculo
resultd diferente respecto al diagnostico clinico (F=7,389; p=1,67E-4; potencia
observada = 0,982).

En el modelo de regresion lineal no ajustado, los pacientes con EM presentaron
un 11 ventriculo mayor (media del Il ventriculo = 4,858+1,62 mm) que los controles
sanos (media Il ventriculo = 3,348+1,14 mm), lo cual se correlaciona con la existencia
de un mayor grado de atrofia cerebral (diferencia de las medias = 1,510+0,35 mm;

p=4,8E-5) significativo en los pacientes con EM.
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Figura 25: Resultados del diametro del 111 ventriculo en los grupos de estudio.
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En el andlisis post hoc, en los pacientes con EM se objetivd que tenian un
diametro del 11l ventriculo mayor que los controles (diferencia de las medias =
1,510+0,40 mm; p=0,030). Entre los grupos de migrafia, ni los pacientes con ME
(diferencia de las medias = 0,826+0,35 mm; p=0,102), ni los pacientes con MC
(diferencia de las medias = 0,168+0,28 mm; p=0,934), mostraron diferencias
significativas con los controles. En el analisis de subconjuntos homogéneos, segun la
prueba HSD de Tukey, se distinguieron Unicamente dos subconjuntos, uno con los

pacientes con EM y el segundo con los controles y ambos grupos de migrafiosos.

El valor de diametro de Il ventriculo, que discrimina el diagnostico de EM
frente a los controles y a ambos grupos de migrafia, se corresponde con una
combinacion de una sensibilidad del 91,7% y una especificidad del 58,7% (indice de
Youden J=0,503), que se obtiene con un didmetro mayor de 3,55 mm. El 77%
(ABC=0,769, p=7,6E-5) de los pacientes con EM, pueden identificarse a partir de un
diametro ventricular de 3,55 mm con respecto a los controles y los pacientes de ambos
grupos de migrafia. Unicamente en dos casos de pacientes con EM se encontrd un

diametro menor de 3,55 mm, ambos con valores de EDSS menor de 2,5 puntos.
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No se observo correlacion del tamafio del Il ventriculo con la edad (r=0,132;
p=0,192), ni con el grado de discapacidad medido por la escala EDSS (r=0,700;
p=0,755). En el subandlisis del tamafio del Il ventriculo por puntuaciones EDSS, se
encontro la existencia de atrofia cerebral desde las fases iniciales de la enfermedad,

estando ya presente desde el diagndstico de la EM.

Por el contrario, si que se objetivo la existencia de una correlacion directa entre
el tamafio del 111 ventriculo y los otros pardmetros de ultrasonografia estudiados. Como
se observa en la Figura 26, existia una correlacion inversa con la VDE (r=-0,379;
p=2,2E-4); y también con los resultados de la vasorreactividad cerebral en la ACM
medidos por BHI (r=-0,304; p=0,040). Existia, en cambio, una correlacion directa entre
el diametro ventricular y los resultados del GIM carotideo (r=0,403; p=4,7E-5).

Figura 26: Correlaciones entre GIM, VRC y didmetro ventricular.
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Comparaciones de los resultados con pacientes con AR.

Las medias de diametro del Il ventriculo fueron diferentes entre los grupos EM
y AR (F=24,479; p=6,7E-6, potencia observada = 0,998). Los pacientes con AR

presentaron un diametro medio de 3,492+0,28 mm (Figura 27).
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Figura 27: Valores del didmetro del 111 ventriculo. Comparacién entre EM y AR.
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En el andlisis se objetivo que los pacientes con EM presentaban una media del
diametro del 111 ventriculo mayor que los pacientes del grupo de AR (diferencia de las
medias = 1,36 mm; p=6,7E-6).

El valor del didmetro del Il ventriculo, que segun la tabla de coordenadas mejor
discriminaba el diagnéstico de EM frente a AR, se correspondi6 con la combinacion de
una sensibilidad del 75% y una especificidad del 86% (indice de Youden J=0,611).

Dicha combinacién de sensibilidad-especificidad se obtuvo con un diametro del
ventriculo por encima de 3,80 mm. En consecuencia, el 85% (ABC =0,851 p =5,0E-6)
de los pacientes con EM pueden identificarse a partir de este valor de didmetro

ventricular (Figura 28).

En el andlisis bivariado, el diametro del Il ventriculo, y por tanto la atrofia
cerebral medida mediante ecografia, mostré una correlacion directa con el tiempo
transcurrido desde el diagndstico de la enfermedad (r = 0,299; p=0,039). De esta forma,
los pacientes en los que la enfermedad habia sido diagnosticada antes, presentaban un

mayor grado de atrofia cerebral que los de reciente diagndstico.
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Figura 28: Curva ROC del Il ventriculo. Comparacion entre EM y AR.
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Ademas, en el estudio de los marcadores bioquimicos de inflamacion, la VSG se
correlacion6 con el diametro del Il ventriculo en los pacientes con EM (r=0,465,
p=2,6E-6). Del resto de pardmetros bioquimicos, la homocisteina plasmética mostré una
correlacion positiva con el grado de atrofia (r=0,221; p=0,034) y, en el mismo sentido,
los niveles séricos de acido félico (r=0,251; p=0,034).

5.4. COMPARACION ENTRE DATOS ANALITICOS.

5.4.1. Correlacion entre tension arterial y variables ultrasonograficas.

El andlisis de correlaciones bivariadas mostro que las cifras de tension arterial
sistolica (TAS) se correlacionaron con el GIM (r=0,200; p=0,048) y, de forma inversa,
con la VDE (r=-0,285; p=0,006). Por consiguiente, inicialmente se incluyé la TAS en
los modelos de VDE y GIM. No obstante, la inclusion de la TAS no modificd
significativamente el indice de determinacion de los modelos de regresion lineal
previamente descritos.

En cambio, no existia correlacion entre las cifras de TAS y la VRC medida por
el BHI (r=-0,095, p=0,398).

131



RESULTADOS

Por otro lado, las cifras de tension arterial diastolica (TAD) no se
correlacionaron con ninguna de las variables estudiadas: GIM (r=0,115; p=0,259), VDE
(r=-0,158; p=0,134), y BHI (r=0,039; p=0,709).

5.4.2. Correlacion de las caracteristicas clinicas con las variables estudiadas.

Como era de esperar, y se ha sefialado previamente, la edad en el momento del
estudio se correlaciond con el resultado del GIM (r =0,388; p =1,1E-9). Sin embargo, no
se encontraron correlaciones significativas con otros parametros valorados en el estudio
ecogréafico como la VDE (p=0,476), el BHI (p=0,890), el diametro del Il ventriculo
(p=0,192), o el CBF (p=0,369). Otros parametros clinicos, como la duracion de la
enfermedad en afios, se correlacionaron con el grado de atrofia cerebral (r=0,299;
p=0,039), pero no mostraron relacion con el resto de las variables ecogréficas

estudiadas.

En el analisis por separado de las variables ecograficas, se objetivo que el GIM
presenté una fuerte correlacion negativa con la disfuncion endotelial en la arteria
braquial medida como el porcentaje de variacién de la VDE (r=-0,454; p=2,4E-8;
Figura 29A). EI GIM también se asocié de manera inversa con los valores de VRC
medidos tanto a nivel de la ACM (r=-0,384; p=7,0E-6; Figura 29B), como en la arteria
basilar (r=-0,283; p=0,03).

Figura 29: Correlacion del GIM con la VDE (A) y la VRC (B).
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Del mismo modo, el incremento del GIM se correlacion6 con el aumento el
tamarfio del Il ventriculo (r=0,403; p=4,7E-5). Entre las variables clinicas ademas de la
edad y el IMC, el GIM se correlacion6 con el colesterol total y la TAS en el momento
del estudio. En cambio, no se observo correlacion del GIM con la TAD, el sexo, el
consumo de alcohol o tabaco, la frecuencia de los brotes, ni con la forma de debut de la

enfermedad.

El incremento del GIM se asocié también con la concentracion de las principales
moléculas proinflamatorias implicadas en la disfuncién endotelial. De esta forma, el
incremento del GIM mostré una fuerte correlacion positiva con la VSG (r=0,264;
p=0,002; Figura 30A), la PCR ultrasensible (r=0,247; p=0,003; Figura 30B), el
fibringeno (r=0,197; p=0,026 Figura 30C) y la homocisteina (r=0,252; p=0,003; Figura
30D).

Figura 30:
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La segunda variable fue la VDE. Entre las variables clinicas analizadas,
unicamente se demostro una ligera correlacion negativa con el tabaquismo (r=-0,147;

p=0,046), ademas de con la TAS, ya mencionada. Otros parametros clinicos como el
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sexo, el peso, el IMC, o la duracion de la enfermedad, no mostraron correlaciones
significativas con la VDE. Entre las variables ecograficas estudiadas, se objetivo que los
pacientes con mayor disfuncion endotelial sistémica presentaban mayor atrofia cerebral,
al demostrarse una correlacion negativa entre el porcentaje de variacion de la VDE vy el
tamafo del Il ventriculo (r=-0,379; p=2,1E-4). Existia en cambio, una correlacién
positiva con los cambios en la VRC a nivel de la ACM (r =0,239; p =0,007), aunque no
en el caso de la circulacion posterior (p =0,240). Tampoco se objetivd correlacion entre
la VDE vy el flujo sanguineo cerebral.

Figura 31: Correlacién entre la VDE y la vasorreactividad cerebral.

25,00 o R? Lineal = 0,057

lio (%)

p=0,007

20,00 =} o

15,00

>
10,00

5,00

00

T T T T T
oo 1,00 2,00 300 4,00
Vasorreactividad cerebral (%)

En el caso de la VDE, se ha objetivado la existencia de una correlacion negativa
con las principales moléculas inflamatorias estudiadas. Asi, se observd una correlacion
negativa entre los valores de la VDE y la VSG (r=-0,244; p=0,005; Figura 32A),
homocisteina (r=-0,201; p=0,022; Figura 32B), fibrindgeno (r=-0,244; p= 0,007; Figura
32C), y con la apoproteina B (r=-0,239; p=0,01).

Figura 32: Correlaciones de VDE con VSG (A), homocisteina (B) y fibrindgeno (C).
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La VRC en la circulacion anterior en la ACM se correlaciono con los resultados
de la circulacion posterior en la arteria basilar (r=0,429; p=1,1E-5). ElI BHI, ademas,
mostrd una correlacion negativa con el diametro del 111 ventriculo, de esta forma, cuanto
méas alterada se encontraba la vasorreactividad cerebral, mayor era el diametro
ventricular (r=-0,304; p=0,004). Los pacientes con menor variacion en la
vasorreactividad cerebral, también mostraron un menor CBF (r=0,249; p=0,092),

aungue no alcanzo significacion estadistica.

La Tabla 26 resume las principales correlaciones encontradas entre las variables

clinicas y ecogréficas.

Tabla 26: Correlaciones bivariadas de las principales variables estudiadas.

\ GIM VDE \ BHI Edad Tabaco
CEmEHREE 1 -0,454 -0,384 -0,388 0,04
GIM Pearson
p* 2 AE-8 7 OE-6 11E-6 0,562
Correlacion
-0,454 1 0239 -0,061 -0,163
VDE Pearson
p* 2 4E-8 0,007 0,476 0,055
CUGEREDT | g 0,239 1 0,012 -0,104
BHI Pearson
p* 7.0E-6 0,007 0,890 0233
CUTEEEE 0,388 -0,061 0,012 1 -0,056
Edad Pearson
p* 11E-6 0,476 0,890 0,492
S 0,048 -0,163 -0,104 -0,56 1
Tabaco Pearson
p* 0,562 0,055 0233 0,492

*Todos los valores de p estan calculados para dos colas.

A nivel bioguimico, al igual que en el caso de la VDE, la VRC mostrd una
correlacion negativa significativa con los parametros inflamatorios estudiados. EL BHI
se correlaciond de forma negativa con la VSG (r=-0,204; p=0,022; Figura 33A), la PCR
ultrasensible (r=-0,227; p=0,010), y con el fibrinégeno (r=-0,317; p=4,5E-4; Figura
33B). En cambio, existié una correlacion positiva del BHI con la concentracion de acido
arico (r=0,184; p=0,040).
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Figura 33: Correlacién de la VRC con la VSG (A) y el fibrindgeno (B).
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5.4.3. Correlacion de los tratamientos con las variables estudiadas.

Se analizo la relacion entre los resultados ultrasonograficos y los tratamientos
modificadores de la enfermedad. Ninguno de los sujetos habia recibido tratamiento
esteroideo en las semanas previas al estudio, y se habian eliminado todas aquellas
sustancias vasoactivas, por lo que los farmacos modificadores de la enfermedad eran los

unicos que podian influir en los resultados.

A tal fin los pacientes con EM se reagruparon en 3 subgrupos en funcién de los
tratamientos recibidos: un grupo con los pacientes que no recibian tratamiento en el
momento del estudio (11 pacientes, 28,21%), un segundo grupo con aquellos que
recibian farmacos de primera linea (22 pacientes, 56,41%), y el Gltimo con aquellos que
se encontraban en tratamiento con farmacos considerados de segunda linea de acuerdo
con las guias de tratamiento en el momento del estudio (6 pacientes, 15,38%). Todos los
pacientes en segunda linea llevaban como minimo un periodo de 6 meses con el
tratamiento actual (Tabla 27).

Tabla 27: Comparacion de las variables estudiadas y los tratamientos. Test de Kruskal Wallis.

dlad v O adld v O 1° ea dlad C 0 £° ed
Mediana ' Rango ' Mediana ' Rango ' Mediana ' Rango P
GIM (mm) 0,950 0,400 0,900 0,580 1,000 0,200 Ns
VDE (%) 10,09 1,1,68 6,250 10,61 6,340 16,78 Ns
BHI 0,393 1,010 0,745 1,700 0,890 1,360 0,081
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El analisis no paramétrico de los subgrupos no objetivé diferencias significativas
entre los diferentes tratamientos ni con el GIM carotideo, ni la VRC, ni con la VDE. No
obstante, si que pudo observarse una tendencia asociativa, en el caso de la VRC medida
por el BHI (p=0,081). De tal forma que el BHI en los pacientes que se encontraban en
tratamiento, experimentaba un mayor porcentaje de variacion que aquellos que no
recibian ningln tratamiento, y esta variacion fue mayor en los tratados con fingolimod o

natalizumab, que con farmacos considerados de primera linea (Figura 34).

Figura 34: Valores de VRC en funcién del tratamiento en pacientes con EM.
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Dado el tamafio reducido de la muestra no se extendio el analisis al estudio de la

accion de cada tratamiento sobre las variables ecograficas.

5.4.4. Correlacién de la discapacidad (EDSS) y la fatiga con las

variables estudiadas.

En un anélisis posterior se investigd la posible relacion entre los resultados
ultrasonograficos hallados y las puntuaciones en las escalas de discapacidad (EDSS) y
de fatiga (FSS).

En primer lugar, con la finalidad de identificar la influencia de los distintos

tratamientos se estudio la relacion entre la puntuacion EDSS y el tratamiento

137



RESULTADOS

modificador de la enfermedad, de acuerdo con los tres subgrupos de EM previamente
descritos. En este analisis, no se encontraron diferencias en las medianas entre las lineas

de tratamiento y el grado de discapacidad.

La puntuacion EDSS se correlaciond de forma directa con el incremento del
GIM (r=0,497; p=0,020). De esta forma, los pacientes con EM que presentaban mayor
discapacidad objetivada a la exploracién fisica, presentaban mayor ateroesclerosis
subclinica a nivel carotideo. Por otra parte, la puntuacion EDSS se correlacion6 de

forma inversa con el flujo sanguineo cerebral (r=-0,717; p=0,045).

Existia también relacion entre la puntuacion en la escala de discapacidad EDSS
con marcadores bioquimicos de inflamacion como la VSG (r=0,350; p=0,039). Por el
contrario, no existia correlacion entre la EDSS y la edad (p=0,455), ni con el tiempo
transcurrido desde el diagnéstico de EM (p=0,113).

Tabla 28: Principales correlaciones de la discapacidad en el analisis multivariable.

Variable Correlacion de Pearson Significacion
GIM 0,497 0,02
CBF -0,717 0,045
VSG 0,350 0,039
Edad 0,127 0,455
Tiempo diagnostico 0,306 0,113

La fatiga, a pesar de ser un sintoma inespecifico, presenta una elevada
frecuencia en pacientes con EM. EI grupo de pacientes de EM presentaba un grado de
fatiga mayor que los controles medido por la escala FSS. La puntuacién media entre los
pacientes de EM fue de 38,27+3,16 puntos, mientras que en el grupo control fue de
23,00+1,99 puntos (p=0,001).

Se observo una correlacion positiva entre la puntuacion en la escala FSS vy el
GIM carotideo (r=0,338; p=0,010), indicando la existencia de mayor clinica de fatiga
cuanto mayor fue la ateroesclerosis subclinica de los pacientes. Contrariamente, la
puntuacion FSS se correlacioné de forma inversa con la VDE (r=-0,211; p=0,040),
mostrando mayor disfuncion endotelial en los pacientes con mas fatiga. Por ultimo,
existia una clara correlacion negativa con la vasorreactividad cerebral medida en la
arteria basilar (r=-0,373; p=0,010), pero esta correlacion alcanzo solo cierta tendencia a
la significacion en la circulacion anterior (r=-0,198; p=0,073).
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En lo referente a las variables clinicas, el grado de fatiga, demostré6 una
correlacion positiva con la duracion de la enfermedad (r=0,492; p=0,001), y mostré una
tendencia a la significacion con el tiempo transcurrido desde el Gltimo tratamiento
esteroideo (r=0,454; p=0,051). En cambio, no existio correlacion entre la gravedad de la
fatiga y otras variables clinicas como la edad (p=0,538), el IMC (p=0,735), o el habito
tabaquico (p=0,406).

Se investigd a continuacion la posible correlacion entre los pardmetros
bioquimicos y la puntuacion FSS. En las variables bioquimicas estudiadas, la magnitud
de la fatiga se correlacion6 con algunos de los marcadores de inflamacién. De esta
forma la puntuacion total en la escala FSS mostrd una correlacion directa con la VSG
(r=0,262; p= 0,012), y con los niveles séricos de homocisteina (r= 0,271; p=0,010).
Ademas, los pacientes con mayor fatiga mostraron niveles mas altos de colesterol-LDL
en sangre periférica (r=0,264; p=0,010), mientras existié una tendencia a la correlacién

positiva con otros marcadores de inflamacion como el fibrindgeno (p=0,054).

Tabla 29: Principales correlaciones de la fatiga (FSS) en el analisis multivariable.

Variable Correlacién de Pearson Significacion
GIM (mm) 0,338 0,001
VDE (%) -0,211 0,04
BHI basilar (%) -0,373 0,01
BHI ACM (%) -0,198 0,073
VSG (mm/h) 0,262 0,012
Homocisteina (mg/ml) 0,271 0,01
Edad (a) 0,063 0,538
Tiempo diagndstico (a) 0,492 0,001

Es resefiable que no se observo correlacion entre el grado de discapacidad y la

fatiga en la poblacion de EM de nuestro estudio (r=0,259; p=0,211).

5.5. ESTUDIO MOLECULAR.

5.5.1. Células endoteliales progenitoras circulantes (EPC).

Para el andlisis de las EPC, se utilizaron dos técnicas de estudio, el cultivo de las
CFU vy la cuantificacion de las células marcadas mediante citometria de flujo. En ambos
casos, las muestras fueron recogidas en el momento del estudio y procesadas en los 20
minutos siguientes.
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En el analisis de la presencia y el nimero de CFU, se incluyeron un total de 32
participantes, distribuidos entre los grupos de estudio de la siguiente forma: 8 pacientes
con EM, 5 controles sanos y 14 pacientes migrafiosos, 9 de ellos diagnosticados de ME
y 5 de MC.

El numero de CFUs fue menor en el grupo de pacientes diagnosticados de EM
que en los controles, aunque no se alcanzaron diferencias estadisticamente significativas

entre ambos grupos (p=0,179).

Como puede observarse en la Figura 35, el nimero de CFU también fue
relativamente menor, aunque sin alcanzar diferencias significativas entre los pacientes

migrafiosos, especialmente en el caso de la ME.

Figura 35: Valores de CFU en los distintos grupos de estudio.
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El nimero de CFUs presentd una correlaciéon inversa con la edad (r=-0,473;
p=0,020). Se ha demostrado también una correlacion entre el nimero de CFU y algunas
de las variables ecogréficas estudiadas. De esta forma, las CFUs mostraron una
correlacion positiva con la VRC medida con el BHI (r=0,576; p=0,005; Figura 36A). En
cambio, el numero de CFUs se correlaciono de una forma inversa con el incremento del
GIM (r=-0,512; p=0,010; Figura 36B) a nivel carotideo, y tambien con el diametro del
I11 ventriculo (r=-0,756; p= 0,011).
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Figura 36: Correlacion de CFU con variables ecogréficas: VRC (A) y GIM (B).
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El analisis por citometria de flujo, debido a las limitaciones existentes para el

uso del citometro, solamente se llevo a cabo en un total de 57 participantes, distribuidos

entre los grupos clinicos de estudio de la siguiente forma: 14 controles, 23 pacientes con

migrafia (16 ME y 7 MC) y 20 pacientes con el diagnostico de EM. Ni la tasa de células

CD34+/KDR+/CD62E+ ni

la de CD34+/CD133+/KDR+ mostrdé diferencias entre

controles, migrafiosos y pacientes con EM. Del mismo modo, no observamos

correlacion, ni con el tiempo de evolucion de la enfermedad, ni con la edad, ni con

ninguno de los parametros ecogréaficos (Figura 37).

Figura 37: Valores de la citometria en los diferentes grupos clinicos.
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5.5.2. Marcadores moleculares de inflamacién y disfuncion endotelial.

Se estudiaron las concentraciones de FYW y de ON en los grupos clinicos de

acuerdo con el protocolo del estudio previamente descrito.

La determinacion del FvW, mediante test de ELISA, se realizd en un total de
139 participantes. La distribucién por grupos clinicos incluyé 35 pacientes con EM, 35
controles sanos y 69 pacientes con migrafia (34 ME y 35 MC). En el andlisis univariado,
asumiendo igualdad de las varianzas, el diagnostico clinico predijo significativamente el
valor del FvW (F=4,199; p=0,007; potencia observada = 0,848). Los valores obtenidos
fueron significativamente mayores en el grupo de EM que en el resto de grupos clinicos.
En el andlisis post hoc, las diferencias fueron significativas entre EM y controles
(p=0,006), entre EM y ME (p=0,002), y también entre EM y MC (p=0,010).

Se observaron, por tanto, dos subconjuntos homogéneos, segn prueba HSD de
Tukey: un primer subconjunto constituido por los controles y los pacientes con migrafia,
y el segundo compuesto por los pacientes con EM.

En el siguiente paso se correlaciond la concentracion plasmatica de FvW con los
valores obtenidos en el estudio de las variables ecograficas y con el resto de las
variables moleculares estudiadas. En este analisis, la concentracion de FvW mostré una
correlacion inversa con la VRC medida en la ACM (r=-0,210; p=0,020), y a nivel de la
arteria basilar (r=-0,255; p=0,010). Igualmente se demostrd una correlacion directa de la
concentracion de FYW con marcadores inflamatorios como la VSG (r=0,176; p=0,045)
y el fibrindgeno (r=0,211; p=0,021).

El segundo marcador molecular estudiado mediante técnicas ELISA fue el ON.
Aunqgue en los resultados obtenidos la determinacion del ON mostrd concentraciones
ligeramente menores en el grupo de EM que en resto de grupos clinicos estudiados
(Tabla 30), las diferencias con el grupo control no fueron estadisticamente significativas
(p=0,292). En un analisis detallado de los valores se objetivd que, Unicamente en el
grupo de ME, la concentracion de ON fue ligeramente mayor que en el grupo de
pacientes diagnosticados de EM (diferencia de las medias = 7,249+3,17 nmol/ml;
p=0,025).
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Tabla 30: Concentraciones de ON en los grupos clinicos.

Grupo clinico Media (nmol/ml) Desviacion estandar
Controles 40,302 11,752
Migrafia episodica 44,993 12,958
Migrafia cronica 41,550 14,159
Esclerosis multiple 37,744 9,415
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6.1. Disfuncion endotelial en la Esclerosis Mdltiple.

En la presente Tesis Doctoral se ha demostrado que la EM asocia la existencia
de disfuncion endotelial, que también estd presente en la otras enfermedades
neuroldgicas y autoinmunes exploradas. Ademas, la inflamacion cronica es el principal
componente de la disfuncion endotelial, y los cambios observados dependen del grado
de inflamacion subyacente. En primer lugar, dichos cambios y su intensidad pueden
medirse mediante pruebas de ultrasonografia, tanto en la circulacion cerebral, como a
nivel sistémico; y, en segundo lugar, utilizando marcadores biolégicos de inflamacion y
de dafio endotelial, que se encuentran relacionados con el riesgo de patologia
cardiovascular. Las diferencias observadas a nivel molecular y ultrasonografico entre
controles sanos y pacientes con EM indican la relevancia de los fendmenos
inflamatorios ya desde el inicio, y en el desarrollo y la progresion de la enfermedad
vascular. La caracterizacién completa de los mecanismos implicados es necesaria y
puede tener importantes repercusiones en la prevencion de comorbilidades asociadas a

la enfermedad.
6.2. Importancia de la inflamacion en la disfuncién endotelial.

La disfuncion endotelial se define como la pérdida de la capacidad del endotelio
para realizar sus funciones, y por tanto, para mantener una adecuada homeostasis
vascular. El proceso se caracteriza por la aparicion de un estado de activacion
endotelial, con un desequilibrio a favor de sustancias procoagulantes, que desencadenan
el desarrollo de la ateroesclerosis. En consecuencia, la disfuncion endotelial esta

considerada como un marcador preclinico de ateroesclerosis.

Esta asociacion entre inflamacion y disfuncion endotelial, fue postulada en
primer lugar por Ross (13). La inflamacion, que constituye una respuesta del organismo
ante diversos estimulos, es una respuesta positiva, pero si los agentes causales no son
eliminados o la respuesta inflamatoria y la inflamacién progresan, ésta pierde su papel
protector, dando lugar a una respuesta fibroproliferativa que, cuando es excesiva,
disminuye la capacidad funcional de los oOrganos, en nuestro caso, afectando al
endotelio. Nuestro trabajo esta en linea con las investigaciones actuales, que demuestran
que la disfuncién endotelial constituye un proceso proaterogénico que contribuye a la

aparicion de ateroesclerosis (174). Como en nuestro caso, existen diversos estudios que
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han postulado que la inflamacién cronica y los fendomenos de disregulacion del sistema
inmune juegan un importante papel en el desarrollo de la ateroesclerosis, considerada en

la actualidad una enfermedad inflamatoria (175).

La presente Tesis Doctoral sigue la misma linea de investigacion que ha sido
demostrada con éxito en otras patologias, especialmente en algunas enfermedades
inflamatorias cronicas que comparten mecanismos fisiopatoldgicos con la EM. Entre las
mas destacadas, se encuentran las enfermedades reumatoldgicas y las enfermedades
infecciosas cronicas. En el ambito de la neurologia, la patologia mas estudiada ha sido
la migrafia, en donde se ha postulado en repetidas ocasiones la existencia de una
disfuncion endotelial que justifique el incremento de los eventos isquémicos, aunque
con resultados contradictorios (176). Dentro de las enfermedades autoinmunes, la
entidad mas conocida es la AR, prototipo de enfermedad en la que se ha evidenciado la
existencia de una aterogénesis acelerada (177), y en la que se ha descrito la existencia

de disfuncion endotelial en pacientes desde el inicio de la enfermedad (178).

Nuestro trabajo se ha centrado en el estudio de la disfuncién endotelial en una
enfermedad inflamatoria cronica, la EM, y en la busqueda de los mecanismos
fisiopatoldgicos comunes con otras enfermedades autoinmunes, que expliquen el
incremento de eventos vasculares en los pacientes con EM (179). El principal
componente de ambos procesos es la inflamacion mantenida, que pone en marcha los
mecanismos de alteracidn vascular que conducen a la ateroesclerosis. Ademas, nuestro
trabajo permite asociar los hallazgos a nivel endotelial con los marcadores de
inflamacion a nivel celular y molecular asociados. La identificacion de estos marcadores
puede constituir una herramienta Gtil para el seguimiento y prevencion de las

comorbilidades asociadas.
6.3. Impacto de la enfermedad vascular en la EM.

La EM es una enfermedad desmielinizante, inflamatoria y degenerativa del SNC
de naturaleza autoinmune, aunque sus causas Yy Sus mecanismos etiopatogénicos todavia
permanecen en gran parte desconocidos. Se considera que en la patogénesis de la misma
interviene la existencia de una predisposicion genética y factores ambientales, alguno de

ellos desconocidos, que dan lugar a la aparicion de una compleja alteracion del sistema
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inmune, responsable de la aparicion de los fendmenos inflamatorios y

neurodegenerativos propios de la enfermedad (180).

Existen estudios recientes que han confirmado la existencia de un aumento de la
incidencia de complicaciones cardiovasculares en pacientes con EM en comparacion
con la poblacion general (148). A pesar de las limitaciones evidentes en muchos de los
estudios de mortalidad realizados en la EM, que s6lo distinguen entre muerte por EM o
debida a otras causas, en los ultimos afios, y en parte gracias al avance en los
tratamientos, y a las grandes cohortes de pacientes, la informacion se ha ampliado
considerablemente (149). La mayoria de trabajos estan de acuerdo en la existencia de un
incremento de eventos vasculares, mas acusado en el caso de la enfermedad
cerebrovascular isquémica, con un incremento del riesgo mas significativo en los
primeros afos tras el diagnostico de la enfermedad (152), aunque el riesgo permanecera
elevado también posteriormente. Recientemente, también se han publicado los
resultados del estudio de mortalidad de la cohorte de Vizcaya (181). Tras 24 afios de
seguimiento, se incluyeron 1.283 pacientes con EM. Entre sus conclusiones destaca un
claro incremento del riesgo de muerte, al menos tres veces superior a la poblacion de

referencia de la misma region y una reduccién de la esperanza de vida de 6,53 afios.

Hay diversas teorias que intentan discernir las causas de estos hallazgos. De
forma clésica se ha postulado la potencial influencia de algunos factores de riesgo
cardiovascular, como la ausencia de ejercicio fisico consecuencia de la discapacidad
propia de la enfermedad, y también, basandose en series pequefias que indicaban cifras
mas altas de tabaquismo entre los pacientes con EM (153). Pero estudios posteriores,
dirigidos a conocer la incidencia real de los considerados factores de riesgo
cardiovascular tradicionales, han mostrado datos contradictorios, no consiguiendo
demostrar que estos factores de riesgo presentaran una asociacion con la enfermedad en
algunos casos (151); mientras otros han llegado a asociar los factores de riesgo
tradicionales con un incremento de la carga lesional y de la atrofia cerebral (182),

sugiriendo mecanismos comunes entre la EM vy la enfermedad vascular.

En conclusidn, en la mayoria de los estudios analizados, el incremento del riesgo
desde el punto de vista cardiovascular objetivado en los pacientes con EM no puede
explicarse Unicamente por los factores de riesgo cardiovascular cléasicos (183). En el

presente trabajo hemos excluido del estudio a aquellos sujetos que presentaban factores
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de riesgo cardiovascular conocidos, todo ello, con la doble finalidad de impedir su
potencial interferencia, tanto en los resultados del estudio, como en la busqueda de
nuevos marcadores subclinicos de riesgo vascular. De este modo, podemos colegir que
los hallazgos referentes a la disfuncion endotelial son debidos a la propia enfermedad,
en nuestro caso la EM, y no al efecto de los factores de confusion. Se decidid, por tanto,
dirigir el estudio a conocer la existencia de disfuncion endotelial en la EM, ya que la
disfuncion endotelial ha mostrado ser un excelente predictor del riesgo de desarrollo de
enfermedad vascular, y en la actualidad es reconocida como un predictor de eventos

vasculares (184).

En la literatura, las referencias a la existencia de una potencial disfuncion
endotelial en los pacientes con EM son limitadas (185), a pesar de que desde el
descubrimiento de la enfermedad se ha planteado la implicacion vascular en la
patogénesis de la misma (186). Nuestro trabajo es novedoso, porque en lugar de
centrarse en la busqueda de los mecanismos fisiopatoldgicos que producen la
enfermedad, se ha centrado en la identificacion precoz de los efectos de la inflamacion a
nivel del endotelio vascular y en el empleo de técnicas que ayuden al diagnostico y

seguimiento de estos cambios.

La mayoria de trabajos que investigan el componente vascular de la EM no han
tenido en cuenta estos cambios o los describen sélo parcialmente. En los Gltimos afios,
el componente vascular de la patogenia de la EM adquirié relevancia gracias a las
publicaciones de Zamboni (187), que propuso una insuficiencia venosa cerebral y
medular crénica como origen de la enfermedad, pero posteriormente dichos hallazgos
no han podido ser replicados y los procedimientos terapéuticos promovidos se

demostraron peligrosos e ineficaces (188) (189).

La importancia del componente vascular en la EM se postula a partir de la
presencia comun de las lesiones desmielinizantes en regiones perivenulares, lo que
sugiere la existencia de una disrupcién de la barrera hematoencefélica en los pacientes
con EM (142). Se ha demostrado también, que algunas integrinas, como la VCAM1,
participan en la patogénesis de la EM (190), y que la enfermedad estad asociada con
cambios en la expresion y la activacion de las células endoteliales por particulas
inflamatorias, como el TNF-a 0 citosinas, que producirian una alteracion en su correcto

funcionamiento.
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Por tanto, la primera parte del nuestro trabajo se centré en la busqueda de las
técnicas de estudio de la funcion endotelial més adecuadas, y en la correcta
identificacion clinica de los pacientes, para poder identificar aquellos parametros que se

relacionasen con el estado clinico de los pacientes con EM de nuestra poblacion.
6.4. Técnicas de estudio de la funcidn endotelial.

La utilidad clinica del estudio de la funcion endotelial no esta completamente
demostrada, en parte por la ausencia de un unico método o prueba de medida, con
elevada especificidad, que permita una cuantificacion exacta del riesgo, y que pueda
incluirse en las guias de practicas clinicas dirigidas a la prevencidn, tanto primaria como

secundaria de la enfermedad vascular (191).

Para la realizacion del presente trabajo se realizd una revision bibliografica de
las técnicas disponibles. En general, las técnicas dirigidas al estudio de la funcion
endotelial son muy diferentes y tienden a variar entre los diferentes estudios (192). En
nuestra revision, la técnica mas ampliamente utilizada ha sido la VDE, aunque en
algunos casos sus resultados se han visto limitados por problemas relacionados con su
reproducibilidad y variabilidad (193). Existen otras técnicas de estudio, tanto de imagen
como a nivel molecular, que también han mostrado ser eficaces. Sin duda, el desarrollo
de técnicas no invasivas, como la ultrasonografia y marcadores bioquimicos y
moleculares, ofrece una ventaja sobre otras, ya que nos permiten el analisis de amplias
cohortes de sujetos, desde estadios preclinicos de ateroesclerosis, como en el presente
trabajo, y sin riesgos para la poblacién estudiada. Ademas, aportan la ventaja de
permitir el estudio del impacto producido por las medidas terapéuticas y de prevencion

que se establezcan en la préactica clinica.

Por tanto, aunque existen numerosos métodos que permiten el estudio de los
cambios que se producen en la funcion vascular, hasta la actualidad los estudios
disponibles en el caso de la EM son escasos. En la presente Tesis Doctoral se han
seleccionado los métodos de estudio basandose, por una parte, en la eficacia demostrada
en la medicion de alteraciones desde las fases iniciales de la enfermedad vascular en
enfermedades similares a la EM, con las que esta comparte mecanismos
fisiopatogénicos, y por otra parte, en aquellos métodos de estudio no invasivos,

reproducibles e inocuos para los participantes. Se seleccionaron entre los disponibles los
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estudios de ecografia para el estudio tanto de la circulacion cerebral, como a nivel

sistémico, y, en segundo lugar, marcadores bioquimicos y moleculares.

Existen, aparte de los utilizados en este trabajo, otras técnicas de estudio de la
funcién endotelial, que también han demostrado la existencia de alteraciones en los
pacientes con EM. Un ejemplo lo constituyen las microparticulas (MP), uno de los
primeros marcadores descritos de la existencia de disfuncién endotelial, compuestas por
fragmentos de membrana plasmaética que contienen citocinas y moléculas de superficie
que permiten su identificacion y procedencia. Minagar y colaboradores (194) estudiaron
por primera vez el papel de las MP endoteliales en la EM. Con una muestra de 30
pacientes con EM remitente recurrente en brote clinico y 20 pacientes con EM remitente
recurrente en fase de remision, cuantificaron las MP endoteliales en el plasma, mediante
citometria de flujo, en comparacion con un grupo control de 48 sujetos sanos. Los
resultados mostraron un incremento significativo de las MP endoteliales CD51+ durante
los brotes, respecto a aquellos pacientes que se encontraban en una fase de remision, y
de estos a su vez respecto al grupo control. Por su parte, las MP endoteliales CD51+ se
encontraban elevadas tanto en la fase activa como entre brotes clinicos de la
enfermedad. Los autores concluyeron que las diferencias objetivadas podrian constituir
un marcador de la existencia de un dafio endotelial asociado en la EM. En otro trabajo,
Oliva et al (195) encontraron un incremento de las MP endoteliales CD31+ en todas las
formas clinicas de EM, ademas de en pacientes con sindrome clinico aislado,
postulando su potencial utilidad en la monitorizacion del tratamiento de la EM. Por el
contrario, en los brotes, las MP CD62E+ se incrementan respecto a los basales,

sugiriendo su utilidad como marcador de brotes (195).

Aunque nuestros resultados deben ser reproducidos en el futuro en pacientes con
EM, constituyen unos métodos eficaces para el estudio de la funcién endotelial, ademas

de aportar nuevos datos en relacion al papel del endotelio en los pacientes con EM.
6.5. Caracteristicas epidemioldgicas de la muestra.

El andlisis de las caracteristicas de la muestra seleccionada para el estudio
presenta como principal caracteristica, que se trata de una poblacion exenta de patologia
cardiovascular previa. Los factores de riesgo considerados como tradicionales se

excluyeron, aunque se toleraron la obesidad tipo | (IMC>30 y <35) y el tabaquismo
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ligero (menor de 5 cigarrillos/dia), para evitar su interferencia en los resultados del

estudio.

Los estudios disponibles han demostrado ampliamente la influencia del tabaco
en la aparicion y progresion de la disfuncion endotelial, incrementando el riesgo de
enfermedad vascular (196). Esta relacion se ha visto también en casos de consumo leve
(197) (198), e incluso en fumadores pasivos (199), lo que dificulta considerablemente la
seleccion de los sujetos participantes. Ademas, los estudios no han sido capaces de
hallar una relacion dosis-dependiente entre el nimero de cigarrillos diarios y la
intensidad de los cambios en la funcion vascular (200), por lo que en el presente trabajo,
se tuvo en cuenta la condicidn de tabaquismo activo o no en el analisis de los resultados.
Contrariamente a lo esperado, el habito tabaquico no result6é un factor significativo en
los resultados ecogréaficos, con excepcion de la VDE, donde el tabaco fue el Unico factor
de confusién que, de forma independiente, se correlaciond con los valores de VDE. No
obstante, en el modelo corregido, las diferencias de las medias de variacion de la VDE
entre los grupos clinicos se mantuvieron muy significativas. No se objetivo que el
tabaco fuese un factor relevante en el resto de resultados, posiblemente debido a que no
existian diferencias significativas entre la poblacion fumadora de los distintos grupos de
estudio. Ademas, los participantes fueron instruidos para no fumar en las 24 horas
anteriores al estudio. No nos hemos centrado, por no ser objeto del presente estudio, y
por el reducido numero de participantes, en las consecuencias del tabaco en la
progresion y el grado de discapacidad de la enfermedad, que ha sido propuesto en
diversos trabajos (201), que asocian el tabaquismo con una progresion mas rapida de la
discapacidad medida en la escala EDSS. De confirmarse dicha asociacion, seria
esperable que esos pacientes presentasen también un mayor dafio endotelial que los no

fumadores.

La edad media del grupo de pacientes con EM y la del grupo control estaba en
torno a los 41 afios, mientras que los pacientes con migrafia eran ligeramente mas
jévenes (37,46x 9,7 afios para ME y de 37,09+11,6 afios para aquellos con MC), pero
sin alcanzar diferencias significativas. En cambio, el grupo con AR era de media 10

afnos mayor, lo que se tuvo en cuenta en las comparaciones con los pacientes con EM.

El tiempo medio de evolucion de la EM desde el diagnostico hasta la realizacion
del estudio fue de 6,62+4,9 afios, lo que supone un tiempo de evolucion de la
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enfermedad relativamente corto, pero suficiente para el hipotético desarrollo de una
alteracion en la funcién del endotelio en estos pacientes. La ausencia de pacientes con
otras formas clinicas de la enfermedad contribuy6 a homogeneizar la muestra. Por otra
parte, todos los pacientes se encontraban en un periodo intercritico en el momento del
estudio, con un minimo de 6 meses desde el ultimo brote y al menos 30 dias desde el
ultimo tratamiento esteroideo recibido. Se decidio este limite arbitrario para evitar las
consecuencias de la disrupcion de la barrera hematoencefélica y de los esteroides como
tratamiento sintomatico sobre los resultados del estudio (202), tanto a nivel

ultrasonografico como bioquimico y molecular (203).

En nuestra serie, un porcentaje elevado de pacientes con EM se encontraban en
tratamiento con farmacos modificadores de la enfermedad, aunque la mayoria de ellos
estaba con IFNB o copolimero (53,8%), como tratamientos de primera linea, y

unicamente en 3 casos habian recibido previamente otro farmaco diferente del actual.

No se objetivaron diferencias significativas entre grupos en los valores hallados
respecto a la talla, peso y tension arterial. Aungue se conoce que la EM puede alterar el
sistema nervioso auténomo, y que hasta el 50% de los pacientes con EM pueden
presentar signos de intolerancia al ortostatismo (204), las consecuencias de estos
cambios en la evolucion de la enfermedad permanecen desconocidos. Dichas
alteraciones podrian dar lugar a cambios en la respuesta hemodinamica cerebral, por lo
que, para evitarlo, todos los sujetos permanecieron en reposo, Yy se investigo la presencia
de dicha sintomatologia en los participantes. El analisis de los valores de tension arterial
entre los grupos clinicos no mostré diferencias significativas. Este hallazgo estd de
acuerdo con Fjeldstad et al (205), que en su estudio no encontraron diferencias ni en los
valores de TAS ni en la TAD entre sujetos con EM y controles. En nuestro trabajo, los
valores de TAS y TAD se incluyeron en los modelos de GIM y VDE, al objetivarse la
existencia de una correlacion del valor sistélico con ambas variables, aunque su
influencia fuera despreciable en los resultados finales. En cambio, no se objetivé en
nuestro estudio correlacidn entre los valores de tensién arterial y la VRC medida por el
BHI.

El resto de variables epidemioldgicas recogidas, como la forma de inicio de la
enfermedad, tiempo transcurrido hasta el diagndstico y los datos de neuroimagen, se

registraron para posteriores investigaciones.
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El objetivo de nuestro estudio ha sido investigar la posible alteracion de la
funcion endotelial mediante técnicas de ultrasonografia y marcadores moleculares. Se

discuten a continuacion los principales hallazgos del trabajo.
6.6. Ateroesclerosis subclinica en pacientes con EM.

En nuestro trabajo, demostramos, mediante el estudio no invasivo
ultrasonografico de la arteria cardtida, la presencia de enfermedad ateroesclerosa
macrovascular, que se expresa como un incremento del GIM en los pacientes con EM
que no presentaban factores de riesgo cardiovascular clasicos, ni evidencia de eventos

cerebrovasculares o cardiovasculares previos.

La medicion del GIM se ha mostrado como una herramienta eficaz
generalizandose su uso en el estudio de la ateroesclerosis subclinica en los ultimos afios.
La disfuncion endotelial tiene un papel clave en los primeros estadios de la enfermedad
ateroesclerosa (206), y por tanto, su identificacién precoz es fundamental, debido a su
contribucion al desarrollo de la enfermedad vascular (207), considerandose como un
factor de riesgo independiente de la incidencia de enfermedad coronaria y

cerebrovascular.

En relacion con la presencia y el nimero de placas de ateroma, la proporcion es
muy similar entre controles y pacientes con EM, y Unicamente se objetivé una mayor
prevalencia entre los pacientes con AR, probablemente en relacion con las diferencias

en la media de edad de estos pacientes con respecto al resto de grupos clinicos.

En nuestro conocimiento, el presente estudio es el primero claramente dirigido a
medir el GIM en pacientes con EM en la busqueda de alteraciones macrovasculares y
del riesgo de desarrollar placas ateromatosas. En una revision de la literatura, no hemos
encontrado ningun estudio dirigido al estudio de enfermedad arterial carotidea en los
pacientes con EM, a pesar de que si se encuentran descritos hallazgos parciales que
apoyan nuestros resultados. Grebe et al en 2010 (208) demostraron la existencia de una
asociacion entre los valores del GIM, medido en la ACC en 125 sujetos sanos sin
factores de riesgo cardiovascular, y marcadores bioquimicos y epidemioldgicos. Al
igual que en el presente trabajo, encontraron una correlacion positiva entre el GIM y la
edad, el IMC, el colesterol, y marcadores inflamatorios como la homocisteina y el

fibrindgeno. El aumento de los niveles de fibrindgeno plasmatico seria indicativo de un
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mayor GIM carotideo, que a su vez se relaciona con las primeras etapas de los cambios
aterogenicos. Reinhardt (209), por su parte, demostrd que el fibrindgeno se acumula en
las placas de ateroma, y el anélisis anatomopatoldgico de las mismas en fases tempranas
de su desarrollo, objetivé un elevado contenido de fibrindgeno y fibrina, sugiriendo que
el fibrindgeno es un factor que contribuye al desarrollo de la ateroesclerosis. Ademas de
los lipidos, cuya importancia es conocida desde las descripciones de Ross (13), otras
moléculas como la homocisteina (210) también han demostrado asociarse a un mayor
riesgo de aumento del GIM carotideo. Nuestro estudio apoya la existencia de dicha
asociacion, ya que en nuestros pacientes, los valores plasmaticos de fibrindgeno se
correlacionaron de forma significativa con el GIM (p=0,026), al igual que la
homaocisteina (p=0,003), y otros marcadores inflamatorios inespecificos, como la VSG y
la PCR. La elevacién de estos marcadores en los pacientes del estudio, en ausencia de
otros componentes inflamatorios o infecciosos, sélo puede explicarse por el componente

inflamatorio de la enfermedad.

El GIM se incrementa cada afio de vida entre 0,01 y 0,02 mm (211), por lo que
la edad actu6 como factor de confusion, pero las diferencias se mantuvieron en el
modelo corregido. Aungue no existe un valor a partir del cual se pueda estratificar el
riesgo, el estudio de Rotterdam obtuvo que un GIM mayor de 0,89 mm se asocia con
ateroesclerosis en los miembros inferiores, por lo que predijeron que el GIM es un
predictor de la existencia de aterosclerosis generalizada (212). En nuestro trabajo la
mayoria de pacientes con EM presentaban valores de GIM mayores de 0,75 mm y en
numerosos casos se encontraban por encima de 0,90 mm. El Unico estudio, aunque de
manera indirecta, que ha analizado la pared arterial carotidea en EM es el trabajo de
Nelson (213). A pesar de que no iba dirigido al diagndstico de enfermedad aterosclerosa
de forma directa, incluia entre sus variables la determinacion del GIM. El estudio
incluyd un total de 29 pacientes con EM de entre 28 y 64 afios sin antecedentes de
enfermedad vascular previa. Estos autores, a nivel de la ACC, no objetivaron placas
ateromatosas, ni estenosis significativa en ningun paciente; pero un total de 4 pacientes
con EM (13,89% del total) presentaron un GIM ligeramente elevado. El rango medio de
incremento oscilaba entre 0,9 y 1,0 mm. Ademas, en la ACI encontraron placas en el
6,89% de los pacientes con EM, que no condicionaban alteraciones hemodinamicas al
igual que en nuestro trabajo. No obstante, si encontraron correlacion entre los

marcadores bioquimicos y los hallazgos de ultrasonografia, aunque algunas
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determinaciones, como la homocisteina, no se practicaron en todos los casos. Sus
principales limitaciones son la ausencia de comparacion de dichos hallazgos con un
grupo control, para poder establecer comparaciones reales, y el nimero limitado de la
muestra. Nuestro trabajo tiene un nimero mayor de efectivos y, sobre todo, permite
establecer comparaciones con un grupo de controles sanos, ajustado por sexo y edad, y

en ausencia de otros factores de riesgo que puedan influir en los resultados.

La hipotesis de que los pacientes con EM podrian presentar un incremento del
GIM, y una alteracion en el normal funcionamiento arterial, y que esas alteraciones
podrian quedar reflejadas en el incremento de sustancias proinflamatorias, como la PCR
o0 la IL-6, ha sido propuesta también por Ranadive et al (214). En su trabajo incluyeron
33 pacientes diagnosticados de EM y 33 controles sanos, todos ellos no fumadores, y
Ilevaron a cabo mediciones de la presion arterial, medicion del GIM carotideo, analisis
de la rigidez arterial carotidea y el estudio de la hiperemia reactiva. En sus resultados,
sefialan la existencia de una alteraciéon en la funcién endotelial de sus pacientes, con
alteraciones del flujo arterial a nivel braquial, y de la complianza carotidea midiendo los
cambios en la distension arterial. A diferencia de nuestro trabajo, no encontraron
diferencias significativas a nivel estructural en la pared arterial entre pacientes con EM

y controles.

De los hallazgos de nuestro trabajo se puede concluir que, en pacientes con EM,
la inflamacién cronica podria conducir, a traves del desarrollo de disfuncion endotelial,
a la aparicion posterior de enfermedad ateroesclerosa, y a la presentacion de eventos
vasculares. Dicha relacidn se explicaria por la persistencia de un estado proinflamatorio
crénico en los pacientes con EM, que provoca la aparicion de disfuncion endotelial y
cambios aterogénicos, evaluados mediante el GIM. Dichos hallazgos abren la puerta
ademas a futuras investigaciones, encaminadas a buscar cambios dinamicos, como
consecuencia de la adopcion de las medidas terapéuticas para el control de la
enfermedad.

En la comparacion de los resultados con un grupo activo, como es el caso de la
migrafia, nuestro trabajo demuestra la existencia de una fuerte correlacién entre la
cronificacion de la migrafia y el aumento del GIM. Estos datos eran esperables, ya que

en la migrafia también se ha documentado un aumento del riesgo de enfermedades
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vasculares (97) y cerebrovasculares (96), y se acepta que la migrafia per se constituye

un factor de riesgo de enfermedad ateroesclerética (215).

Destaca la fuerte relacion hallada entre el incremento del GIM y la MC. En
relacion con la migrafia, disponemos de mas datos que apoyan la existencia de
alteraciones vasculares que provocan un incremento de riesgo vascular, sobre todo con
alteraciones de la circulacion cerebral. No en vano, la migrafia se postula como una
enfermedad neurovascular (216). Por otro lado, autores como Rajan (217) hipotetizaron
que la funcién endotelial en la circulacion cerebral difiere de aquella a nivel sistémico,
exponiendo que la migrafia no seria capaz per se de producir un aumento del GIM, y
trabajos como los de Stam et al (218) no encontraron relacion entre la migrafia y la
ateroesclerosis medida por el GIM, la velocidad de pulso y el indice braquial. A pesar
de ello, en nuestro trabajo encontramos una fuerte relacion entre la gravedad de la
migrafia, definida como la cronificacion de la misma, en términos de puntuacion
MIDAS vy frecuencia de los ataques, y el aumento del GIM. Un hecho relevante que
puede explicar las diferencias entre los trabajos descritos y nuestro estudio, es la
diferenciacion del grupo de MC, con una prevalencia muy baja en la literatura y el
hallazgo de una elevada incidencia de migrafiosos fumadores y con diabetes mellitus en

la poblacion de dichos estudios (219).
6.7. Disfuncion endotelial sistémica.

Como se ha sefialado, tradicionalmente el método que mas se ha utilizado para el
estudio de la funcién endotelial a nivel sistémico, por su utilidad e inocuidad, ha sido la
VDE. Mediante esta técnica podemos conocer la existencia de un deterioro funcional
del endotelio, caracterizado por vasoconstriccion, activacion de mecanismos de
coagulacién y fibrindlisis andmalos e incremento de la proliferacion vascular (220). El
hallazgo de una VDE alterada puede asociarse con la existencia de una disfuncion
endotelial, incluso desde las fases iniciales de la misma, antes de la aparicion de
alteraciones estructurales, tal y como ha sido demostrado en la bibliografia, donde
encontramos que la VDE esta disminuida, incluso en estadios tempranos, en pacientes
con hipercolesterolemia e hipertension arterial (221), fumadores (206) y diabéticos
(222).
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Nuestro estudio estd dirigido, de forma ambiciosa, a demostrar que la
inflamacién debida a la EM produce una alteracion de la respuesta vascular
independiente de los factores de confusién. Nuestros pacientes con EM presentan una
reduccion significativa de la VDE con respecto a los controles, y los valores

permanecieron significativos tras la correccidn por el habito tabaquico.

A pesar de que la VDE ha sido ampliamente estudiada en numerosas patologias,
no es asi en el caso de la EM. EIl Gnico estudio que ha analizado la funcion vascular
sistémica incluyendo la VDE en pacientes con EM (223) compard 14 pacientes con EM
y 13 controles sanos, encontrando que los pacientes con EM presentaban una VDE
ligeramente menor que los controles, pero sin diferencias estadisticamente
significativas, quizas debido al escaso tamafio muestral. Estos resultados, no obstante,
estan en linea con los hallados en nuestro trabajo, en el que los pacientes con EM
presentan una significativa disminucion del porcentaje de variacién de la VDE con
respecto a los controles. Resultados comparables, aunque utilizando una técnica
diferente como es la tonometria arterial periférica, han sido publicados recientemente
(224). En este caso, en el que se compararon 46 pacientes con EM y 31 controles sanos,
los pacientes con EM mostraron valores claramente inferiores a los controles, a pesar de
que los controles presentaban un IMC mayor y una proporcion mayor de participantes
del género masculino. En el andlisis realizado, al igual que en nuestro caso, la presencia
de EM fue la Unica variable independiente asociada con los resultados. También se
mostraron alterados el flujo a nivel braquial y la hiperemia reactiva en el estudio de

Ranadive (214), comentado con anterioridad.

Tomando en consideracion que existen numerosas lineas de investigacion que
han demostrado la validez del estudio de la VDE para conocer la integridad del sistema
endotelial (225), los hallazgos de nuestro estudio objetivan la existencia de alteraciones
en la funcidn endotelial a nivel sistémico. La existencia de esta alteracion endotelial
fuera del sistema nervioso implica que la fisiopatologia de la EM no s6lo involucra
estructuras nerviosas, Sino que sus consecuencias son sistémicas. Este hecho puede
tener importantes repercusiones, y justifica la bisqueda de marcadores séricos de
disfuncion endotelial, que sirvan para la monitorizacion de la evolucion de la

enfermedad o la evaluacion de la respuesta terapéutica (226).
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Aunque hemos encontrado valores de VDE maés bajos en los pacientes de EM
que en los controles, debe sefialarse que el porcentaje de reduccion objetivado es menor
del que se encuentra clasicamente en los trabajos que estudiaron el impacto de los
factores de riesgo tradicionales, como el tabaco (206), en los que los valores de VDE
fueron claramente inferiores. Por lo tanto, la inflamacion asociada a la EM, identificable
fuera del sistema nervioso central, es capaz de originar alteraciones en la funcién
endotelial sistémica, aunque de menor intensidad que otros factores de riesgo
considerados tradicionales. No obstante, nuestros resultados deben ser replicados en el

futuro.

En el analisis del grupo de pacientes con migrafia, nuestro estudio objetiva
valores inferiores de VDE en los pacientes migrafiosos con respecto a los controles, lo
que implicaria que la migrafa tiene también consecuencias sistémicas. En el caso de la
migrafia disponemos de un mayor nimero de estudios dirigidos a conocer la existencia
de disfuncion endotelial, pero con resultados dispares entre ellos. En algunos casos,
como los estudios de Silva et al (64), no existen diferencias entre migrafiosos y
controles sanos, mientras que De Hoon et al (227), que compararon la VDE tras una
infusion intraarterial de 5-HT (estimulante de liberacién enddgena de ON), nitratos y
CGRP en un reducido grupo de sujetos control y otros de migrafia, tampoco constataron
cambios en la VDE. Por el contrario, los estudios realizados por Yetkin et al (228),
evidencian un descenso de la VDE en los pacientes migrafiosos. Los resultados del
estudio de Yetkin son similares a los nuestros, aunque en su caso, no distinguian en
funcion de la gravedad de la migrafia que, en nuestro estudio, se ha revelado como un
elemento fundamental para demostrar la evidencia de dicha disfuncion entre

migrafiosos.
6.8. Asociacidn entre la funcion endotelial y el GIM carotideo.

Nuestro objetivo fue evaluar el GIM, la funcion endotelial y su correlacion en
pacientes sin evidencia previa de ateroesclerosis o antecedentes de enfermedad
cardiovascular. La importancia de las técnicas utilizadas para detectar el dafio incipiente
de la ateroesclerosis es indudable, sin embargo, su papel en pacientes asintomaticos es
desconocido. Son escasos los estudios que han correlacionado el GIM carotideo con la
funcién endotelial en las arterias periféricas, alguno de los cuales ha demostrado que

ambos se alteraban en pacientes con enfermedad coronaria subyacente (229), y también

160



TESIS DOCTORAL Vicente Gonzalez Quintanilla

en pacientes asintomaticos, pero con factores de riesgo asociados (230). Existe, por
tanto, un creciente interés en determinar la utilidad clinica de ambas mediciones, lo que

permitiria detectar las fases tempranas de la ateroesclerosis, y asi mejorar su prevencion.

En nuestro trabajo, la funcion endotelial estd mas alterada, y el GIM es mayor en
los pacientes con EM que en los controles. Esto nos permite concluir que la funcion
endotelial es més deficiente en los pacientes con EM, y también en los pacientes
migrafiosos, sobre todo en el grupo de MC, y que existe una asociacion lineal entre
ambas variables estudiada, de forma que, a medida que empeora la VDE, aumenta el
GIM de una forma inversamente proporcional. Es probable que ambas técnicas valoren
el mismo proceso ateroesclerdtico desde diferentes dpticas (funcional y anatémica
respectivamente), permitiendo una orientacion precoz y no invasiva del riesgo

cardiovascular de nuestros pacientes.

En los pacientes con EM, la inflamacién crénica podria conducir al desarrollo,
desde las fases iniciales de la enfermedad, de una disfuncion endotelial; més tarde a la
aparicion de enfermedad ateroesclerosa y, finalmente, dar lugar a la aparicion de
eventos vasculares. Por otro lado, se conoce que la disfuncion endotelial regresa con la
modificacion y el tratamiento de los factores de riesgo (61), de forma que se abre la
posibilidad en el futuro de utilizarse como marcador de la respuesta a un determinado

tratamiento o intervencion en los pacientes con EM.

6.9. Estudio de reserva hemodinamica cerebral.

El cerebro humano necesita un constante aporte de oxigeno para mantener su
integridad estructural y funcional, y por ello, precisa de mecanismos especificos que
aseguren un adecuado aporte en cada momento. Un cerebro humano sano es capaz de
ajustar el flujo sanguineo en funcién de las necesidades de oxigeno y glucosa, mediante
los cambios en el diametro de las pequefias arterias y los capilares (231), para mantener
un aporte sanguineo a pesar de los cambios de presion y de las condiciones bioquimicas,

como por ejemplo, un incremento del CO arterial.

La medicion de la VRC es una medida util, ya que proporciona informacién
sobre la salud vascular, su capacidad de adaptacion a los cambios, y en ultimo lugar, de
la salud neuronal. El estudio de la autorregulacion cerebral puede realizarse de

diferentes formas, mediante la utilizacién de farmacos, cambios posturales o el test de
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apnea que utilizamos en nuestro estudio (232). La apnea voluntaria provoca una
vasodilatacion y un incremento del flujo en la corteza cerebral (233), que evaluamos
con el doppler transcraneal para conocer la reactividad vascular (78).

Aunque se han realizado estudios de reserva hemodinamica en diferentes
patologias neurologicas, y se ha demostrado la existencia de alteraciones en la VRC tras
patologias vasculares, tales como el ictus (234), o en otras enfermedades
neurodegenerativas, como el Alzheimer (235) o el Parkinson (236), los datos

disponibles en EM son limitados.

En nuestro trabajo, hemos encontrado una disminucion de la VRC en los
pacientes con EM, objetivada tanto a nivel de la circulacion anterior, como en la
posterior. Este hallazgo explicaria la existencia de una alteracién en la capacidad de
adaptacion cerebral a los cambios, ademas de ser un factor que puede influir en la
fisiologia de otros hallazgos asociados a la EM, como la hipoperfusion cerebral o la
atrofia y la neurodegeneracion. Los estudios previos en pacientes con EM se han
centrado, en la mayoria de los casos, en las alteraciones autonémicas asociadas a la EM,
aunque con resultados dispares (237), que en algunos casos llegan a variaciones de hasta
el 50% con respecto a los controles (238). Tales discrepancias pueden atribuirse a los
diferentes criterios de seleccion utilizados, a la fase de la enfermedad en la que se
realizaron los estudios y a los distintos métodos de estudio.

Recientemente, Uzuner et al (239), han descrito sus resultados usando el BHI en
pacientes con EM. Los autores evaluaron la VRC en pacientes con EM en el momento
de un brote clinico, tras el tratamiento endovenoso con megadosis de metilprednisolona
y un mes después. En sus resultados, a diferencia de nuestro trabajo, no encontraron
diferencias significativas entre los pacientes con EM y los controles. En un analisis
detallado, se pueden observar diferencias con nuestro trabajo: en primer lugar en el
namero, ya que Unicamente se estudiaron 12 pacientes con EM y 11 controles sanos; en
segundo lugar, s6lo se estudid la circulacion anterior, y, en tercer lugar, el tiempo de
apnea se limité a 15 segundos. A pesar de ello, los autores en sus conclusiones sefialan
que el BHI era ligeramente menor en los pacientes con EM que en los controles, no
alcanzando la significacion, quizas, por la metodologia utilizada. Los mismos autores
habian estudiado previamente la VCR en respuesta a estimulos visuales en pacientes

con EM remitente recidivante, en comparacion con controles (240). Con un numero
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mayor de casos (84 pacientes y 45 controles), objetivaron un descenso de las
velocidades registradas en las arterias posteriores y un incremento de la reactividad de
los pacientes con EM ante los estimulos visuales durante el brote clinico, que sugerian

la existencia de cambios en la normal reactividad con respecto a los controles.

Otro trabajo reciente estudio la autorregulacion cerebral en pacientes con EM,
antes y después del tratamiento esteroideo, mediante el andlisis de los cambios en las
velocidades de flujo en ambas ACM en respuesta al test basculante (241). En los
resultados, en la comparacion con los controles, no encontraron diferencias
significativas y tampoco en respuesta a los corticoides, pero sefialan que existen
diferencias entre EM y controles en los cambios en las velocidades asociados con el
descenso de la presion arterial, y también como efecto de los esteroides. Por ello
concluyen que existe una alteracion de los mecanismos de autorregulacion desde las
fases méas tempranas de la EM, y que los corticoesteroides tienen un papel en estos

cambios.

Nuestros resultados siguen la linea de los expuestos por Marshal et al (242). En
su trabajo estudiaron la vasoreactividad cerebral en 19 pacientes con EM, en
comparacion con un grupo control, mediante el analisis de los cambios en el flujo
cerebral, en respuesta a la hipercapnia, con estudios de perfusién en RM. Sus resultados
demostraron la existencia de una reduccion significativa de la VRC, a nivel global en
los pacientes con EM. La RM permitié ademas localizar aquellas areas donde las
diferencias eran mayores, situdndose a nivel de la sustancia gris temporal, parietal y en
regiones limbicas, encontrando una correlacién con la atrofia cerebral, y sugiriendo que
las alteraciones de la VRC observadas, pueden relacionarse con los mecanismos de

neurodegeneracion presentes en la enfermedad.

En el andlisis de los datos de la VRC en el grupo de migrafia, hasta la fecha,
nuestro estudio, es el primero enfocado en las consecuencias de la cronificacion de la
migrafia en la funcion endotelial. Los estudios previos se han centrado sobre todo en la
busqueda de diferencias entre migrafia con aura y migrafia sin aura, pero no han tenido
en cuenta la periodicidad de los ataques de migrafia. En una revision de la literatura
disponible, hemos encontrado datos contradictorios en relacién con las alteraciones

asociadas a la migrafia.
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Recientemente, Akgiin et al, han encontrado valores de BHI reducidos en
pacientes diagnosticados de MC, pero unicamente estableciendo un grupo control de
pacientes no migrafiosos (243). En este trabajo, el BHI fue menor (~50%) durante el
episodio migrafioso que en el periodo interictal. Los estudios dirigidos a mostrar las
variaciones, teniendo en cuenta la presencia o ausencia de aura, han encontrado
generalmente cifras de BHI mas reducidas en aquellos con fendmeno de aura asociado.
Asi, por ejemplo, Silvestrini et al (166) publicaron valores menores de BHI en los
pacientes diagnosticados de migrafia con aura, aunque, en este caso, Unicamente en la

circulacion posterior.
6.10. Otros marcadores ecograficos estudiados.

En nuestro trabajo hemos objetivado que los pacientes con EM presentan un
CBF total, medido mediante ultrasonografia, significativamente menor que los controles
sanos, aunque las diferencias encontradas han sido discretas (p=0,046). Estos resultados
son similares a los encontrados en la literatura con otras técnicas de estudio, que han
demostrado dicha alteracion en la perfusion desde las fases iniciales de la enfermedad
(160) (179). Solo un estudio que empled ecografia para medir el CBF total encontrd
valores ligeramente inferiores entre los pacientes con EM con respecto a los controles,
aunque las diferencias no alcanzaron significacion (244).

La medicion del CBF ofrece informacién sobre los mecanismos de
autorregulacion cerebrales y su medicién por ecografia puede constituir un marcador de
respuesta terapéutica en el futuro, de fécil uso y reproducible, aunque, a diferencia de
otras técnicas como la RM, no permite discernir la perfusion en las distintas areas
cerebrales, ni distinguir entre sustancia gris y blanca, por lo que deberia ser
complementada con esas otras técnicas. Se desconoce la causa del descenso en la
perfusion cerebral obtenida en los pacientes con EM. Se consider6 que podia ser
secundaria a los procesos de degeneracion axonal, pero esta teoria no ha podido ser
demostrada (245). En la actualidad, existen crecientes evidencias de que algunos
péptidos vasoconstrictores, como la endotelina 1, liberada a la circulacion cerebral por
los astrocitos de las areas desmielinizadas, y que se encuentran elevados en los
pacientes con EM, pueden estar involucrados en la reduccion del CBF (246). Esta
hipoperfusion resultante se ha planteado también como un potencial objetivo

terapéutico, lo que justifica su estudio en nuestros pacientes (247).
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Precisamente, la elevacion de la endotelina y otros péptidos vasoactivos, como el
CGRP, durante el periodo ictal, se ha relacionado con la patogenia de las crisis de
migrafia. En los pacientes migrafiosos, aunque existen datos contradictorios (248),
varios estudios han sefialado un incremento de sustancias vasoactivas, como la
vasopresina o la misma endotelina 1, en la fase ictal de las crisis migrafiosas (249).
Ademaés, la endotelina puede estar implicada también en el fendmeno de depresion
propagada y en los mecanismos neurogénicos asociados al dolor migrafioso (250). Esta
asociacion, y su potencial efecto en el descenso del CBF, explicaria los resultados
obtenidos en nuestro trabajo, donde los pacientes con MC presentaban una CBF
significativamente menor que los controles, por ser este grupo de pacientes los que

presumiblemente presentan niveles méas altos mantenidos por la frecuencia de las crisis.

En la Gltima década, el estudio de la atrofia cerebral en pacientes con EM ha
cobrado especial interés como potencial marcador de la enfermedad (251). Incluso, en
algunos estudios, se ha relacionado el grado de atrofia con el status clinico de los
pacientes, al encontrarse una correlacion con la puntuacion EDSS (252). Se acepta,
como describe Pérez Miralles (253), que la atrofia cerebral se inicia en las fases mas
iniciales de la EM, aunque tenga una mayor relevancia en las fases avanzadas. Por otro
lado, la tasa de progresion de la atrofia cerebral es mayor en pacientes con EM que en
adultos sanos, sugiriendo que la atrofia podria ser un biomarcador relevante de
neurodegeneracion (254), e incluso relacionarse con el prondstico de la enfermedad
(255). En el presente trabajo, hemos estudiado el grado de atrofia usando el didmetro del
Il ventriculo. Nuestros resultados, acordes con lo descrito en la literatura (256),
objetivan un incremento del didmetro sugerente de mayor atrofia cerebral en los
pacientes con EM. En nuestro estudio, el grado de atrofia no muestra relacion con la
puntuacion EDSS, a pesar de que los 2 pacientes con EM que presentaron un diametro
menor tenian una puntuacion baja en la escala EDSS. Los resultados apoyan la
existencia de un grado de atrofia presente desde las fases iniciales de la enfermedad.

El diametro del 111 ventriculo si se correlaciona con otros parametros ecograficos
estudiados. Hemos encontrado una correlacion directa con el incremento del GIM, e
inversa con la VDE. También existe una correlacién inversa con los resultados de VRC.
Este es un hallazgo esperado, porque el incremento del 111 ventriculo que es indicativo
de neurodegeneracion, podria en parte ser debido al descenso de la VRC en los
pacientes con EM, algo ya hipotetizado por Marshall en su estudio (242), al sefialar que
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la disfuncion de la CVR en los pacientes con EM puede llevar a un inadecuado aporte
sanguineo de las demandas neuronales y, eventualmente, a la disfuncion y muerte

neuronal, y a la extension de la neurodegeneracion.

6.11. Correlaciones entre variables clinicas, bioquimicas vy

ultrasonograficas.

Analizamos a continuacion la relacion entre los resultados ultrasonograficos, los

biomarcadores estudiados y las caracteristicas clinicas de la muestra.

El grado de discapacidad de acuerdo con la puntuacién EDSS se correlacion6
con el desarrollo de ateroesclerosis expresada como el incremento del GIM y también
con la disminucidén del CBF, pero no con los otros parametros estudiados. Si que existio
relacién con marcadores de inflamacion como la VSG. La ausencia de correlacion de la
EDSS con alguno de estos parametros ultrasonogréficos probablemente se deba a las
propias caracteristicas de la escala, ya que debe tenerse en cuenta que factores como la
fatiga o la funcién cognitiva apenas son valoradas adecuadamente en la misma; en
cambio, factores como una lesiébn medular pueden tener un alto impacto. Asi, por
ejemplo, otros trabajos tampoco han podido correlacionar el descenso del CBF con la
puntuacion en la escala EDSS (257), aunque en algunos casos se ha comprobado que la
puntuacion EDSS se correlaciona con la hipoperfusion a nivel regional en determinadas

areas cerebrales como la sustancia blanca periventricular y frontal (258).

La intensidad de la fatiga mostrd también una correlacion positiva con el GIM y
la duracion de la enfermedad, y negativa con la VDE y el BHI. No se demostré en el
trabajo correlacion entre la fatiga y el grado de discapacidad medido por la EDSS, algo
ya descrito en estudios previos (259), y que puede estar influenciado también con la
seleccion de los casos. La fatiga presente también desde fases iniciales de la
enfermedad, se correlaciond con la duracién de la enfermedad, y de forma significativa
con los marcadores bioquimicos de inflamacién. En nuestro trabajo, la fatiga se
correlaciono con los valores de VSG, homocisteina y fibrindgeno. La asociacion entre el
grado de fatiga y los marcadores séricos de inflamacion, aunque débil, ha sido descrita
previamente. Giovannoni (260) no encontré una correlacion con marcadores como

ICAM o IFN-y, pero si con la PCR, mientras Heesen demostré niveles elevados de
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citocinas inflamatorias en pacientes de EM con fatiga, sugiriendo que la fatiga en la EM

estd, al menos parcialmente, mediada por el componente inflamatorio (261).

Esta asociacion apoya la hipétesis que postula que la fatiga asociada a la EM es
causada por la inflamacion asociada a la enfermedad (262). Dicha hipétesis justificaria
la elevada prevalencia de la fatiga, que es un sintoma prominente en numerosas
enfermedades cronicas. En este sentido, aunque en nuestro trabajo no hemos estudiado
el grado de fatiga en el grupo de AR, existen en la literatura trabajos que han
demostrado que los niveles de proteinas de fase aguda se correlacionan con la fatiga
también en pacientes con AR (263), lo que justificaria un mecanismo comun. Estas
observaciones sugieren que, en el caso de las enfermedades inflamatorias,
especialmente en la EM, la fatiga estd asociada a una inflamacion periférica mas que
central y evidenciable desde las primeras etapas de la enfermedad. Existen también
teorias que consideran que la fatiga tiene un origen central, y aunque en el presente
trabajo no hemos encontrado correlacion entre ésta y el CBF, otros autores encontraron
que la disminucién de la perfusién en la sustancia gris en los pacientes con EM se

correlacionaba con la intensidad de la fatiga (264).

También hemos encontrado relacion entre los marcadores inflamatorios y las
determinaciones ecogréaficas, sobre todo en el caso de la VSG, la PCR y el fibrindgeno
que se correlacionaron de forma directa con los valores de GIM y BHI e inversamente
con la VDE, por lo que su influencia en la fisiopatologia endotelial podria detectarse a
nivel estructural y funcional mediante la ecografia. Otros marcadores que han mostrado
utilidad son la homocisteina, que se correlaciona con el GIM, y la apoB, que se

correlaciona de forma inversa con la VDE.

Otros marcadores moleculares se han detectado mediante técnicas de ELISA.
Tras una revision de la literatura, se seleccionaron el ON y el FVW, ya que se tratan de
sustancias intimamente relacionadas con la funcion endotelial, que se han demostrado
involucradas en distintos procesos fisiopatolégicos y asociados al riesgo de enfermedad

vascular.

En nuestros resultados, el FVYW, una glicoproteina producida, almacenada y
liberada en el endotelio, se encuentra elevada en el grupo EM frente los controles de

forma significativa (p=0,006), pero tambien es mayor que en ambos grupos de migraia.
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Ademas, el aumento del FVW se asocia de forma inversa con los resultados de la VRC y
muestra una correlacién con otros marcadores de inflamacién como la VSG vy el
fibrindgeno. Estos resultados demuestran la asociacion entre la actividad del FvW y los
marcadores de inflamacion presentes en la EM. La asociacion del FYW con los
marcadores inflamatorios, incluyendo otros como TNF-a y distintas interleucinas, ya ha
sido previamente demostrada (265), sugiriendo una relacion entre la inflamacién y los
procesos trombogeénicos. La correlacion con la VRC seria la consecuencia a nivel
funcional de la disfuncion endotelial provocada por la inflamacion mantenida, y
objetivada a nivel ecografico. El incremento de las concentraciones de FVW en
pacientes con EM ha sido descrito previamente. Spirin (266) sugirié la existencia de una
disfuncion endotelial tras encontrar niveles mas altos de FvW en pacientes con EM que
no recibian tratamiento. En otro estudio, Kohriyama (267) encontro, al igual que en
nuestro trabajo, concentraciones mas elevadas en los pacientes con EM, pero ademas
objetivd que las concentraciones descendian tras el inicio de tratamientos

inmunosupresores, sugiriendo su uso como potencial marcador de respuesta terapéutica.

En el resto de grupos estudiados, el FvW fue ligeramente mayor en los pacientes
migrafiosos, especialmente en el caso de la MC que en los controles. Dicho hallazgo es
acorde con los datos publicados, que reflejan un incremento de la actividad del FvW en
pacientes con migrafia (268), como consecuencia de la existencia de una disfuncion
endotelial asociada (269). Aunque no se ha realizado estudio de FVW en nuestra
muestra de pacientes con AR, una revision de la literatura muestra, como era esperable,
resultados similares a los que hemos encontrado en nuestros pacientes con EM.
Recientemente, Ristic (270) ha descrito una asociacion significativa entre la actividad
del FYW vy la presencia de ateroesclerosis subclinica en pacientes con AR. En su estudio
los pacientes con AR presentaron mayor FVYW que los controles, asociandose también
con marcadores inflamatorios y, en su caso, a un mayor GIM en pacientes sin
antecedentes de riesgo cardiovascular, resultados similares a los reportados previamente
en pacientes con AR (271), y similares a los que hemos obtenido en nuestros pacientes,
donde a pesar de no haber encontrado una correlacion significativa con el GIM, si se

observé una tendencia.

Por el contrario, a pesar de las evidencias que indican que el ON juega un papel
importante en varios de los procesos fisiopatogénicos de la EM, incluyendo la alteracion
de la barrera hematoencefalica y los procesos desmielinizantes (272), y que algunos
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estudios han descrito cambios en su concentracion en respuesta a tratamientos, los
valores de nuestro trabajo no han mostrado diferencias significativas. Se precisa replicar
en el futuro los resultados, incluyendo un mayor nimero de sujetos en la muestra e
incluyendo variables como el tratamiento recibido. El incremento objetivado en
pacientes con migrafia, ha sido previamente descrito en varios trabajos tanto durante las
crisis migrafiosas, como en el periodo intercritico (273), confirmando su papel en la
génesis de la migrafa (274).

6.12. Células endoteliales progenitoras circulantes.

Las EPC también constituyen un marcador de la funcién endotelial. En nuestro
trabajo, debido a las dificultades técnicas asociadas, el nimero de estudios realizado ha
sido limitado. En el analisis hemos objetivado un menor nimero de CFU en los
pacientes con EM que en los controles, y también era menor el nimero de colonias en
los pacientes migrafiosos con respecto a los controles, aunque en ninguno de los casos

se alcanzaron diferencias significativas.

A pesar de que no hemos encontrado significacion en nuestros datos,
consideramos que es una linea de trabajo que debe ser implementada y completada. Se
precisa un mayor numero de casos para obtener resultados reproducibles. Aunque las
EPC han sido estudiadas en numerosas patologias y su relacion con el riesgo vascular es
indiscutible, no hay estudios similares en pacientes con EM. En el caso de la migrafia,
varios estudios si que han sido capaces de demostrar niveles menores de EPC en
pacientes migrafiosos con respecto a controles (39), y no sélo eso, sino que las EPC més
envejecidas y con menor capacidad migratoria se encuentran aumentadas en pacientes
con MC (58), sugiriendo una baja capacidad de regeneracion del endotelio en estos
pacientes. Esta tendencia es la que se encuentra presente en nuestros resultados. Estos
hallazgos, mantenidos en el tiempo, podrian dar lugar a largo plazo, a alteraciones en la
funcion endotelial detectables por el resto de marcadores utilizados en el presente
trabajo. Se precisa por consiguiente de futuros estudios para conocer el impacto real de

las EPC en ambas patologias.
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6.13. Comparacion de los resultados con el grupo de AR.

Los resultados de las variables estudiadas se han contrastado con un grupo
comparador activo que aporta consistencia y valor a nuestros resultados. Se escogio la
AR por la similitud existente en alguno de los mecanismos fisiopatogénicos con la EM,
y por la amplia variedad de datos y estudios que han demostrado el incremento del
riesgo de enfermedad cardiovascular, y la existencia de alteraciones en alguna de las

variables estudiadas.

La AR, al igual que la EM, es una enfermedad inflamatoria cronica, sus
principales manifestaciones son articulares, pero también pueden aparecer
manifestaciones extraarticulares a lo largo de su evolucién. De diagnostico
fundamentalmente clinico, la actividad inflamatoria de la enfermedad se valora con
pardmetros clinicos, que determinan los criterios de actividad de la enfermedad (Disease
Activity Score) en 28 articulaciones (275) y mediante la determinacién de pardmetros
bioquimicos, a través de los reactantes de fase aguda como los estudiados en nuestro
trabajo (VSG y PCR). Al igual que en la EM, la etiopatogenia permanece en gran parte
desconocida, y como en ésta, se postula la existencia de una base genética y factores

inmunorreguladores.

Otra similitud y uno de los motivos de seleccion de la AR como comparador
activo con las enfermedades neuroldgicas estudiadas, es el incremento de la incidencia
de enfermedades vasculares, independiente de otros factores de riesgo y la mayor
mortalidad cardiovascular (86) que la poblacion de la misma edad, debido al desarrollo
demostrado en la AR de una aterogénesis acelerada (177). La disfuncion endotelial es el
componente inicial del desarrollo de aterogénesis, y su estudio ha permito la deteccién
de la misma desde las fases iniciales de la enfermedad, ademéas de conocimiento de los
potenciales efectos beneficiosos de los tratamientos sobre la misma. Describimos a
continuacion los principales hallazgos en la comparacion con la AR encontrados en

nuestro estudio.

En nuestro trabajo hemos demostrado, mediante el estudio no invasivo
ultrasonografico del sistema carotideo, la presencia de enfermedad ateroesclerotica
macrovascular en los pacientes con EM. ElI GIM resulté mayor en los pacientes con EM

que en el grupo de AR, que por su parte, presenté un GIM mayor que los controles, de
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forma concordante con los datos que se encuentra descritos en la literatura (276). Las
diferencias entre EM y AR son mas relevantes, teniendo en cuenta que la media de edad
es aproximadamente 10 afios mayor en los pacientes con AR, y a pesar de que el
numero de placas de ateroma si era mas elevado en este Gltimo grupo. Una posible
hipdtesis que explicaria estos hallazgos, es que los pacientes del grupo de AR
presentaban una larga historia terapéutica, incluyendo farmacos biolégicos. Aungue no
se ha realizado subandlisis en funcion de los tratamientos recibidos dado lo limitado de
la muestra, se conoce que el tratamiento puede tener efectos beneficiosos en la
progresion de la ateroesclerosis subclinica en la AR (277), por lo que es probable, que el
GIM no haya progresado tanto como en los pacientes con EM. En ambas entidades se
objetiva que los cambios se producen desde las fases iniciales de la enfermedad.

En el estudio de la funcion endotelial sistémica, los resultados fueron similares
entre el grupo de EM vy los pacientes con AR, y Unicamente tras ajuste por el habito
tabaquico se encontraron diferencias significativas entre ambos. La clara diferencia de
ambos grupos con respecto a los controles avala la existencia de una alteracién en el
correcto funcionamiento del endotelio en ambas enfermedades. Alteracién que en el
caso de la AR, ya ha sido demostrada (278) y validada en diferentes trabajos (279). El
mecanismo comun en ambas enfermedades para el desarrollo de esta disfuncion
endotelial seria la inflamacion, que mantenida en el tiempo, es capaz de poner en
marcha los mecanismos que conducen a la aterogénesis. En conclusion, puede afirmarse
que la disminucién de los valores de VDE en la arteria braquial en ambas patologias
apoya el potencial valor de su determinacion para establecer la presencia de disfuncién
endotelial asociada a la enfermedad y puede suponer la base de la asociacién entre la

AR,y la EM con la enfermedad ateroesclerosa.

Es sorprendente la ausencia de diferencias en los valores de VRC entre los
pacientes con EM y AR, siendo sus valores practicamente superponibles en la
circulacion cerebral anterior. Los cambios hemodindmicos en la circulacion cerebral no
han sido clasicamente objeto de estudio en los pacientes con AR, y Unicamente hemos
encontrado en la literatura un trabajo que, de forma parcial, describe la existencia de una
alteracion de la VRC en pacientes con AR independientemente del antecedente de
hipertension, y asociando los resultados con la alteracion simultanea de la VDE braquial
(280). A pesar de la ausencia de estudios dirigidos a valorar la VRC en pacientes con
AR, la existencia de la misma no deberia extrafiar. Considerando que la alteracion en la
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VRC se asocia a un mayor riesgo de ictus y enfermedad cerebrovascular isquémica,
patologias de mayor incidencia en la AR que en la poblacion general, y que la capacidad
de autorregulacion cerebral se pierde en situaciones como la inflamacion (76), es
probable que los pacientes con AR presenten también una alteracion de la reserva
hemodinamica cerebral asociada. Los hallazgos de nuestro trabajo deberan ser
replicados en el futuro, incluyendo la circulacion posterior, no estudiada entre los
pacientes con AR en el presente trabajo, pero abren una nueva linea de investigacion y

un potencial nuevo marcador de la respuesta terapéutica en los pacientes con AR.

Mas sorprendente si cabe, es el hallazgo de una disminucion del CBF en los
pacientes con AR, no Unicamente en comparacion con el grupo control, sino que
también se encontré reducido en relacion con el grupo de EM. En este caso los estudios
disponibles también son limitados, aunque apoyarian nuestros resultados. Alteraciones
en el CBF se han descrito en otras patologias reumatoldgicas, como el sindrome de
Sjogren (281) y el LES (282). En la AR, Bartolini (283) describi6 mediante SPECT
cerebral que el 85% de los pacientes tenia una hipoperfusion de los I6bulos frontales, y
hasta el 40% a nivel parietal. Una posible explicacidn se expone en el trabajo de Rafteri
et al (284). Aunque no lograron demostrar cambios longitudinales en el CBF en
respuesta a los tratamientos, postularon que si el TNFa es capaz de influenciar el CBF
como se ha demostrado a nivel experimental (285), entonces, los niveles elevados
mantenidos propios de la AR [y también manifiestos en otras patologias como la EM

(286)] podrian estar implicados en las alteraciones del CBF objetivadas en los pacientes.

Como era de esperar, existieron diferencias significativas entre el grupo de EM y
los pacientes con AR en los resultados de la medicion del 111 ventriculo. El grado de
atrofia cerebral fue significativamente mayor en los pacientes con EM, a pesar de la
ausencia de diferencias en otros valores como la CVR. Las diferencias posiblemente se
deban a que la atrofia es consecuencia de la neurodegeneracion, componente
fundamental en el caso de la EM, y no Unicamente al componente inflamatorio. En
nuestro trabajo no hemos encontrado mayor grado de atrofia en los pacientes con AR
que en el grupo control, existiendo unos valores muy homogéneos entre los sujetos de la
muestra. A pesar de que algunos estudios han sefialado un aumento de la sustancia gris
en los ndcleos basales y una disminucion del volumen intracraneal en pacientes con AR

(287), otros estudios no han podido demostrar mas que una tendencia a una mayor
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atrofia cerebral y cerebelosa en el subgrupo de pacientes con AR grave de mas de 15

afios de evolucién (288).
6.14. Consideraciones finales.

En el presente trabajo se ha demostrado que los pacientes con EM y sin
evidencia clinica de enfermedad cardiovascular, presentan una disfuncién endotelial
como estadio precoz del desarrollo de enfermedad ateroesclerosa. Ademas, los
hallazgos son similares a los objetivados en otras patologias inflamatorias cronicas,

como la AR, y de mayor intensidad a los presentados en los pacientes migrafiosos.

Las técnicas seleccionadas, tanto a nivel molecular, como ultrasonografico, han
demostrado su utilidad en el estudio de la funcion endotelial, ademas de existir una
correlacion entre los resultados obtenidos con las distintas técnicas de estudio, y
permitir estudios longitudinales en el futuro. Todo ello pone de relieve que la
inflamacién, mantenida de una forma cronica, es capaz de originar cambios en el
normal funcionamiento del endotelio vascular, y que dichos cambios pueden ser

identificados con las técnicas actuales.

Aunque entre los objetivos de la presente Tesis Doctoral no se encontraba
indagar en la etiopatogenia ni la fisiopatologia de la enfermedad, es posible que los
hallazgos encontrados traduzcan, al menos parcialmente, los complejos mecanismos
inmunitarios de la enfermedad, cuyas consecuencias se manifiestan también a nivel
sistémico. Los resultados obtenidos pueden servir ademas como punto de partida para
futuras investigaciones. Entre ellas, destacaria en primer lugar el conocimiento de si la
disfuncién endotelial descrita es al menos parcialmente reversible con los tratamientos
modificadores de la enfermedad. En el trabajo se describe como existe una tendencia a
la mejoria del BHI en los pacientes tratados, sobre todo entre aquellos que reciben
farmacos de segunda linea, que son los que han demostrado una eficacia mayor en el
control a largo plazo de la enfermedad. El nimero reducido de pacientes puede ser la
causa de la ausencia de significacion encontrada. Se hace por tanto preciso el disefio de
un estudio mas amplio dirigido a conocer dichos cambios. Por otra parte, cambios
similares han sido descritos en el comparador activo utilizado, la AR. Asi por ejemplo,
existen estudios que han mostrado una reduccion de la mortalidad cardiovascular en

pacientes con AR en tratamiento con metotrexato (289), y un anticuerpo monoclonal
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anti-TNFa, adalimumab, ha demostrado mejorar la funcion endotelial en pacientes con
AR refractaria estudiando los cambios en la VDE (290). Dada la existencia de una
disfuncion endotelial en ambas entidades, en la cual, en ausencia de otros factores
intercurrentes, la inflamacion crénica es el origen de la misma, seria esperable también

una mejoria similar en los pacientes con EM tratados.

Nuestro estudio tiene algunas limitaciones. La poblacion estudiada es reducida y
se ha extraido de las consultas especializadas de un hospital de tercer nivel, por tanto,
pueden existir sesgos de seleccion. Por otra parte, aungque existe una baja proporcion de
varones, lo que podria influir en alguna de las determinaciones realizadas, no se ha
demostrado que los biomarcadores empleados en este estudio varien en funcion del
sexo. El sexo podria dar lugar a diferencias en los valores de VDE dado que el diametro
basal tiende a ser menor en las mujeres que en los hombres, por razones anatémicas, y
los estrogenos pueden condicionar una mejor respuesta vasodilatadora. Sin embargo,
debe considerarse que en el analisis entre los diferentes grupos clinicos no existen
diferencias en la relacion entre hombres y mujeres, por lo que no esperariamos que
influyese en nuestros resultados. En segundo lugar, aunque se ha pareado la muestra por
edad (excepto en el caso de los pacientes con AR, donde la edad se ha considerado en el
andlisis), otras variables podrian influenciar los resultados por la complejidad de los
grupos estudiados. No obstante, se han seleccionado sujetos sin antecedentes de
enfermedades cardiovasculares, se ha eliminado cualquier sustancia vasoactiva que
pudiese influir en los resultados, y ninguno de los pacientes con EM habian recibido
tampoco tratamiento esteroideo reciente, ademas de ajustar los valores de p por las
distintas variables de confusion. En el caso de los pacientes con AR si existian
diferencias significativas en la media de edad con el resto de grupos. En este sentido,
debe sefalarse que se ha objetivado que la edad no ejercia influencia en los resultados
de la VDE, sino unicamente el tabaquismo, lo que concuerda con estudios clésicos
(291). Sin embargo, la edad si influye en los resultados del GIM, donde
sorprendentemente hemos encontrado valores mas elevados en los pacientes con EM a
pesar de ser mas jovenes. En tercer lugar, y por razones practicas, el examinador que ha
realizado los estudios de ecografia no estaba ciego con respecto a la historia de los
participantes. Este hecho se ha tratado de corregir al no realizarse las mediciones en ese
momento. El analisis de las iméagenes se realizo a la finalizacion del estudio y usando un

sistema numérico para codificar los estudios. Por tltimo, como se ha sefialado, no se ha
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estudiado el impacto de la progresion de la enfermedad y de las diferentes opciones
terapéuticas en las variables utilizadas, lo que deberd ser efectuado en futuras

investigaciones.

Entre las fortalezas del estudio figuran un adecuado tamafio muestral, en el que
existe un elevado numero de sujetos en cada uno de los grupos clinicos, lo que aportan
consistencia al estudio. Ademas, la precision del diagndstico clinico, que fue realizado
por un neurdlogo experto, permitio la exclusion de pacientes con EM secundariamente
progresiva o primariamente progresiva, permitiendo homogeneizar la muestra y evitar
posibles factores de confusion. En el caso de la migrafia permitié una adecuada
distincion entre ME y MC. Ademas, se llevo a cabo una anamnesis y una revision de los
datos clinicos exhaustivo, para evitar los factores de confusion. Los estudios
moleculares fueron realizados por una experta bidloga y el anélisis se realizo tras la

extraccién de las muestras, manteniendo en todo momento la cadena de custodia.

En conclusion, nuestro estudio intenta analizar de forma global la funcién
endotelial y su influencia en la fisiopatologia de las enfermedades inflamatorias. Los
resultados obtenidos en los marcadores utilizados permiten demostrar la presencia de
una disfuncién endotelial, expresada como ateroesclerosis subclinica en pacientes con
EM y sin evidencia de eventos vasculares previos. Ademas, también existe un grado de
disfuncidon endotelial asociada a la migrafa, especialmente en el caso de la MC.

Nuestros resultados resaltan la importancia de la inflamacién cronica, que se
establece como un componente fundamental del proceso de disfuncién endotelial. Puede
concluirse, que nuestro estudio muestra una relacién entre las patologias estudiadas y la
disfuncion endotelial, tanto a nivel sistémico como cerebral, al alterarse tanto el BHI en
las arterias cerebrales como la VDE en la arteria braquial, ademas de mayores indices

de GIM en comparacion con los controles.

Se requieren nuevos estudios que repliquen nuestros resultados, y el siguiente
objetivo sera corroborar la reversibilidad de estas alteraciones endoteliales en los
pacientes con EM mediante la optimizacion de los procedimientos terapéuticos y la
busqueda de terapias destinadas a retrasar el desarrollo y progresion de la enfermedad
aterosclerotica y poder asi disminuir las complicaciones cardiovasculares de nuestros

pacientes.
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Los pacientes con EM sin evidencia de enfermedad cardiovascular previa

presentan una disfuncién endotelial asociada.

La alteracion de la funcidn endotelial puede ser estudiada mediante los estudios

ultrasonograficos y moleculares empleados en el trabajo.

Los pacientes con EM presentan enfermedad cardiovascular subclinica,
objetivada mediante el incremento del GIM con respecto a los controles, y

también frente a los comparadores activos (migrafia y AR).

Hemos encontrado alteracion en la funcion endotelial medida mediante VDE y
VRC en los pacientes con EM en comparacion con los controles. Dicha

alteracion es similar a la existente en los pacientes con AR.

En los pacientes con EM, la alteracion de la funcion endotelial medida por
ultrasonografia se asocia con los cambios a nivel molecular y celular estudiados.
La utilizacion de EPC y otros estudios moleculares (FYW) puede ser de interés
en la monitorizacién de la respuesta de los farmacos modificadores de la

enfermedad.

La disfuncion endotelial objetivada en los pacientes con EM y en los otros
grupos de comparacion de nuestro trabajo se correlaciona con la respuesta
inflamatoria crénica sistémica, determinada por los niveles plasmaticos de

distintos marcadores inflamatorios (VSG, PCR, homocisteina).

La disfuncién endotelial se ha mostrado presente desde las fases iniciales de la

enfermedad.

El incremento de la mortalidad en los pacientes con EM objetivado en diversas
series internacionales puede ser explicado por el desarrollo acelerado de

ateroesclerosis que facilita el desarrollo de enfermedad vascular.

La neurodegeneracién, aunque de mecanismos fisiopatoldgicos parcialmente
desconocidos, se encuentra presente también desde las fases iniciales de la

enfermedad.
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La fatiga medida en la escala FSS ha mostrado méas correlacion con los
marcadores clinicos y ecograficos que la discapacidad de acuerdo a la escala
EDSS, aunque en ambas existio correlacion con los niveles plasméticos de

marcadores inflamatorios.

Se precisan futuros estudios que investiguen la influencia de las intervenciones
terapéuticas en la historia natural de la enfermedad aterosclerdtica de los

pacientes con EM.

Se ha objetivado la presencia de una alteracion de la funcién endotelial también
en los pacientes migrafiosos, especialmente en el caso de la migrafia cronica, que
da lugar a cambios moleculares y hemodindmicos detectables con las técnicas de

ultrasonografia.
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