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Introduccién

1. INTRODUCCION

1.1. DEFINICION DE ATEROSCLEROSIS

La aterosclerosis es un proceso inflamatorio crénico! caracterizado por la
alteracion morfologica y funcional de la pared vascular que en estadios finales
tiene como consecuencia la disminucion del calibre de la luz arterial .A las
alteraciones de la pared arterial se asocian con mayor frecuencia fenomenos de
agregacion plaquetaria y trombosis que pueden llegar a producir la obstruccion

completa de la luz arterial.

Las lesiones aterosclerdticas asientan principalmente en arterias eldsticas y
musculares de gran y mediano calibre. Dentro de éstas las arterias coronarias,
que irrigan el miocardio, las arterias cardtidas y sus ramas que irrigan el cerebro
y las arterias iliacas y sus ramas que vascularizan las extremidades inferiores
son los segmentos arteriales en los que con mayor frecuencia se localizan este
tipo de lesiones. Los tejidos cuya irrigacion es subsidiaria de dichas arterias
sufren isquemia por falta de aporte de oxigeno llegando a producirse isquemia
o necrosis por muerte del tejido afecto cuando la falta de aporte sanguineo es
total. Otra variedad de enfermedad aterosclerdtica es la formacion de
dilataciones aneurismaticas, localizadas principalmente en la arteria aorta. Las
principales complicaciones de este tipo de lesiones son la formacion de trombos

en la luz arterial y/o la ruptura de la pared.

Desde hace varias décadas se han reconocido una serie de factores clinicos y
epidemioldgicos asociados con mayor incidencia de enfermedad isquémica
prinicipalmente cardiaca pero también en el resto de organos descritos
previamente. El aumento de colesterol en sangre ha sido senalado como el

principal factor de riesgo asociado al desarrollo de aterosclerosis®. Ademas el
1
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aumento de presion arterial, la alteracion del metabolismo hidrocarbonado en
la diabetes mellitus (DM), la disminucion del colesterol unido a lipoproteinas
de alta densidad (cHDL) y el hébito tabaquico son algunos de los factores
sefialados como principales modificadores del riesgo individual de sufrir un
evento cardiovascular®. Estos factores no son simples marcadores de
enfermedad sino que ejercen una accion importante en el inicio y aceleracion

del proceso inflamatorio implicado en el desarrollo de aterosclerosis*.

1.2 FENOMENOS INFLAMATORIOS IMPLICADOS EN LA
ATEROSCLEROSIS

1.2.1 DISFUNCION DEL ENDOTELIO VASCULAR

La disfuncién del endotelio vascular es la primera alteracion producida
como respuesta a una agresion ejercida en la pared vascular'2. Varios estudios
han demostrado correlacion entre disfuncion endotelial y la presencia de
factores de riesgo cardiovascular (FRCV) en personas sin evidencia clinica de

enfermedad aterosclerdtica®.

Como primera consecuencia se altera el equilibrio entre la produccion de
agentes vasodilatadores como oOxido nitrico (ON) y vasoconstrictores como
endotelina y angiotensina II lo que coopera en la iniciacion, progresion y
complicacion de la lesién aterosclerdtica®. También se ha demostrado la
activacion focal del endotelio en arterias de gran y mediano calibre secundaria
al aumento en la concentracion de colesterol en sangre lo que inicia la respuesta
inflamatoria en la pared arterial> A partir de ciertas concentraciones de

colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad (cLDL) aumenta la

2
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produccion de VCAM-1 (molécula de adhesién a células vasculares) asi como la
adhesion a la superficie del endotelio de linfocitos y macrofagos y su posterior
migracion al espacio subendotelial. Otros agentes como el tabaco, el aumento
de presion arterial o DM agreden al endotelio provocando un aumento en la
produccion de radicales libres. También se han descrito factores genéticos

impicados en la mayor vulnerabilidad del endotelio vascular®.

1.2.2 ADHESION MOLECULAR Y MIGRACION DE ELEMENTOS
CELULARES

Las células endoteliales contienen gran variedad de receptores especificos
para distintas moléculas como LDL?, insulina® e histamina’. Otra de sus
propiedades es la permeabilidad a gran variedad de proteinas plasmaticas. La
frecuencia de transporte de lipoproteinas y otras macromoléculas a su través
depende de la concentracion plasmatica de estas sustancias, de su tamano y de
su carga eléctrica. Este transporte se modifica con la edad, la presion arterial y
el tono vascular. Los cambios de flujo alteran la expresiéon de genes que
producen factores quimiotacticos y aumentan la expresion de moléculas de
adhesion'. También aumenta el tiempo de contacto de las lipoproteinas y con
ello la probabilidad de que se internalicen dentro del endotelio poniendo en

marcha los mecanismos desencadenantes de la respuesta inflamatoria®.

La respuesta de las células a la accién de distintos factores de riesgo se
traduce también en una mayor capacidad de adhesién y permeabilidad de
leucocitos y plaquetas a la capa endotelial que adquiere capacidad
procoagulante a la vez que estimulan la producciéon de citoquinas. Estas
moléculas y otras sustancias vasoactivas y proinflamatorias atraeran hacia la

lesion macréfagos y linfocitos T provenientes del torrente circulatorio!'.
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Las moléculas de LDL en el endotelio ejercen una accion quimiotdctica
sobre monocitos y aumenta la expresion de genes activadores del crecimiento
de colonias de macrofagos (CMGF) lo que supone un fendmeno decisivo en la
evolucion de la lesion'?. Los macréfagos activados liberan mediadores de
inflamacién como uroquinasa e interleucina 1 (IL-1) facilitando la entrada de

monocitos y la adhesion de las moléculas de LDL a las células endoteliales!!.

En una etapa posterior se produce la migracion de células musculares lisas
desde la capa mas profunda de la intima y de macréfagos y linfocitos T desde el
torrente sanguineo al espacio subendotelial. Los monocitos se transforman en
macrofagos que captan y fagocitan las lipoproteinas depositadas en el espacio
subendotelial a través de receptores de membrana denominados scavenger
receptor (SR). La activacion de estas células se sigue de liberacion de enzimas
hidroliticas, citoquinas, quimioquinas y factores de crecimiento que amplifican
la respuesta inflamatoria llegando a producirse necrosis focal en algunas zonas.
La repeticion ciclica de estos fendmenos se acompafia de acumulacion de
células mononucleadas y de la formacion de tejido fibroso que ocasionan el
crecimiento y reorganizacion de la lesion. Como resultado final se forma una

capa fibrosa que cubre un nucleo de lipidos extracelulares y tejido necrético®.

1.2.3 MONOCITOS, MACROFAGOS, CELULAS MUSCULARES LISAS
E INMUNIDAD

Los monocitos, ampliamente distribuidos en los tejidos humanos y
precursores de los macrofagos estan presentes en todas las fases del proceso
aterosclerdtico. Los monocitos aumentan la expresion de receptores
inespecificos del sistema inmune innato, SR y toll-like receptores (TLRs),
determinantes en la organizacion y expansion de la respuesta inflamatoria en la

lesidon aterosclerdtical
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Dentro de la pared arterial las moléculas de LDL son sometidas a procesos
de oxidacion dando lugar a moléculas LDLox que se introducen en los
macrofagos a través de SR. Este proceso facilita la formacion de perdxidos
lipidicos y la acumulacion de ésteres de colesterol dando lugar a células
espumosas (figura 1.1). La captacion y eliminacion de LDL es parte importante
de la accion protectora inicial que realizan los macréfagos en el proceso
inflamatorio minimizando los efectos de esta molécula en las células
endoteliales y células musculares lisas'®. En sentido opuesto se ha observado el
efecto beneficioso de las moléculas de HDL mediante el aumento en la
liberacion de ON, la disminucién en la concentracion de IL-1 y VCAM-1 y la

disminucion de la oxidacion de LDLM.

Los macréfagos actian también como células presentadoras de antigenos,
células secretoras de quimioquinas, factores de crecimiento, metaloproteinasas
y otras enzimas hidroliticas por lo que su accién va a ser determinante en el
desarrollo y progresiéon de la lesion aterosclerdtica. La continua entrada,
replicacion y supervivencia de las células depende de factores tales como el
factor estimulador de granulocitos-macrofagos (G-MSF), derivados de los
propios monocitos, de IL1 que actia como mediador de inflamacién y es
producida por los macrofagos, IL-2, secretada por los linfocitos o IL-8
producida también por macrofagos, con potente accion quimiotdctica y
angiogénica. Dentro de la familia de las quimioquinas CXC la CXCL3
(Chemokine (C-X-C motif) ligand 3) controla la migracion y adhesion de los
macrofagos. Por contra, la accion del interferon y activa la muerte celular
programada de los macréfagos. Cuando esto ocurre, los restos celulares
aparecen dentro de los nucleos necrdticos, caracteristicos de lesiones

aterosclerdticas avanzadas!.
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Figura 1.1 Inflamacién y formacion de la lesion aterosclerética en la pared

vascular

) Adhesion y Adhesidn y
Migracion de Formacién | |Activacién de | | 0regacidn de riada g
células musculares | ge céulas | |Linfocitos T plaguetas Rebton
lisas ESpUMOSa

Modificado de Ross R et al. Atherosclerosis, an inflammatory disease.
N Eng ] Med 1999 340:115-26.

Se ha comprobado también la gran importancia de las células musculares
lisas y de los linfocitos T en la progresion de la lesion®. Su gran capacidad para
producir citoquinas como el factor de necrosis tumoral-a (ITNF-a) e IL-1,
enzimas proteoliticas, particularmente metaloproteinasas y factores de
crecimiento como el factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) y el
factor de crecimiento insulin-like (ILGF) es critica en su capacidad de reparar
tejidos. A su vez los macréfagos activados presentan antigenos a los linfocitos T
mediante antigenos de histocompatibilidad tipo II'. Una de las moléculas que

acttia como antigeno es LDLox?.
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1.2.4 PLAQUETAS

La activacién de las plaquetas es uno de los fendmenos determinantes en la
iniciacion y progresion de lesiones ateroclerdticas en animales y humanos?®. Se
adhieren al endotelio disfuncionante asi como al coldgeno expuesto en las
lesiones y a los macrofagos. Una vez activadas, liberan granulocitos que
contienen citoquinas y factores de crecimiento que junto con la trombina
pueden contribuir a la migracién y proliferacion de células musculares lisas y
linfocitos!. Ademas, las plaquetas son una de las principales fuentes de ON por

lo que su disfuncién altera la homeostasis de la pared vascular®-

En cuanto a la respuesta vasomotora, la estimulacion de las plaquetas
conduce a la formacion de 4cido araquidénico que a su vez puede
transformarse en tromboxano A2, una de las sustancias vasoconstrictoras y
proagregantes mas potentes que se conocen, o bien en leucotrienos que
amplifican la respuesta inflamatoria. En lesiones avanzadas las plaquetas
ejercen una importante funcién protectora manteniendo la integridad de la

pared arterial y protegiéndola frente al desarrollo de hemorragias espontaneas.

1.3 EVOLUCION ANATOMOPATOLOGICA DE LA LESION
ATEROSCLEROTICA

En el andlisis histoldgico de muestras obtenidas de autopsias de sujetos
asintomaticos entre los 2 y 15 afos de edad, fallecidos por causas no
relacionadas con enfermedad aterosclerdtica, las lesiones se localizaron
principalmente en la arteria aorta, arterias coronarias y en general en la

bifurcacion de las arterias?'. En esta seccion se describe la evolucidon de la lesién

7
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desde estadios iniciales en los que se producen cambios detectados solo
microscOpicamente hasta fases avanzadas en las que se produce un remodelado

y alteracion de la luz arterial.

1.3.1 CAPA INTIMA EN SUJETOS SANOS Y REGIONES PROCLIVES
A DESARROLLAR ATEROSCLEROSIS

Las fases iniciales de la aterosclerosis comienzan en la capa intima de la
pared arterial definida como la region de la pared arterial contigua a la luz del
vaso, desde el endotelio hasta la capa media. La capa intima a su vez se separa
en dos niveles: el mas proximo a la luz vascular esta compuesto principalmente
por proteoglicanos, células endoteliales, que forman una capa monocelular que
cubre completamente la superficie en contacto con la luz arterial, macréfagos y
células musculares lisas aisladas. Una segunda capa por debajo de la anterior se
compone por abundantes células musculares lisas y fibras eldsticas (figura 1.2).
Esta zona se separa de la capa media mediante una capa elastica que suele estar

ausente en bifurcaciones, ramificaciones o curvaturas?.

Desde el punto de vista morfoldgico existen segmentos de arterias con
engrosamiento de la capa intima sin que ésta pierda sus caracteristicas
morfoldgicas. Este fendmeno se considera una adaptacion a cambios en el flujo
y presion de la pared y se dan con mas frecuencia en zonas de ramificaciones y
orificios, con una distribucion irregular dentro de la seccion circular de la
arteria? 22, En estas zonas se produce un mayor recambio de células endoteliales
y células musculares lisas ademds de acumulacion de lipoproteinas y otras
macromoléculas del plasma?. En muchos casos estas mismas localizaciones son
aquellas en las que posteriormente asientan las lesiones aterosclerdticas por lo
que para algunos el engrosamiento de la capa intima supondria el estadio

inicial de la lesion aterosclerdtica.
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1.32 DEFINICION DE LESIONES INICIALES, ESTRIA GRASA Y
LESIONES INTERMEDIAS

Técnicamente es imposible seguir la evolucion de una misma lesién a lo
largo de la vida de un individuo por lo que los datos que nos permiten describir
la evolucion anatomopatoldgica de la enfermedad se han obtenido tras estudiar
segmentos con la misma localizacion en individuos de distintas edades. De
acuerdo a los hallazgos obtenidos se distinguen tres estadios sucesivos dentro

de las fases iniciales de la aterosclerosis (figura 1.3)®:

Lesion Tipo I o lesion inicial. Se describe como el depdsito de lipidos en la
intima y la reaccion celular asociada detectada mediante la exploracion
microscopica de los tejidos ya que no puede observarse a simple vista. Son mas
frecuentes en arterias de nifios si bien puede encontrarse en adultos con poca
aterosclerosis o en segmentos de arterias resistentes a la aterosclerosis.
Microscopicamente corresponden a grupos aislados de macrofagos con lipidos

en su interior circunscritos a las zonas de la intima mas engrosadas.

Lesion Tipo II. Estas lesiones son las primeras detectables
macroscopicamente y se describen como “estrias grasas”, acimulos de células
espumosas lineales o en forma de “gota”. Sin embargo, en fases iniciales, siguen
pasando desapercibidas para el ojo humano. Microscopicamente se definen
como células espumosas organizadas en capas. En la lesion se observa mayor

numero de macrdfagos que en el estadio previo.
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Figura 1.2. Imagen microscdpica de la pared arterial de un vardn de 16

anos fallecido sin historia de enfermedad cardiovascular.

(e) corresponde con el
endotelio, (pgc) proteoglicanos
y (me) capa elastica interna,
dentro de la intima. (M) capa
media (A) capa adventicia.
Tomado de Stary HC et al. A
definition of initial, fatty streak,
and intermediate lesions of
atherosclerosis. A report from
the Committee on Vascular
Lesions of the Council on
Arteriosclerosis, American
Heart Association. Arterioscler
Thromb Vasc Biol. 1994;14:840-
56.

La mayor cantidad de lipidos se contiene dentro de las células pero ya se
observan pequefias cantidades acumuladas fuera de ellas, principalmente
ésteres de colesterol®. También comienzan a detectarse células musculares lisas
con “gotas” de lipidos en su interior en la capa mas profunda de la intima asi
como mayor cantidad de matriz extracelular, linfocitos T y mastocitos. Este tipo
de lesiones se han descrito en arterias de sujetos de 30 afios sin FRCV ni historia

personal de eventos cardiovasculares conocidos?..

Solo una parte de estas lesiones evolucionaran hacia el estadio siguiente
constituyendo un subtipo especial dentro de las lesiones tipo II. Pueden
aparecer en zonas que soportan mayor estrés por alteracion en la direccion del
flujo sanguineo sin que tengan que coexistir siempre con altas concentraciones

de cLDL. En estas circunstancias se supone que la presion ejercida en la pared
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vascular provoca mayor tiempo de contacto entre la superficie celular y la
sangre lo que facilita la internacion de estas moléculas en la capa intima. En
sujetos con altas concentraciones de <cLDL como aquellos con
hipercolesterolemia familiar homocigota las lesiones tipo II daran lugar

rapidamente a lesiones avanzadas, incluso en localizaciones atipicas?.

Lesion Tipo III. Este tipo de lesiones enlazan entre las lesiones iniciales y
lesiones avanzadas. Histoldogicamente se caracterizan por la acumulacion
extracelular de lipidos que confluyen entre capas de células musculares lisas en
zonas de la intima. Los lipidos extracelulares reemplazan el contenido de la
matriz, confluyen y desplazan al resto de elementos celulares dando lugar a
pequenas gotas de grasa sin que todavia se forme un gran nucleo lipidico

extracelular ni se afecte la estructura de la capa media®.

Las lesiones iniciales en general permanecen clinicamente silentes al cesar la
accion del agente agresor, por ejemplo al normalizarse las concentraciones de
cLDL. En todas ellas la capa media adyacente a la lesion permanece intacta. Por
el contrario en las lesiones avanzadas, el deposito extracelular de lipidos
produce la ruptura y deformacion de la intima. En lesiones muy avanzadas

estos depositos pueden afectar a las capas media y adventicia (figura 1.3)*

11
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Figura 1.3. Esquema de las lesiones aterosclerdticas desde el

estadio inicial hasta el desarrollo de complicaciones.

Segmento con tendencia a
desarrollar lesion

Modificado de Stary, HC. et al. A definition of advanced Types of
Atherosclerotic  lesions and a histological classification of
atherosclerosis. Circulation 1995; 92: 1355-74.
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1.3.3 LESIONES AVANZADAS Y CLASIFICACION HISTOLOGICA
DE LA ATEROSCLEROSIS

Las lesiones avanzadas son aquellas en las que la acumulacion de material
extracelular, principalmente lipidos, ha ocasionado una importante alteracion
en la estructura de la capa intima produciendo su engrosamiento y
desorganizacion junto con la deformacion de la pared arterial. A partir de este
estadio, la probabilidad de complicacion de la lesion de forma subita por
mecanismos tromboticos secundarios o no a la ruptura de la placa es mucho

mayor®. Dentro de las lesiones avanzadas se incluyen tres tipos diferentes

(figura 1.3):

Lesion Tipo IV. La confluencia de pequenias gotas de lipidos extracelulares y
células espumosas dentro de la intima da lugar a un nucleo lipidico, también
conocido como “ateroma” que se cree es el resultado de la afluencia continua de
lipoproteinas desde el plasma?. En este estadio, los lipidos acumulados
engruesan visiblemente la capa intima pero sin producir todavia la disminucién
del calibre de la luz arterial®. La matriz extracelular es desplazada
localizandose entre el core lipidico y la superficie endotelial. En su interior se
concentran macréfagos, linfocitos, mastocitos y células musculares lisas. Con
frecuencia se acompafan de capilares que bordean los limites de la lesién. En
algunas muestras de sujetos de edad media sin antecedentes clinicos de
enfermedad cardiovascular (ECV) se ha observado la calcificacion de organelas
lo que dara lugar a imagenes hiperecogénicas en la exploracion ecografica de la
lesion. La disminucion de coldgeno y el aumento de macroéfagos facilitan la
formacion de fisuras en esta zona. Como consecuencia se pueden producir con
mayor probabilidad complicaciénes aterotromboéticas que den lugar a

manifestaciones clinicas por disminucién del flujo arterial®.
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Lesion Tipo V. En este estadio la capa de matriz extracelular que rodea el
core lipidico se transforma en una prominente capa de tejido fibroso. Este
nuevo tejido se compone principalmente de coldgeno y células musculares lisas
con abundante expresion del reticulo endopldsmico rugoso que aumenta el
grosor de la capa intima. Esta capa se engruesa mdas cuando engloba en su
interior restos de trombos que se han ido incorporando y reorganizado en su
interior. En los mdrgenes de la capa fibrosa aparecen capilares que suelen ser
mayores y mas numerosos que en las lesiones tipo IV, junto con macrofagos,
linfocitos y células plasmaticas. Con frecuencia se acompanan de
microhemorragias cuyos restos quedan englobados en la propia lesion. Existen
distintas variaciones segtin se incluya el core lipidico, se asocie o no con tejido
fibroso y aparezcan o no calcificaciones. En este estadio se produce la
disminuciéon de la luz vascular y alteraciones en el flujo sanguineo que las

hacen ain mas proclives a nuevas complicaciones®.

Lesion Tipo VI. Se clasifican en este apartado las lesiones tipo IV o V que
han sufrido una ruptura o erosion de la capa fibrosa, hemorragia o trombosis.
Estas lesiones son las que con mas frecuencia ocasionan manifestaciones clinicas
por disminucion del flujo arterial. Estas complicaciones pueden asentar en
cualquier estadio de la aterosclerosis, incluso en la superficie de la intima sin

lesion aparente, aunque en este ultimo caso son mucho menos probables.

A la vez que se producen todos estos fendmenos se produce una adaptacion
del calibre vascular. La evolucion de la lesion ocasiona el engrosamiento de la
pared arterial junto con el aumento del tamafio de la arteria por lo que el calibe
de la arteria permanece preservado hasta que el aumento en el didmetro arterial
se hace insuficiente dando lugar a la disminucion de la luz vascular y

alteraciones del flujo sanguineo®.
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1.4 PLACA VULNERABLE

La ruptura de la placa ateromatosa es la complicacion mas frecuente de las
lesiones ateroscleroticas, considerandose la causa del 70% de todos los infartos
agudos de miocardio (IAM) y muertes subitas?. En otros estudios alrededor del
50% de las lesiones causantes de eventos isquémicos agudos no mostraron
estenosis significativa de la luz arterial en una primera angiografia por lo que la
complicacion aguda de la placa, mas que la estenosis de la luz arterial parece
ser el factor desencadenante del episodio clinico® . Las lesiones en estadios
avanzados (IV y siguientes) son aquellas que con mayor probabilidad pueden
complicarse y dar lugar a un evento isquémico agudo a corto plazo. Se estima
que en una gran proporcion de casos las complicaciones tromboticas de la
placa, secundarias a pequefias rupturas o fisuras son asintomaticas y forman
parte de la evolucidn natural de la lesion, dando lugar a la estenosis progresiva

de la luz arterial®°.

Un alto porcentaje de las placas complicadas corresponden a lesiones con
una delgada capa fibrosa y abundante nucleo lipidico. Se ha especulado sobre
distintos factores que facilitan la ruptura de esta capa fibrosa: presencia de
células inflamatorias®-2 , liberacion de sustancias toxicas y/o proteoliticas por
los macrofagos alojados en la lesion®, espasmo coronario®, debilidad de las
estructuras que componen la lesion, alteraciones por stress de la pared® o
ruptura de pequenos vasos dentro de la lesion®. La ruptura de la capa fibrosa
desencadena el proceso trombotico al exponer material de su interior
(fosfolipidos, factor tisular y moléculas de adhesion de plaquetas) al torrente

circulatorio®.
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En los casos no relacionados con la ruptura de la placa, el principal
desencadenante de un evento isquémico agudo es la erosion del endotelio o la
calcificacion nodular dando lugar a fendmenos de trombosis y obstruccion de la

luz arterial por la activacion de plaquetas en la superficie de la placa®.

En otras ocasiones la dilatacion del segmento de la pared que alberga la
lesién produce lesiones aneurismaticas. En la mayoria de las ocasiones la lesion
presenta una superficie erosionada o se asocia con lesiones tipo VI que
contienen trombos en su interior, a pesar de lo cual se preserva el calibre de la
luz arterial®. Estas lesiones son tipicas de arterias de gran calibre como la arteria

aorta.

Figura 1.4. Relacion entre el porcentaje de estenosis, tipo de placa y riesgo

de complicacion

ow 50 oo

Frecuencia de Eia.c;as

Riesgo de complicacion por placa

Modificado de Naghavi et al. From vulnerable plaque to vulnerable patient: a call
for new definitions and risk assessment strategies: Part I. Circulation 2003;108:1664-
72.
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En un mismo sujeto coexisten lesiones en distinto estadio evolutivo por lo
que para determinar con mayor exactitud el riesgo de complicaciones
aterosclerdticas es necesario evaluar ampliamente un territorio o varios
territorios arteriales y no solo lesiones focales. Se ha comprobado la asociacion
entre la frecuencia de placas, el grado de estenosis y el grado de complicacion
de las mismas (figura 1.4). Aunque el riesgo de complicacién trombotica
pudiera ser mayor en lesiones con estenosis severa, en general en un individuo
existen mas lesiones aterosclerdticas en estadios intermedios cuyo riesgo

relativo de complicacién es menor®.

1.5 FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULARES

1.5.1 DISLIPEMIA, LIPOPROTEINAS Y PATOGENIA DE LA
ATEROSCLEROSIS

El aumento en las concentraciones de colesterol como factor causante de la
progresiéon de la lesidn aterosclerotica fue enunciada por primera vez a
mediados del siglo XIX por Virchow. En la mitad del siglo XX con el aumento
en la incidencia de la patologia derivada de enfermedad aterosclerotica este
paradigma fue ganando aceptacion hasta llegar a considerar el aumento de
colesterol como uno de los principales factores de riesgo asociado con la
progresién de aterosclerosis y con la incidencia de ECV?®. Actualmente, el
aumento de colesterol en sangre secundario al aumento en la concentracién de
cLDL es aceptado como el principal factor de riesgo de enfermedad
aterosclerdtica®”. En uno de los primeros estudios realizados para valorar la
prevalencia de dislipemia en sujetos con cardiopatia isquémica (CI) en el que se

incluyeron quinientos supervivientes de IAM, se detecté algun tipo de
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dislipemia en el 31% los sujetos. Este porcentaje se elevd hasta el 60% entre

varones menores de 40 anos y mujeres menores de 50 afios®.

1.5.1.1 HIPERCOLESTEROLEMIA

Los resultados obtenidos en estudios epidemioldgicos, con animales de
experimentacion y en formas genéticas de hipercolesterolemia han demostrado
que la concentracion elevada de cLDL es uno de los principales factores de
riesgo conocidos de ECV. Resulta paradigmatica la incidencia de CI en Ia
segunda década de la vida en sujetos con hipercolesterolemia familiar

homocigota®.

Figura 1.5. Relacion entre las concentraciones medias de cLDL obtenida e
incidencia de eventos cardiovasculares en diferentes estudios de

prevencion secundaria.
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Modificado de LaRosa et al. Intensive lipid lowering with atorvastatin in patients
with stable coronary disease. N Eng | Med 2005;352: 1425-35.
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Se ha demostrado una asociacion positiva entre la concentracion de CT y la
mortalidad por CI*¥. La disminucion en la concentracion de cLDL se acompanan
de disminucion proporcional en la incidencia y mortalidad por ECV, tanto en
prevencion primaria®*# como secundaria*** siendo mayor el beneficio cuanto

mayor sea la reduccién obtenida en la concentracion de cLDL(figural.5).

La prevalencia de hipercolesterolemia en Espana, definida como la
concentracion de CT superior a 250 mg/dl es de alrededor del 20% en poblacion
general, similar a la de otros paises industrializados. En el estudio HISPALIPID
en el que fueron estudiados mas de 33000 sujetos recogidos en consultas
médicas no especializadas, un 25% presentaba dislipemia (69%
hipercolesterolemia  26%  dislipemias mixtas y el 5% restante

hipertrigliceridemias)?.

No soélo las moléculas de LDL ejercen un efecto sobre la incidencia de ECV.
Las lipoproteinas de alta densidad (HDL) son moléculas que realizan el
transporte reverso del colesterol desde las arterias a los tejidos periféricos
siendo capaces de intercambiar ésteres de colesterol y triglicéridos (TG) con
moléculas de LDL y VLDL (lipoproteinas de muy baja densidad). Sus altas
concentraciones se han postulado como un factor protector frente al desarrollo
de aterosclerosis mientras que la disminucion de sus valores en sangre se ha
demostrado como un factor de riesgo independiente de ECV*- %, En la cohorte
de Framingham se observd un aumento del riesgo cardiovascular
independiente de los valores de cLDL, especialmente en varones con cHDL

menor de 25 mg/dl y en mujeres con cHDL menor de 35 mg/dl*.

La revision de cuatro grandes estudios epidemioldgicos ha demostrado una
disminucidén en la incidencia de eventos cardiovasculares del 2 al 3 % por cada

miligramo de cHDL aumentado en sangre®. En otro estudio de prevencion
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secundaria la administracion de gemfibrozilo en sujetos con cHDL menor de 40
mg/dl se asocié a un aumento en su concentracion del 6% y a una disminucion

de ECV del 22 %.

1.5.1.2 HIPERTRIGLICERIDEMIA

El aumento de TG en sangre o hipertrigliceridemia (HTG) definido como la
concentracion de triglicéridos en sangre por encima del percentil 90 de la
distribucién en la poblacion segiin edad y sexo, es la alteracion en el perfil
lipidico mas frecuentemente observada en sujetos con IAM precoz®'. Es ademas,
la dislipemia que con mads frecuencia se asocia con otros FRCV como HTA, DM
y bajas concentraciones de cHDL* En el estudio PROCAM (Prospective
Cardiovascular Miinster Study)® el aumento en la concentracion de TG se
mostré como un factor de riesgo independiente de ECV en aquellos sujetos con
altas concentraciones de cLDL mientras que en la cohorte de Framingham
resultd ser un importante predictor independiente de CI*. En estudios mas
recientes se ha relacionado la HTG postpandrial como un importante factor de

riesgo de aterosclerosis®.

El aumento de TG en sangre puede aparecer de forma aislada o con
hipercolesterolemia cuando aumenta en sangre el nimero de moléculas de
VLDL. Se asocia ademas, con la disminucion de cHDL y el aumendo de
moléculas de LDL pequenas y densas (LDLpd). Este mismo perfil lipidico es
frecuente también en algunas dislipemias familiares en las que se ha detectado
gran prevalencia de ECV como la hiperlipemia familiar combinada (HFC) y la

disbetalipoproteinemia®.

Las particulas LDLpd se generan por accion de la lipasas hepatica e

intestinal a partir de moléculas de LDL ricas en TG. Se ha postulado la especial
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accion aterdgenica de estas moléculas por presentar mayor tendencia a la
oxidacién y por su mayor capacidad de unirse a los glicosaminoglicanos de la
superficie celular y de ser captadas por los SR de la superficie de los
macrofagos®. Su concentracion esta elevada en un alto porcentaje de individuos
tras un episodio coronario agudo. En muchos casos su accion aterogénica no
parece ser independiente sino que esta relacionada con otros cambios en las
caracteristicas y concentracion de lipoproteinas y otros factores de riesgo

asociados en estos sujetos”.

El aumento en la concentracién de TG actiia como marcador de resistencia a
la insulina (RI) en sujetos con DM, sobrepeso y obesidad. Como consecuencia
de las alteraciones en la accion de la insulina a nivel hepatico se produce un
aumento de dcidos grasos libres en sangre y en la oxidacion de glucosa en
periodos postpandriales. El aflujo de acidos grasos libres al higado se ha
enunciado como una de las principales causas del aumento en la produccion de
TG, apo B y VLDL. La RI ademas, disminuye la accion de la lipoprotein lipasa,
con la consiguiente disminucion del aclaramiento del plasma de lipoproteinas

ricas en TG3.

1.5.2 PRESION ARTERIAL

La prevalencia de HTA, en poblacion general espanola es del 35%,
considerando como tal a aquellos sujetos con presion arterial sistolica (PAS) y/o
diastolica (PAD) igual o mayor de 140 y 90 mmHg respectivamente o en
tratamiento farmacologico antihipertensivo. Estas cifras ascienden hasta el 40-
50% cuando consideramos sujetos de edades medias y al 68% en mayores de 60
anos®. En general, alrededor del 40% de los sujetos hipertensos presenta un
control Optimo de sus cifras de tension arterial. Estos porcentajes descienden

hasta el 15% en aquellos con mayor morbilidad como son los diabéticos y los
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pacientes con insuficiencia renal en los que el control exhaustivo de los FRCV se
hace mas necesario®. En paises del ambito anglosajon la prevalencia global de
la HTA se sittia alrededor del 25%. Estas diferencias pueden tener relacion con
la diferencia en el patron mediterraneo de ECV en el que los eventos

cerebrovasculares son mas frecuentes que los episodios de CI%.

La prevalencia de HTA no expresan sino una parte de un problema mucho
mas amplio ya que se estima que hasta otro 34% de individuos en la poblacion
general presentan cifras de tension arterial por encima de los valores éptimos
(120/80 mmHg). Dichos valores, aunque no se consideran como diagnostico de
HTA, se asocian a mayor incidencia de eventos cardiovasculares®. También se
han relacionado de forma directa las cifras de presion arterial elevadas en la

edad juvenil con la prevalencia de HTA en la edad adulta®.

El aumento en la prevalencia de HTA en Espafia parece estar en relacion
con el mayor envejecimiento de la poblacion y la epidemia actual de sobrepeso
y obesidad®. La HTA es alrededor de 6 veces mas frecuente en obesos que en
sujetos delgados y aumenta progresivamente a medida que aumenta el indice
de masa corporal (IMC), sobre todo si la grasa corporal tiene una distribucion
abdominal. La prevalencia de HTA en varones pasé de 15% en aquellos con
IMC menor de 25 Kg/m2 hasta el 42% en aquellos con IMC mayor de 30 Kg/m?.
En mujeres en los mismos grupos de IMC la prevalencia de HTA paso del 15%
al 38%. Ademas, un alto porcentaje de sujetos hipertensos presenta al menos
sobrepeso®. La ganancia de peso en sujetos jovenes es un factor de riesgo para

desarrollar HTA en la edad adulta®.

En pacientes hipertensos, la concentracion de angiotensina II, el principal
metabolito resultante de la estimulacion del eje renina-angiotensina, esta

generalmente elevada. La angiotensina II actiia antagonizando el efecto del ON,
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aumentando la produccion de endotelina por estimulo directo en las células
endoteliales y estimulando el crecimiento de las células musculares lisas por lo
que se cree que es responsable del engrosamiento de la capa media arterial®.
Mediante la unién con un receptor especifico la angiotensina II produce un
aumento en la sintesis de proteinas dentro de estas células, ademas de su

contraccion e hipertrofia®.

La HTA tiene actividad proinflamatoria afiadida al asociarse con un
aumento en la formacién de perdxido de hidrogeno y radicales libres. Estas
sustancias disminuyen la formacion de ON en el endotelio, aumentan la
adhesion de leucocitos y las resistencias periféricas® ¢ En zonas con alteracion
de la tension hemodindmica en la pared arterial aumenta la expresion de
moléculas de adhesién y genes inflamatorios por parte de las células

endoteliales.

1.5.3 SOBREPESO Y OBESIDAD

Desde hace dos décadas se ha observado un importante aumento en el
numero de sujetos con sindrome metabolico (SM) a lo largo de todo el mundo
en relacién con la epidemia de obesidad y DM®. Para el diagndstico de SM se
requiere que en un mismo sujeto confluyan diferentes factores: altas
concentraciones de TG, bajas de cHDL, hiperglucemia, HTA y obesidad de

distribucion abdominal®

Se ha descrito un incremento continuo y gradual del riesgo relativo de
mortalidad con el aumento del IMC®. Esta asociacion es mucho mas importante
a partir de valores de IMC de 30 Kg/m? (figura 1.6). En un estudio reciente, tras

el seguimiento de mas de 270.000 sujetos desde la infancia hasta la edad adulta
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,se observo una relacion lineal positiva entre los valores del IMC en la infancia y

la incidencia de eventos cardiovasculares en la edad adulta.

En Espana la prevalencia de sobrepeso (IMC entre 25 y 30 Kg/m2) y
obesidad (IMC mayor de 30 Kg/m2) ha aumentado en los ultimos afios, de
forma mucho mas evidente en nifios”. En 2003 la prevalencia global de
obesidad fue del 13,5%, sin diferencias entre ambos sexos, aumentando con la

edad e inversamente proporcional al nivel socioeconémico’™ 7.

Figura 1.6. Relacion entre IMC y riesgo cardiovascular
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Manson JE et al. Body weight and mortality among women. N Engl | Med
1995; 333: 677-685.

La prevalencia de SM varia entre zonas geograficas y grupos étnicos y
aumenta con la edad. En los ultimos afios se ha intentado llegar a una tnica
definicion de SM basada principalmente en hallazgos clinicos y bioldgicos
desarrollada por la International Diabetes Federation (IDF). Esta nueva
definicidon aporta diferentes limites para la definicion de obesidad abdominal

segun el grupo étnico y establece la concentracion limite de glucosa en 100
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mg/dl ™. Ademads, ha demostrado mayor sensibilidad que los criterios de la

ATP-III en la deteccion de sujetos con RI en poblacion espafiola™.

1.5.4 TABAQUISMO

El consumo de tabaco constituye uno de los principales riesgos para la salud
cardiovascular y es la principal causa de morbi-mortalidad prematura y
prevenible en el mundo desarrollado’™. La prevalencia del consumo de tabaco
en poblacion general espanola en 2006 fue de 23,7%, en clara tendencia
descendente en el computo general y en los varones, mientras que este habito se

ha hecho mas popular entre el sexo femenino”.

El impacto del consumo de tabaco en la mortalidad es muy notable. En el
ano 2001 el tabaco fue responsable en Espafia de 54200 muertes (15,5 % del total
de muertes en mayores de 35 afios). De éstas, un tercio fueron muertes por
ECV” siendo junto con la DM el principal factor de riesgo asociado con
episodios de isquemia de extremidades inferiores. La abstencion del habito
tabdquico es una medida eficaz tanto para la prevencion primaria como

secundaria de nuevos episodios de ECVZ.

El habito tabaquico se ha asociado con mayores concentraciones de CT y
menores de cHDL, asi como con HTG postpandrial”, mayor agregacion
plaquetaria y actividad vasomotora®. En los dltimos estudios epidemiologicos
se ha relacionado ademads con nuevos factores de riesgo o marcadores de riesgo

emergentes como la proteina C reactiva (PCR), homocisteina y fibrindgeno®.

La accion proaterogénica de los productos derivados del humo del tabaco se
ejerce principalmente en el tejido elastico de la pared arterial disminuyendo la

cantidad de elastina y aumentando la actividad elastasa®? por la activacion de
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proteasas de neutrdfilos®. En este contexto podria enmarcarse la relacion
encontrada entre tabaquismo y mayor prevalencia de aneurismas de aorta por
la disminucion de tejido elastico en la pared aneurismatica. También se ha
observado alteraciones en la funcién del endotelio arterial en respuesta a
estimulos vasoactivos en fumadores respecto a no fumadores®. Los fumadores
presentan lesiones mas evolucionadas que los no fumadores cualquiera que sea
el estadio en que se comparen por lo que se puede concluir que el tabaco
influye en la evolucion de las lesiones aterosclerdticas desde fases iniciales hasta

lesiones avanzadas®®.

1.5.5 DIABETES MELLITUS

El diagnostico de DM se establece cuando los valores de glucosa en sangre
en ayunas son superiores a 125 mg/dl en al menos dos determinaciones
realizadas en dos dias diferentes o bien cuando alcanzan los 200 mg/dl en
cualquier determinacion o a las dos horas de realizar una sobrecarga oral de 75
mg de glucosa¥. Nueve de cada 10 casos de DM son tipo 2 (DMT2) mientras
que el 10% restante corresponden a DM tipo 17 La prevalencia de DMT2 en
poblacion general espafiola se calcula en la actualidad en torno al 10%. Su
incidencia ha ido aumentando paralelamente al aumento del sobrepeso y
obesidad pero se calcula que sélo la mitad de los sujetos con criterios de DM
estdn diagnosticados. En los ultimos afos el diagnostico de DMT2 se esta

produciendo en edades cada vez mas tempranas de la vida®.

Los sujetos con DM presentan una evolucion madas acelerada de la
enfermedad aterosclerdtica debido a difeerentes mecanismos como
hiperglucemia, perfil lipidico aterogénico y aumento de la inflamacion®. La
incidencia de ECV y la mortalidad en sujetos con DM es equivalente a la de

aquellos sujetos no diabéticos que han sufrido un episodio isquémico vascular®
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La hiperglucemia aumenta la expresion de genes proinflamatorios en
células endoteliales, monocitos y células musculares lisas. Ademas, en estudios
in vitro se ha comprobado que promueve la oxidacién de LDL. En presencia de
hiperlipemia, la hiperglucemia estimula la proliferacion de macrofagos por un
mecanismo dependiente de LDLox. La proliferacion de células musculares lisas
parece estar implicada en la produccion de moléculas de la matriz implicadas
en la evolucion de la aterosclerosis®. A pesar de estos fendmenos no se ha
demostrado beneficio en la mortalidad por ECV con el control intensivo de la
glucemia en sujetos con DM de larga evolucion respecto a aquellos que

recibieron tratamiento convencional®!.

Otro de los factores determinantes de la aceleracion en la evolucion de la
aterosclerosis puede atribuirse al perfil lipidico de estos pacientes. Si bien la
elevacion en las concentraciones de cLDL son moderadas, se ha comprobado la
eficacia del tratamiento hipolipemiante consiguiendo una reduccién de entre un
25y 50 % en la incidencia de ECV®. El riesgo cardiovascular puede atribuirse en

parte al perfil lipidico caracteristico de estos pacientes: mayores concentraciones

de TG y LDLpd y bajas de cHDL5 %,

1.5.6 PROTEINA C REACTIVA COMO MARCADOR DE RIESGO
CARDIOVASCULAR

Aunque en un comienzo se consider6 un marcador no especifico de
inflamacion, varios estudios han sugerido un papel central de esta proteina en
distintos pasos del desarrollo y progresién de aterosclerosis: induccion de
disfuncion endotelial, formacién de células espumosas, inhibicion de la
diferenciacion de células endoteliales progenitoras o activacion del
complemento en la placa aterosclerdtica entre otros®. Apoyando esta hipdtesis

se ha observado la asociacidn entre la presencia de placas en arteria carotida y
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PCR en varones de poblacién general de edad media®. También se ha
observado su aumento en pacientes con aumento de tejido adiposo como
consecuencia del estimulo de adipoquinas o citoquinas que modifican la

respuesta inflamatoria®.

Su importancia parece ser mayor en la fase aguda de la aterosclerosis donde
los valores altos de PCR se relacionan con la elevacion de troponinas, la
complicacion de la placa detectada mediante imagen intracoronaria y con peor
pronodstico a corto y medio plazo®. Los valores de esta proteina parecen
relacionarse con la activacion de la placa aterosclerotica mas que con el posible
dafio miocardio”. En los ultimos afios se han intentado desarrollar algoritmos
predictivos de ECV que mejorasen el poder predictivo obtenido hasta el
momento con los FRCV convencionales. Tras un seguimiento medio de 10 afios,
se demostré mejoria en la estratificacion de riesgo cardiovascular tanto en
varones como en mujeres cuando en el modelo se afiadia valores de PCR y
antecedentes familiares de ECV. El valor considerado como limite superior de

normalidad en la concentracion de PCR fue de 3mg/L%

También se han relacionado con la actividad inflamatoria de placas silentes.
Una elevacion moderada de PCR detectada mediante inmunoandlisis es un
factor de riesgo independiente para desarrollo de ECV en poblacion sana®.
Recientemente se ha demostrado la disminucion en la incidencia tanto de CI
como de ECBV en aquellos sujetos con tratamiento hipolipemiante intensivo.
En sujetos sin historia previa de enfermedad aterosclerdtica clinica, con
concentraciones de cLDL por debajo de 130 mg/dL el tratamiento
hipolipemiante intensivo se asocid una disminuciéon en la concentracién de
cLDL del 50 % (55 mg/dl) y una disminucion del 59 % (1,36 en placebo vs 0,77

en el grupo con tratamiento activo) en el riesgo relativo de eventos
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cardiovasculares respecto a placebo. El beneficio observado fue mayor en aquel
grupo de pacientes en los que se consiguié una disminucion adicional en la

concentracion de PCR4.

1.6 EPIDEMIOLOGIA DE LA ENFERMEDAD
CARDIOVASCULAR

Las enfermedades del sistema circulatorio constituyen la primera causa de
mortalidad en poblacion espafiola’® y mundial'® (figura 1.7). En 2004 se
atribuyeron a esta causa el 33% de todas las defunciones (29% en varones y 38%
en mujeres) con una tasa bruta de mortalidad de 291 por 100.000 habitantes (269
en varones y 311 en mujeres) llegando a ser superior a mil por 100.000

habitantes en mayores de 75 afios™.

Figura 1.7 Causas de mortalidad en Espafa segun sexo
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Las dos formas de enfermedad aterosclerdtica mas frecuentes son la CI
(81%) y las distintas formas de enfermedad cerebrovascular (ECBV) (28%) que
en conjunto suponen casi el 60% de todas las causas de mortalidad de origen
aterosclerdtico. La primera es mads prevalente en varones y en sujetos mas
jovenes mientras que la segunda aparece con mas frecuencia en mujeres de

edad avanzada”.

Al analizar la mortalidad proporcional por grupos de edad, las
enfermedades cardiovasculares sdlo son la primera causa de muerte a partir de
los 75 afos. En cuanto al sexo, mueren mas mujeres que hombres por
enfermedad del sistema circulatorio si bien la tasa de mortalidad ajustada por
edad es mayor en varones que en mujeres para todos los grupos de edad

excepto para mayores de 84 anos.

Figura 1.8. Tasa de mortalidad por enfermedad cardiovascular en Espafia

ajustada por edad. Afios 1975-2004
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En caso de CI la diferencia es mucho mayor siendo la tasa ajustada en
varones doble que en mujeres mientras que la tasa ajustada de ECBV es solo un
14 % mas frecuente en varones que en mujeres. Como explicacion a este
fendmeno las mujeres tienen menos riesgo coronario que los varones y por lo
tanto mayor probabilidad de llegar a edades avanzadas donde la mortalidad

por ictus es mas frecuente'®.

La tasa de mortalidad por ECV ajustada por edad en Espafa esta
disminuyendo un 3,1% de media desde 1975. Estos porcentajes se corresponden
con una disminucion media del 4,2% en la mortalidad por ECBV y del 1,2%
anual debida a CI (figura 1.8). El numero total de muertes por ECV sin embargo
ha aumentado y se espera que aumente a lo largo de las préximas décadas

debido principalmente al envejecimiento de la poblacion'®.

Figura 1.9. Comparacion de la tasa de mortalidad cardiovascular global entre
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31



Introduccién

Espana presenta un patron de muerte por enfermedad aterosclerotica
semejante al de otros paises mediterraneos, claramente inferior al de los paises
del centro y norte de Europa y Norteamérica, y una posicion media-baja en el
contexto de la mortalidad cerebrovascular occidental'™ (figura 1.9). La razén de
estas diferencias no se conoce bien, pero tradicionalmente la dieta mediterranea
ha sido considerada uno de los principales factores protectores frente al

desarrollo de aterosclerosis.
1.6.1. CARDIOPATIA ISQUEMICA

La cardiopatia isquémica (CI) es la principal causa de muerte en Espafa
desde 1996 (31% de todas las muertes cardiovasculares) predominando en
varones respecto a mujeres (39% frente 25%)7. Segun el estudio PANES la
prevalencia de angina de pecho en Espafia en poblacion general de 45 a 74 afos
fue del 7,5% lo que indicaria que existen mas de un millén de sujetos afectos

por esta enfermedad en nuestro pais'®.

La enfermedad isquémica del corazon es también la que da lugar a mas
morbilidad hospitalaria dentro de las enfermedades del sistema circulatorio con
una tasa de 356 por 100000 habitantes entre las altas hospitalarias. Estas cifras
estan en constante aumento debido principalmente a la mayor supervivencia
lograda hoy en dia tras un evento cardiovascular y al mayor envejecimiento de
la poblacion'® (figura 1.10). La angina de pecho es el cuadro isquémico cardiaco
que con mas frecuencia se asocia con ingreso hospitalario mientras que las

formas agudas como el IAM son las que producen mayor mortalidad.

En general, las mujeres presentan CI una década después de los varones si
bien la tasa de incidencia global entre 35 y 64 afios es ligeramente superior en

las mujeres respecto a los varones (51,3 y 49,4% respectivamente). Esto supone

32



Introduccién

un importante aumento en la incidencia de CI en las mujeres al final de la edad

adultalo,

Figura 1.10. Tendencia de la tasa de morbilidad hospitalaria por
enfermedades del sistema circulatorio, enfermedad isquémica del corazén

y enfermedad cerebrovascular para ambos sexos 1977-2005.
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1.6.2 ENFERMEDAD CEREBROVASCULAR

La ECBV es responsable del 28% de muertes de causa cardiovascular en Espana
lo cual representa una incidencia media-baja respecto a otros paises a nivel
mundial y similar a la observada en el drea mediterranea. Al contrario de la CI,
es mas frecuente en mujeres que en varones (figura 1.11) constituyendo un
ejemplo de patron mediterraneo de ECV en el que predomina la enfermedad
isquémica cerebral respecto a la cardiaca'® ®. El principal factor de riesgo

asociado con la ECBV es la HTA.

La ECBV es responsable del 10-12% de todas las muertes ocurridas en

paises industrializados. Su incidencia aumenta exponencialmente con la edad
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(el 88% de los casos se producen en mayores de 65 afnos) y es mayor en sujetos
de raza negra. La mortalidad es mayor en mujeres respecto a hombre (16% y 8%
respectivamente) si bien ha disminuido en los ultimos afios, como consecuencia

del mejor control de la HT A%,

Figura 1.11. Inciedencia de enfermedades del aparato circulatorio por

sexos en Espana 2004
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1.6.3 OTRAS FORMAS CLINICAS DE ATEROSCLEROSIS

La tercera causa de muerte de origen cardiovascular es la insuficiencia
cardiaca definida como el fallo en la capacidad del corazén para movilizar el
volumen sanguineo y distribuirlo a los tejidos. Se estima que la insuficiencia
cardiaca ocasiona el 15% de la mortalidad cardiovascular”. Esta enfermedad es
la via final de la un alto porcentaje de enfermedades que afectan al corazon por
lo que la importancia real de la CI como etiologia de enfermedad cardiaca
puede estar subestimada. Se calcula que la llamada enfermedad hipertensiva
(HTA, enfermedad cardiaca hipertensiva y enfermedad renal hipertensiva)

produce el 5% total de todas las muertes de causa cardiovascular y hasta el 15%
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de la morbilidad hospitalaria debida a enfermedades del sistema circulatorio

siendo la principal causa de ingreso hospitalario en mayores de 65 anos”.

El término enfermedad vascular periférica (EVP) incluye un grupo diverso
de desordenes que conducen a la estenosis, oclusion o dilatacién aneurismatica
de la aorta y sus ramas no coronarias incluyendo la arteria carotida,

extremidades superiores, arterias viscerales y ramas de extremidades inferiores.

La aterosclerosis sigue siendo el principal fendmeno causal de estenosis,
aneurismas y tromboembolias de la arteria aorta y sus ramas. La caracteristica
de enfermedad sistémica de la aterosclerosis propicia la coexistencia de
enfermedad vascular en extremidades inferiores con la afectacion de otros
lechos vasculares'®. Aquellos pacientes que presentan clinica simultdneamente
en mas de un territorio presentan peor pronostico. Especialmente aquellos con
clinica sugestiva de EVP presentan una mortalidad de causa cardiovascular tres
veces mayor que la de aquellos sujetos de su misma edad y sexo sin dicha
sintomatologia'”. Los principales factores de riesgo en el desarrollo de EVP
sintomatica son el tabaquismo y DM!'%®. El cese del habito tabaquico se asocia a
menores tasas de amputacion y mejor evolucion clinica de la enfermedad. La
DM elimina el efecto protector frente a arteriosclerosis del sexo femenino y

supone la principal causa de amputacion de extremidades inferiores.

La prevalencia de enfermedad vascular periférica en Espafa es del 8,5% en
mayores de 55 afos (10,2% en varones y 6,3% en mujeres)'®. En otras
poblaciones se ha detectado una prevalencia del 3 a 6 por cada 10000 en
poblacion general entre 30 y 44 anos llegando hasta 61 y 54 casos por cada
10000 sujetos respectivamente en varones y mujeres entre 65 y 74 anos. La
prevalencia ascendid hasta el 10% en sujetos entre 55 y 74 anos cuando se toma

como referencia para el diagnostico valor del Indice Tobillo-Brazo (ITB) igual o
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menor de 0,91 La prevalencia aumenta con la edad y en aquellos sujetos con

peor control de los FRCV1%,

1.7 DISLIPEMIAS DE ORIGEN GENETICO Y ENFERMEDAD
CARDIOVASCULAR

1.7.1 HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAR

La hipercolesterolemia familiar heterocigota (heHF) es una de las
principales dislipemias genéticas y una de las enfermedades monogénicas mas
frecuentes en poblacion general'’. Su prevalencia global se estima en torno a
1:500 en poblacion general si bien existen grandes variaciones en distintas areas
del mundo''’. Los sujetos afectos presentan altas concentraciones de CT por
aumento de cLDL en sangre desde el nacimiento o los primeros anos de vida.
Junto a las alteraciones en el perfil lipidico, esta enfermedad se acompana de
mayor incidencia de ECV que ademds acontece mas precozmente que en
poblacion general. En un alto porcentaje de los pacientes afectos se producen
ademads depositos de colesterol en estructuras extravasculares, siendo el mas
caracteristico el engrosamiento de tendones extensores de manos y pies,

denominado xantoma tendino (XT)'?

La causa del aumento de colesterol circulante es la disfuncién del receptor
especifico para LDL en la superficie de la célula (rfLDL) a través del cual estas
moléculas se internalizan dentro de las células. El patron de herencia es
autosdmico codominante con una penetrancia de casi el 100% por lo que en las
familias portadoras por cada progenitor afectado un 50% de la descendencia

presentara la enfermedad!'2.

36



Introduccién

1.7.1.1 FISIOPATOLOGIA DEL RECEPTOR LDL

El rLDL es una glicopoproteina transmembrana localizada principalmente
en el hepatocito. Este receptor se une principalmente a dos ligandos: apo B-100,
la tinica apoproteina que forma parte de la molécula de LDL y apo E que forma
parte de VLDL y HDL"3, Se han descrito mas de 1000 mutaciones causantes de
esta enfermedad a lo largo de todo el mundo con una distribucion muy
desigual (hppt//www.ucl.ac.uk/ldlr/Current). La poblacion HF espanola
presenta una gran heterogenicidad genética con mas de 200 mutaciones
diferentes detectadas hasta el momento, la mayoria de las cuales estan
recogidas en la plataforma LIPOCHIP® (Progenika-Biopharma, Derio,

Espana)!!*

Tras la union del complejo receptor-lipoproteina se forma un endosoma por
invaginacion de la propia membrana celular en la que se localiza el receptor.
Estas nuevas organelas llegan hasta el reticulo endopldsmico rugoso de la célula
donde las moléculas de LDL son separadas de los rLDL que a su vez son
reciclados hasta la membrana celular (figura 1.12). Cuando el rLDL es deficiente
la captacion de LDL del torrente circulatorio disminuye y la concentracion de
cLDL en plasma aumenta de forma inversa al ntiimero de receptores en la
superficie celular. Al mismo tiempo se estimula la sintesis enddgena de
colesterol por la activacion de la hidroximetil-glutaril coenzima A reductasa,

principal enzima reguladora de la sintesis enddgena de colesterol'

El diagndstico de certeza de la enfermedad se obtiene por la deteccion de la
mutacion responsable en el gen del receptor de LDL (LDLR). Dicho gen se
localiza en el brazo corto del cromosoma 19 y codifica una tnica cadena
glicoproteica que contiene 839 aminodacidos en su forma madura. Dentro de las

mutaciones causantes de alteracion en la funcién del rLDL (figura 1.12) se han
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identificado cinco fenotipos distintos: La clase 1 es incapaz de producir una
proteina inmunoprecipitable, dando lugar al denominado alelo nulo. La clase 2,
que es la mds frecuente, da lugar a una proteina en la que se bloquea el
transporte intracelular entre el reticulo endopldsmico y el aparato de Golgi
(alelos defectuosos para el transporte). Los alelos de clase 3 codifican proteinas
que son transportadas a la superficie de la célula pero fallan en la unién con las
moléculas de LDL (alelos de union defectuosa). Los menos frecuentes de todos
ellos son los tipo 4 que alcanzan la superficie celular y se unen a la molécula de
LDL pero son incapaces de internarse por medio de fagosomas (alelos
defectuosos en la internacién). Los alelos clase 5 codifican receptores que se
unen con moléculas de LDL pero fallan en la capacidad de reciclar receptores a

la superficie de la célula (receptores de reciclaje defectuoso)!'.

Dentro de este ultimo grupo se incluyen también los defectos asociados al
gen de apo B (APOB), localizado en el cromosoma 2p23-24. Esta enfermedad es
denominada Apo B defectuosa familiar. En este defecto, las moléculas de apo B-
100 de las particulas de cLDL muestran baja afinidad por el rLDL lo que
produce un fenotipo similar al de HF. Hasta el momento se han detectado 9
mutaciones diferentes productoras de este trastorno aunque en algunas zonas

es tan frecuente como los defectos asociados al LDLR!12

Los sujetos HF heterocigotos (heHF) tienen un alelo normal y otro mutado
en el locus del LDLR por lo que conservan como minimo un 50% de la
capacidad de captar LDL respecto a la que presenta una célula normal. Este
porcentaje varia segun el tipo de mutacion'* y en general presentan una forma
clinica mucho menos severa que la observada en aquellos sujetos portadores de

mutacion en ambos alelos de LDLR12,
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Figura 1.12. Recorrido del rLDL, captacion y degradacion de la molécula

de LDL.
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Modificado de Soutar A et al. Mechanism of disease: genetic causes of familial
hypercholesterolemia.Nature Clinical practice Cardiovascular Medicine 2007;4:214-225

Dentro de los sujetos heHF existe una gran heterogenicidad. Aquellos sin
actividad en el rLDL (alelos nulos) tienden a presentar concentraciones de cLDL
mayores que los sujetos portadores de mutaciones cuyo rLDL conserva parte de
su actividad residual (alelos defectusoso). Los alelos “no nulos” tienen un
amplio espectro de actividad (entre un 5% y un 50%). Estos valores han sido
determinados en fibroblastos “in vitro” y pudieran no reflejar su actividad “in

vivo”115,

1.7.1.2 PERFIL LIPIDICO EN SUJETOS CON HIPERCOLESTEROLEMIA
FAMILIAR

Las concentraciones de cLDL en plasma de sujetos con heHF heterocigotos
oscilan entre 190-400 mg/dl, valores que doblan los de individuos no afectos de
su misma edad y sexo!?. Los valores de CT (tabla 1.1) y cLDL junto con la
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presencia de XT en el individuo o en otros familiares son los hallazgos que
muestran mayor sensibilidad y especificidad para el diagndstico de heHF
cuando no es posible estudiar la existencia de mutacion en el LDLR!® Estos
valores presentan grandes variaciones entre sujetos con la misma mutaciéon o
pertenecientes a la misma familia. En 819 sujetos en los que se detecto mutacion
causante de heHF en Espana, la concentracion media de CT fue de 407 (+83)

mg/dl y el de cLDL de 312 (+79) mg/d], sin diferencias entre sexos!'®

Tabla 1.1 Valores de corte en familiares de primer (hijos, padres,
hermanos), segundo (abuelos, sobrinos, tios) y tercer grado (primos, tios

segundos, tio abuelo) de sujetos con hipercolesterolemia familiar segun el

programa USA MEDPED
Grupos fif Grado de relacion familiar con sujeto HF ~ Poblacion general  "100%"
edad (adlos) Probabilidad
Primero Segundo Tercero
<20 20(155)  230(165)  240(170) 270 (200) 240
20-30 140 (170) 250 (180) 260 (185) 290 (220) 260
30-40 270 (190) 280 (200)  290(200) 340 (240) 280
> 40 290(203) 300215 310229 360 (260) 300

Modificado de Williams et al. Diagnosing heterozygous familial hypercholesterolemia
using new practical criteria validated by molecular genetics. Am | Cardiol 1993;72:171-
76.

Una de las causas de la variacion en el perfil bioquimico de los sujetos con
heHF proviene de la diferencias en la capacidad del receptor de unirse con
lipoproteinas que contienen apo B-100 y apo E como son las moléculas
VLDL,LDL, IDL y remanentes de QM. Algunas de las mutaciones bloquean la
capacidad de unién con LDL sin que se altere la capacidad de unidn a
lipoproteinas que contienen apo E como las B-VLDL. Estudios clinicos en

sujetos heHF heterocigotos que conservan la capacidad de unién del rLDL con
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moléculas de 3-VLDL muestran que estas mutaciones asociadan un fenotipo de

enfermedad mas benigno®'?.

Tradicionalmente, las concentraciones de TG en sujetos con heHF se han
considerado similares a las que presentaban sujetos control. En varias series de
sujetos con diagnodstico genético de heHF se ha observado la coexistencia de
concentraciones elevadas de TG en hasta un 20% de los sujetos!” 1. En el
Registro espafiol de heHF se detectaron mayores concentraciones de TG y
menores de cHDL en varones respecto a mujeres y en sujetos que presentaba
XT en la exploracion fisica respecto a los que no sin que existieran diferencias
en el IMC!" La apariciéon de este fenotipo puede estar en relaciéon con la
capacidad del rLDL de captar particulas remanentes de la circulacion
sanguinea, cVLDL e cIDL, cargadas de TG La concentracion de cHDL no esta

disminuida en sujetos heHF respecto a la observada en poblacion general.

La dieta es uno de los principales factores que modifica el perfil lipidico de
estos sujetos. En algunas regiones como Tunez o China los sujetos con heHF
presentan concentraciones de cLDL en sangre por debajo del valor que define el
percentil 95 en poblacion general de EEUUY. Estas poblaciones presentan baja

incidencia de ECV y practicamente en ninguno de ellos se detectaron XT.

1.7.1.3 DEPOSITOS EXTRAVASCULARES DE COLESTEROL

Uno de los hallazgos mas especificos de diagndstico de heHF es la presencia
de XT en la exploracion fisica''*!'2 También es muy caracteristica la presencia de
arco corneal que aparece en alrededor del 10 % de heHF antes de los 30 afos y
se considera un signo muy especifico de la enfermedad en sujetos menores de
45 anos. Su prevalencia aumenta con la edad y esta presente hasta en el 50 % de

los sujetos heHF mayores de 50 afios!'2.
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Figura 1.13. Imagen ecografica de un XT correspondiente a una paciente

de 50 afios afecta de HF

|

90dB I|T2/+112/6

Gain= 41dB. A=l
|

Material hipodenso entre la estructura fibrilar del tendén que se distingue con
claridad de las estructuras adyacentes. Comparar con Figura 14.

Los XT presentan en su estructura grandes similitudes con la lesion
aterosclerdtica. Se constituye por células inflamatorias, principalmente
macroéfagos y células espumosas, que se depositan tanto fuera como dentro de
las fibras tendinosas'® dando lugar a engrosamientos difusos o localizados
dentro del tendén que en algunos casos pueden ser detectados mediante
palpacion o ecografial’> 2122, Con esta técnica se puede observar un tendon
aumentado de tamafo junto con tejido hipoecogénico alojado entre las fibras
que forman el tendon'* (figura 1.13. Comparar con figura 1.14). La localizacion
mas frecuente es el tendén de Aquiles (TA) si bien también pueden aparecer en

tendones extensores de mano y en el tendon del triceps baquial del brazo.

La aparicion de XT es casi patognomonica de esta enfermedad. Se han
descrito en otros trastornos del metabolismo de los lipidos con mucha menor

prevalencia como en hiperlipoproteinemia tipo III, xantomatosis cerebro-
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tendinosa y sitosterolemia. Aparecen a partir de la tercera década de la vida,
entre el 20% y un 50% de sujetos con heHF'""122 siendo mucho mas frecuentes y
precoces en sujetos heHF homocigotos en quienes suele ser el primer signo de
la enfermedad!” Ademds de su valor diagnostico sirven como marcador
prondstico ya que aquellos sujetos que presentan XT en la exploracién fisica
tienen mayor riesgo de sufrir un evento cardiovascular precoz (riesgo relativo
de 2,23 en varones y 4,49 en mujeres con heHF y XT respecto a aquellos que no
los presentan)'?2. Dentro de la exploracion ecografica, la valoracion del grosor
anteroposterior del TA ha demostrado ser la de menor variabilidad
interobservador y la que mejor se correlaciona con deteccién clinica de XT.
Seguin esta técnica se demostro mayor engrosamiento del TA en sujetos con
heHF respecto a aquellos con hipercolesterolemia no asociada al LDLR,

hiperlipemia familiar combinada (HFC) o normolipémicos!?*124,

Segun los valores obtenidos al comparar distintos grupos de sujetos ha sido
posible definir el limite en el grosor del tendon segtin edad y sexo a partir del
cual se establece el diagndstico de HF. Estos valores son 4,8 mm para mujeres y
entre 53 y 58 mm para varones menores y mayores de 45 afos
respectivamente. La evaluacion del TA mediante ecografia mejora la deteccion
de XT y con ellos el diagnostico de HF'?> 124, No se sabe con exactitud qué
factores determinan el tamafio del tendon. La concentracion de cLDL, junto con
la edad, el sexo masculino y el peso se han asociado de forma independiente
con el grosor del TA. No se observaron diferencias segtin la actividad residual

del rLDL, concentraciones de Lp(a) o genotipo de apoE!*.
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Figura 1.14. Imagen ecografica del TA correspondiente a una paciente de

45 afios no hipercolesterolémica.

o0dB |T2/+1/2/6
Galr= ||6dB e

Dist = 0431 cm

Comparar las dimensiones del tenddn y densidad del tejido con lo observado en la
figura 13.

1.714 HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAR Y ENFERMEDAD
CARDIOVASCULAR

Se calcula que existen 10 millones de sujetos heHF en todo el mundo de los
que menos de un 25% estan tratados con farmacos hipolipemiantes'?. La tasa
de mortalidad ajustada por edad y sexo en sujetos heHF es entre 4 y 5 veces
mayor que en poblacion general siendo atribuible en la mayoria de los casos a
episodios de EC!%1%, La prevalencia de ictus sin embargo, es similar a la que
presenta la poblacion general'”. La EVP, diagnosticada por manifestaciones
clinicas compatibles con claudicacién en EEII o por el ITB igual o menor de 0,9
aparece hasta en el 30% a partir de los 50 afos, tanto en varones como en
mujeres, prevalencia que es diez veces mayor que la observada en poblacion

general después de ajustar los resultados por otros factores de riesgo'? .
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Estas manifestaciones clinicas son similares en homocigotos aunque mads
precoces y agresivas. Se han descrito series de sujetos heHF homocigotos con
aterosclerosis severa en arteria aorta y en coronarias en la primera y segunda
década de la vida siendo el depdsito de lipidos generalizado en todos los
tejidos'®. En sujetos heHF la incidencia de ECV es mas tardia, hacia la cuarta
década de vida en varones y de la quinta en mujeres'*. Entre pacientes con
hipercolesterolemia severa e historia familiar de ECV precoz la presencia de

mutacion en el LDLR esta asociada con mayor riesgo de ECV1# 128,

Existe gran heterogeneidad en las manifestaciones clinicas entre sujetos con
idéntico defecto genético e idéntica concentracion de cLDL!?. La incidencia de
ECV en estudios poblacionales de sujetos con heHF se sittia alrededor del
25%1e17126 En  sujetos heterocigotos sin tratamiento efectivo el riesgo
acumulado de EC los 60 afios es al menos del 50% en varones y del 30% en
mujeres!''®. En un estudio en poblacién holandesa en el que se examind a mas de
1000 ninos descendientes de pacientes con heHF, se observaron concentraciones
mas altas de cLDL y de Lp(a) y mas bajas de cHDL al comparar a aquellos con

historia familiar de ECV respecto a aquellos sin manifestaciones clinicas'?.

Los estudios realizados en Espafia han confirmado la mayor benignidad de
este trastorno en nuestro medio con menor prevalencia de ECV y menor
deteccion de XT con respecto a sujetos con heHF en otras localizaciones
geograficas!!® 126 128 sj bien el riesgo de padecer ECV es también 4 veces mayor
respecto a poblacion general espafiola. La prevalencia de ECV en poblacion
heHF espafiola fue del 22,3%. Un 84,4% de los primeros episodios fueron
diagnosticados de ECV, el 9,4 % correspondi6 a afectacion vascular periférica y

un 6,2 % a afectacion del territorio de arteria cardtida'e.
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Los factores de riesgo clasicos asociados a la incidencia de CI también
ejercen su influencia en sujetos HF'?> 128, La incidencia de ECV fue el doble en
varones respecto a mujeres en poblacion heHFespanola'®. Al menos un 25% de
los varones portadores de mutacion en el gen del LDLR sufriran un evento CV
antes de los 45 afnos!?. Otros factores asociados a la aparicion de ECV en esta
poblacion fueron la edad, HTA, tabaquismo e IMC en mujeres. También
presentaron el doble de riesgo aquellos que presentaban XT respecto a los que
no los presentaban y aquellos con un cHDL menor de 35 mg/dl en el subgrupo
de sujetos con CT mayor de 300 mg/dl"®. En otras poblaciones con baja
incidencia de ECV como la japonesa un 23% de los sujetos con heHF presento
CI mientras que so6lo en el 3% de los sujetos las manifestaciones clinicas
correspondieron con ECBV!'’. Recientemente también se ha demostrado la
relacion entre la actividad residual del rLDL y la prevalencia de ECV siendo
mayor en aquellos sujetos con actividad nula'. En estos mismos estudios, no se
encontro relacion entre ECV y otros factores de riesgo emergentes como
homocisteina, Lp(a), fibrindgeno, hematocrito, inhibidor del activador de

plasmindgeno-1 o recuento de células blancas.

1.7.2 OTRAS CAUSAS DE HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAR NO
ASOCIADAS AL RECEPTOR LDL

Existen otras formas de hipercolesterolemia familiar producidas por
alteraciones en otras vias del metabolismo del colesterol (figura 15). Su
prevalencia es baja y segtin los conocimientos disponibles hasta el momento se
limita a pequenos grupos familiares. También existe un porcentaje no
despreciable de casos de hipercolesterolemia con agregacion familiar en los que

no se ha llegado a identificar un defecto responsable.
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1.7.2.1 ALTERACIONES DE PCSK9

Se ha detectado defectos en este gen causantes de hipercolesterolemia
monogénica con patron hereditario autosdémico dominante. Este gen codifica la
proteina PCSK9 (protein convertasa subtilisin/kexin type 9) y se localiza en el
cromosoma 1p34.1-p32. En condiciones normales, regula la cantidad de
colesterol introducido dentro de la célula controlando la degradacion del rLDL
en el lisosoma de la célula®™. Hasta este momento se han detectado once
mutaciones en el gen de PCSK9 dan lugar a dos fenotipos diferentes: aumento
de cLDL circulante con mayor incidencia de CI o bien disminucién de cLDL
respecto a sujetos controles siendo este un factor protector de ECV'*. El
aumento en la funcion de esta proteina aumenta la degradacion del rLDL lo que
produce una disminucion en el nimero de receptores en la superficie de la

célula2.
1.7.2.2 HIPERCOLESTEROLEMIA AUTOSOMICA RECESIVA (ARH)

Se ha descrito una forma de hipercolesterolemia genética no asociada con la
disminucién en la actividad de rLDL pero si con la deficiente internacion del
rLDL una vez unido a la lipoproteina'® Presenta un patron hereditario
autosdmico recesivo y los pocos casos detectados se han producido en familias
con alto grado de consanguinidad. Estos sujetos presentan un fenotipo similar
al de HF homocigota: altas concentraciones de cLDL junto con XT y ECV precoz
en la mayoria de los casos. La proteina defectuosa se sintetiza a partir de un gen
localizado en el brazo corto del cromosoma 1 (1p35) del que hay descritas unas

10 mutaciones.
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1.7.2.3 DEFICIT DE COLESTEROL 7o HIDROXILASA (CYP7A1)

El déficit de 7a hidroxilasa, primer enzima en la cadena de sintesis de
acidos biliares, es una alteracion descrita en los ultimos anos como causa de
hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia. No se sabe con seguridad cual es su

papel en las hipercolesterolemias hereditarias!.

Figura 1.15. Esquema del metabolismo del colesterol donde se sefalan los

pasos alterados en las distintas causas de hipercolesterolemia.
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Modificado de Rader et al. Monogenic hypercholesterolemia: New insights in
pathogenesis and treatment. | Clin Invest 2003;111:1795-1803

1.7.2.4 SITOSTEROLEMIA FAMILIAR

La sitosterolemia es una forma rara de hipercolesterolemia en la que se
produce un aumento de sitosterol (esteroles vegetales) en y colesterol normal o
alto en plasma de sujetos con padres normocolesterolémicos. Este trastorno se
produce por una doble mutacion de los cotransportadores de colesterol ABCG5

o ABCGS localizados en la membrana del enterocito y el hepatocito por lo que
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aumenta la absorcién de fitosteroles de la dieta. Hasta el momento se han
descrito mas de 25 mutaciones que dan lugar a este trastorno. Muchos de estos
pacientes presentan concentraciones elevadas de cLDL desde la infancia y con
frecuencia xantomas plantares, XT, estenosis adrtica y enfermedad isquémica

coronaria prematura por acumulacion de fitosteroles en los tejidos!'.

1.7.2.5 HIPERLIPOPROTEINEMIA (a)

La lipoproteina (a) (Lpa) es una lipoproteina cuya funcidén fisiologica es
desconocida. Estd formada por la union covalente entre una molécula de apo B-
100 y una de apolipoproteina (a) (apo a). Esta tultima esta formada por varias
subunidades en forma de lazo o “kringle” que se repiten, con mas de un 75% de
homologia con el plasmindgeno lo que se ha postulado pudiera conferirle un
efecto protrombotico, si bien esta propiedad se ha demostrado s6lo “in vitro”.
Su concentracidon plasmatica se relaciona con la sintesis hepatica de apo (a) y
con el tamafio de sus isoformas, de modo que, aquellas con menor peso
molecular se secretan mucho mas rdpidamente y su concentracion en sangre es
mayor. Lo inverso ocurre con aquellas isoformas mas grandes. Las
caracteristicas de la Lp(a) de cada individuo se transmiten de forma autosdomica

dominante y su concentracion en sangre oscila entre 0 y 250 mg/dI'3.

La asociacion de Lp(a) con el riesgo cardiovascular es controvertida. En
sujetos hipercolesterolémicos jovenes de sexo masculino se mostré6 como
marcador de riesgo a partir de valores superiores a 30 mg/dI'*>. En un estudio
de seguimiento realizado recientemente en el que se han incluido casi 10.000
individuos pertenecientes a poblacion general, el aumento de las
concentraciones de Lp(a) se asocid a mayor mortalidad cardiovascular para
ambos sexos después de ajustar los resultados por otros factores de riesgo sin

existir un valor umbral para este efecto!® 1%,
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Recientemente se ha descrito la hiperlipoproteinemia (a) como causa de
hipercolesterolemia con agregacion familiar’3¢. También se encuentra elevada en
sujetos con heHF segun distintas series si bien tampoco en esta poblacion esta

claro su papel como factor de riesgo cardiovascular!? 13,

1.7.3 HIPERLIPEMIA FAMILIAR COMBINADA

1.7.3.1 DEFINICION Y DIAGNOSTICO

La HFC fue descrita por primera vez en 1973 como la dislipemia familiar
mas frecuentemente detectada en sujetos menores de 60 afios supervivientes
tras IAM!%1% En esta primera descripcion se observo la coexistencia de
diferentes fenotipos (Ila, IIb, IV o V) en el perfil lipoproteico de miembros de
una misma familia e incluso en un mismo sujeto a lo largo de la vida con una
alta prevalencia de ECV y una afectacion del 50% en la descendencia del

individuo afecto!?

En el estudio de estas familias se detectd un claro patron bimodal en la
distribucion de TG, uno similar al de la poblaciéon control (sujetos no afectos) y
otro con valores de TG elevados. Los valores de CT presentaron una
distribuciéon unimodal con valores medios mas elevados que en sujetos
control®!. El perfil lipoproteico caracteristico en la mayoria de estos pacientes es
un aumento de particulas de VLDL acompafado de una alteracion en la
eliminacion de particulas ricas en TG de las que derivan posteriormente
moléculas de LDLpd y bajas concentraciones de cHDL*2. A diferencia de la
heHF no se detectaron alteraciones en las concentraciones en el perfil lipidico
de estos sujetos hasta la tercera o cuarta década de la vida que ademas, fue
menos consistente que en sujetos con heHF. En un estudio de 248 familias

afectas de HFC evaluadas basalmente y a los 20 afios, hasta un tercio de los
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sujetos variaron en su fenotipo lipidico entre normolipemia y dislipemia. Los
principales factores asociados de forma positiva con el diagndstico de HFC

fueron la edad, el IMC, el menor tamafo de LDL y la concentracion de apoB!.

A pesar de que su patrén de herencia sugiere el de una enfermedad
monogénica todavia no se ha detectado un gen responsable de esta enfermedad
en la que los factores ambientales. El diagnostico de HFC se establece por una
serie de criterios clinicos sin que exista una prueba inequivoca para confirmar el
diagndstico. Clasicamente se ha considerado este diagnostico en sujetos con
concentraciones de CT y TG por encima del percentil 90 ajustados por edad y
sexo!!% con al menos un familiar de primer grado con dislipemia tipo Ila, IIb o
IV o ECV precoz. Uno de los marcadores que ha demostrado mayor
especificidad para detectar sujetos con HFC ha sido el aumento de moléculas de
LDLpd y las concentraciones de apo B mayores de 120 mg/dl que se mantienen
elevadas en edades tempranas de la vida e incluso cuando la concentracién de
CT y TG son normales. La concentracién de apo B se correlaciona no sélo con
las concentraciones de cLDL sino también con las de cVLDL!! Estos criterios
mejoran ademas la sensibilidad y especificidad para detectar sujetos con mayor

riesgo cardiovascular!#

1.7.3.2 HIPERLIPEMIA FAMILIAR COMBINADA Y ENFERMEDAD
CARDIOVASCULAR

La HFC es la forma mds comun de dislipemia familiar con una prevalencia
estimada del 1 al 5 % en poblacion general y hasta del 14% de los sujetos con CI
prematura® 3. En el seguimiento llevado a cabo en los familiares de sujetos con
HFC supervivientes de un evento coronario, incluidos en el estudio inicial de
Goldstein et al se detectdo un aumento de riesgo del 70 % de sufrir muerte por

ECV respecto a los sujetos controles después de ajustar los resultados por edad,
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sexo, HTA y tabaquismo. En este estudio la prevalencia de SM fue del 70 % en
los sujetos con dislipemia familiar frente a un 18% en controles. Ademas, el
riesgo relativo de CI precoz fue 3,51 veces mayor respecto a sujetos sin
dislipemia’®. En un estudio de Hopkins et al de similares carcteristicas en el
que se incluyeron 627 familias ( 334 con un familiar afecto de ECV precoz y 293
sin historia familiar de ECV) el riesgo relativo de CI precoz fue similar para
sujetos con HFC e HTG familial (sujetos con historia personal y familial de
elevacion aislada de TG no secundaria a otros factores como DM o consumo de
alcohol), siendo el doble que la presentada por sujetos controles de esa misma
poblacion'®. Dada su alta prevalencia y la alta incidencia de ECV que le
acompana es de gran importancia el diagndstico y tratamiento precoz de los

sujetos que presentan este trastorno.

1.8  DIAGNOSTICO DE ATEROSCLEROSIS SUBCLINICA COMO
MARCADOR SUBROGADO DE ENFERMEDAD
CARDIOVASCULAR

La valoracién del riesgo cardiovascular de cada individuo se ha convertido
en uno de los objetivos primordiales de la medicina actual. Los algoritmos
utilizados hasta el momento para este propdsito derivan de los principales
estudios epidemiologicos prospectivos realizados hasta el momento con este
objetivo: Framingham Heart Study'*, en poblaciéon de EEUU y PROCAM, en

poblacion alemana'¥’.

A pesar del avance conseguido en la prevencién de ECV en las ultimas
décadas, existe una alta proporcion de sujetos que debutan con un evento

isquémico vascular no clasificados como de alto riesgo por los algoritmos
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disponibles actualmente. De hecho, se estima que hasta un 50% de los eventos
isquémicos cardiovasculares ocurren en sujetos con valores de CT considerados
normales y hasta un 50% en sujetos sin FRCV conocidos.!* 1# Con las nuevas
técnicas de imagen no invasivas implementadas en los ultimos anos, ademas de
los algoritmos diagndsticos de ECV disponibles hasta el momento, se ha
intentado mejorar la deteccion de aquellos individuos mas susceptibles de

presentar un evento cardiovascular.

Las caracteristicas de las técnicas de imagen como marcadores subrogados
de aterosclerosis se resumen en su capacidad de detectar enfermedad antes de
que se produzcan eventos clinicos, valorar el ritmo de progresiéon de la
enfermedad y monitorizar el efecto de las terapias dirigidas a ralentizar o

disminuir la evolucidon de la enfermedad.

1.8.1 MARCADOR SUBROGADO DE ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR

El marcador subrogado de un proceso fisiopatologico debe cumplir una
serie de condiciones. En primer lugar, ser marcador de un proceso biologico
que posea al menos una caracteristica medible por procedimientos objetivos. En
segundo lugar, la modificacion de dicho marcador debe estar en relacion con la
expresion clinica de dicha enfermedad de modo que refleje como la prevalencia
de eventos clinicos y la supervivencia. En tercer lugar, debe ser capaz de
predecir el beneficio clinico (o la falta de beneficio) al compararse con estudios
epidemioldgicos, terapéuticos, fisiopatoldgicos o por otras evidencias clinicas.
Se espera que los cambios en el marcador sustituto secundarios al tratamiento
reflejen cambios en los marcadores clinicos establecidos como objetivos del

estudio®153,
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Tabla 1.2. Comparacion entre nuevos métodos de diagnostico

de aterosclerosis.

Técnica (End Point) Ventajas Desventajas Validacion
Angicgrafia coronaria Procedimiento de uso 1'§ cuca mvasiva Asociado con
(Cambio en score coronario,  comin enla clidca. 5010 informacion del. evetios

tamatio de la luz artertal cardiovasculares

cambio en porcentzje de
estenosis mdx.)

Grosor intima-media (GIM)

de art=ria carotida
(GIM medio)

Tomografia computada por
haz de electrones (Agastont

score)

Ecografia de arteria braquial
(dilatecion de arteria braquial

dependiente del flujo)

Ecografia intracoronaria

(Cambio abscluto v porcentual
efl volumen de placa, cambio

en porcentaje de ateroma)

Resonanica magnética
nuclear de arteria cardtida
(cambio en drea media
pared del vasa)

Tomegrafia- angiografia
coronaria (cambio en
porcentaje de esterosis en
cada segmento)

Experiencia en ensavos
clinicos

No invasivo

Amplia disponibilidad
Experiencia en ensayos
cinicos

Bajo coste

No mvasiva
Ficil de usar

No invasiva

Respuesta rapida (dias
semanas de trafamiento)
Experiencia en ensayos
cinicos

Bajo coste

Imagen directa de
eafermedad

Protocolos standarizados
Experiencia en ensayos
cinicos

No ivasivo

Posibilidad estudio
caracteristica de la
placa

No invasivo
Répida obtencion

Cambios de la huz attenal
sonrelativamente lentos
(tras afios de tratamiento)
Exposicion a radiaccion

Canbios lentos (tiempos
estudio mas de 2 afios)
Cierta dficultad técnica
No estudia arterias
cotonarias

No siempre detecta placa

Reproductibilidad imitada
Escaso uso en ensayos
clicos multicéntricos

Marcador sustitutc
aceptado

Aspciado con
facteres de riesgo
cardiovascular,
enfermedad
coronaria v eventos
cardiovasculares

No rzlacion clara
con modificacion
tiesgo cardiovascular

Protocolos no standarizados Posihle asociacion con

Afectacion por factores
ambientales

No estudia atterias
coronaias

Estudia segmentos cortos
para reducir variablidad

Tecaica invasiva
Dificultad en valoter
composicion de la placa
Valora anatomia, 1o
funcian

Necesidad de protccolo
stardanizado

No valoracion de artena
cofonatia

Escaso uso en ensayos

clitrcos

Exposicion a radiaccion

Equipo ne disponible de
forma generalizada

factores de riesgo
Poca fiabilidad en
estudios de evolucion

Asociacion con
evertos
cardiovasculares
en algunos estudios

No validado con
evenios clinicos

No validado con
eventos clinicos

Modificado de Tardif et al. Vascular biomarkers and surrogates in
cardiovascular disease. Circulation 2006; 113:2396-42
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En la tabla 1.2 se resumen las caracteristicas de las principales técnicas de
imagen implementadas en los ultimos afos con la intencion de mejorar el
estudio de la enfermedad aterosclerdtica y la estratificacion del riesgo de cada
individuo. De todas ellas la ecografia de arteria carotida, la funcidn endotelial,
el indice tobillo-brazo y el “calcium score” de arterias coronarias son las que
presentan una mejor aplicacion préctica en el screening y estratificacion de

riesgo cardiovascular de grandes grupos poblacionales!®

1.8.2 TOMOGRAFIA COMPUTERIZADA CON HAZ DE ELECTRONES

La tomografia computarizada de arterias coronarias (MSCT) permite
detectar lesiones ateroscleroticas calcificadas en arterias coronarias. Se ha
demostrado la correlacion entre el nimero de calcificaciones y la extension de la
aterosclerosis coronaria medida mediante angiografia coronaria™. La
cuantificacion de calcio coronario mayor de 0 se correlaciona con la incidencia
de nuevos eventos coronarios sin embargo, no se ha observado variacion del
calcium score tras doce meses de tratamiento hipolipemiante a pesar de haberse
detectado diferencias en el nimero de eventos clinicos!®. Su gran utilidad
radica en el valor predictivo negativo observado cuando el Calcium Score es
igual a cero. Esta técnica ha permitido demostrar diferencias en la extension de

la calcificacion de arterias coronarias con la edad y sexo!™.

Una version mejorada de esta técnica ha permitido obtener imagenes
completas del trayecto de todo el arbol coronario con didmetro superior a 2 mm
siendo capaz de detectar no solo calcificaciones sino estenosis de la arteria
producidas por placas hipodensas'®® Su validez para detectar lesiones con
significacion clinica en sujetos con dolor toracico es controvertida. En un
estudio prospectivo a gran escala llevado a cabo recientemente se obtuvo un

menor valor predictivo negativo con esta técnica respecto a la angiografia
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convencional por lo que no parece estar aconsejado su uso excepto en aquellos
sujetos con probabilidad baja de desarrollar ECV'¢. La resonancia magnética
nuclear permite la caracterizacion en la composicion de la placa aterosclerdtica,
diferenciando con gran precision su composicion, sin embargo el pequeno
tamafio de las arterias coronarias, el continuo movimiento del corazon y el alto
coste de esta técnica la hacen poco aplicable por el momento en la

caracterizacion de las lesiones aterosclerdticas de arterias coronarias'.

1.8.3. FUNCION ENDOTELIAL: VASODILATACION DE ARTERIA
BRAQUIAL DEPENDIENTE DEL FLUJO

La variacion del didmetro arterial tras hiperemia secundaria a
vasoconstriccion arterial permite valorar la funcion de las células endoteliales
en la homeostasis del flujo arterial. La hiperemia reactiva a un estimulo
mecdanico vasoconstrictor induce un aumento del flujo sanguineo y de la
presion en la pared vascular que estimula la liberacion de ON. La estrecha
relacion que existe entre la alteracion en la dilatacion de la arteria braquial y de
arteria coronaria secundaria a estimulos vasomotores indica la naturaleza
universal de la aterosclerosis. Estos hallazgos sugieren la posible utilidad de
esta técnica para evaluar el efecto nocivo de determinados factores de riesgo en
el comienzo de la aterosclerosis asi como los posibles efectos beneficiosos del

tratamiento con estatinas para prevenir la progresion de esta enfermedad!s 1%°.

La disfuncion endotelial también estd relacionada con la incidencia y
prevalencia de ECV!0 161, En un estudios prospectivo, con un seguimiento
medio de 28 meses, se ha comprobado como una alteracion grave de la funcion
endotelial esta asociada con el aumendo de eventos cardiovasculares mientras
que el tratamiento con estatinas mejord la funcién endotelial tanto en sujetos

con enfermedad coronaria'®® como aquellos sin ECV previa'®. En estudios mas
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prolongados la disfuncién endotelial se relaciondé con la progresion de
aterosclerosis y la incidencia de ECV tras un seguimiento de 7,7 anos, siendo
significativa incluso después de ajustar los resultados por los principales
FRCV! A su vez, el tratamiento con estatinas mejora la dilatacion arterial
dependiente del endotelio observandose respuesta favorable en un corto
periodo de tiempo en zonas con alteracion de la perfusion mientras que las
variaciones en el flujo arterial en segmentos de arteria no dafados fue
minimo!®. Estos mismos resultados no son tan concluyentes en sujetos con
elevaciones moderadas de cLDL en los que a pesar del tratamiento

hipolipemiante no se observo ninguna mejoria en la funcién endotelial.

Su uso como predictor de ECV se cifie a estadios muy iniciales de la
enfermedad’¥. Las principales limitaciones de esta técnica es la variacion de la
respuesta en presencia de una amplia gama de estimulos como el café, tabaco o

seguin las condiciones ambientales o del individuo.

1.9 GROSOR INTIMA-MEDIA COMO TECNICA
DIAGNOSTICA DE ATEROSCLEROSIS PRECLINICA

Las nuevas técnicas de imagen han permitido el estudio morfoldgico de
lesiones ateroscleroticas “in vivo” por medio de exploraciones no invasivas.
Pignoli et al'* desarrollaron un método para el estudio de lesiones
aterosclerdticas mediante ecografia, demostrando la posibilidad de cuantificar
el engrosamiento de la pared arterial desde estadios iniciales de la lesion hasta
lesiones mas avanzadas. En dicho trabajo se observd una alta concordancia

entre los hallazgos histoldgicos y las imagenes obtenidas mediante ecografia en
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modo B del engrosamiento de la pared de arteria aorta y carétida tanto en

cadaveres como en sujetos vivos.

Figura 1.16. Imagen de la pared de arteria aorta de cadaver obtenida

mediante ecografia

INTIMA + MEDIA

ADVENTITIA

Pignoli et al. Intimal plus medial thickness of the arterial wall: a direct
measurement with ultrasound imaging. Circulation 1986;74(6):1399-1406.

Las lineas hiperecogénicas corresponden al limite entre la luz vascular y la capa
intima (superior) y al limite de la capa media y adventicia (inferior). Entre ambas
queda un espacio hipoecogénico correspondiente a la capa media

Se ha observado una mayor precision en las mediciones y correlacion con
los datos obtenidos en pared posterior con respecto a la pared anterior por lo

que es la que se ha elegido para realizar mediciones en la mayoria de estudios.

A partir de esta exploracion se definieron los limites ecograficos del grosor

intima-media (GIM). El comienzo de la capa intima corresponde con la
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superficie endotelial, mientras que la transicion entre el final de la capa media y
el comienzo de la adventicia corresponde histologicamente con una ldmina de
fibras elasticas que en la mayoria de los segmentos arteriales forman la ldmina
elastica externa?. Al ser visualizadas mediante ecografia en modo B dibujan dos
lineas hiperecogénicas separada por un espacio hipoecogénico que corresponde

al espesor de las capas intima y media de la pared arterial (figura 1.16).

No se ha establecido cudl de ellos es el mas adecuado por lo que se han
utilizado tanto los valores medios como los maximos obtenidos en las
mediciones de tres segmentos distintos de la arteria carotida: cardtida comun
(CC), bulbo (BC) y arteria cardtida interna (CI). Tras mas de dos décadas y con
numerosos estudios utilizando el GIM como marcador subrogado de ECV es
necesario homogeneizar los protocolos empleados (segmentos valorados, limite
de cada uno de ellos, protocolo de medicién) de manera que sean comparables

los resultados obtenidos en distintas poblaciones (figura 1.17).

1.9.1 GROSOR INTIMA-MEDIA Y ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR

El primer gran estudio que demostro la relacion entre los valores basales del
GIM de arteria carotida (GIMc) y la prevalencia de ECV fue el estudio ARIC®.
Se evaluaron 13870 sujetos entre 45 y 64 afios originarios de cuatro zonas de
EEUU, incluyéndose una subpoblacion de sujetos de raza negra. Se compararon
los valores de GIMc de CC, BC, Cl y arteria femoral con la prevalencia de ECV
en territorio coronario. Tras un seguimiento medio de 4 afos, los resultados
mostraron de forma consistente un mayor GIMc en aquellos sujetos con ECV
respecto a aquellos sin clinica compatible, si bien la incidencia de episodios
aterotromboticos durante el estudio fue pequefia. Los valores de GIMc

obtenidos al inicio del estudio secorrelacionaron de forma positiva con el

59



Introduccién

nimero de eventos cardiovasculares ocurridos durante los cuatro afios

seguimiento.

Figura 1.17. Imagen de arteria carétida obtenida mediante ecografia

de

CI BC cc Rotterdam Study
CI BC CC ARIC
Cl ce | CHS
CI cC CHS (Sino se consideraba el bulbo)
| MDCS
CI BC CC CAPS

Modificado de Lorenz et al Circulation 2007:115:459-67

Segmentos de arteria estudiados y la nomenclatura utilizada en los princupales
estudios poblacionales llevados a cabo con esta técnica.

A= punto que indica el final del BC y comienzo de CI. B = limite entre BC y
CC.En la parte inferior, limites de cada segmento segun el estudio. CI = arteria
cardtida interna, BC = bifurcacién o bulbo de cardtida, CC = arteria cardtida
comun.

ARIC = Atherosclerosis risk in comunities, CHS = Cardiovascular Health
Study, MDCS = Malm¢6 Diet and Cancer Study Subcohort, CAPS = Carotid
atherosclerosis progression Study.PS = Carotid Atherosclerosis Progression
Study
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Otro gran estudio epidemioldgico realizado en poblacion general fue el
estudio Rotterdam. En este caso se incluyeron 11800 individuos mayores de 55
anos residentes en Rotterdam (Holanda) seguidos durante una media de 2,7
anos. También en este caso se encontr6 una relacion estadisticamente
significativa entre el GIMc y la prevalencia de ECV'¥". Tanto en el estudio ARIC
como posteriormente en la revision de Lorenz et al'®® se observo una relacion no
lineal entre el GIMc y la incidencia de ECV (figura 1.18), siendo mayor el riesgo
relativo en sujetos jovenes que en aquellos de mayor edad!®®. Por el contrario, el
riesgo absoluto fue menor en el primer grupo como seria de esperar en sujetos
sin FRCV!18  Aquellos pacientes de mayor edad y GIM aumentado
presentaron también mayor prevalencia de FRCV y mayor vigilancia médica lo
cual podria disminuir su riesgo mas de lo que corresponderia a su grado de

aterosclerosis!®s:168,

Figura 1.18. Modelos de asociacidon entre GIM y riesgo de enfermedad

coronaria en el estudio ARIC tras un seguimiento de 4 a 7 afios.

Hombres Mujeres

i

Riesco Relativo

Riesgo Relativo

& [ s 5
L 1
06 ' ' 0f Y 12
GIM (mm) GIM (mm)
PR N1 L e J— Mioetalo limaz] s Itervalo de confiznzs I Puntos daconte
lin=zl modslo po linsal modslo po linssl

Modificado de Chambless et al. ARIC study. Am | Epidemiol 1997;146: 483-94
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Todos estos resultados comenzaron a hacer considerar el GIMc un marcador
subrogado de especial interés para valorar con mayor precision el riesgo
cardiovascular en sujetos de edad media clasificados como de riesgo
cardiovascular intermedio segun los algoritmos basados tnicamente en la

medicion de FRCV clasicos!66:167,

En la mayoria de estudios a gran escala en los que se utilizd el GIMc se
observaron diferencias en las mediciones obtenidas en sujetos que durante su
vida habian desarrollado enfermedad isquémica coronaria (figura 1.19) y
cerebral (figura 1.20) respecto a aquellos sin ECV conocida. El grado de
asociacion disminuy¢ tras ajustar los resultados por los principales FRCV pero
siguio siendo estadisticamente significativo. Estos resultado son logicos ya que
la deteccidon del engrosamiento de la pared arterial es un fenotipo intermedio en
el desarrollo de aterosclerosis'” Aunque en sentido estricto no seria necesario
ajustar los datos de GIMc con respecto a otros factores de riesgo, este tipo de
calculos son necesarios para determinar la capacidad de esta técnica de predecir

eventos cardiovasculares de forma independiente.

Otro estudio realizado en 5056 sujetos alemanes entre 19 y 90 afos, seguidos
durante 4,2 afios revelo asociacion positiva entre GIMc y la incidencia de
eventos cardiovasculares (IAM, ACBV o muerte por dichas causas) sin
detectarse diferencias en el valor predictivo de los distintos segmentos
evaluados. La inclusidon de sujetos en un intervalo de edad mayor (entre 19 y 90
anos) permitié demostrar el valor predictivo de esta técnica para cualquier
edad. También permitié detectar diferencias en cuanto a la evolucion de la
aterosclerosis siendo mucho mayor el riesgo relativo en sujetos menores de 50
anos que en aquellos mayores de 50 afios si bien el riesgo absoluto fue mayor en

el segundo grupo respecto al primero'.
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1.9.1.1 GROSOR INTIMA-MEDIA Y ENFERMEDAD CORONARIA

En sucesivos estudios prospectivos realizados en poblacion general se ha
demostrado la asociacion entre GIMc y la incidencia de EC. En 1993 Salonen et
al. demostraron la fiabilidad de la medicion del GIMc como herramienta valida
en estudios prospectivos de arteriosclerosis y compararon por primera vez los
valores de GIMc con la incidencia de IAM tras dos anos de seguimiento de 1257

varones sin ECV conocida!®.

Posteriormente en el estudio Rotterdam, se compararon las caracteristicas
de aquellos sujetos con historia de IAM respecto de aquellos sin ECV previa en
poblacion mayor de 55 afios con un seguimiento medio de 2,7 afios. Se observo
mayor GIM en CC de aquellos sujetos que sufrieron un IAM respecto a aquellos

que no lo padecieron'®’.

Figura 1.19. Comparacion del riesgo relativo de IAM detectado en
distintos estudios prospectivos de GIM en poblacion general tras ajustar

los resultados por edad y sexo

Riesgo relativo de IAM por cada 0.1 mm de diferencia en el GIM de
Carotida Comun

FR IC%3 % 1

Atherosclerosis Risk in Communities ARIC) 113 1.10-1.17 13204 .
Cardiovascular Health Study (CHS) .15 1,10-122 4476 ——
Rotterdam Study 119 112-120 2207 =till=
Mialmé Diet and Cancer Study Subcohort 123 1.14-133 5163 e
Carotid Atherosclerosis Progression Study 115 1.05-1.17 5062 --I-:'-

Total 115 112-1,17 30182 &
Porcentaje de heterogenicidad 4235% 0.0 1 LI 12713 14

Modificado de Lorenz et al. Circulation 2007;115:459-67.
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Segun los resultados obtenidos, una diferencia en el grosor de la pared
arterial de una desviacion estandard (0,163 mm) se asocié con un aumento de
riesgo de un 25% tanto en varones como en mujeres tras ajustar los resultados
por los principales FRCV. Sin embargo, la asociacion entre GIMc e IAM no
mostrd un patron lineal, sino que el riesgo aparecio ostensiblemente aumentado
en aquellos sujetos con un GIM en el quintil superior (a partir de 0,9 mm) con
un riesgo relativo de 2,32 con respecto a aquellos sujetos en el primer quintil.
Un seguimiento mas prolongado de la misma poblacion demostré6 mayores
diferencias en el riesgo relativo de desarrollar un IAM. El valor predictivo fue

similar para cualquier segmento de arteria carétida'®.

En el estudio ARIC se realizé un seguimiento entre 4 y 7 afios de sujetos
entre 45 y 65 anos sin ECV previa. En esta ocasion se compard el GIMc
promedio de los tres segmentos de ambas arterias cardtidas. Segun los
hallazgos de este estudio, un engrosamiento de la pared arterial mayor de 1 mm
aumentaba el riesgo de EC con un riesgo relativo de 5,07 para aquellas mujeres
con GIMc mayor de 1 mm con respecto a aquellas con un engrosamiento menor
de 1 mm. La misma comparacion en varones mostrd un riesgo relativo de 1,87.
Para un aumento del GIMc de 0,19 mm se observo un aumento del riesgo
relativo que diferia segtin el segmento valorado, siendo de 1,46 en CC, 1,27 en
BCy 1,15 en CI tras ajustar los resultados por edad, tabaquismo, PAS, cHDL, y
la relacion cHDL/cLDL. El aumento de riesgo, tomando la media de todos los
segmentos fue del 38 %. El riesgo ajustado fue mayor para varones respecto a
mujeres con GIMc menor de 1 mm. A partir de estos valores el riesgo se hizo

similar para ambos sexos (figura 1.18)'.

En otro estudio posterior, O’leary et al evaluaron una cohorte de 5201

sujetos mayores de 65 afos sin historia previa de ECV seguidos durante 6,2
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afnos. En este caso se escogieron los valores maximos de CC, BC y CI. Tras
dividir los valores de GIMc en quintiles se observo una incidencia de ECV del
25% en el grupo de sujetos pertenecientes al quintil superior frente a un 5%
entre aquellos que formaban parte del quintil inferior. La incidencia anual de
ECV aumentd con la misma intensidad para cada quintil de GIMc. En el caso de
eventos coronarios el segmento con mejor prediccion fue CI'”°. La diferencia de
riesgo entre los grupos siguio siendo significativa tras ajustar los valores por los
principales FRCV por lo que su uso puede mejorar el poder predictivo de ECV
en sujetos dentro de ese intervalo de edad. En este caso, se utilizaron los valores
de GIMc de pared anterior y posterior lo cual mejoro el poder predictivo de la

muestra.

En otra cohorte de poblacién sueca (Malmo Diet and Cancer Study) se
observd una relacion positiva entre GIMc de CC y la existencia de placas
(definidas como el engrosamiento focal mayor de 1,2 mm) con la incidencia de
ECV en 5163 sujetos de poblacion sueca entre 45 y 65 afios seguidos durante 7
anos. Sin embargo, el GIMc no mostr6 relacion con la incidencia de eventos

coronarios fatales”..

19.1.2 GROSOR INTIMA-MEDIA Y ENFERMEDAD
CEREBROVASCULAR

El primer estudio poblacional de seguimiento que evalu6 la incidencia de
eventos isquémicos cerebrales fue el estudio Rotterdam en el que se compar? el
GIMCc tanto de pared posterior como en pared anterior de CC en sujetos con y
sin eventos cerebrovasculares tras mas de dos afios de seguimiento!®”. Se
observd mayor riesgo de sufrir un ictus con el aumento del GIMc (riesgo
relativo de 1,81 con una diferencia de 0,172 mm entre varones afectos respecto a

los no afectados y un riesgo relativo de 1,33 entre mujeres con y sin ictus con un
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incremento en el GIMc de 0,155 mm). Tras ajustar los resultados obtenidos por
edad y otros FRCV, el riesgo relativo se redujo a 1,34 (1,47 en varones y 1,13 en
mujeres) pero siguieron encontrandose diferencias significativas entre uno y
otro grupo. Cuando se analizaron los sujetos sin ECBV previa, la diferencia de
en el riesgo relativo de nuevos eventos fue del 50%. En la misma poblacion se
observd una relacion positiva entre el numero de placas calcificadas de arteria
aorta detectadas mediante radiografia simple, de arteria cardtida detectadas
mediante ecografia con el riesgo de desarrollar accidente cerebrovascular

incluso tras ajustar los datos por edad, sexo y otros FRCV clasicos 17172173,

Figura 1.20. Comparacion del riesgo relativo de accidente cerebrovascular
detectado en distintos estudios prospectivos de GIM en poblacion general

tras ajustar los resultados por edad y sexo.

Riesgo relativo de ACV por cada 0,1 mm de diferencia en el GIM de
Carotida Comiun

ER  IC% % n

Cardiovascular Health Study (CHS) L17 112-123 4476 —-—
Atherosclerosis Risk in Communities ARIC) 121 1.17-125 14100 .
Fotterdam Study 117 109-128 5479 ——

Malmé Diet and Cancer Studv Subcohort 120 108-133 5163
Carotid Atherosclerosis Progression Study 110 102-1.19 5062

Total 128 116-1.21 34336

—_
(5]

Porcentaje de heterozerucidad 282 9% 0.0 | 1.1 14

Modificado de Lorenz et al. Circulation 2007:115:459-67.

En la cohorte del estudio ARIC se encontré mayor GIMc en aquellos sujetos
que habian presentado clinica compatible con accidente isquémico transitorio
(AIT) o accidente cerebrovascular respecto a aquellos sin manifestaciones
clinicas relacionadas con esta entidad. La diferencia en el riesgo relativo de

presentar ECBV aumenté a medida que lo hizo el GIMc. Tras 6 a 9 afos de
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seguimiento el riesgo relativo fue de 8,5 para mujeres y 3,6 para varones al
comparar la incidencia en el grupo con GIMc mayor de 1 mm respecto a
aquellos con GIMc menor de 0,6 mm. Dichas diferencias siguieron siendo
elevadas en los grupos con mayor GIMc tras ajustar los resultados por los

principales FRCV74,

En otras poblaciones con menor prevalencia de ECBV como la japonesa se
mantuvo la relacién positiva entre el GIMc de CC y el riesgo de accidente
cerebrovascular, siendo el riesgo relativo igual a tres al comparar la incidencia
entre el grupo de sujetos en el tercer tercil de GIMc respecto del primero. Esta
relacion fue mayor al combinar las mediciones de CC y CIL. Aquellos sujetos con
placa en CI (caracterizada como un engrosamiento hiperecogénico en la pared
vascular) presentaron un riesgo de sufrir un evento vascular cerebral tres veces
mayor que aquellos sin calcificacion'”. El estudio CHS (Cardiovascular Health
Study), también demostrd la asociacion entre los valores de GIMc y la
incidencia de ECBV. En este caso se observd una asociacién mads intensa al

comparar los valores maximos de CC y el valor combinado de CC y CI'.

1.9.1.3 GROSOR INTIMA-MEDIA Y ENFERMEDAD VASCULAR
PERIFERICA

El GIMc como técnica diagnostica de aterosclerosis preclinica también ha
demostrado su validez en deteccion de aquellos sujetos con EVP. En el
Edimburgh Artery Study se evalud por primera vez el GIMc como predictor de
EVP observandose una relacion positiva entre el valor del GIMc y la incidencia
de EVP. En este estudio se estudio el GIMc de 1106 sujetos entre 60 y 80 afos

que posteriormente fueron seguidos durante una media de 5 afios!”®.
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En el estudio ARIC, el GIMc medio fue mayor en sujetos con EVP
establecida respecto a aquellos libres de enfermedad. A su vez, la prevalencia
de enfermedad fue mayora medida que aumentaba el GIMc!”. En estudios de
regresion se observod una relacion inversa entre los valores de GIMc tomados
como variable independiente y el ITB, observandose diferencias significativas
en los valores de sujetos con EVP sintomatica respecto a aquellos asintomaticos
y entre aquellos con un indice tobillo-brazo mayor de 0,9 respecto a aquellos
con un indice menor de 0,9. En el subgrupo de diabéticos, aquellos con un GIMc
en el quintil superior, fumadores, con historia previa de CI y valores altos de

TG demostraron mayor tendencia a desarrollar EVP7,

1.9.2 FACTORES DETERMINANTES DEL GROSOR INTIMA-MEDIA DE
ARTERIA CAROTIDA

Figura 1.21. Influencia del nimero de FRCV en la evolucién

de aterosclerosis subclinica en sujetos jovenes.

10 - .
Numero de factores de riesgo
p =0,0002 E '1}
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Berenson et al. Childhood risk factors predict adult risk associated
with subclinical cardiovascular disease. The Bogalusa Heart Study.
Am | Cardiol 2002;90:3-7.
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La progresion de aterosclerosis cuantificada mediante la medicién del GIM
ha ayudado a determinar la influencia de los principales FRCV en la
enfermedad aterosclerotica ya desde edades tempranas de la vida. En el
Bogalusa Heart Study se demostroé la influencia de los principales FRCV (PAS,
IMC, cLDL, cHDL y edad) en la progresion del GIMc en sujetos entre 20 y 38
afos sin manifestaciones clinicas previas de ECV. De los tres segmentos
evaluados el BC mostré mayor engrosamiento de la pared arterial que CC y CI.
Ademas los valores del GIMc fueron mayores a medida que aumento el nimero

de FRCV que coexistian en un mismo individuo (figura 1.21)%

En los principales estudios poblacionales realizados hasta el momento se ha
observado una correlacion positiva entre los principales FRCV y los valores
basales de GIMc. La edad, los valores de PAS y la concentracion de cLDL son
los factores determinantes del GIMc en la mayoria de los estudios, tanto en
poblacion sana sin FRCV conocidos, como en grupos de sujetos de FRCV y/o

ECV168, 180, 181

1.9.2.1 HIPERTENSION ARTERIAL

La presion arterial es uno de los factores que ha demostrado una asociacion
lineal positiva con el engrosamiento de la pared arterial en multiples estudios,
siendo una de las principales variables de ajuste del GIMc en todos ellos. No
existe un valor umbral a partir del cual se observase un mayor efecto sobre el
desarrollo de aterosclerosis'®® 18 181, En el estudio ARIC también se detectaron
diferencias en los valores medios de GIMc y presion arterial de aquellos sujetos
con historia previa de ECV respecto a un grupo de sujetos asintomaticos
pareados por edad y sexo!. En el estudio Rotterdam se observo una diferencia
media de 0,07 mm en el GIMc de aquellos sujetos con PAS elevada de forma

aislada (PAS mayor o igual a 160 mmHg y presion arterial diastdlica menor de
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90 mmHg) sin tratamiento previo con hipotensores respecto a aquellos que

presentaron valores normales!s!.

1.9.2.2 DIABETES MELLITUS

La asociacion de DM con el desarrollo de ECV ha sido ampliamente
demostrada en diferentes estudios epidemioldgicos?®. En un estudio realizado
recientemente se determind el GIMc de CC y CI en 1625 individuos de ambos
sexos y origen multiétnico diferenciados segun diferentes grados de alteracion
en el metabolismo de la glucosa (metabolismo normal, alteracion del
metabolismo basal o DM). Los valores del GIMc fueron progresivamente
mayores a partir del primer grupo. Dentro de los diabéticos se detectaron
diferencias entre aquellos de nuevo diagnodstico respecto a aquellos con mayor
tiempo de evolucidn, observandose mayor GIMc en los segundos. Tras ajustar
los datos obtenidos por FRCV, sélo se detecté mayor GIMc en aquellos sujetos
con DM de mayor tiempo de evolucion'®?. Resultados similares se obtuvieron en
el estudio ARIC. Dentro de las alteraciones del metabolismo hidrocarbonado, la
presencia de DM se asoci6 a un mayor aumento del GIM (0,07 mm) respecto a
aquellos que mostraban alteracion de la glucemia basal en ayunas (0,03 mm)!®,
En otro estudio en mas de 200 diabéticos japoneses con un seguimiento medio
de 3 afos, los principales factores relacionados con la incidencia de ECV fueron
los valores de GIMc aumentados al inicio del estudio y las bajas

concentraciones de cHDL184,

También, en 130 pacientes con glucemia basal alterada seguidos durante
casi 4 afos se observd una disminucion del 50% en la progresion de GIM tras
ser tratados con acarbosa respecto al grupo placebo!®. Similares resultados se
observaron en un estudio de 3 afios de seguimiento de un grupo mas reducido

de pacientes con DMT2 sometidos a tratamiento aislado con sulfonilureas y
70



Introduccién

metformida respecto a aquellos en tratamiento inicamente con sulfonilureas!®.
En pacientes no diabéticos con EC estable el tratamiento con rosiglitazona
durante 48 semanas demostrd enlentecimiento en la progresion del GIM de CC
respecto al grupo placebo. Estos efectos estarian en consonancia con el efecto
antinflamatorio adicional al aumento en la sensibilidad periférica a la insulina

ejercido por estos farmacos'®.

1.9.2.3 TABAQUISMO

El tabaquismo es uno de los principales factores de progresion de
aterosclerosis como han demostrado distintos estudios. En el estudio MARS
(Monitored Atherosclerosis Regresion Study) se observd cdmo los cambios en el
estilo de vida (colesterol en la dieta y habito tabaquico) fueron predictores de la
progresién anual de GIM!. El tabaco por si solo ha demostrado aumentar el
GIM de arteria carotida y femoral. En un estudio caso-control donde el
tabaquismo fue el tnico factor de riesgo, el GIM de arteria carotida y femoral en
sujetos anidados por edad y sexo fue significativamente mayor en fumadores
respecto a los no fumadores. En este estudio también se demostrd una relacion
positiva entre la exposicion pasiva al humo de tabaco y el GIMc®. En otro
estudio poblacional en el que se incluyeron 2073 sujetos, el GIMc de los no
fumadores se situd en el cuartil inferior, los fumadores pasivos presentaron un

GIM intermedio y el superior se detectd en los fumadores activos!'’.

1.9.2.4 FACTORES GENETICOS

Recientemente se ha realizado un estudio en el que se valoré el grado de
estenosis en miembros de familias de sujetos con estenosis de arteria carotida
mayor del 50% y ECV en cualquiera de sus manifestaciones. Una vez ajustados

los resultados por los FRCV, el GIMc se mostr6 como la variable mas
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relacionada entre padres e hijos con mas del 50% de su valor atribuido a
factores genéticos. Al cuantificar el naimero de placas se detectd una mayor
relacion con el namero de factores de riesgo (HTA, DM, tabaquismo, cLDL,
cHDL, Lp(a), factor Von Willebrand, factor VIII y factor XII). Segun estos
resultados, las fases iniciales de la aterosclerosis dependen mas de factores
genéticos mientras que en fases avanzadas influyen mas otros factores de riesgo
“anadidos” durante la vida del individuo™. En otro estudio realizado en
poblacion general, con menor prevalencia de aterosclerosis se detectd un
discreto porcentaje de heredabilidad en los valores del GIM de CCy CI y en el

numero de placas detectadas en BC y CI'*2.

1.9.25 GROSOR INTIMA-MEDIA Y PROGRESION DE
ATEROSCLEROSIS

Hasta el momento existen pocos estudios poblacionales en los que se haya
evaluado la progresion del GIMc. A diferencia de los ensayos clinicos
aleatorizados, en este tipo de estudios es comun realizar solo dos mediciones,
una al comienzo y otra al final del seguimiento, con afios de diferencia entre
una y otra, por lo que los resultados estan sometidos a mayor variabilidad por

errores de medicion% 194,

En el primer estudio de estas caracteristicas realizado por Salonen et al, tras
un seguimiento medio de 2 anos, las principales variables relacionadas con la
progresion del GIMc fueron la edad, el cLDL y el consumo de tabaco mientras
que la PAS y el cHDL no mostraron relacion con la progresion del GIMc'*. En
el estudio CAPS (Carotid Atherosclerosis Progression Study) se evalud la
progresion del GIMc y su relacion con FRCV en mas de 3000 sujetos. La mayor
progresion se detectd en CI (0,032 mm/afio) seguida de BC (0,023 mmy/ano) y CC

(0,001 mm/afio) sin embargo se observd mayor relacion entre los principales
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factores de riesgo y el GIM basal que con la progresion del GIMc. Ademads en
BC y CI se forman placas con mucha mayor frecuencia por lo que se suponen
mejores predictores de ECV que la determinacion del GIMc en CC. Los
principales factores de riesgo asociados con los valores de GIMc basal fueron
edad, sexo masculino, tabaquismo e HTA. La existencia de DM se asoci6 con los
valores de BC e CI pero no con los de CC. Los principales factores asociados con
la progresion del GIM en CI fueron edad, sexo masculino, HTA, DM vy
tabaquismo'®. En otros estudios con seguimientos mas prolongados los
prinicipales FRCV asociados con la progresion del GIMc fueron edad, IMC,

sexo masculino, consumo de tabaco, PAS e HTA™ e,

1.9.3 GROSOR INTIMA-MEDIA DE ARTERIA CAROTIDA COMO
MARCADOR SUBROGADO EN EL TRATAMIENTO MEDICO DE LA
ATEROSCLEROSIS. PRINCIPALES ENSAYOS CLINICOS

La progresion de GIM como variable cuantitativa continua ha sido utilizada
como objetivo primario en gran variedad de ensayos clinicos dirigidos a
determinar la eficacia de diferentes tratamientos encaminados a disminuir la
accion de los principales FRCV, principalmente la concentracidon sérica de
cLDL. A pesar de la controversia creada por los diferentes resultados obtenidos
en los ultimos afios, existen evidencias para afirmar la validez de este método
diagnostico como herramienta para evaluar la eficacia del tratamiento

hipolipemiante”

En uno de los primeros estudios en que se emplearon estatinas en
prevencion primaria, se demostré6 menor grado de progresion de GIMc en
varones de edad media con valores de cLDL menores de 190 mg/dl tratados con
40 mg de pravastatina respecto a los sujetos en tratamiento con placebo. Este

tratamiento se mantuvo durante tres afios, produciendo una disminucion en las
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concentraciones de cLDL en torno a 50 mg/dl en todos los sujetos. El efecto fue
mayor en aquellos sujetos con GIMc mas elevado en la exploracion basal,

siendo mas evidente a partir de GIM mayor de 1,6 mm!%,

La disminucion en la concentracion de cLDL hasta valores en torno a los 70-
80 mg/dl se asocia a disminucion en la progresion del GIMc. El estudio ASAP
(figura 1.22) efectuado en sujetos heFH, con una alto riesgo cardiovascular, fue
el primero que demostr6 una clara disminucion en la progresion de
aterosclerosis en el grupo de pacientes con tratamiento hipolipemiante
intensivo (atorvastatina 80 mg) respecto al grupo de tratamiento convencional
(simvastatina 40 mg), partiendo de un GIMc medio de 0,93 mm en ambos
grupos. Aunque en ambos grupos de tratamiento se obtuvo una disminucion
significativa en la concentracion del cLDL respecto a los valores basales, solo
aquellos sujetos incluidos en el grupo de tratamiento intensivo experimentaron
una disminucién en la progresion del GIMc (- 0,031 mm vs +0,036 mm). Estos
valores se reflejaron en una disminucién de la mortalidad cardiovascular en el
grupo de tratamiento intensivo respecto al grupo con tratamiento
convencional. Mas recientemente el estudio SANDS*, realizado en sujetos
diabéticos, ha confirmado los resultados anteriores al comparar el GIMc en
aquellos sujetos en los que se alcanz6 una concentracion media de cLDL <
100mg/dl respecto a aquellos sometidos a tratamiento mas agresivo en los que
se descendieron los valores de cLDL hasta 70 mg/dl, con independencia del
tratamiento utilizado para alcanzar dicho objetivo (estatina con o sin 10 mg de

ezetimibe).

Estos datos estdn en aparente contradiccion con los obtenidos en el estudio
ENHANCE*" Tras 24 meses de tratamiento y una diferencia media de 50 mg/dl

en la concentracion de CT no se observaron diferencias al comparar el GIMc de
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sujetos tratados con simvastatina 80 mg respecto a otro grupo en el que ademas
de simvastatina 80 mg se anadid ezetimibe 10 mg. En este caso, los valores
basales de GIMc fueron mucho mas bajos que los observados en otros ensayos
de las mismas caracteristicas (0,67mm). Ademas, en muchos casos fueron
sujetos sometidos previamente a tratamiento hipolipemiante de larga duracion.
Con respecto a este dato sirve como referencia el estudio ARIC en el que los
valores medios de GIMc de mujeres sin apenas FRCV ni ECV fueron de
0,70mm!%. En otros ensayos clinicos con moléculas diferentes a las estatinas o
niacina se ha observado ausencia de regresion o progresion del GIMc. En
grupos en tratamiento con torcetrapib??, fenofibrato®® y pactimibe, un inibidor
de la acetil colesterol acetil trasnferasa?* ademas, se observdo un aumento
significativo en la incidencia de ECV en los grupos en tratamiento con estos

farmacos con respecto a los grupos control.

Figura 1.22. Variaciones en el GIM de sujetos HF tras tratamiento

con simvastatina (S) o atorvastatina (A) a lo largo de dos afios.
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Modificado de Smilde et al. Effect of aggressive versus
conventional lipid lowering on atherosclerosis progression in
familial hypercholesterolaemia (ASAP). Lancet 2001;357:577-81.
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Los mismos resultados se han obtenido en ensayos clinicos que incluyeron
sujetos con riesgo cardiovascular moderado (< 10% segtun Framingham). En el
estudio METEOR?* tras dos afios de seguimiento, se obtuvo una concentracion
media de cLDL de 78 mg/dl y la disminucion en la progresion del GIMc fue de
0,0014 en el grupo en tratamiento con rosuvastatina 40 mg mientras que el

GIMc progreso6 0,0131 mm en el grupo placebo.

Otro grupo de farmacos que ha demostrado su eficacia en la regresiéon del
GIM ha sido el 4cido nicotinico. En el estudio ARBITER se observo la regresion
del GIMc en el grupo en tratamiento con niacina tras obtener un aumento
medio de 19% mg/dl en la concentracion de cHDL. Este efecto fue mayor tras
prolongarse al tratamiento durante 24 meses respecto a aquellos que lo habian
mantenido s6lo 12 meses y se atribuyd principalmente al aumento en las
concentraciones de cHDL observadas?®. Por el contrario, en un subestudio del
estudio FIELD en el que se valord la variacion del GIM tras tratamiento con
fibratos no mejoro el GIMc a pesar de conseguirse disminuciones significativas
en la concentracion de cLDL y TG y de haber incluido en el estudio sujetos
naive en el tratamiento con estatinas?®. En sujetos con CI se observo una
correlacion positiva entre el grado de estenosis cuantificado mediante
coronariografia y el GIMc. Ademas también se observo una asociacion positiva
entre la disminucion del GIMc y el porcentaje de estenosis de las lesiones

coronariograficas leves y moderadas tras tratamiento con colestipol y niacina®”.

También se ha estudiado el efecto del tratamiento de otros FRCV en la
evolucién del GIM. Se ha demostrado una mayor eficacia del tratamiento
concomitante de estatinas y metoprolol 100 mg/dia respecto al tratamiento
aislado con estatinas en la progresion del GIM. Segun estos resultados, cada

farmaco ejerceria un efecto complementario en la prevencion de la progresion
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de la aterosclerosis®®. También se ha observado el efecto beneficioso de los
bloqueadores de los canales de calcio en la progresion del GIMc respecto a otros
farmacos antihipertensivos aun sin detectarse diferencias significativas en las

cifras de presion arterial®®.

1.10 GROSOR INTIMA-MEDIA Y DISLIPEMIAS PRIMARIAS

1.10.1 GROSOR INTIMA-MEDIA E HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAR

Los sujetos heHF han sido utilizados como modelo de poblacion
determinada genéticamente con mayor carga de aterosclerosis por las altas
concentraciones de CT y cLDL observadas desde el inicio de la vida y por la
importante prevalencia de ECV en este grupo de pacientes. En los poblacionales
en los que se incluyeron sujetos con heHF, los valores del GIMc fueron mayores
que en sujetos normolipémicos o hiperlipémicos sin heHF*? 211, De Groot et al
estudiaron un total de 315 pacientes heHF holandeses, desde la infancia hasta
los 76 afios de edad compardandos con 118 sujetos normolipémicos. El GIMc fue
mayor en sujetos heHF respecto al grupo control (0,079 + 0,20 vs 0,63 + 0,14 mm)
siendo los valores de los sujetos heHF equivalentes a los del grupo control 10
anos mayor. No hubo diferencias entre los grupos al comparar el GIMc en nifios
de 10 afios de edad (0,53 mm). A partir de esa edad la progresion del GIMc fue
diferente entre los grupos observandose un aumento de 0,009 mm por afio en el
grupo heHF respecto a 0,004 mm en el grupo control. La progresion del
engrosamiento de la pared arterial fue mayor en sujetos heHF con GIMc de 0,8
mm lo cual sugiere mucha mayor probabilidad de complicacion de las lesiones

aterosclerdticas a partir de este momento®.
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Otras variables que han demostrado estar asociadas de forma
independientemente con el GIMc en sujetos heHF fueron las concentraciones de
lipoproteinas. La concentracion de cLDL mostrd una relacion directa con el
GIMc?2 mientras que los valores de cHDL se relacionaron de forma inversa con
los valores de GIMc, con independencia de la concentracion de cLDL?3. Dentro
de los sujetos heHF se ha observado mayor GIMc en aquellos con historia
familiar de ECV#* y con antecedentes personales de ECV?2. Una de las
limitaciones de estos estudios para evaluar la eficacia del tratamiento
hipolipemiante en la progresion de aterosclerosis es la alta proporcion de
pacientes heHF sometidos a tratamiento hipolipemiante intensivo desde edades
tempranas aunque en la mayoria de los casos la dosis de farmaco administrada
resultaba insuficiente para lograr la no porgresion o regresion de la lesion

aterosclerotica?!2.

1.10.2 GROSOR INTIMA-MEDIA E HIPERLIPEMIA FAMILIAR
COMBINADA

En los altimos afios han aparecido nuevas publicaciones evaluando el GIMc
en sujetos con HFC. En este caso también se trata de un grupo de poblacion con
mayor prevalencia de ECV que la poblacion general. En todas ellas excepto en
el estudio de Ylitalo et al.?!4, los valores del GIMc fueron superiores en los
sujetos con HFC respecto a los obtenidos en poblacién control, con unas
diferencias aproximadas entre 0.033 y 0.080 mm entre ambos grupos?>28. Al
igual que en poblacion control o con heHF, en todas las muestras representadas
en estos estudios la variable mas determinate del GIMc en HFC fue la edad. El
sexo se incluy6 como variable predictiva independiente solo en algunos de los
estudios estudios realizados, siendo mayor el GIMc en varones que en

mujeres?®.En cuanto al resto de variables, tanto el perfil lipidico como otros
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FRCV, principalmente aquellos en relacion con el SM, demostraron estar
asociados con los valores de GIMc. Una vez ajustados los valores por edad y
sexo, los principales factores predictivos del GIMc en los distintos grupos de
pacientes con HFC estudiados fueron PAS, IMC?® glucemia en ayunas, historia
familiar de ECV, la relacion colesterol no HDL/TG?$, LDLpd?" y la relaciéon apo
B/apo A?7. El modelo resultante en el analisis multivariante predijo entre el 43%
y el 50% del GIMc por lo que existe un porcentaje considerable de aterosclerosis
desarrollada por estos sujetos no dependiente de los principales FRCV
evaluados de forma rutinaria en la practica clinica?®?". Estos valores son
similares a los obtenidos en sujetos con otras dislipemias familiares como la
heHF mientras que en sujetos control las variables asociadas a ECV predijeron
hasta el 90% del valor total del engrosamiento arterial®*. En muchos de estos
casos la evolucion de la lesion ateroslcerotica es menor y tal vez por ello la

influencia de los distintos factores de riesgo evaluados es diference.

Los estudios con nuevos fdrmacos realizados en este grupo especifico es
mas escaso que en el caso de la HF. En un subgrupo del estudio RADIANCE 2
se comprobo el efecto del torcetrapib en sujetos con dislipemia mixta. Tras 22
meses de seguimiento no se observaron cambios significativos en los valores
maximos del GIMc en 752 pacientes tratados con la combinacién de
atorvastatina y torcetrapib a pesar de obtener un aumento adicional de un 63 %
en las concentraciones de cHDL. Este grupo también se acompafid de un

aumento en la PAS de 5,1 mmHg y una disminucion en las concentraciones de

cLDL del 17% 2
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2 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 HIPOTESIS

El GIMc es una herramienta que permite la cuantificaciéon de la
aterosclerosis en fases muy iniciales de la enfermedad. Ademas de
correlacionarse positivamente con la aterosclerosis en otras localizaciones del
arbol vascular y con los FRCV clasicos, también es un marcador independiente
de riesgo cardiovascular. Se ha demostrado como el tratamiento médico de los
FRCV, principalmente la disminucion en las concentraciones de cLDL obtenido
con los inhibidores de la hidroximetilglutaril coenzima a reductasa (conocidos
comunmente como estatinas), es un tratamiento eficaz para disminuir la
incidencia de eventos cardiovasculares, tanto en prevencion primaria como
secundaria de la enfermedad. Este efecto ha sido posible objetivarlo mediante la
medicion de la progresion del GIMc en ensayos clinicos aleatorizados. En ellos
se incluyeron cohortes de sujetos en tratamiento con estatinas comparandolos

con grupos en tratamiento con placebo.

Se desconoce la distribucion del GIMc en poblacién espanola sin FRCV ni
ECV conocidos. La distribucion del GIMc en este grupo de poblacion puede
servir como referencia para conocer los valores a partir de los cuales se puede
considerar que existe exceso en el desarrollo de aterosclerosis. Para determinar
qué valores deben ser considerados como anormales en nuestro medio
previamente debe describirse la distribucion del GIM en poblacidon general sin

FRCV ni ECV.

Existen enfermedades de cardcter genético asociadas a una mayor

incidencia y precocidad de ECV respecto a poblacion general. Las mas
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prevalentes y con mayor riesgo son la heHF y la HFC, ambas asociadas a un
aumento en la concentracion de CT y al aumento de TG en el caso de HFC. Si
bien la incidencia de ECV es muy precoz en sujetos con heHF, la mayor
prevalencia de HFC y la frecuente asociacion con otros FRCV hacen que el

riesgo cardiovascular asociado con esta enfermedad sea también elevado.

El estudio de aterosclerosis subclinica mediante el GIMc puede ser una
herramienta eficaz para comparar el grado de aterosclerosis de cada poblacion.
La detecciéon de aquellos sujetos con mayor riesgo de ECV por presentar mayor
GIMc puede ser importante para instaurar un tratamiento farmacoldgico mas
agresivo, principalmente disminuyendo la concentracion de cLDL, que pueda

disminuir el riesgo CV de estos individuos.

En sujetos con heHF existe ademds mayor riesgo cardiovascular en aquellos
sujetos en los que se detecta XT mediante exploracion fisica respecto a aquellos
que no lo presentan si bien esta es una medida subjetiva de un signo clinico con
gran variabilidad entre los sujetos. Ademas, se desconoce la posible relacion
existente entre el engrosamiento del TA medido mediante ecografia y el GIMc

como marcador subrogado de riesgo cardiovascular.
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2.2 OBJETIVOS

A partir de todo lo expuesto previamente los objetivos de nuestro estudio

son los siguientes:

1) Describir los valores del GIMc en poblacion de nuestro entorno sin FRCV
conocidos, ni historia de ECV, segun intervalos de edad y sexo. Los
valores obtenidos podran servir de referencia para evaluar el riesgo
cardiovascular individual de cada sujeto de acuerdo a su GIMc. Esta
cohorte puede ayudar a determinar qué factores influyen en la

progresion de la aterosclerosis en poblacion espafiola.

2) Valorar la posible relacion entre el engrosamiento del TA medido
mediante ecografia y el GIMc en sujetos con diagnostico de heHF de
manera que la exploracion ecografica del TA sea una herramienta mas
fiable para valorar el riesgo cardiovascular de estos sujetos.
Secundariamente evaluar la relacién entre el tamano del TA y la

actividad inflamatoria mediada por los macréfagos.

3) Comparar los valores de GIMc entre sujetos con diagnostico de heHF e
HFC como método indirecto de comparacion del riesgo cardiovascular
entre una y otra entidad, asi como los principales factores de terminantes

del engrosamiento de la pared arterial en cada grupo.
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3 MATERIAL Y METODOS

3.1 SUJETOS INCLUIDOS EN EL ESTUDIO

En nuestro trabajo se han incluido los sujetos atendidos en la Unidad de
Lipidos del Hospital Universitario Miguel Servet de septiembre de 2005 a
agosto de 2008. La mayoria de estos pacientes fueron remitidos a nuestra
consulta por parte de su médico de atencion primaria. Un menor porcentaje
fueron remitidos por especialistas en endocrinologia. En otros casos se trata de
familiares de sujetos con dislipemia y/o ECV que consultan en nuestra unidad

para detectar que sean portadores de dislipemia de origen familiar.

Los principales motivos por los que dichos pacientes son revisados en
nuestra unidad son los siguientes: descartar causa familiar de
hipercolesterolemia en especial en aquellos sujetos en los que se sospecha
hipercolesterolemia familiar secundaria a mutacion en el gen del LDLR; control
bioquimico de pacientes que persisten con concentraciones elevadas de
colesterol en sangre a pesar de haberse instaurado tratamiento hipolipemiante;
pacientes con historia familiar y/o personal de ECV precoz; estudio de otras
formas familiares de hipercolesterolemia o dislipemia mixta y pacientes con

cifras elevadas de CPK y/o mialgias en el contexto de tratamiento con estatinas.

Los sujetos pertenecientes al grupo control fueron voluntarios sanos
pertenecientes al medio hospitalario, después de campanas de propaganda
(Universidad de la experiencia) o de forma personal a través de los

investigadores.
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3.2 EXAMEN CLINICO

Todos los sujetos accedieron a someterse a un interrogatorio clinico
relacionado con el tema a estudio. Ademas, firmaron un consentimiento
informado por el que permitian a los investigadores realizar las exploraciones
clinicas incluidas en el estudio y una extraccion de sangre para obtener los
datos bioquimicos utilizados. Dicho consentimiento informado fue aprobado

por el Comité de Etica de Investigacion Clinica de Aragén (CEICA).

Durante la primera visita se realizé una historia clinica donde se recogieron
sus antecedentes familiares y personales de ECV (haciendo especial hincapié en
la edad y modo de presentacion), HTA, DM, hipercolesterolemia e HTG, asi
como el tiempo de evolucion desde el diagnostico hasta el momento de la
entrevista. También se recogieron los habitos dietéticos de cada paciente, el
consumo medio de alcohol y el ejercicio fisico realizado habitualmente por el
sujeto. En cuanto al habito tabaquico se recogio el ntimero de cigarrillos
consumidos al dia en el momento de la entrevista y la evolucion de dicho
consumo a lo largo de la vida del sujeto (media del nimero de cigarrillos
fumados diariamente y numero de afios fumando). En la anamnesis se
descartaron posibles causas secundarias de hipercolesterolemia y/o
hipertrigliceridemia como hipotiroidismo, sindrome nefrético, sindrome de
Cushing o el consumo de ciertos farmacos como betabloqueantes, diuréticos
tiazidicos, estrogenos, androgenos, glucocorticoides, sertralina, acido valproico,
isotretionina o inhibidores de la proteasa que pueden causar alteraciones en el

perfil lipidico y en ocasiones, aumento de la presion arterial.

En la exploracion fisica se recogieron datos antropométricos (talla, peso,

perimetro abdominal medido 5 centimetros por encima de la espina isquidtica
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con un metro estandarizado) y la existencia de signos clinicos sugestivos de
dislipemia familiar: arco corneal, engrosamientos en tendones extensores de
manos y tobillos sugestivos de XT, depdsitos en forma de manchas amarillentas
en palmas de las manos denominados xantomas palmares,(patognomonicos de
disbetalipoproteinemia), xantomas eruptivos que se describen como erupciones
granulomatosas en zona de extension de tronco y extremidades y acumulacion

de material amarillento en parpados denominados xantomas palpebrales.

En todos ellos se obtuvo la presién arterial medida tras 15 minutos de
reposo con un manguito automatico estandarizado. Se realizé auscultacion
cardiopulmonar para descartar signos que hicieran sospechar patologia del
sistema cardiorrespiratorio, asi como palpacion abdominal para descartar
hepatomegalia. Se exploraron las extremidades inferiores para detectar la
posible existencia de edemas como signo de fallo en la funcién cardiaca y de
pulsos en arterias tibial anterior y pedia cuya ausencia podria ser sugestiva de

enfermedad vascular obstructiva en dicha localizacién.

3.3 PERFIL BIOQUIMICO

Junto a la evaluacion clinica, para completar el estudio de cada paciente se
obtuvo una muestra de sangre venosa tras haber permanecido en ayunas al
menos las 12 horas previas. En aquellos pacientes en los que se habia instaurado
tratamiento médico antes de acudir a nuestra consulta y no presentaban historia
personal de ECV esta extraccion se realizd tras suspender el tratamiento con
farmacos hipolipemiantes al menos las cuatro semanas previas. Con la muestra
de sangre obtenida se determind la concentracion en sangre de CT, TG, cLDL

(calculado mediante la formula de Friedewald si TG menores de 400) y cHDL,
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segin las recomendaciones para el estudio de pacientes con sospecha de
dislipemia del Nacional Cholesterol Educational Program (NCEP- ATP III).
Ademds se determind la concentracion en sangre de Lp(a), glucosa,
hemoglobina Alc, hormona tiroestimulante (TSH), triyodotirosina (T3),
creatinina, aspartato aminiotransferasa (AST), alanino aminotransferasa (ALT),
gamma glutaril transpeptidasa (GGT) y PCR. En aquellos con ECV establecida
se trataron de obtener los valores de CT, TG, cLDL y cHDL previos al comienzo

de la enfermedad y/o del tratamiento.

Las concentraciones de CT y TG fueron determinados mediante métodos
enzimaticos estandarizados. Los valores de cLDL fueron calculados segtin la
férmula de Friedewald, en aquellos sujetos con TG menores de 400 mg/dl. Los
valores de colesterol no HDL fueron calculados restando el valor de cHDL al
CT. ApoB y Lp(a) fueron determinados usando inmunoturbidimetria (Unimate
3, Roche, Basel, Switzerland). La concentracion de PCR fue determinada
mediante nefelometria usando el método inmunoquimico IMMAGE®
(Beckman Coulter). En aquellos sujetos con sospecha de heHF e HFC se

determind el genotipo de apoE segtin el método de Wenham et al??.

La concentracion de subtipos de lipoproteinas y el tamafio medio de cada
tipo de lipoproteinas fue medido mediante espectroscopia de resonancia
magnética nuclear (LipoScience, Inc., Raleigh, North Carolina). La
concentracion de cada subtipo de lipoproteinas segin el tamano se obtuvo
directamente mediante la cuantificacion de la amplitud de la sefal
electromagnética obtenida segun la cantidad de grupo metilo en cada molécula.
El peso medio de cada lipoparticula se deriva de la suma del didmetro
multiplicado por el porcentaje relativo de su masa, basado en la amplitud de la

sefal del grupo metilo. Se evaluo la concentracion de las siguientes subclases
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(en nanomoles de particulas/litro o nmol/L): LDL pequenas (diametro of 18.0-
21.2 nm), LDL grandes (21.2-23.0 nm), lipoproteinas de densidad intermedia
(IDL) (23.0-27.0 nm), HDL grandes (8.8-13.0 nm), HDL medianas (8.2-8.8 nm),
HDL pequefas (7.3-8.2 nm), VLDL grandes (>60 nm), VLDL medianas (35.0-
60.0 nm), y VLDL pequenas (27.0-35.0 nm). Dentro del subtipo de LDL
pequenas se incluyen las particulas intermedias-pequefias (19.8-21.2 nm) y las
muy pequenas (18.0-19.8 nm), que muestran una correlacion muy similar con la

concentracion de cLDL y CT por lo que pueden considerarse un tinico grupo??.

El perfil bioquimico permitié clasificar a cada paciente en uno de los
principales fenotipos lipidicos, descritos por Frederickson. Esta clasificacion
junto a la informacion obtenida en la anamnesis permitio realizar una primera
aproximacion diagndstica de cada sujeto y descartar otras patologias que

secundariamente pudieran causar dislipemia.

Hiperlipoproteinemia tipo I. Se caracteriza por el aumento de Qm mientras
que el numero de particulas VLDL permanece normal. Se asocia a elevaciones
importantes en las concentraciones de TG en sangre (mayores de 1000 mg/dl)

con colesterol normal o ligeramente elevado.

Hiperlipoproteinemia tipo Ila. Se atribuye al aumento de particulas de LDL
en sangre mientras que la concentracion del resto de lipoproteinas permanece
normal. Se caracteriza por un aumento importante en las concentraciones de CT
a expensas de cLDL (ambos, por encima del percentil 90 segtin los valores de

DRECE)?.

Hiperlipoproteinemia IIb. Se produce cuando aumenta el numero de

particulas LDL y VLDL. Se asocian a altas concentraciones de CT y TG (CT por
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encima del percentil 90 de la poblacion para edad y sexo, junto a TG por encima

de percentil 90 segin edad y sexo 6 200 mg/dl).

Hiperlipemia tipo III. Se produce por el aumento en la concentracién de
particulas residuales IDL. Se asocia a cifras de CT y TG ligeramente mas
elevadas que en el caso anterior. En general, en el mismo paciente concurre
alguna circunstancia clinica desencadenante del proceso. Si utilizamos como
referencia unicamente la concentracion de lipidos en sangre es dificil

distinguirla del tipo anterior.

Hiperlipemia tipo IV. En este caso se produce un aumento aislado en las
concentraciones de VLDL en sangre mientras que el resto de lipoproteinas
permanecen en un rango normal. Se asocian al aumento de la concentracion de
TG en sangre moderados (entre 200 y 1000 mg/dl) mientras las concentraciones

de CT son normales.

Hiperlipemia tipo V. En este caso se produce la elevacion de VLDL y Qm.
Se asocia a concentraciones de TG y CT muy elevados (en general, TG por

encima de 1000mg/dl y CT por encima de 300 mg/dl).

En la practica resulta dificil determinar el limite a partir del cual
consideramos que existe un aumento o disminucion excesiva en la
concentracion del colesterol o de las lipoproteinas transportadoras del mismo o
de TG. Por ello se han establecido como limites superiores para cada pardmetro
aquellas concentraciones que superen los valores situados en el percentil 90 de
la poblacion general a la que pertenece el sujeto y como limites inferiores

aquellos valores por debajo del percentil 10 de esa misma poblacion.
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3.4 CRITERIOS DE CLASIFICACION Y DIAGNOSTICO
DE LAS PRINCIPALES DISLIPEMIAS EVALUADAS

Una vez asignado un tipo de hiperlipemia, cada sujeto segin una entidad

nosoldgica. A continuacion exponen los criterios utilizados:

Hipercolesterolemia familiar (HF +). Este es el tinico trastorno de los
estudiados en nuestra poblacion para el que existe un método diagnostico
inequivoco: la deteccion de una mutacion en LDLR o APOB. Este analisis se
aplica en muestras de DNA de individuos con una alta probabilidad previa de
presentar este trastorno. Serdn aquellos que presenten las siguientes
caracteristicas: fenotipo Ila en el propio sujeto, historia familiar de dislipemia
ITa/ IIb (que con frecuencia se detectan en los primeros afios de vida del sujeto)
y/o ECV precoz (la que acontece en varones menores de 55 afios o en mujeres

menores de 65 afnos).

Un ntimero no despreciable de familias de sujetos con fenotipo Ila que
cumplen estas caracteristicas no presentan ninguna mutacion en LDLR. En
nuestra clasificacion reciben el nombre de HF (-). Este grupo resulta interesante

para estudiar otras causas de hipercolesterolemia de caracter hereditario.

Hiperlipemia familiar combinada: Corresponde a sujetos con historia
personal de dislipemia IIb y al menos un familiar de primer grado afecto por
hiperlipemia Ila, IIb o IV en ausencia de causas secundarias ni de mutacion en
LDLR. En estos sujetos es frecuente que exista una amplia historia familiar de
ECV si bien no siempre se manifiesta en edades tempranas de la vida. El pertfil

fenotipico es variable a lo largo de la vida de un mismo individuo y en
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miembros de una misma familia, ademds de ser mas influenciable por factores

externos.

Disbetalipoproteinemia. Este grupo de sujetos incluye a aquellos con
tfenotipo tipo III. Correspondera a aquellos con aumento de CT y TG y genotipo
de apo E E2/E2. Existen otras isoformas asociadas a alteraciones en el
catabolismo de las lipoproteinas remanentes, como por ejemplo las mutaciones
detectadas en las posiciones 127 y 136 del gen que regula la union al receptor.
Con frecuencia se trata de sujetos portadores de este genotipo en los que la
coexistencia de factores genéticos no bien conocidos u otras alteraciones del
metabolismo (obesidad, hipotiroidismo, DM) desencadena las alteraciones

descritas en el perfil lipidico.

Hipercolesterolemia poligénica. Sujetos con colesterol por encima del
percentil 90 segtin la distribucion en poblacion general, en los que no existe una
clara historia familiar de dislipemia y en los que se han descartado causas
secundarias de la misma. No pertenecen a este grupo aquellos sujetos que

presenten hipercolesterolemia por aumento en la concentracién de HDLc.

Hipertrigliceridemia familiar. Sujetos con hiperlipemia tipo IV o V e historia
familiar de hipertrigliceridemia. En este grupo se cuidd especialmente el
mantener un tiempo de ayuno prolongado ya que las ingesta importantes de
grasa o alcohol en las horas previas pueden ser causa de hipertrigliceridemia

esporadica.

Hiperalfalipoproteinemia. Son sujetos en los que se detecta aumento de CT
a expensas del aumento en el nimero de moléculas de HDL con valores de

cLDL por debajo del percentil 90 segin la distribucion en poblacion general.
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Las concentraciones de HDLc y apo A se elevan por encima del percentil 90

segun edad y sexo en la poblacion espafiola.

Hipoalfalipoproteinemia. Corresponde a sujetos con cifras de CT dentro del
rango de la normalidad en los que tinicamente se aprecia una disminucién en
las concentraciones de HDLc por debajo del percentil 10 segiin edad y sexo

definidos en el estudio DRECE.

3.5 ESTUDIO ULTRASONOGRAFICO DE ARTERIA
CAROTIDA

Durante la primera visita se realizd una ecografia de arteria carétida en
modo B a cada uno de los participantes en nuestro estudio. Dicha exploracion
fue realizada por ecografistas experimentados en esta técnica utilizando un
equipo de la marca Aspen Sequoia de multifrecuencia (7-10Mhz) usando un

transductor lineal.

Se obtuvieron imagenes de la pared posterior de CC, BC y CI de ambas
arterias cardtidas de cada individuo mediante un protocolo comun (figuras 3.1-
3.3). En nuestro estudio utilizamos un centimetro a partir del limite entre CCy
BC estableciéndose como tal el punto en que la arteria aumenta su calibre para
dar lugar al BC. El bulbo de la carétida (BC) se limita por el final de la CC y por
el comienzo de las dos principales ramificaciones de la arteria; carétida externa

y CI (figura 3.1).
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Figura 3.1 Esquema de los segmentos estudiados en la ecografia de arteria

carotida
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Con frecuencia es posible visualizar la zona en que comienza esta division,
denominada bifurcacion o punto de division del flujo (“flow divider”). Cuando
no es posible detectar una marca anatémica clara es de gran ayuda el estudio
mediante doppler del flujo de ambas ramas de la arteria. La CI presentara en

general menor diferencia de presion en el flujo (figura 3.2).

La arteria caroétida interna (CI) comienza en el flow divider o en su ausencia
en la zona donde la arteria recupera un didmetro menor y uniforme. Se valord
como maximo el GIM de un centimetro medido a partir de ese punto si bien en
ocasiones es dificil obtener esa longitud por las caracteristicas del paciente

(figura 3.3).
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Figura 3.2. Imagen del segmento final de CC y comienzo de BC recogida

mediante ecografia en modo B

Una vez obtenidas las imagenes, la medicion del GIM de cada segmento
arterial fue realizada por un tunico técnico validado para ello por el laboratorio
de imagen del Amsterdam Medical Center que utilizé un software MADLAB
adaptado para la obtencion del grosor de la pared arterial. Asi se obtuvieron los

valores maximo y medio del GIM de cada segmento.

Aquellos pacientes con sospecha de hiperlipemia tipo Ila en la primera
visita, fueron sometidos ademads al exdmen ecografico del tendén de Aquiles.
Para ello los sujetos se situaron de rodillas encima de la camilla, delante del
examinador, manteniendo apoyada la parte anterior de la pierna, mientras la
parte posterior y el pie quedaban suspendidos en el aire formando un angulo
de 90° Durante la exploracion se puso especial atencién en obtener las
imagenes paralelamente a la direccion de las fibras del tendon.
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Figura 3.3. Segmento de BC completo. A la derecha parte final de CCA la

izquierda, comienzo de CI

El grosor del tendon, se obtuvo a partir de la secciéon sagital del mismo, dos
centimetros por encima del os calci. Una vez obtenida la imagen se utilizaron
los valores medio y mdaximos obtenidos a lo largo de un centimetro de
extension a partir de la distancia entre las dos lineas de mayor densidad que

delimitan el tejido fibrilar del que se compone (figuras 1.13 y 1.14).
3.6 ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos obtenidos de las variables enumeradas previamente se han
estudiado estadisticamente mediante el software Statical Package for the Social
Sciencens (SPSS Inc, version 15.0). Los valores del GIMc utilizados en cada uno
de los modelos predictivos fueron el valor maximo de los seis segmentos
evaluados (CC, BC y CI de pared posterior de arteria cardtida derecha e

izquierda), el valor medio de los valores maximos y medios de cada segmento.
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Se describieron las variables de tendencia central (media + desviacion estandard
en caso de seguir una distribucion normal o mediana y rango intercuartil para
aquellos con distribucion no normal) para cada una de las variables estudiadas.
La distribuciéon normal de las variables se comprobd mediante el test de
Kolmogorov-Smirnov. La comparacion entre variables cuantitativas continuas
con una distribucion normal se realizé mediante el test t de student mientras
que se empleo el test U de Mann-Whitney cuando al menos una de ellas no
seguia una distribucion normal. En caso de comparar mas de dos grupos de
datos se utlizd el test de ANOVA cuando todas las variables comparadas
seguian una distribucion normal y el test H de Kruskal-Wallis cuando se
compararon mas de dos grupos en los que alguno de ellos seguia una
distribucién no normal. La comparacion entre variables cualitativas se realizd

mediante el test de ji-cuadrado.

Para determinar la correlacion entre variables con distribucién normal se
empled la o de Pearson, mientras que cuando alguna de las variables no seguia
una distribucion normal se utilizo la 0 de Spearman. Para ajustar los valores del
GIMc por edad y sexo y obtener las graficas de distribucion segiin sexo, grupo
de edad y dislipemia se utilizo el modelo lineal general univariante cal.culado
para cada una de las variables dependientes utilizadas en el modelo (valor
maximo de todos los segmentos, valor medio de los valores maximos de los seis

segmentos y valores medios de las medias de los seis segmentos).

El valor predictivo de cada una de las variables incluidas en el modelo final
con respecto a los valores del GIMc se realizo mediante el test de regresion
lineal multiple. En el caso del GIMc de sujetos con HF e HFC los valores de
GIMc fueron transformados en su logaritmo en base 10 para adquirir una

distribucion normal.
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4 RESULTADQOS

4.1 DISTRIBUCION DEL GROSOR INTIMA-MEDIA DE ARTERIA
CAROTIDA EN SUJETOS SANOS SIN FACTORES DE RIESGO

CARDIOVASCULAR

4.1.1 Obtencion de la muestra y caracteristicas clinicas

Para realiza este estudio se seleccionaron inicialmente 218 sujetos reclutados
a dentro del grupo de trabajadores del Hospital Universitaro “Miguel Servet”,
alumnos de la Facultad de Medicina y de la “Universidad de la Experiencia”
curso de formacion multidisciplinar dirigido a personas mayores de 60 afos,
ambos de la Universidad de Zaragoza. Del grupo inicial, 135 (61 varones y 74
mujeres entre 18 y 79 anos) fueron utilizados en el andlisis final, una vez
aplicados los criterios de exclusion (IMC 230 Kg/m?, ser hipertenso o detectarse
en la exploracion fisica una presion arterial > 169/90, cLDL > 160 mg/dl, cHDL <
30 mg/dl, glucemia basal > 125 mg/dl, creatinina > 2 mg/dl o TSH > 6 mcU/ml).
En los 83 sujetos no incluidos (46 varones y 37 mujeres) las principales causas
de exclusion fueron: en 41 de ellos la concentracion basal de cLDL fue >160
mg/dl, en 25 sujetos el consumo medio de cigarrillos fue >15 paquetes x ano, en
10 sujetos el IMC fue >30 kg/m2, otros 10 sujetos por PAS y/o PAD >160/90

mmHg, y otras causas en 2 voluntarios.

La edad media, la media de cigarrillos consumido entre los fumadores
activos o ex-fumadores, la concentracion de cLDL y apo B fueron similares

entre hombres y mujeres (Tabla 4.1). Los valores de CT, cHDL, apo A y Lp(a)
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fueron mayores en mujeres respecto a varones mientras que el resto de
variables (PAS, PAD, IMC, perimetro de cintura abdominal, TG, PCR y glucosa)
fueron mayores en el grupo de varones respecto al de mujeres. La mayoria de la

poblacion incluida en el estudio nunca habia sido fumadora.

4.1.2 Distribucion del grosor intima-media de arteria carotida

segun edad y sexo.

Los varones presentaron mayor GIMc medio y maximo que las mujeres en
cada uno de los segmentos explorados y en todos los grupos de edad (Tabla
4.1.1) aunque las diferencias observadas no alcanzaron significacion estadistica.
Las diferencias entre sexos tendieron a desaparecer hacia la sexta década de la

vida (Figura 4.1).

Al analizar la distribucion de los valores medios del GIMc medio de todos
los segmentos por sexos, en los varones el limite superior del intervalo oscild
entre 0,59 mm en menores de 25 anos y 0,95 mm en mayores de 65 anos (Tabla
4.1.2). En los sujetos entre 25 y 45 anos el limite superior de los valores del GIMc
medio fue 0,65 mm. A partir de esta edad, se observd un aumento llamativo del
GIMc alcanzando 0,75 mm en sujetos entre 45 y 54 afios y de 0,84 mm en sujetos
entre 55 y 64 anos. En el grupo de mujeres el limite superior de la media total
oscilo entre 0,52 mm en menores de 25 afios y 0,93 mm en mayores de 65 afios
(Tabla 4.1.2). Los limites superiores de los intervalos fueron 0,59 mm en el
grupo entre 25 y 34 afos, 0,62 mm en el grupo entre 35 y 44 anos, 0,69 mm en

aquellas entre 45 y 54 afios y 0,81 mm en el grupo entre 55 y 64 afos.
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4.1.3 Factores determinantes del engrosamiento de la pared

arterial

La edad resultd ser el principal factor determinante en el engrosamiento de
la pared arterial de todos los segmentos explorados. El GIMc medio de todos
los segmentos fue la mediciéon en la que se obtuvo un modelo con el mayor
valor predictivo de la muestra (R? ajustada = 0,669). Ademas de la edad (Beta =
0,662, P< 0.001) otras variables predictoras del GIMc fueron sexo masculino
(Beta = 0,120, P=0,027), PAS (Beta= 0,135, P=0,029) y cLDL (Beta= 0,131, P=0,029)
(Tabla 4.1.3). Por cada ano de vida se registro un aumento del GIMc medio de
0,005 mm en el valor medio de los tres segmentos (Tabla 4.1.4) y de 0,008 mm

en la media de los valores maximos de los tres segmentos (Tabla 4.1.5).

Al ajustar los valores del GIMc con respecto a edad y sexo se observé una
asociacion positiva entre el engrosamiento de la pared de la arteria carotida y
las cifras de PAS (Figura 4.2) y la concentracion de cLDL (Figura 3). El aumento
del GIMc se observa para todo incremento en la PAS siendo el engrosamiento
mas evidente a partir de valores superiores a 120 mmHg. Lo mismo ocurre
respecto a la concentracion de cLDL. En este caso es a partir de 125 mg/dL

cuando se observa un engrosamiento mayor del GIMc.
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Tabla 4.1.1 Caracteristicas clinicas, perfil bioquimico y valores de GIMc de la

poblacion incluida en el estudio, segtn sexo.

Hombre Mujer
Variable P
N= 64 N=74
Edad (afos) 42,9+ 15,7 44,5+16,8 0,620
Habito tabaquico, n (%)
Nunca 38 (65,5) 59 (79,7)
0,146
Fumador activo 9 (15,5) 5 (6,8)
Exfumador 11 (19,0) 10 (13,5)
Presion arterial sistolica (mm/Hg) 121 +11,2 113 14,5 0,001
Presion arterial diastdlica (mmHg) 75,0 £7,5 70,5+9,3 0,003
Indice de masa corporal (kg/m2) 251+2,7 23,0+2,9 0,000
Perimetro abdominal (cm) 90,8 £ 8,8 78,4+ 83 0,000
Colesterol total (mg/dl) 177 +24,4 191 +27,3 0,002
Colesterol LDL (mg/dl) 117 +23,8 121 +21,7 0,302
Colesterol HDL (mg/dl) 45,5+8,6 59,0+11,5 0,000
Trigliceridos (mg/dl)* 81,0 (49,5-105) 50,0 (39,0-74,0) 0,000
Apolipoproteina A (mg/dL) 130 + 20,6 157 +30,3 0,000
Apolipoproteina B (mg/dL) 93,0 +19,7 89,0+17,6 0,275
Lipoproteina (a) (mg/dL)* 9,0 (4,8-19,5) 18,1 (8,1-38,4) 0,006
Proteina C Reactiva (mg/L)* 1,5 (0,8-3,1) 0,9 (0,4-2,1) 0,012
Glucosa (mg/dL) 93,7+12,1 86,6 +7,9 0,000
GIM medio CC (mm) 0,6743 +0,1433 0,6497 +0,1436 0,317
GIM medio BC (mm) 0,7408 +0,1773 0,6971 + 0,1586 0,129
GIM medio CI (mm) 0,6412 + 0,2066 0,5732 + 0,1662 0,035
GIM medio tres segmentos (mm) 0,6872 +0,1436 0,6400 +0,1355 0,049
GIM maximo CC (mm) 0,8019 +0,1636 0,7622 +0,1658 0,161
GIM méaximo BC (mm) 0,9729 + 0,2275 0,9184 +0,2253 0,160
GIM maximo CI (mm) 0,8004 + 0,2597 0,7135 +0,2075 0,031
GIM maximo tres segmento (mm) 0,8606 +=0,1794 0,7980 +0,1704 0,038

Valores expresados en media + DE o mediana (rango intercuartil)*,Paquetes/dia x afios= Numero cigarrillos

consumidos al dia (cuantificados en paquetes; 1 paquete =20 cigarrillos) por el N° afios de consumo.?
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Tabla 4.1.2.Valores medios y limite superior de normalidad del GIMc segun
grupo de edad y sexo.

Hombres Mujeres
Grupo
Segmento
edad Media , . . ;o .
carotideo i Limite superior Media (mm) Limite superior
(anos) (mm) (mm)
(mm)
<25 0,5637 0,6167 0,4790 0,5559
25 a 34 0,6155 0,6746 0,5107 0,6357
GIM medio
35a44 0,6103 0,6667 0,5566 0,6216
carotida
45 a 54 0,6715 0,8050 0,5955 0,7028
comun
55 a 64 0,7524 0,7948 0,6941 0,8326
>64 0,8165 1,1252 0,7964 0,9841
<25 0,6056 0,6970 0,4850 0,5865
25a34 0,6477 0,6949 0,5763 0,6680
GIM medio 35a44 0,6331 0,6904 0,6022 0,6996
bulbo 45 a 54 0,7811 0,8955 0,6224 0,7624
55 a 64 0,8515 0,9472 0,7468 0,8728
>64 0,9066 1,1589 0,8401 1,0805
<25 0,4202 0,5421 0,3932 0,4864
25a34 0,5724 0,6433 0,4240 0,5225
GIM medio
35a44 0,5964 0,6516 0,4795 0,5843
carotida
45 a 54 0,6055 0,7187 0,4885 0,6998
interna
55 a 64 0,7363 0,8254 0,6024 0,7782
>64 0,8199 1,1983 0,6124 0,9049
<25 0,5465 0,5996 0,4663 0,5290
25 a34 0,6066 0,6581 0,5273 0,5851
GIM medio
35a44 0,6181 0,6504 0,5565 0,6248
tres
45 a 54 0,6860 0,7558 0,6012 0,6893
segmentos
55 a 64 0,7801 0,8366 0,6998 0,8123
>64 0,8477 0,9525 0,7715 0,9680

*El limite superior de la normalidad corresponde al percentil 75 de la distribucion
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Tabla 4.1.3. Variables asociadas de forma independiente con el GIMc medio
de los tres segmentos carotideos tras regresion lineal multivariante en sujetos

sin factores de riesgo cardiovascular ni historia personal de enfermedad

cardiovascular.
R2
Variable B P 95% intervalo de confianza Beta
ajustada

Constante 0,181 0,023 0,054-0,307
Edad (anos) 0,005 0,000 0,004-0,006 0,629 0,662
Sexo (hombre) 0,032 0,027 0,004-0,060 0,651 0,120
PAS (mmHg) 0,001 0,029 0,001-0,002 0,660 0,135
cLDL (mg/dL) 0,001 0,029 0,0005-0,001 0,669 0,131

Las variables introducidas en el modelo fueron aquellas con un valor de P <0,20 en el
analisis bivariado: edad, sexo, presion arterial sistdlica, y colesterol LDL. PAS= presion

arteria sistolica, cLDL, colesterol LDL
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Figura 4.1.1 Valores del GIM de arteria cardtida distribuidos segun

décadas de edad y sexo
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Figura 4.1.2 Valores del GIMc ajustados segin concentracion del cLDL
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Figura 4.1.3 Valores del GIMc ajustados segun presion arterial
sistolica
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4.2 RELACION ENTRE EL TAMANO DEL TENDON DE AQUILES
Y EL GROSOR INTIMA-MEDIA DE ARTERIA CAROTIDA EN
PACIENTES CON HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAR

4.2.1. Caracteristicas clinicas:

La tabla 4.2.1 muestra la distribucion de las variables demogréficas. clinicas y
lipidicas del grupo estudiado. Estudiamos un total de 217 sujetos (109 varones y
108 mujeres) entre 18 y 81 anos reclutados en la Unidad de lipidos del Hospital
Universitario Miguel Servet entre octubre de 2005 y abril de 2008. De ellos, 28
(12,9 %) tenian antecedentes personales de ECV prematura (18 varones y 10
mujeres). Los varones presentaron mayor IMC y concentracion de TG que las
mujeres mientras que la media de edad y los valores de cHDL fueron mayores
en mujeres que en varones. La concentracion de cLDL fue similar entre los

grupos (Tabla 4.2.1)

4.2.2. Tamano del tendon de Aquiles. Correlacion con
factores de riesgo cardiovascular y grosor intima-media de

arteria carotida.

El tamanio del tendon de Aquiles se correlaciond positivamente con el GIMc
maximo y medio de Is seis segmentos (0=0,298, p<0.001). En el analisis
multivariante las variables asociadas de forma independiente con el tamafio del
TA fueron cLDL, sexo masculino y edad (Tabla 4.2.2) Sin embargo, la

contribucion total de estas variables al tamarfo del TA fue modesta.

4.2.3. Deteccion de xantoma tendinoso. Diferencia entre la

exploracion fisica y la exploracion ecografica.
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El nimero de sujetos diagnosticados de XT mediante la exploracion
ecografica fue mucho mayor que en la exploracion fisica. 62 pacientes
mostraron engrosamiento del TA detectado mediante palpacién y en hasta 139
pacientes se realizd el mismo diagndstico tras la exploracion ecografica del TA
de acuerdo a los puntos de corte para la secciéon anteroposterior del tendon
establecidos previamente (5,3 y 5,7 mm para varones menores y mayores de 45

anos y 4,8 y 4,9 mm para mujeres menores y mayores de 50 afios) (p<0.001).

En la figura 4.4 se muestra el porcentaje de sujetos con diagnostico clinico
de XT de acuerdo a los deciles del tamafio del TA descrito mediante ecografia.
Cuando el TA era <5.35 mm, la deteccion clinica de XT fue rara, mientras que
cuando alcanzé dimensiones >6.9 mm la mayoria de ellos era detectado en la
exploracion fisica. El porcentaje de deteccion de XT en los tamafios entre 5.35-7

mm fue mas inconsistente.

4.2.4. El tamafio del tendon de Aquiles es un factor predictor

del grosor intima-media de arteria carotida.

En el andlisis de regression miltivariante la edad, el sexo masculino, la
concentracion de cLDL y el consumo de tabaco se asociaron de forma
independiente con el tamafio del TA (Tabla 4.2.3). En un segundo paso, el
grosor maximo del TA se mostré como factor de riesgo independiente del GIMc
tras ajustar los valores por los principales FRCV, incrementando de forma
significativa el valore de R2 desde 0.397 hasta 0.410 (p=0.006 para el incremento
de R2).

Al agrupar segtin el modo de diagnostico se demostrd que aquellos sujetos
con XT, bien en la exploracion fisica o en la exploracion ecografica, presentaron

un GIMc significativamente superior que el del resto de sujetos (figura 4.2.1),
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mientras que aquellos en los que no se detecté XT por ninguno de los dos
meétodos presentaron un GIMc significativamente menor que en resto de los
grupos. Como grupo intermedio, el grupo de pacientes XT detectado
unicamente por ecografia mostraron valores de GIMc intermedios entre los
otros dos grupos (figuras 4.2.2a y 4.2.2b). Segun todos estos resultados se puede
concluir que la exploracion del TA mediante ecografia mejora la estratificacion
del riesgo cardiovascular en sujetos con heHF, principalmente mediante la
deteccion de un subgrupo de pacientes con engrosamiento del TA no detectado
con los métodos de exploraciébn convencionales, en los que el riesgo

cardiovascular esta aumentado.
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Tabla 4.2.1. Caracteristicas clinicas y perfil lipidico de los pacientes

estudiados segun sexo.

Variable Varon  N=109 Mujer N=108 P

Edad (afios) 41.3+£13.6 45.7 +15.1 0.025
Fumadores, n (%) 0.267

No 59 (54.6) 48 (44.0)

Si 25 (23.1) 35 (32.1)

Ex 24 (22.2) 26 (23.9)
Paquetes/dia x anos* 3 (0-20) 0 (0-11.5) 0.072
Enfermedad coronaria, 18 (16.5) 10(9.3) 0.082
n (%)
HTA, n (%) 21 (19.4) 16 (14.8) 0.235
DM, n (%) 4 (3.67) 2 (1.85) 0.427
IMC (Kg/m2) 26.7 £ 3.66 24.1+4.80 0.000
Colesterol total (mg/dl) 351.4 +62.0 366.0 +73.6 0.114
Colesterol LDL (mg/dl) 282.8 + 60.6 287.0+71.6 0.646
ColesterolHDL (mg/dl) 46.8 +10.8 59.2+13.9 0.000
Triglicéridos (mg/dl) 99 (77-157) 82 (59-115) 0.003

Las variables estan expresadas en media + desviacion estandard o mediana (rango

intercuartil) segun se distribuyan o no de acuerdo a curva de normalidad

HTA-= hipertension arterial, DM= diabetes mellitus, IMC= indice de masa corporal
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Tabla 4.2.2. Variables asociadas de forma independiente con el valor maximo
del tamaiio del tendon de Aquiles. Resultados tras aplicar el analisis segun el

modelo de regresion multinomial.

Odds ratio
Variable B P (95% interval de R
confianza)
Colesterol LDL(mg/dL) 0.010 0.000 0.007-0.013 0.133
Sexo (varon) 0.694 0.001 0.289-1.100 0.155
Edad (anos) 0.020 0.010 0.005-0.036 0.169
Constante 1.934 0.000 0.962-2.906

Las variables introducidas en el modelo fueron aquellas con un valor p <0,2 en el
analisis de regresion inicial (edad, sexo, consumo de tabaco, hipertesion arterial,
diabetes mellitus, cLDL, cHDL y triglicéridos).
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Tabla 4.2.3. Modelo de regresion obtenido tras incluir edad, sexo, consumo de
cigarillos, hipertension arterial, diabetes mellitus, indice de masa corporal,
colesterol LDL, colesterol HDL vy triglicéridos como variables predictoras del

grosor intima- media de arteria cardtida.

Odds ratio(95% R2
Variable B P confidence

. ajustada

interval)
Sexo (varon) 0.064 0.000 0.041-0.088 0.316
Edad (anos) 0.005  0.000 0.004-0.006 0.376
Consumo de cigarrillos

0.001  0.005 0.0005-0.002 0.395

(Paquetes/dia x afios)
Colesterol LDL 0.000 0.137 0.00006-0.0003 0.404
Media valores maximos del
Grosor intima-media de los 6 0.009  0.006 0.002-0.015 0.414
segmentos
Constante -0.373  0.006 -0.430-(-0.316)
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Figura 4.2.1 Porcentaje de pacientes en los que se detecto XT en la
exploracion fisica de acuerdo al diametro anteroposterior del TA medido

mediante ecografia.
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Figura 4.2.2a Distribucion del grosor intima-media de arteria cardtida segun

el diagnostico de xantoma tendinoso en varones
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Figura 4.2.2b. Distribucion del grosor intima-media de arteria carétida segun

el diagndstico de xantoma tendinoso en mujeres
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4.3 COMPARACION DEL GROSOR INTIMA-MEDIA DE ARTERIA
CAROTIDA ENTRE SUJETOS CON HIPERCOLESTEROLEMIA
FAMILIAR E HIPERLIPEMIA FAMILIAR COMBINADA

4.3.1 Poblacion del estudio y comparacion de variables

independientes del modelo

Se seleccionaron un total de 602 sujetos, reclutados en nuestra consulta
desde octubre de 2005 a diciembre de 2008. De ellos, 432 fueron diagnosticados
como hipercolesterolemia autosémica dominante (HAD) y 170 se clasificaron
como hiperlipemia familiar combinada (HFC) segtn los criterios especificados

en el apartado 2.

Entre los pacientes incluidos en el grupo de HFC la edad media fue mayor y
hubo mayor proporcion de varones que entre los incluidos en los otros grupos
(48.9 + 12.0 afios vs 44 and 45 anos) (P< 0.001) (tabla 4.3.1). En relacién con el
perfil lipidico el grupo con diagndstico de HAD present6 concentraciones mas
elevadas de colesterol no HDL, apoAl, ApoB y Lp(a) mds elevadas mientras
que los valores de TG fueron mayores en el grupo de HFC. La prevalencia de
otros FRCV fue también mayor en este ultimo grupo con valores mas elevados
de IMC, PAS, consumo de tabaco, glucemia basal, PCR y proporcién de HTA y
DM. (HTA 28.7% vs 18.6%, P<0.001; DM 8.2% vs 2.8%, P= 0.001) alcanzando
significacion estadistica en la mayoria de las variables comparadas. Los valores
de cHDL fueron menores en HFC respecto al resto de grupos comparados.
(tabla 4.3.1). La proporcion de sujetos en tratamiento con farmacos
hipolipemiantes en el momento de ser incluidos en el estudio (estatinas en la

mayoria de los casos) fue similar entre los grupos de HAD e HFC. (83,3% vs
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82,1%). No hubo diferencias entre los grupos con dislipemia en el resto de

variables recogidas, incluidos los antecedentes personales y familiares de ECV.

4.3.2 Comparacion del engrosamiento de la pared arteria segiin
el grupo de dislipemia y principales factores predictivos del

grosor intima-media de arteria cardtida

Los valores del GIM fueron mayores en sujetos con HFC respecto al resto
de grupos y de HAD respecto al grupo control (datos no mostrados). Después
de ajustar los resultados por edad y sexo se siguié6 manteniendo las diferencias
en los valores de GIMc a favor de HFC aunque sélo alcanzaron diferencias
significativas en los valores maximos de los tres segmentos (1,038 mm vs 0,972

mm, p=0,024, tabla 4.3.2)

En el andlisis de los resultados segin grupos de edad se observo un
incremento del GIMc con la edad que ademas resultd la principal variable
predictiva de cualquier medida y segmento del GIMc. La superioridad de los
valores de GIMc en sujetos con HFC se observaron incluso al estudiar los
resultados por grupos de edad. Esta evolucion fue mucho mas acentuada a
partir de la quinta década de vida en la que las diferencias entre ambos grupos
se hacen mucho mayores (diferencias de 0,087 mm, p= 0,029 para los valores
maximos el GIMc y 0,020 mm, p=0,221 para valores medios de GIMc, (tablas
4.3.3a-c; figura 4.3.1)

Para evaluar la relacion entre los valores de GIMc y el resto de variables
recogidas en el modelo se utilizo6 la carrelacion de Spearman ya que los valores
del GIMc no seguian una distribuciéon normal. En la tabla 4.3.4a-c se resumen
las principales variables predictivas de los valores maximos de GIMc. Tanto los

valores del perfil lipidico como el resto de FRCV se asociaron de forma
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significativa con los valores del GIMc. El estudio de los subtipos de
liproproteinas mediante resonancia magnética nuclear no aporté mayor poder
predictivo al modelo respecto a las medidas convencionales de
lipoproteinas(datos no mostrados). Sélo en los sujetos controles y con
diagndstico de HAD los subtipos de lipoproteinas se correlacionaron con el
GIMc mientras que en el grupo de HFC no se observé ningun tipo de asociacion
(tabla 4.3.5) En en modelo final se incluyeron aquellas variables que
presentaban mayor correlacion con los valores del GIMc. Ademas de la edad,
las concentraciones de colesterol fueron determinantes en el desarrollo de
aterosclerosis subclinica tanto en el grupo control como en el grupo con
diagndstico de HAD. En el grupo de HFC, ademas de la edad, el GIMc se asocid
de forma independiente con la PAS y la cantidad de tabaco consumida. En este

caso el sexo no fue un factor determiante en el engrosaiento de la pared arterial.

Seguin el modelo de regresion lineal utilizado en este estudio la proporcion
de aterosclerosis predicha en sujetos controles fue mucho mayor que en el resto
de grupos (68%, 36% y 41% en los grupos control, HAD e HFC) poniendo de
relieve la importancia de otros factores no conocidos, probablemente genéticos

en la determinacion del riesgo cardiovascular de estos sujetos.
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Tabla 4.3.1. Factores de riesgo cardiovascular y perfil lipidico segun

diagnéstico.
Variable Control HAD HFC
N=200 N=432 N=170
Edad (afios) 45.5 + 16.4> 46.1 £ 13.6¢ 48.2 + 13.3bc
Sexo 40.9 ab 49.02¢ 67.2 be
(% varones)
Tabaquismo (%)
NO 69.5 2P 54.8 36.5b«
S1 13.52b 23.7 ¢ 26.6b<
EX 17.3 2% 21.5 36.95<
PAS (mm/Hg) 120 127 130
(110-130)® (118-138)2¢ (121-141)be
PAD (mmHg) 73 80 82
(70-80) ab (70-85) a< (75-89)b<
IMC (Kg/m2) 24 .4+ 3.42° 25.3 + 3.84¢ 27.8 £ 3.16P<
Perimetro de 85.4 +10.8P 87.2+12.1¢ 96.3 + 9.44b<
cintura (cm)
Hipertension 2.1ab 18.62¢ 28.7bc
(%)
Diabetes Qab 2.8ac 8.2bc
Mellitus (%)
Tratamiento con Qab 83.32¢ 82.1be
estatinas (%)
H? familiar ECV 0ab 36.22 31.6°
(%)
ECV (%) Qb 8.5%¢ 11.9 be

PAS= presidna arterial sistolica; PAD= Presion arterial diastdlica;

HAD-= hipercolesterolemia autosomica dominante; HFC= hiperlipemia familiar

combinada
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Tabla 4.3.2 Distribucion de variables del perfil cardiometabdlico segun grupo

de diagnostico

Variable

Control
N=200

HAD

N=432

HFC

N=170

Colesterol total

197 (173 -224)»

321 (290-368)2<

290 (265-319)r

(mg/dl)

Colesterol LDL

(mg/d) 127 (109-150) =* 243 (212-293)a 199 (177-225) be
Colesterol HDL

(mg/dl) 53 (44-66)P 52 (44-63)¢ 43 (35-52) b«
Colesterol no HDL

(mg/dl) 141 (120-167) *® 266(233-312)¢ 245(222-277) b
Triglicéridos

(mg/dI) 62 (44-90) ** 99 (67-143)x< 244 (194-342)bs
Apolipoproteina

A1 (mg/dl) 152 +31.3> 147 + 31.9¢ 140 + 25.9b«
Apolipoproteina B

(mg/dl) 99.8 + 23.2ab 171 + 39.4a< 156 + 28.0b«<

Lipoproteina (a)

(mg/dL)

14.5(6.79-40.6)*b

29.0 (12.4-65.3) @<

19.8(6.44-51.9)b+

Proteina C

- b _ c ~ be
Reactiva 1.45 (0.70-3.00) 1.50 (0.50-3.00) 2.30 (1.00-4.36)
Clucosa (mg/dL) 88 (82-96)° 90 (83- 9) =« 96 (89-108)1

HAD-= hipercolesterolemia autosdémica dominante; HFC= hiperlipemia familiar

combinada
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Tabla 4.3.3 Valores del GIMc ajustados por edad y sexo.

Todos los Controles HAD HFC P value
pacientes N=200 N=432 N=170
GIMc Maximo 1.115 1.325 1.383 <0.001
6 segmentos
(1.136-1.195)2® (1.279-1.375)2 (1.308-1.458)°
Media GIMc 0.845 0.972 1.038 <0.001
maximo
(0.794-0.896)F (0.942-1.002)>  (0.990-1.086)<
Media GIMc 0.673 0.747 0.762 <0.001
medio
(0.652-0.695)F (0.734-0.759)2 (0.741-0.782)°®

a: P<0.005 al comparar valores del grupo control con HAD b: P<0.005 al comparar valores
del grupo control con HFC. c¢: P<0.005 al comparar valores del grupo HAD con HFC

HAD hipercolesterolemia autosémica dominante. HFC= hiperlipemia familiar combinada

122



Resultados

Tabla 4.3.3b
Edad Controles HAD HFC P value
<=40 anos N=83 N=152 N=46
GIMc
1.018 1.079
Maximo 6 0.908 <0.001
- a 0.978-1.059) (0.998-.1160)°
segmentos  (0-841-0.974) ( » )
Media GIMc 0.717 0.802 0.802
L. <0.001
maximo (0.678-0,755)w (0.778-0.825)> (0.775-0.849)>
Media GIMc 0.576 0.626 0.623
. <0.001
medio (0.553-.599)» (0.612-0.640)> (0.595-0.652)"
Tabla 4.3.3c
Edad Controles HAD HEC
_ _ _ P value
540 afios N=118 N=280 N=124
GIMc
. 1.1199 1.506 1.555
Maximo 6 <0.001
1.076-1.322)>>  (1.437-1.576)* (1.454-1.656)°
segmentos
Media GIMc 0.902 1.072 1.159
- <0.001
maximo (0.822-0.983)>* (1.024-1.115)>  (1.093-1.224)b<
Media GIMc 0.721 0.815 0.835
<0.001
medio

(0.689-0.753)*» (0.797-0.833)

(0.809-0.861)®

a: P<0.005 al comparar valores del grupo control con HAD b: P<0.005 al comparar valores del grupo control
conHFC. c: P<0.005 al comparar valores del grupo HAD con HFC. HAD-=hipercolesterolemia autosémica

dominante. HFC= hiperlipemia familiar combinada
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Tabla 4.3.4a. Variables asociadas con LnGIMc¢ Maximo segun el modelo

lineal multinomial segun grupo diagnéstico.

CONTROLES
Riesgo relativo
R2
Variable B (95% intervalo P Beta .
ajustada
confianza) )
Constante -0.791 -0.881- -0.702 | 0.000
Edad (afios) 0.009 0.008-0.011 | 0.000 | 9709 | 0.610
Sexo (vardn) 0.064 0.025-0.103 | 0.000 | 0-148 | 0.649
Consumo tabaco
0.003 0.001-0.004 | 0.001 | 0151 | 0671
(paquetes/afo)
Colesterol no HDL
0.001 0.0002-0.002 | 0.012 | 0128 | (682
(mg/dl)

Variables introducidas en el modelo (P <0.20): edad, sexo, consumo de tabaco, indice

de masa corporal, colesterol no HDL, cHDL
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Tabla 4.3.4b.

HIPERCOLESTEROLEMIA AUTOSOMICA DOMINANTE

Riesgo relativo R2
5% interval de ajus
Variable B (95% i 1d P Beta ].
confianza) tada
Constante -0.754 -0.852- -656 0.000
Edad (afios) 0.011 0.010-0.013 0.000 | 9563 | 0306
Sexo (varon) 0.115 0.076-0.153 0.000 | 0220 | (352
Colesterol no
0.0004 0.0001-0.001 0.004 | 0110 | 0363
HDL (mg/dl)

Variables inbtroducidas en el modelo (P <0.20): edad, sexo, consumo de tabaco, indice

de masa corporal, colesterol no HDL, cHDL, triglicéridos, proteina C reactiva, glucosa,

presion arterial sistdlica, antecedentes familiares de enfermedad cardiovascular.
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Tabla 4.3.4c

HIPERLIPEMIA FAMILIAR COMBINADA

Riesgo
. . R2
. relativo (95%
Variable B ] P Beta
intervalo .
ajustada
confianza)
Constante -1.016 | -1.271--0.761 | 0.000
Edad (afios) 0.011 0.008-0.013 | 0.000 | 0489 0.334
Sexo (varon) 0.052 | -0.017-0.121 | 0.141 | 0-085 0.349
Presién arterial
0.003 0.001-0.005 | 0.002 | 0-190 0.389
sistolica (mmHg)
Consumo de tabaco
0.002 0.001-0.004 | 0.006 | 0-167 0.411

(Paquetes/ao)

Variables introducidas en el modelo (P <0.20): edad, sexo, consumo de tabaco, indice

de masa corporal, colesterol no HDL, cHDL, triglicéridos, proteina C reactiva, glucosa,

presion arterial sistdlica, antecedentes familiares de enfermedad cardiovascular.
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Tabla 4.3.5 Correlacion entre los subtipos de lipoproteinas medidas mediante

resonancia magnética nuclear y el grosor intima-media carotideo.

Hipercolesterolemia Hiperlipemia
Controles
Familia Familiar Combinada
GIMc GIMc GIMc GIMc GIMc GIMc
maximo 6 | medio6 | maximo6 | medio6 | maximo6 | medio 6
segmentos | segmentos | segmentos | segmentos | segmentos | segmentos
Numero de particulas
VLDLy
quilomicrones 0.226* 0.255* 0.145* 0.146* -0.120 -0.084
totales
VLDL
quilomicrones 0.122 0.104 0.112% 0.106 0.019 0.020
grandes
VLDL medianos 0.022 0.077 0.146 ** 0.124 * -0.101 -0.082
VLDL pequefios 0.294 ** 0.315** 0.144 ** 0.141 ** -0.135 -0.100
LDL total 0.459 ** 0.461 ** 0.139 % 0.114 % 0.021 0.016
IDL total 0.158 0.180 * 0.110 % 0.120 * -0.016 -0.021
LDL grandes 0.223 ** 0.251 ** -0.062 -0.082 -0.019 0.016
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Figura 4.3.1. Distribucion de la media de valores maximos de GIMc segun
edad y diagndstico
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4.4 IMPACTO DEL TIPO DE MUTACION EN EL GEN DEL
RECEPTOR LDL EN EL DESARROLLO DE ATEROSCLEROSIS EN

PACIENTES CON HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAR

En este estudio se ha evaluado la relacion entre el tipo de mutacion del
rLDL vy el desarrollo de aterosclerosis medido mediante el GIMc en sujetos con

diagndstico genético de heHF.

Se incluyeron un total de 436 pacientes de los cuales 180 fueron
recogidos en nuestro centro. Del total de sujetos incluidos, 376 eran
asintomaticos mientras que los 60 restantes tenian antecedentes personales de
ECV (45 con IAM y 15 con angina). Los pacientes con historia personal de ECV
eran de mayor edad, con mayor IMC y frecuencia de HTA y DM que el grupo
de sujetos asintomadticos. Asi mismo, este grupo presentd mayores
concentraciones de TG y menores de cHDL que el grupo de pacientes

asintomaticos

Al clasificar a los participantes de acuerdo a la actividad del rLDL no se
detectaron diferencias en cuanto a caracteristicas demograficas ni
antropométricas, historia familiar o personal de ECV, HTA, ni uso previo de
estatinas. Tanto el grupo de sujetos con alelo nulo como aquellos con alelo

indeterminado presentaron un fenotipo lipidico mds severo que aquellos con
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alelo defectuoso con concentraciones de CT y cLDL mas elevadas (tabla 4.4.1).
En el andlisis posterior no se incluyeron aquellos sujetos con actividad de rLDL
indeterminada dado el desconocimiento existente sobre la actividad residual

del rLDL en este grupo.

Al comparar los valores maximos del GIMc los pacientes con historia
personal de ECV mostraron mayor engrosamiento de la pared arterial que
aquellos asintomaticos. El conjunto de sujetos con heHF mostraron mayor
engrosamiento de la pared arterial que el grupo control (tabla 4.4.2). Al
considerar los valores maximos del GIMc como variable dependiente resultaron
factores predictores independientes la edad, el IMC, y el consumo de tabaco
explicando en conjunto el 24% de la variabilidad obtenida. En un modelo
posterior se afadieron la presencia de xantomas y de alelos nulos del LDLR
como factores predictores del GIMc explicando en conjunto el 30,6% de los

valores obtenidos (tabla 4.2.3).
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Tabla 4.4.1 Caracteristica clinicas y perfil lipidicode pacientes heHF

dependiendo del tipo de mutacion del LDLR

Characteristics Null Defective Undetermined
alleles alleles alleles
(n=214) (n=190) (n=232)
Age in years, mean (range) 43 (18-82) 45 (18-79) 47 (18-70)
110(51) 99 (52) 14 (44)

Iale gender, n (%)

Clinical variables, n (%)

Family lustory of early-onset CHD 89 (43) 93 (30) 16 (52)
Prior CHD 35 (16) 22 (12) 3(9)
Ever smoked 93 (44 90 (48) 9 (28)
Tendon xanthomas® 93 (44) 66 (35) 20(63)
Body mass index, kg:’m‘j 251+41 255+40 257136
Systolic blood pressure, mm Hg 126 £ 18 127+ 15 126 £ 16
Dhastolic blood pressure, mm Hg 76+ 11 78+ 10 75+ 10
Semum lipids, mg/dl
Total cholesteroly 395+ 77 364 £62° 406 £ 77°
LDL-cholesterolt 313274 286 + 62" 325474
HDL-cholesterol s0+12 54+ 15 4x12
Triglycerides 115+62 115 £ 62 11544
Total cholesterol/HDL ratiof 82+25 7424 77+219%
Prior starin treatment, n (%5) 175 (82) 147 (77) 28 (88)

Values are means + SD unless otherwise stated.

CHD, coronary heart disease.

*p < 0.05 by chi-square test, Tp < 0.05 by ANOVA statistics.

Values within a row with different superscript letters are significantly different (p < 0.05,

Bonferroni post-hoc test).
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Tabla 4.4.2 Grosor intima-media de arteria cardtida segun en pacientes con
hipercoelsterolemia familiar con y sin enfermedad cardiovascular y controles,

ajustado por edad, sexo y consumo de estatinas

Variables in mm Asymptomatic FH with Healthy
FH prior CHD controls
(n=376) (n =60) (n = 268)
Mean CCA-IMT* 0.71+0.01° 0.71+002° 0.62 =0.01°
Maximum CCA-IMT* 0.86 £0.01° 0.84 £0.02° 074 £0.02°
Maximum carotid IMT* 1.29 £ 0.04° 155+ 008" 0.92+0.05°
Presence of plaques. n (%)T 182 (48) 46 (77 75 (28)

Talues are adjusted-means = SEM.
CHD, coronary heart disease; CCA, common carotid artery.

*p = 0.05 by ANCOVA. Values within a row with different superscript letters are significantly

different (p = 0.03 by Bonferroni post-hoc test). Tp = 0.01 by chi-square test.
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Tabla 4.4.3 Variables asociados de forma independiente con el grosor intima-

media de arteria cardtida en sujetos con hipercoelsterolemia familiar, segun

el analisis de regresion por pasos.

FH with all mutations except undetermined alleles (n=404)

Dependent variable Variables B Beta Pvalue Adjusted R
Mean CCA-IMT Constant 017 =10.001 0293
Agex 10y 0.05 043 =(.001
Smoking 0.06 0.16 =(.001
Body mass mdex 0.01 0.12 0.013
Systolic BP x 10 mm Hg 0.0 0.10 0.039
Maximmum CCA-IMT Constant 0.32 <0.001 0.240
Agex 10y 0.06 0.40 <0.001
Body mass mdex 0.01 0.16 0.001
Smoking 0.06 0.14 0.002
Maxinmm carotid IMNT  Constant 0.16 0.134 0.306
Agex 10y 0.23 0.50 =0.001
Sex (female) -0.21 -0.17 =0.001
Smoking 0.17 0.13 0.004
Null allele 0.15 0.11 0011
Tendon xanthomas 013 0.10 0.030

Variables entered mto the model were age. sex. tendon xanthomas, smoking. body mass index. systolic

blood pressure (BP), fasting blood glucose, LDL-cholesterol, HDL-cholesterol, triglycerides, prior statin

treatment. and mutational class.
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4.5 SOBREXPRESION DEL GEN CXCL3 EN RESPUESTA A LDL
OXIDADA Y ASOCIACION CON LA PRESENCIA DE
XANTOMAS TENDINOSOS EN SUJETOS CON

HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAR

La expresion clinica de la heHF es muy variable en términos de elevacion de
las concentraciones de CT y cLDL, presencia de XT, edad de comienzo y
severidad de ECV, incluso en sujetos con el mismo defecto genético. Los XT son
muy especificos de heHF, con una prevalencia entre el 30 y el 50% de estos
pacientes. Sin embargo el mecanismo por el cual se produce el engrosamiento
del TA es desconocido. Recientemente se ha demostrado diferente respuesta
inflamatoria frente a LDLox entre sujetos con y sin XT. Segtin lo expuesto hasta
el momento, nuestra hipotesis es que existe diferencias en la expresion de
ciertas quimioquinas y citoquinas inflamatorias en respuesta a LDLox que

pueden estar implicadas en el desarrollo de XT.

Estudiamos 19 sujetos con diagnostico genético de heHF, 12 varones y 7
mujeres. De ellos 9 presentaban XT en la exploracion fisica mientras que los 10
restantes presentaban un TA normal. En todos ellos se obtuvieron las
concentraciones de CT, cLDL, cHDL, Lp(a) y TG de acuerdo a los métodos
descritos previamente (ver apartado métodos). En el momento de ser incluidos
en el estudio ninguno de ellos estaba siendo tratado con ningun farmaco
hipolipemiante. En todos ellos se realizo una ecografia del TA mediante un
ecografo Acuson Siements segun el protocolo descrito previamente (ver
apartado métodos) utilizdndose el didmetro anteroposterior como medida mas
fiable del tamafio del TA. Para el diagndstico de XT mediante ecografia se
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utilizaron como limite superior de normalidad 6 mm en varones y 5 mm en
mujeres. Para el propdsito de este estudio se seleccionaron aquellos sujetos con
diametro anteroposterior del TA por encima de +1 desviacion estandard
(varones mayor de 10,12 mm; mujeres mayor de 9,61 mm). También se realizd
la medicion del GIMc en cada sujetos obteniendo los valores medios y maximos
de los 6 segmentos evaluados, de acuerdo al protocolo descrito previamente
(ver métodos). Las particulas de LDL fueron aisladas de un paciente con HF
homocigota sometido peridodicamente a sulfato de dextrano LDL aféresis.
Posteriormente estas particulas fueron sometidas a oxidacion en nuestro
laboratorio. Por ultimo, tras 10 dias de cultivo se extrajo el RNA total a partir de

los macréfagos aislados.

En cada uno de los sujetos incluidos en el estudio se aislaron células
mononucleares mediante centrifugacion a partir de 40 ml de sangre periférica
con 10 U/ml de heparina de litio. La cuantificacion de citoquinas, IL-8, IL-1B y
TNF a se llevd a cabo en el suero obtenido al inicio y tras 18 horas de
incubacion con LDLox de 12 sujetos (XT+=7, XT-=5) mediante ELISA (tabla
4.5.1).

Los sujetos con XT fueron mayores que aquellos sin XT ademéas de mostrar
un didmetro anteropsterior del TA mayor (12,2 + 2,32 vs 5,52 + 0,90 mm).
Igualmente los valores del GIMc fueron mayores en el primer grupo respecto al
segundo (1,02 + 0,23 vs 0,79 + 0,14, p=0,025). No se observaron diferencias entre
grupos respecto al sexo ni en el resto de variables relacionadas con el pertfil
lipidico (tabla 4.5.1). En los cultivos de macréfagos se detecté iinicamente IL-8.
Tras incubacion con LDLox la concentracion de IL-8 aumentd en el grupo con
XT+ respecto al grupo con XT- (309 + 253 pg/mL vs 189 + 88,1 pg/mL) si bien las

diferencias no fueron significativas. Si que se detectaron diferencias

135



Resultados

significativas entre los grupos en la razéon IL-8 antes/ IL-8 después de
incubacion del suero con LDLox (figura 4.7). En cuanto a la expresion de genes
de moléculas inflamatorias no se obtuvieron diferencias en la expresion de
expresion de II-13, PPAR- gamma ni TNF-a. Se observo una tendencia positiva
en la expresion del gen de IL-8 con el aumento del tamano del TA después de
18 horas de incubacién. La expresion del gen de CXCL3 fue mayor en el grupo
con XT+ con respecto al grupo de XT- siendo significativa tras cortos tiempos de
incubacion. La expresion del gen de CXCL3 fue menor en aquellos sujetos en el
tercil inferior del tamano del TA aumentando progresivamente en el segundo
tercil y alcanzando valores maximos en el tercer tercil de la distribucion (figura

45.2).
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Tabla 4.5.1. Datos antropométricos y perfil lipidico en los sujetos

incluidos en este estudio de acuerdo a la presencia o ausencia de

xantoma tendinoso

FH TX- FH TX+ P
il 10 9

Age (years) 413+£8.76 509 =439 0.010
Gender, male/female 7/3 5/4

ATD (mm) 5.52%0.90 122£232 <0.001
BMI (Kg/m?) 2664222 2171 +£442 NS
Mean carotid IMT (mm) 0.79+0.14 1.02+£0.23 0.025
Total-cholesterol (mg/dL) 377607 415+ 822 NS
LDL-cholesterol (mg/dL) 304 £55.5 337+814 NS
HDL-cholesterol (mg/dL) 509+£129 529x1456 NS
Trglycerides (mg/dL) 113688 125+ 639 NS
Lipoprotein(a) (mg/dL) 43.0+42.1 709409 NS

Data are shown as mean = standard devianion. FH, familial hypercholesterolemia;

TX-; absence of tendon xanthomas; TX+, presence of tendon xanthomas; ATD,

Achilles tendon diameter; BMI, body mass index: IMT, intima-media thickness; NS,

non-significant.
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Figura 4.5.1 Distribucion de los valores de IL-8 en sujetos con y sin LDL

oxidada separados de acuero a la presencia de xantomas tendinosos
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Tabla 4.5.2. Expresion de CXCL-en diferentes tiempos de incubacién con LDL

oxidada en grupos segun el tertil del tamafio del tendon de Aquiles

1¥ tertile 2 tertile 3% tertile
n 6 7 6
ATD (mum) 5.15+0.39 8.25=1.63 14.75+3.37
CXCL3 1h 779(5.18-106) 108 (3.51-168) 112 (6.02162)
CXCL3 3h 5.83(3.52-8.22 0.13 (4.62-13.6) 10.7 (5.63-15.1)
CXCL3 6h 520(3.72-658)  001(5.02-12.5) 861 (3.77-149)
CXCL3 18h 3.05(1.83-4.22 4.88 (1.80-6.60) 4.88 (1.77-7.49)

Data are shown as mean = standard deviation and median (interquartile range). ATD,

Achilles tendon diameter.
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5 CONCLUSIONES

5.1 En sujetos sin historia previa de enfermedad cardiovascular, factores de
riesgo cardiovascular cldsicos ni  historia familiar de enfermedad
cardiovascular, el limite superior de normalidad de los valores medios del
GIMc en sujetos entre 20 y 79 afos se encuentran entre 0,59 y 0,95 mm en
varones y 0,52 y 0,93 mm en mujeres. El limite superior de la media de los
valores maximos (percentil 75) oscil6 entre 0,81 y 1,11 mm en varones y 0,66 y
1,13 mm en mujeres. La edad y el sexo resultaron ser los principales factores
asociados con el engrosamiento de la pared arterial siendo los valores diferentes
entre varones y mujeres hasta la sexta década de vida. Otras variables
predictoras del GIMc en esta poblacion fueron los valores de PAS y cLDL. El
modelo ademas demuestra una gran validez siendo capaz de predecir el 67%

del total del valor del GIMc.

5.2 El didmetro anteroposterior del TA medido mediante ecografia esta
relacionado de forma directa con el grado de aterosclerosis en sujetos con HF.
Dicho engrosamiento fue mayor en aquel grupo de sujetos en los que se detecto
XT mediante palpacion. La exploracion del TA mediante ecografia nos permite
detectar un subgrupo de pacientes con un riesgo cardiovascular intermedio
entre aquellos con XT y el grupo en los que el que no se comprobd
engrosamiento del TA ni por exploracion fisica, ni mediante ecografia. La
meidcién del tamafio del TA mediante ecografia mejora la estratificacion del

riesgo cardiovascular en sujetos con heHF.
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5.3 El grado de aterosclerosis determinado mediante el GIMc fue mayor en
sujetos con HAD e HFC respecto al grupo normolipémico. Los sujetos con HAD
presentaron valores de GIMc mas elevados que el resto de sujetos desde el
principio de la distribucién mientras que aquellos con HFC mostraron mayor
progresion global del GIMc, principalmente a partir de la cuarta década de la
vida. Los resultados obtenidos destacan la importancia en el desarrollo de
aterosclerosis de los FRCV no asociados con el pefil lipidico, especialmente en
sujetos con HFC. Estos resultados evidencian el alto grado de arterosclerosis en
sujetos con HFC asi como el alto riesgo cardiovascular, tanto en heHF como en

HEC.

5.4 En adultos con heHF la mutacion del LDLR que asocia una actividad
nula del rfLDL muestra un fenotipo mas severo, con mayores concentraciones
de CT, cLDL y mayor desarrollo de aterosclerosis que en el grupo de sujetos
con alelo defectuoso. La presencia de alelo nulo se relaciona de forma
independiente con el grosor maximo de la pared arterial que esta aumentada
0,15 mm respecto a grupos con alelos defectuosos. El diagnostico genético de
heFH puede ser util para estratificar a los pacientes segin su riesgo
cardiovascular, los cuales podrian ser subsidiarios de un tratamiento

hipolipemiante mas intensivo.

5.5 Los macréfagos de los sujetos con heHF y XT+ parecen mostrar una
mayor actividad inflamatoria que la de los macrofagos de aquellos sin XT. Los
macrofagos de sujetos con XT+ muestran mayor predisposicion a la respuesta

inflamatoria tras el estimulo con LDLox que aquellos sujetos sin XT. Tanto IL-8
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como las quimioquinas de la familia CXCL3, principalmente la quimioquina

CLCX3 se correlacionan de forma positiva con el tamano del TA.
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Familial hypercholesterolemia (FH) is a common disease char-
acterized by elevated plasma levels of total and LDL cholesterol, a
high incidence of coronary heart disease (CHD) and extravascular
deposits of cholesterol, such as tendon xanthomas [1]. We showed
that the clinical detection of tendon xanthomas is an important risk
factor for premature CHD [2]. This association has been confirmed
more recently [3] and it has clinical implications because tendon
xanthomas could be considered not only a diagnostic feature of FH,
but also a prognostic factor, which could modify treatment objec-
tives. However, if Achilles tendon (AT) sonography adds meaningful
clinical information on CHD risk in FH has not been established. For
this purpose, we have used high-resolution sonographic measure-
ment of AT thickness and carotid intima-media thickness (cIMT) in
a large group of genetically defined heterozygous FH.

From October 2005 to April 2008, all consecutive FH subjects
from three Spanish lipid clinics in whom a molecular diagnosis
was obtained were offered sonographic studies of AT and carotid
arteries. The local review boards approved the study protocol
and all subjects provided written informed consent. All subjects
were assessed for standard cardiovascular risk factors and history
of statin use (Supplementary Table 1). The screening of muta-
tions in the LDLR and APOB genes was performed with Lipochip®
(Progenika-Biopharma, Spain) [4]. Samples in which the microarray
does not uncover a genetic defect undergo further analysis of large
rearrangement by quantitative fluorescence-based multiplex PCR
and, if negative, sequencing of the promoter region, the 18 exons
and flanking intronic regions of LDLR.

Standardized equipment and operating procedures for the three
centers were used for AT thickness and cIMT measurements, as pre-
viously described [5]. The image analyst was trained, certified by an
outside body prior to commencement of the studies (AMC Vascu-
lar Imaging, Amsterdam, The Netherlands) and blinded to subjects’
clinical information. For AT, the variables of interest were mean and
maximum thickness bilaterally and, for cIMT, median and max-
imum values at the common carotid artery, carotid bifurcations
and internal carotid arteries of each side. AT maximum thickness
thresholds for a positive diagnosis of xanthoma were defined as
5.3 and 5.7mm in men <45 and >45 years, and 4.8 and 4.9 mm
in women <50 and >50 years, respectively [6]. Multivariable lin-

0021-9150/$ - see front matter © 2008 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.atherosclerosis.2008.09.040

ear regression was used to determine independent associations of
AT thickness and cIMT. Because of a skewed distribution, AT thick-
ness and IMT values were transformed into their natural logarithm
(Ln) for analysis. The independent variables used in this model
were sex, age, smoking, hypertension, duration of statin treatment,
body mass index (BMI), LDL cholesterol, HDL cholesterol, triglyc-
erides, lipoprotein(a) and glucose. For maximum IMT, maximum
AT thickness was introduced as covariate in a second model. The
Kruskal-Wallis one-way analysis of variance by ranks was used for
testing equality of carotid IMT medians among AT thickness groups.

The molecularly defined FH subjects were 178 men and 170
women, with ages ranging from 18 to 81 years. Of them, 33 patients
(22 men and 11 women) had a history of early-onset CHD. AT
xanthomas were detected by physical examination in 96 (27.6%)
subjects and by sonography in 197 (56.6%) subjects (P<0.001).
Normal tendons were present in 137 (39.4%) subjects with both
methods. When AT thickness by sonography was <6.0 mm, xan-
thomas were seldom detected clinically, but when AT thickness was
>6.9 mm the clinical detection rates were very high (Supplementary
Fig. 1). The mean AT thickness of the 33 FH subjects with a his-
tory of CHD (7.17 £ 2.77 mm) was significantly different (P=0.011)
from that of the 318 FH subjects without CHD (5.84 4+ 1.94 mm).
The differences remained significantly different (P=0.024) after
adjustment for sex, age, LDL cholesterol and duration of statin treat-
ment. All AT thickness and cIMT measurements were higher in men
than in women (Supplementary Table 2) and they were directly
correlated (Supplementary Table 3). The highest correlation was
between maximum AT thickness and maximum cIMT (p=0.298,
P=0.000). In the multivariable linear regression using maximum
AT thickness and cIMT as independent variables, the covariates that
were independently associated with maximum AT thickness were
the LDL cholesterol level, gender and age, in this order, explaining
together 19% of its variability. Corresponding covariates for maxi-
mum cIMT were age, gender, smoking, and LDL cholesterol, in this
order. When maximum AT thickness was introduced in the model,
the adjusted R? increased from 0.395 to 0.407 after adjustment for
major risk factors (Supplementary Table 4). We compared the cIMT
measures in three subgroups of men and women: (1) Subjects with
normal AT at both clinical examination and sonography. (2) Subjects
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Fig. 1. Age-adjusted carotid IMT (mm) according to method of detection of Achilles tendon xanthoma by gender (P values for Kruskal-Wallis analysis).

with normal AT at physical examination that was sonographically
enlarged. (3) Subjects with concomitant AT xanthoma at physical
examination and enlarged AT at sonography. As shown in Fig. 1,
subjects of both genders with normal AT when explored with the
two methods had the lowest IMT values, while those whose AT
was enlarged at both physical and sonographic examination had
the highest IMT. Interestingly, the carotid IMT measurements were
intermediate, when AT xanthomas were diagnosed only by sonog-
raphy, and the differences remained significant with respect to the
other two groups even after adjusting for gender and age.

Our results show that the sonographic measurement of AT thick-
ness for the diagnosis of xanthoma identifies a subpopulation of
FH with mild AT enlargement that goes unrecognized at physi-
cal examination and has more advanced carotid atherosclerosis.
The male gender and high LDL cholesterol are main factors asso-
ciated with both AT enlargement and carotid atherosclerosis in
FH. We show that AT thickness is directly associated with carotid
IMT independently of other risk factors. It follows that the simple
measurement of AT thickness by sonography can help identify FH
subjects at higher CHD risk. In proof, the FH patients with prior
CHD in our study had significantly higher adjusted AT thickness
than those free of CHD. Thus, FH subjects with clinical xanthomas
or thickened AT by sonography are candidates to aggressive lipid
lowering treatment.
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RESUMEN

a) Introduccion y objetivos. El diagndstico precoz de la enfermedad aterosclerdtica es

esencial para la prevencion eficaz de sus manifestaciones clinicas. El grosor intima-
media de arteria cardtida permite la cuantificacion del engrosamiento de la pared
arterial en fases preclinicas de la enfermedad, pero se desconocen los valores de
normalidad en poblacidn sin factores de riesgo cardiovascular. El objetivo es describir
la distribucion de los valores y los factores determinantes del grosor intima-media
carotideo en poblacion sana y sin factores de riesgo cardiovascular.

b) Métodos. Estudio trasversal de sujetos pertenecientes a poblacién general
distribuidos homogéneamente segun edad y sexo, sin antecedentes familiares de
enfermedad cardiovascular precoz ni historia personal de factores de riesgo o
enfermedad cardiovascular. En todos ellos se obtuvo el grosor intima-media de la arteria
carotida ademas de los valores de los factores de riesgo cardiovascular clésicos.

c¢) Resultados. Se estudiaron 138 sujetos (64 varones y 74 mujeres) entre 20 y 79 afios.
El limite superior de los valores medios del grosor intima-media oscil6 entre 0,59 y 0,95
mm en varones y entre 0,52 y 0,93 mm en mujeres. Los mismos limites para los valores
maximos oscilaron entre 0,81 y 1,18 mm en varones y 0,66 y 1,13 mm en mujeres. Los
principales factores determinantes del grosor intima-media fueron edad, sexo
masculino, presion arterial sistolica y colesterol LDL.

d) Conclusiones. Los valores obtenidos pueden considerarse los limites de normalidad

del engrosamiento de la pared arterial y tomarse como referencia para detectar a

aquellos sujetos con mayor riesgo cardiovascular en nuestra poblacion.

PALABRAS CLAVE. Arterias cardtidas, aterosclerosis, colesterol, factores de riesgo,

lipoproteinas de baja densidad (LDL), presion arterial.
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SUMMARY

a) Introduction and objectives. Early diagnosis of atherosclerosis disease is essential for

prevention of cardiovascular disease. The image tools as intima-media thickness allows
the direct quantification of wall thickening at preclinical stage of the disease. This
variable is directly related with prevalence and incidence of cardiovascular disease. The
objectives were the description of the distribution of values of intima-media thickness
and main determinants factors of this variable in healthy population without
cardiovascular risk factors.

b) Methods. Transversal study including subjects with a homogeneous distribution
according to age and sex, without familiar history of early cardiovascular disease or
personal history of cardiovascular risk factors. We obtained intima-media thickness of
the carotid arteries and values of the traditional cardiovascular risk factors from all the
subjects included in the study.

¢) Results. We included 138 subjects (64 men and 74 women) whose range age varied
from 20 to 79 years old. The upper limit of carotid intima-media thickness values was
between 0.55 mm in men younger than 25 years to 0.89 mm in men older than 65 years.
In women, carotid values ranged 0.50 to 0.86 mm. The upper limit for maximum values
varied from 0.81 mm to 1.18 mm in men and from 0.66 mm to 1.13 mm in women. The
risk factors independently associated with intima-media thickness were age, sex male,
systolic blood pressure and LDL cholesterol.

d) Conclusions. The values of carotid intima-media thickness obtained in these subjects

can be considered to be the normal upper limit reference of subclinical atherosclerosis
in general population.
KEY WORDS. Carotid arteries, atherosclerosis, cholesterol, risk factors, low density

lipoproteins (LDL), blood pressure.
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ABREVIATURAS

Apo: apolipoproteina

BC: bulbo de arteria carétida

CC: carétida comun.

cHDL.: colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad
CI: cardtida interna

cLDL: colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad
CT: colesterol total

GIMc: grosor intima-media de arteria cardtida

IMC: indice de masa corporal

Lp(a): lipoproteina (a)

PAD: presion arterial diastolica

PAS: presion arterial sistolica

PCR: proteina C reactiva

TG: triglicéridos.

ABBREVIATIONS

Apo: apolipoprotein

BC: bulb of carotid artery

CC: common carotid artery

cHDL: high-density lipoprotein cholesterol
CI: internal carotid artery

cLDL: low-density lipoprotein cholesterol
CT: total cholesterol

GIMc: carotid intima-media thickness
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IMC: body mass index

Lp(a): lipoprotein (a)

PAD: diastolic blood pressure
PAS: systolic blood pressure
PCR: C reactive protein

TG: triglycerides
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INTRODUCCION

La enfermedad aterosclerotica es la principal causa de mortalidad en Espafia y en el
mundo occidental'. Diferentes estudios prospectivos han definido los principales
factores de riesgo asociados a esta enfermedad” y han permitido una aproximacion al
riesgo cardiovascular de cada sujeto™*. Sin embargo, la utilizacién de los datos clinicos
y variables bioquimicas incluidos en estas herramientas ha demostrado ser insuficientes
para detectar a una importante proporcion de sujetos que debutan con enfermedad
cardiovascular™®, ya que existen factores genéticos y ambientales no conocidos que
influyen en el riesgo individual de sufrir un evento cardiovascular’. Con el objetivo de
mejorar la deteccion de aquellos sujetos con lesiones aterosclerdticas mas evolucionadas
pero aun asintomadticas y con mayor probabilidad de sufrir un evento cardiovascular se
han desarrollado diferentes técnicas que permiten la visualizacidén directa de la pared
vascular y un mejor conocimiento de la evolucién de la enfermedad, tanto en fase
preclinica, como clinica. Dentro de estas técnicas, la medicion del grosor intima-media
de la arteria cardtida (GIMc) mediante ecografia en modo B permite detectar el
engrosamiento de la pared vascular en las fases iniciales de la aterosclerosis mucho
antes de que se produzca el compromiso de la luz arterial®. Esto es importante ya que la
lesion ateromatosa puede no tener repercusion en la luz arterial a expensas de un
aumento del tamafio del vaso hasta fases avanzadas’. El GIMc ha demostrado estar

10-12 . 13-16 .
y prevalencia de la enfermedad cardiovascular en

asociado con la incidencia
todas sus formas clinicas. Los principales factores de riesgo cardiovascular son factores
predictores del GIMc'"'®. Igualmente, se ha podido observar la regresion del GIMc tras
tratamiento farmacoldgico para distintos factores de riesgo cardiovascular'®. Con toda

esta informacion se considera el GIMc como un marcador subrogado de enfermedad

cardiovascular y un factor de riesgo independiente de enfermedad aterosclerotica
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generalizada® por lo que se preconiza como una herramienta de deteccion de
aterosclerosis en prevencion primaria de la enfermedad®'.

El objetivo principal de nuestro estudio es describir los valores medios y maximos
del GIMc en los tres segmentos de arteria cardtida mas ampliamente estudiados en
relacion con la arteriosclerosis: cardtida comun (CC), bulbo carotideo (BC) y cardtida
interna (CI) en una poblacion sin factores de riesgo cardiovascular conocidos. Estos
valores pueden servir como referencia para definir la normalidad del GIMc y detectar
mejor a aquellos sujetos con mayor aterosclerosis en nuestra poblacion. Como objetivo
secundario nos planteamos conocer los factores determinantes del GIMc en individuos

sin factores de riesgo cardiovascular clasicos.

METODOS

Sujetos a estudio. Entre enero de 2006 y junio de 2008 se reclutaron un total de 218

sujetos entre empleados del Hospital Universitario Miguel Servet, y empleados y
alumnos de la Universidad de Zaragoza, Espafia, especialmente estudiantes de la
Facultad de Medicina y de la “Universidad de la Experiencia”, que es un programa
formativo dirigido a personas mayores de 60 afios desarrollado en nuestra universidad.
El objetivo del reclutamiento fue conseguir una muestra que incluyera al menos 10
voluntarios de cada sexo y por cada uno de los 6 grupos de edad preestablecidos entre
18 y 80 afios. Los criterios de inclusion fueron ausencia de historia personal de
enfermedad cardiovascular, ausencia de enfermedad cardiovascular prematura en
familiares de primer grado (varones menores de 55 afios y mujeres menores de 65 afios),
consumo de cigarrillos menor de 15 paquetes por afio (nimero de cigarrillos
consumidos al dia cuantificado en paquetes por el nimero medio de afios de consumo),

no haber sido diagnosticado de dislipemia, hipertension arterial o diabetes mellitus, y no
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presentar ninguna enfermedad grave que requiriera hospitalizacion durante el Gltimo
afo.

La obtencién de datos clinicos, la extraccion de sangre para estudio bioquimico y el
estudio ecografico de arteria cardtida se realizd en una Unica entrevista. Antes de
realizar cualquier procedimiento se recogio el consentimiento informado por escrito de
cada paciente segun un protocolo aprobado por el comité de ética de nuestro hospital.

Los datos clinicos incluyeron edad, sexo, antecedentes personales y familiares de
enfermedad, consumo diario de alcohol y cigarrillos, talla, peso, perimetro de cintura,
presion arterial sistélica (PAS) y diastdlica (PAD) medida en el antebrazo izquierdo tras
5 minutos de reposo con un manguito Omron® homologado.

Analisis en sangre. A partir de una muestra de sangre obtenida tras al menos 10 horas de

ayuno, se determinaron las concentraciones de colesterol total (CT), colesterol unido a
las lipoproteinas de alta densidad (cHDL), lipoproteina (a) (Lp(a)), triglicéridos (TG),
apolipoproteina A (apo A), apolipoproteina B (apo B), glucosa, hemoglobina Alc,
proteina C reactiva (PCR), creatinina y hormona estimulante de tiroides (TSH) por
procedimientos previamente descritos®. El colesterol unido a las lipoproteinas de baja
densidad (cLDL) se calculd por la féormula de Friedewald.

Obtencidn del grosor intima-media de arteria cardtida. A todos los sujetos se les realiz

la medicion del GIM de la pared posterior de ambas arterias carotidas mediante
ecografia en modo B con un ecografo ACUSON SEQUOIA equipado con una sonda
lineal de alta resolucion de 8 cm de longitud y una frecuencia de 8 Mhz con la que se
obtuvieron las imagenes en el centimetro final de CC, BC y primer centimetro de CI
seglin el protocolo publicado previamente®. Una vez obtenidas, fueron almacenadas en
un dispositivo externo y medidas por un tnico observador validado por el laboratorio de

imagen vascular de Academic Medical Centre de Amsterdam, Holanda.
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Criterios de exclusion. En el andlisis final se excluyd a aquellos sujetos con indice de

masa corporal (IMC) >30 kg/m2, PAS >160 y/o PAD >90 mmHg, cLDL >160 mg/dL,
cHDL <30 mg/dL, TG >200 mg/dL, glucemia >125 mg/dL, creatinina >2,0 mg/dL o

TSH >6 mcUI/mL.

Andlisis estadistico. Los datos obtenidos se han expresado en forma de media +
desviacion estandar cuando las variables tenian una distribucién normal o mediante
mediana y rango intercuartil en aquellas con distribucion no normal.

Para obtener la diferencia entre las medias de las variables entre hombres y mujeres
se utilizé el test de T-Student (en caso de variables con distribucion normal) o el test U-
de Mann Whithney cuando alguna de las variables a comparar no presentaba
distribucion normal. Para determinar la diferencia de medias entre los valores de CC,
BC y CI entre los distintos grupos de edad en un mismo sexo se utilizd una prueba de
ANOVA. La asociacion entre las variables clinicas, bioquimicas y ecograficas se evaluo
mediante la correlacion de Pearson para las variables de distribucion normal y con la
correlacién de Spearman para aquellas variables que no presentaban una distribucioén
normal. Para determinar qué variables eran predictivas del GIMc en los distintos
segmentos arteriales se utilizo el modelo de regresion lineal multinomial. Por tltimo, se
utilizd el modelo lineal general para ajustar los valores de acuerdo a las variables
asociadas de forma independiente con el GIMc. En todas las pruebas estadisticas se

utilizé como limite de significacion p <0,05.

RESULTADOS
Se seleccionaron inicialmente 221 sujetos de los que 138 (64 varones y 74 mujeres entre
18 y 79 afios) fueron utilizados en el andlisis final, un vez aplicados los criterios de

exclusion. En los 83 sujetos no incluidos (46 varones y 37 mujeres), las principales
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causas de exclusion fueron: 41 de ellos la concentracion basal de cLDL fue >160 mg/dl,
en 25 sujetos el consumo medio de cigarrillos fue >15 paquetes x afio, en 10 sujetos el
IMC fue >30 kg/m2, otros 10 sujetos por PAS y/o PAD >160/90 mmHg, y otras causas
en 2 voluntarios.

La edad media, la media de cigarrillos consumido entre los fumadores activos o ex-
fumadores, la concentracion de cLDL y apo B fueron similares entre hombres y mujeres
(Tabla 1). Los valores de CT, cHDL, apo A y Lp(a) fueron mayores en mujeres respecto
a varones mientras que el resto de variables (PAS, PAD, IMC, perimetro de cintura
abdominal, TG, PCR y glucosa) fueron mayores en el grupo de varones respecto al de
mujeres. La mayoria de la poblacion incluida en el estudio nunca habia sido fumadora.

Los varones presentaron mayor GIMc medio y maximo respecto a las mujeres en
cada uno de los segmentos explorados y en todos los grupos de edad (Tabla 1) con
diferencias que llegaron a ser estadisticamente significativas en los valores medios de
Cl y de los tres segmentos arteriales. Las diferencias entre sexos tendieron a desaparecer
hacia la sexta década de la vida (Figura 1).

Al analizar la distribucion de los valores medios del GIMc medio de todos los
segmentos por sexos, en los varones el limite superior del intervalo oscilé entre 0,59
mm en menores de 25 afios y 0,95 mm en mayores de 65 afios (Tabla 2). En los sujetos
entre 25 y 45 afios el limite superior de los valores del GIMc medio fue 0,66 mm. A
partir de esta edad, se observo un aumento llamativo del GIMc alcanzando 0,71 mm en
sujetos entre 45 y 54 afios y de 0,81 mm en sujetos entre 55 y 64 afios. En el grupo de
mujeres el limite superior de la media total oscil6 entre 0,52 mm en menores de 25 afios
y 0,93 mm en mayores de 65 afios (Tabla 2). Los limites superiores de los intervalos
fueron 0,58 mm en el grupo entre 25 y 34 afios, 0,64 mm en el grupo entre 35 y 44 afios,

0,70 mm en aquellas entre 45 y 54 afios y 0,80 mm en el grupo entre 55 y 64 afios.
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Los limites superiores de los valores méaximos del GIMc por grupos de edad
oscilaron entre 0,81 y 1,18 mm en varones y 0,66 y 1,13 mm en mujeres, desde menores
de 25 afos hasta mayores de 64 (Tabla 3). Mientras que en los varones se registré un
mayor crecimiento del GIM entre la cuarta y quinta década de vida, en las mujeres
ocurrié lo mismo entre la quinta y la sexta (Figura 1). La media de los valores maximos
de los seis segmentos también fue mayor en varones (1,14 mm) respecto a mujeres (1,04
mm) (Tabla 1). Con respecto al estudio por segmentos, en todos los grupos de edad los
valores maximos del GIMc se registraron en el bulbo (1,09£0,30 mm en varones y
1,0240,28 mm en mujeres) (Tabla 1).

La edad resultd ser el principal factor determinante en el engrosamiento de la pared
arterial de todos los segmentos explorados. El GIMc medio de todos los segmentos fue
la medicion en la que se obtuvo un modelo con el mayor valor predictivo de la muestra
(R* ajustada=0,669). Ademéas de la edad (Beta=0,662, P <0.001) otras variables
predictoras del GIMc fueron sexo masculino (Beta=0,120, P=0,027), PAS (Beta=0,135,
P=0,029) y cLDL (Beta=0,131, P=0,029) (Tabla 4). Por cada afio de vida se registr6 un
aumento del GIMc medio 0,005 mm en el valor medio de los tres segmentos (Tabla 4) y
de 0,008 mm en la media de los valores maximos de los tres segmentos (Tabla 5).

Al ajustar los valores del GIMc con respecto a edad y sexo se observd una
asociacion positiva entre el engrosamiento de la pared de la arteria cardtida y las cifras
de PAS (Figura 2) y la concentracion de cLDL (Figura 3). El aumento del GIMc se
produjo para todo incremento en la PAS siendo el engrosamiento mas evidente a partir
de valores superiores a 120 mmHg. Lo mismo ocurrié respecto a la concentracion de
cLDL. En este caso es a partir de 125 mg/dL cuando se observd un engrosamiento

mayor del GIMc.

10
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DISCUSION

Los valores obtenidos en la muestra estudiada permiten describir la distribucién del
GIMc en sujetos sin factores de riesgo cardiovascular clasicos. El GIMc en esa
poblacion es muy dependiente de la edad y en menor medida del sexo, por lo que
presentamos los valores de acuerdo a grupos de edad y sexo. Dentro de la variabilidad
internormal, hemos elegido como limite de normalidad los valores de GIMc medio y
maximo de los tres segmentos carotideos para cada grupo de edad ya que aportan una
informacién mas consiste y complementaria que los datos referidos unicamente a CC>°.
Ademas hemos elegido el percentil 75 como limite superior de normalidad ya que en la
mayoria de los estudios realizados hasta el momento los valores de GIM en poblaciones
sin factores de riesgo cardiovascular se situd por debajo de este limite con respecto a
estudios de poblacion con factores de riesgo y/o enfermedad cardiovascular. El riesgo
cardiovascular de los sujetos sin factores de riesgo clasicos es muy bajo® por lo que
creemos que nuestros resultados pueden ser muy utiles para definir la normalidad en
nuestra poblacidén y por tanto para ayudar a identificar a sujetos con mayor riesgo
absoluto y relativo de enfermedad cardiovascular para su edad. De acuerdo con ello
todos nuestros valores de normalidad se encuentran entre los dos primeros quintiles de
las distribucién de GIMc del Cardiovascular Health Study, grupos en quienes el riesgo
de infarto e ictus fue muy bajo (1,1%/afio) considerando que se trataba de sujetos
mayores de 65 afios, con una media de edad de 72,5 afios’ , y son inferiores a los que
presentan los sujetos que no desarrollaron enfermedad cardiovascular en el estudio
ARIC en el que la distribucion de edad es similar a la de nuestra muestra®. No hemos
encontrado estudios de las presentes caracteristicas en la literatura. Junyent y cols

estudiaron un grupo de sujetos normolipémicos pero no se excluyeron otros factores de

11
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riesgo y solo se midid la CC en dicho estudio. Los valores de CC en nuestro estudio son
muy consistentes con los encontrados por ellos’.

La edad es la principal variable relacionada con el engrosamiento de la pared
arterial en todos los segmentos tanto en hombres como en mujeres en nuestro estudio y
en la mayoria de estudios realizados en poblacion general™®'’. Es ademas uno de los
principales factores relacionados con el remodelado de la pared arterial y con la
evolucion de la aterosclerosis en general®®. La evolucién observada no siguié un modelo
lineal. El engrosamiento del GIMc se hace més acusado a partir de la quinta década de
vida en varones y de la sexta en mujeres. Este mismo patron no lineal de progresion del
engrosamiento de la pared arterial se ha observado en otras poblaciones'®*’,

La PAS y el cLDL se asociaron con mucha menor intensidad con la progresion del
GIMc. Para ambas variables se observd un punto de inflexion a partir del cual avance en
el GIM de la pared arterial fue mucho mas acusado (120 mmHg de PAS y 125 mg/dL
de cLDL) si bien la progresion se observd en todos los valores de la muestra. Los
valores de PAS y de CT han demostrado ser determinantes en engrosamiento de la
pared arterial de los principales estudios poblacionales llevados a cabo hasta el

10.2 . . . .
momento'***, Nuestro estudio confirma esta observacion incluso en sujetos sin otros

factores de riesgo.

CONCLUSIONES

En sujetos sin historia previa de enfermedad cardiovascular, factores de riesgo
cardiovascular cldsicos e historia familiar de enfermedad cardiovascular el limite
superior de normalidad de los valores medios del GIMc en sujetos entre 20 y 79 afios se
encuentran entre 0,59 y 0,95 mm en varones y 0,52 y 0,93 mm en mujeres. El limite

superior de la media de los valores maximos oscilé entre 0,81 y 1,11 mm en varones y

12
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0,66 y 1,13 mm en mujeres. Los principales factores determinantes del GIMc fueron la
edad, el sexo masculino, la presion arterial sistélica y cLDL (con mayor intensidad a
partir de los 120 mmHg de PAS y de 125 mg/dL de cLDL). La relacion observada entre
GIMc y edad no es lineal, observandose un engrosamiento mas acusado a partir de la

quinta década de vida en varones y de la sexta en mujeres.
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PIES DE FIGURAS

Figura 1. Comparacién de los valores maximos del GIMc entre grupos de edad
separados por sexos.

Figura 2: Medias marginales estimadas de los valores maximos de GIMc ajustados por
edad, sexo y cLDL.

Figura 3: Medias marginales estimadas de los valores maximos de GIMc ajustados por

edad, sexo y presion arterial sistdlica.
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas, perfil bioquimico y valores de GIMc de la poblacion

incluida en el estudio, segln sexo.

: Hombre Mujer
Variable N= 64 N=74 P
Edad (afos) 42,9 £ 15,7 44,5 + 16,8 0,620
Habito tabaquico, n (%) 0,146
Nunca 38 (65.5) 59 (79,7)
Fumador activo 9 (15,5) 5(6,8)
Exfumador 11 (19,0) 10 (13,5)
Tabaco (Paquetes/dia x afios)” 7,5+4,03 10,2 +£ 4,65 0,130
Presion arterial sistolica (mm/Hg) 121 +11,2 113 +14,5 0,001
Presion arterial diastdlica (mmHg) 75,0 £7,5 70,5+9,3 0,003
Indice de masa corporal (kg/m2) 25,1+2,7 230+£29 0,000
Perimetro abdominal (cm) 90,8 £ 8,8 78,4 +£8,3 0,000
Colesterol total (mg/dl) 177 £ 24,4 191 +£273 0,002
Colesterol LDL (mg/dl ) 117 +£23,8 121 +£21,7 0,302
Colesterol HDL (mg/dl) 45,5+ 8.6 59,0+ 11,5 0,000
Trigliceridos (mg/dl)* 81,0 (49,5-105) 50,0 (39,0-74,0) 0,000
Apolipoproteina A (mg/dL) 130 (20,6) 157 (30,3) 0,000
Apolipoproteina B (mg/dL) 93,0 (19,7) 89,0 (17,6) 0,275
Lipoproteina (a) (mg/dL)* 9,0 (4,8-19,5) 18,1 (8,1-38.,4) 0,006
Proteina C Reactiva (mg/L)* 1,5 (0,8-3,1) 0,9 (0,4-2,1) 0,012
Glucosa (mg/dL) 93,7+ 12,1 86,6 7,9 0,000
GIM medio CC (mm) 0,6743 +£0,1433 0,6497 +0,1436 0,317
GIM medio BC (mm) 0,7408 +0,1773 0,6971 £ 0,1586 0,129
GIM medio CI (mm) 0,6412 +0,2666 0,5732 +0,1662 0,035%
GIM medio tres segmentos (mm) 0,6872 +0,1436 0,6400 + 0,1355 0,049*
GIM maximo CC (mm) 0,8648 +0,1753 0,8169 +0,1827 0,120
GIM maximo BC (mm) 1,0893 +0,3034 1,0116 + 0,2846 0,123
GIM maximo CI (mm) 0,9007 £ 0,3557 0,8087 +0,2583 0,083
GIM maximo tres segmentos (mm) 1,1384 +£0,3738 1,0434 +0,2940 0,097

Valores expresados en media + desviacion estandar o mediana (rango intercuartil),

Paquetes/dia x afios significa: Numero medio de cigarrillos consumidos al dia (cuantificados

en paquetes; 1 paquete =20 cigarrillos) por el nimero de afios de consumo.

* Datos referidos a fumadores activos y exfumadores
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Tabla 2. Valores medios y limite superior de la distribucién normal de GIMc medio por

segmentos y grupos de edad en hombres y mujeres™.

Hombres Mujeres
Segmento | Grupo edad

carotideo | (afios) (n) Media Limite superior Media Limite superior

(mm) (mm) (mm) (mm)

<25(22) 0,5637 0,6124 0,5174 0,5593

GIM 25a34(22) 0,6083 0,6678 0,5732 0,6340

medio 35a44 (25) 0,6179 0,6943 0,5801 0,6294

carotida | 45 a 54 (25) 0,6716 0,6879 0,6508 0,7130

comun | 55a64(22) 0,7474 0,7941 0,7269 0,7696

>64 (22) 0,8343 0,9126 0,8673 0,9781

<25(22) 0,6056 0,6618 0,5358 0,5918

GIM 25234 (22) 0,6190 0,7243 0,6222 0,6840

medio 35a44(25) 0,6593 0,7142 0,6474 0,7161

bulbo 45 a 54 (25) 0,7811 0,8143 0,6998 0,7668

55a64(22) 0,8379 0,9214 0,7604 0,8611

>64 (22) 0,9429 1,0542 0,9296 1,0436

<25(22) 0,4702 0,5638 0,4398 0,4758

GIM 25234 (22) 0,5686 0,6632 0,4732 0,5359

medio 35a44(25) 0,5981 0,6556 0,5259 0,6006

carotida | 45 a 54 (25) 0,6055 0,7043 0,5876 0,6241

interna | 55 a 64 (22) 0,7372 0,8066 0,6274 0,7103

>64 (22) 0,8842 1,0080 0,7905 0,9435

<2522 0,5465 0,5891 0,4977 0,5184

GIM 25a34 (22) 0,5986 0,6665 0,5562 0,5831

medio tres 35a44 (25) 0,6251 0,6630 0,5844 0,6483

segmentos 45 a 54 (25) 0,6861 0,7185 0,6461 0,7037

55a64(22) 0,7742 0,8110 0,7049 0,7961

>64 (22) 0,8906 0,9521 0,8625 0,9342

GIM= Grosor intima-media

*El limite superior de la normalidad corresponde al percentil 75 de la distribucion
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Tabla 3. Valores medios y limite superior de la distribucion normal de GIMc maximo

por segmentos y grupos de edad en hombres y mujeres*.

Hombres Mujeres
Segmento | Grupo edad

carotideo | (afios) (n) Media Limite superior Media Limite superior

(mm) (mm) (mm) (mm)

<25(22) 0,6758 0,7668 0,6141 0,6728

GIM 25a34(22) 0,7297 0,7645 0,6890 0,7498

maximo | 35a44 (25) 0,7491 0,8227 0,6645 0,7306

carotida | 45 a 54 (25) 0,8241 0,8540 0,7746 0,8520

comun | 55a64(22) 0,8756 0,9345 0,8458 0,9120

>64 (22) 0,9608 1,0740 1,0061 1,105

<25(22) 0,7888 0,8561 0,6790 0,7220

GIM 25234 (22) 0,8110 0,8872 0,8171 0,8843

méximo 35a44(25) 0,8622 0,9285 0,8305 0,9036

bulbo 45 a 54 (25) 1,0839 1,1251 0,9359 1,0594

55a64(22) 1,0010 1,1590 1,0793 1,2148

>64 (22) 1,1813 1,3245 1,1972 1,3238

<25(22) 0,5924 0,6903 0,5548 0,6357

GIM 25a34 (22) 0,7297 0,8216 0,6018 0,6587

maximo | 35a44 (25) 0,7273 0,7780 0,6429 0,7270

cardtida | 45 a 54 (25) 0,7487 0,8640 0,7374 0,7895

interna | 55a 64 (22) 0,9133 1,0347 0,7722 0,8540

>64 (22) 1,0509 1,2175 0,9781 1,1466

<25(22) 0,6857 0,8130 0,6160 0,6571

GIM 25a34(22) 0,7568 0,8463 0,7026 0,7695

maximo | 35a44(25) 0,7795 0,8294 0,7126 0,7971

tres 45 a 54 (25) 0,8856 0,9469 0,8160 0,8816

segmentos| 55 a 64 (22) 0,9630 1,0185 0,8991 0,9777

>64 (22) 1,0643 1,1058 1,0605 1,1336

GIM= Grosor intima-media

*El limite superior de la normalidad corresponde al percentil 75 de la distribucion
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Tabla 4. Variables asociadas de forma independiente con el GIMc medio de los tres

segmentos carotideos tras regresion lineal multivariante en sujetos sin factores de riesgo

cardiovascular ni historia personal de enfermedad cardiovascular.

Variable B P 95% intervalo de R’ Beta
confianza ajustada

Constante 0,181 0,023 0,054-0,307

Edad (afios) 0,005 0,000 0,004-0,006 0,629 0,662
Sexo (hombre) 0,032 0,027 0,004-0,060 0,651 0,120
Presion arterial sistolica 0,001 0,029 0,001-0,002 0,660 0,135
(mmHg)

Colesterol LDL (mg/dL) 0,001 0,029 0,0005-0,001 0,669 0,131

Las variables introducidas en el modelo fueron aquellas con un valor de P <0,20 en el

analisis bivariado: edad, sexo, presion arterial sistolica, y colesterol LDL
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Tabla 5. Variables asociadas de forma independiente con el GIMc medio de los valores
maximos de los tres segmentos carotideos tras regresion lineal multivariante en sujetos

sin factores de riesgo cardiovascular ni historia personal de enfermedad cardiovascular.

Variable B P 95% intervalo de confianza R” ajustada  Beta
Constante 0,430 0,000 0,377-0,484

Edad (afios) 0,008 0,000 0,007-0,009 0.609 0,789
Sexo (hombre) 0,057 0,001 0,022-0,092 0,636 0,170

Las variables introducidas en el modelo fueron aquellas con un valor de P <0,20 en el

analisis bivariado: edad, sexo, presion arterial sistolica y proteina C reactiva.
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Dr. D. Fernando Alonso
Editor Jefe
Revista Espailola de Cardiologia

Estimado Dr. Alonso

Remitimos para su consideracion el manuscrito titulado: “Grosor intima-media carotideo en
sujetos sin factores de riesgo cardiovascular” para su potencial publicacion en la seccion de
articulos originales de la Revista Espafiola de Cardiologia.

En este manuscrito hemos analizado el grosor intima-media carotideo en un grupo de
personas homogenamente distribuidas entre los 18 y 80 afios, de ambos sexos y que
creemos son representativos de la “normalidad” arterial carotidea, ya que se han excluido
los principales factores de riesgo cardiovasculares.

Creemos que el articulo tiene importantes fortalezas que merecen su publicacion: la
poblacion ha sido selecciona de forma muy rigorosa y homogénea; no existen trabajos
semejantes en la literatura, el procedimiento de medicién del grosor carotideo ha sido
realizado con un protocolo muy estandarizado internacionalmente (es el mismo que el
utilizado en muchos estudios recientes, como el estudio ENHANCE), las lecturas se hacen
de forma semiautomatica con un software (eTRACK) validado anteriormente, los
ecografistas y la persona encargada de las lecturas de los estudios carotideas han tenido que
validarse de forma externa (Academic Medical Center de Amsterdam), y las lecturas se han
realizado de forma ciega a la informacion clinica.

Por todo ello creemos que nuestros datos puede tener mucha utilidad clinica al poder servir
de referencia de los rangos de normalidad para los diferentes grupos de edad, tanto para
hombre como para mujeres, de una prueba de enorme potencial clinico.

En espera de sus noticias, reciba un cordial saludo

Fernando Civeira

Zaragoza 18 de diciembre de 2008
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Abstract. The aims of this study were to describe carofitna-media thickness (IMT) in

familial hypercholesterolemia (FH) and familial coimed hyperlipidemia (FCH), to evaluate
contributions of traditional cardiovascular risktiars and the impact of lipoprotein number and
size - as assessed by nuclear magnetic resonaMiR)(dpectroscopy - to specify cardiovascular
disease risk. The study included 572 FH subje&8,RCH subjects and 200 unaffected controls.
We observed presence of FH accounted for an aldeegtled number of LDL particles if
compared to controls (1952+661 nmol/L versus 115843mol/L respectively), but with a
similar mean size and distribution of LDL subclassEhere were no differences in HDL number
or size between FH and controls. The FCH subjeetsemted with a double number of LDL
particles if compared to controls; LDL was similarFH subjects with a much higher number of
small LDL particles (1519+73damol/L versus 887+784 nmolib FH and 545+409 nmol/L).

FCH subjects showed a lower number of large HDliglas and a lower number of small HDL
particles than in control and FH subjects. FH a@#isubjects had significantly increased IMT
in all carotid segments analyzed compared withthga&lontrol subjects. IMT was higher in FH
than in FCH patients and than in controls in thengest individuals. IMT in FCH patients
reached FH values in the fourth decade of life, famch that age onwards FCH patients
presented higher IMT than FH. Multivariate regreesanalyses revealed that age, sex, non-HDL
cholesterol, tobacco consumption and systolic bljaedsurevere significant and independent
predictors of IMT. Combined, these factors expldinénost 68.5% of the observed IMT
variation in controls, but only 37% in FH and 35%HCH. In a backward regression analysis
among NMR lipoproteins, oniptermediate-density lipoprotein number in FH irased carotid

IMT prediction.



Condensed abstract

We compared intima-media thickness (IMT), cardiowdar risk factors and lipoproteins
distribution in familial hypercholesterolemia arafilial combined hyperlipemia. Total number
of LDL paticles was similar between FH and FCH saolg. FCH showed lower mean size of
LDL particles than FH and controls. IMT was higheFFCH and FH than in controls.
Multivariate regression analyses revealed that sgpe,non-HDL cholesterol, tobacco
consumption and systolic blood pressweze significant and independent predictors of IMT.
Combined, these factors explained almost 68.5%ebbserved IMT variation in controls, but
only 37% in FH and 35% in FCH. Among NMR lipopratgj onlyintermediate-density
lipoprotein number in FH increased carotid IMT po#idn although with borderline

significance.

Introduction

Accepted lifestyle intervention strategies on auapon wide level are essential in the
prevention of cardiovascular disease (CVD) (1). Heer, certain individuals with very high-
risk conditions, such as certain genetic lipid digos, may not sufficiently benefit from those
general intervention strategies and may requireerspecific diagnostic testing and treatment
including start of preventive drug therapy at eadye (2). In fact, more than half of patients with
premature CAD have a familial lipoprotein disord&y, with familial combined hyperlipidemia
(FCH) and familial hypercholesterolemia (FH) being of the most common and atherogenic
abnormalities (3,4). For these reasons subjects ¥t and FCH can be considered as high risk
individuals for whom aggressive lipid lowering LIzholesterol goals, even from childhood and

equivalent to those subjects with preexisting C¥E, recommended (1,2,5).



However, as there is a great variability in frequeand age of onset of CVD in FH and FCH
among affected subjects (6) there is room to caemaldy improve diagnostic and therapeutic
specificity. The phenotype variability is only ian explained by traditional CVD risk factors
(7), genetic cause of the hyperlipidemia (8) oregenvariation in other non-causative genes (9).
Also, there are important differences between FHE@GH. CVD is almost exclusively coronary
disease in FH (10), but more diffuse in FCH (1Inliké in FH, in FCH total and LDL
cholesterol are usually much lower and in most&as¢ substantially increased until adulthood.
This is in contrast with FH of whom cholesteroldés/are elevated from birth onwards (12).

Surprisingly however, FCH CVD disease risk is ia #tame range as in FH. One of the
proposed mechanisms of the high CVD risk in FCHus to the predominance of dense LDL
particles subspecies. This particle is suscepttbfibintimal accumulation and oxidative
modification and therefore may considerably contigtto the initiation of atherosclerosis (13).

Due to the high phenotype variability and the ifisiégnt precision of CVD prediction in
FH and FCH, preclinical detection of vascular atiseterosis, determination of at risk
individuals is cumbersome. To specify disease dakotid artery intima-media thickness (IMT),
a well-validated surrogate marker of future CHDregg16), has emerged as a useful tool in
selected individuals with familial hyperlipidemisguide preventive therapeutic regimens
(14,15,18-21). However, carotid IMT has been sdgrseidied in FCH and all of these studies
dealt with small patient groups (22-26). Also ncedt comparison has been performed so far
between carotid IMT in FH and in FCH in the ligtittlee different types of lipoprotein particles
and other laboratory and clinical determinantsasfiovascular disease.

The aim of the study described in this paper isafoee to investigate carotid IMT
distributions in FH and FCH patients and to evaditferential effects of traditional

cardiovascular risk factors on carotid atherosslsrbetween them, as well as the potential
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diagnostic and therapeutic improvement in individiiagnosis and therapy if lipoprotein

number and lipoprotein size are specified by nualeagnetic resonance (NMR) spectroscopy.

METHODS
Design and study subjects
In a cross-sectional study, all consecutive patinaim October 2005 to December 2008 over 17
years of age from three Lipid Clinics located atvarsity hospitals in Northern Spain (Hospital
Miguel Servet of Zaragoza, Hospital Clinic of Bdocea and Hospital Sant Joan of Reus) with
the clinical diagnosis of FH and FCH were includethe study. The FCH group includes 50
subjects from the Hospital Clinic of Barcelona thes been previously published (26). The
subjects were referred by primary care physiciansliagnosis of lipid alterations or because of
alleged refractoriness to treatment. Within 2 teegks of the first visit, all participants
underwent sonographic assessment of carotid attlerosis according to a predefined protocol,
fasting blood samples were drawn. All patients ptest informed consent to a protocol as
approved by the medical ethical review boards efgarticipatingnstitutions.

FH was defined as those subjects with off-treatrh@&it cholesterol levels above the age-
and sex-specific 95percentile of a Spanish reference population (@iglyceride below 200
mg/dL, and familial vertical transmission with aabt one first-degree relative with LDL
cholesterol above age- and sex-specifft pércentile. FCH was based on the presence of
primary combined hyperlipidemia in untreated pasemhose serum cholesterol and triglyceride
concentration were over the sex- and age-adjugitdg®rcentile for the Spanish population
(27), serum total apolipoprotein B levels20 mg/dL and, at least, one first-degree relatiith

hyperlipidemia (total cholesterol and/or triglycks >90th percentile). Secondary



hyperlipidemias including hypothyroidism, nephratimdrome, renal or liver failure and severe
obesity (BMI>35 Kg/m), and apoE2/E2 genotype were ruled out in allestthj Clinical data,
history of cardiovascular disease (CVD), demograjphid anthropometric measurements and a
physical examination were obtained in each subfecontrol group consisted of healthy
unrelated men and women volunteers aged 18-75,ywehosunderwent a medical examination
all from the Hospital Miguel Servet of Zaragozackision criteria were personal or parental
history of CVD or dyslipidemia, current acute ilsseor use of drugs that might influence

glucose or lipid metabolism.

Biochemical analyses

In asymptomatic subjects, fasting blood for basebiochemical profiles was drawn after at least
4 weeks without hypolipidemic drug treatment. Inigrats with prior coronary heart disease,
baseline lipid values were obtained from cliniedords. Cholesterol and triglycerides were
determined by standard enzymatic methods. HDL sledel was measured by a precipitation
technique. LDL cholesterol was estimated with thedewald equation when serum
triglycerides were <400 mg/dL. Non-HDL cholesten@s calculated as total cholesterol minus
HDL cholesterol. Apolipoprotein (apo) B and lipoteim(a) (Lp(a)) were determined by using
immunoturbidimetry (Unimate 3, Roche, Basel, Switaed). C reactive protein (CRP) was

determined by nephelometry using IMMAGE® Immunockstng System (Beckman Coulter).

NM R spectroscopy. Lipoprotein subclass particle concentrations aretagye size of lipoprotein
particles were measured by proton NMR spectros¢bippScience, Inc., Raleigh, North
Carolina) in 158 (79%) controls, 344 FH (60.1%) 490 (76%) FCH subjects as previously

described (28). The selection of subjects for NMRlysis was based in those subjects in whom
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a fasting sample without lipid lowering drug in fheevious 5 weeks were available. Particle
concentrations of lipoprotein subclasses of difiesze were obtained directly from the
measured amplitudes of their spectroscopicallyrdistipid methyl group NMR signals.
Weighted-average lipoprotein particle sizes arévddrfrom the sum of the diameter of each
subclass multiplied by its relative mass percentaged on the amplitude of its methyl NMR
signal. The concentrations (in nanomoles of pasitikre or nmol/L) of the following subclasses
were measured: small LDL (diameter of 18.0-21.2,tanje LDL (21.2—-23.0 nm),
intermediate-density lipoprotein (IDL) (23.0-27 @) large high-density lipoprotein (HDL)
(8.8-13.0 nm), medium HDL (8.2—-8.8 nm), small HODL3-8.2 nm), large very low-density
lipoprotein (VLDL) (>60 nm), medium VLDL (35.0-60rm), and small VLDL (27.0-35.0
nm). The small LDL subclass encompassed both ieiae small (19.8—-21.2 nm) and very
small particles (18.0-19.8 nm), which have neatntical correlations with lipid and

lipoprotein levels, so they were combined into sabclass, as previously reported (29).

Carotid intima-media thickness

For carotid scans we used an Acuson Sequoia ulinasastrument (Siemens Medical
Solutions, Erlangen, Germany) equipped with a limeeay ultrasound transducer (L7, 5-12
MHz). As previously described (18) scanning andgenanalysis procedures were standardized.
In summary, scans were perfornfesin a fixed lateral angle. The far watisix carotid

segments were visualized: the right and left comoaotid arteriegarotid bifurcations, and
internal carotid arteries. Carotid IMT parametdrgterest were maximum IMT in any of the

six carotid segments and the median of the maximadmean carotid IMT measurements for
each of the six artery segments. All proceduregwerformed by trained and certified

sonographers (E.J. and F.C. in Zaragoza, R.G.ioeBma, and N.P. in Reus). High resolution
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images of each of the segments were saved in ds¢otk of the vessel as DICOM stills.
Recordings were stored on CD for further offlin@lgsis. The ultrasound scans of the 3 centers
were analyzed by a certified ultrasound readeraragoza. Semiautomated edge-tracking
software (eTRACK, AMC Vascular Imaging, Amsterdarhg Netherlands) was used. The

ultrasound reader was blinded to demographic andtal information of subjects.

Statistical analysis

Data are presented as measS[) for continuous variables, median and inter tjearanges
(IR) for variables with a skewed distribution, aasl frequencies or percentages for categorical
variables. Differences in mean values were assassed t-tests or the Mann-Whitney U-test, as
appropriate. Categorical variables were comparadgushi-square tests. Univariate lineal
general model was used to obtain carotid IMT vala#ter adjusting by age and sex. The
independent variables used in this model were: s&e, tobacco consumption, waist
circumference or BMI, systolic or diastolic bloodepsure, LDL cholesterol or non-HDL
cholesterol, HDL cholesterol, Lp(a) and CRP. Beeano$ a skewed distribution, Spearman
correlation test was used to evaluate the possiiktence of association between carotid IMT
measurements and all the variables included inntbeel. Carotid IMT measurements were
transformed into their log values acquiring nornadgtribution for multinomial regression
analyses. Multinomial regression test was usedeterthine the most predictive variables for
carotid IMT. In a first model the variables used time univariate analysis were used as
independent covariates, and in a second step th&-NMasured lipoproteins were add as

covariates. Finally, we classified all the patienysage according to decades obtaining 7 groups



from younger than 20 years to older than 70 yetegje. All statistical analyses were performed

with SPSS software (version 15.0), with significarset at p<0.05.

Results

FCH patients were older than FH and controls (tdhldn the FCH group there were a higher

proportion of men (65%) than in FH and controls,evéas male and female percentage was
nearly equivalent in these latter groups. FH pédieshowed higher serum values of total

cholesterol, LDL cholesterol, non-HDL cholesterapo Al, apo B and Lp(a) than FCH and

controls. FCH subjects had higher values of trighaes than FH and controls. Other traditional

risk factors associated with CVD were more frequentCH subjects than in FH and controls

(Table 1). The proportion of FH and FCH patientslemstatin treatment was very high (over

80%) and similar in both groups. There were nded#nces between FH and FCH in the rest of
the clinical and biochemical variables includinggmmal and familial history of CVD.

The lipoprotein particle concentration and size suenmarized in table 2. FH presented
almost doubled number of LDL particles than comtrddut with similar mean size and
distribution of LDL subclasses. There were notetighces in HDL number or size between FH
and controls. Total triglycerides-rich lipoprotegiarticles (VLDL and chylomicrons) were also
increased in FH versus controls, mainly due toramneiased in small VLDL particles in FH, for
this reason the mean VLDL particle size was smaflieFH than in controls (Table 2). The
lipoproteins number, distribution and size were kedly different in FCH with respect to
control and FH groups. FCH subjects presented higlwnber and larger sizes of VLDL
particles than FH and controls; doubled number DL Lparticles than controls and similar
number of LDL than FH subjects, but with importalifferences in the distribution of the LDL

particles with lower large LDL patrticles than FHdacontrols, but much higher number of all
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small LDL particles. The number of HDL particlessagimilar in controls, FH and FCH groups,
but FCH subjects significantly had lower numbedasfje HDL particles and lower number of
small HDL particles than control and FH subjectenkk, HDL size was markedly reduced in
FCH (Table 2).

Age and sex adjusted carotid IMT measurements wigieer in FCH than in FH patients,
but there was significant statistical differencdyan the median of the maximum values of the
six carotid segments (Table 3). FH and FCH patibats significantly higher carotid IMT than
controls. This difference between FH and FCH p#étiemd controls was significant in all the
carotid segments except for the mean common cavaliges in FH versus controls (data not
shown). The distribution of the mean values of ieximum value of the six carotid segments
by deciles of age and adjusted by gender in FH, BG&tHcontrols is presented in Figure 1. IMT
was higher in FH than in FCH patients and thanomtiols in youngest individuals. IMT in FCH
patients reached FH values in the forth decaddegfdnd from that age onwards FCH patients
presented higher IMT than FH and controls. Therihistion of mean maximum values in FH
and controls shows that FH subjects have unifolivlly enlargement from the second decade of
life onwards. However, the same distribution in FGHbjects showed that carotid IMT is
continuously increasing at a higher rate in eaatade of life in comparison to FH and control
groups (Figure 1).

Spearman correlation coefficients between cardtild Imeasurements and lipoprotein
number and size determined by NMR spectroscopypegsented in table 4. Among VLDL
particles, only the number of small VLDL particas significantly correlated with carotid IMT
in controls and FH subjects, but it was not in B@&H group. The correlation of LDL particle
number was different among groups. All LDL partschere positively and highly correlated

with carotid IMT in controls, but only small LDL picles showed positive correlation with IMT
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in the FH group. In this latter group there wasegative, although not significant, correlation
between large LDL particle number and carotid IM& occurred for VLDL, there was not
correlation of any type of LDL particles numbertie FCH group. Large and medium-size HDL
particle number were negatively correlated withotidr IMT in controls and FH subjects. In
contrast, the number of small HDL particles washhigsignificantly and positively correlated
with IMT measurements in control and FH groups. iAgao significant correlation of carotid
IMT measurements was detected with HDL particle lbemin FCH. LDL and HDL mean
lipoprotein size was negatively correlated withot@a IMT only in controls and FH subjects
(Table 4).

The variables independently associated with the imax IMT for the six carotid
segments in each group are resumed in table 5. geyeler male, tobacco consumption, systolic
blood pressure, and non-HDL cholesterol were pasiti associated with carotid IMT in the
multiple regression modeis the three groups, but with larger intensityhe tontrol group. Age
was the variable strongest associated with alltchiMT measurements in the three groups.
When lipoprotein number or size determined by NM#ectroscopy were introduced in the
analysis did not improve the IMT variation predictiobtained by more traditional risk factors
with the exception of IDL particle number in the Rifoup, with an small increase in* R

coefficient from 0.376 to 0.387 (p=0.012).
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Discussion
Four conclusions from the results of our study lsamutlined. Firstly, carotid IMT is enlarged in
FH and FCH subjects with respect to controls seaty in life and this enlargement is seen
sooner in FH than in FCH. Our results fully suppmevious observations in FH, with almost
identical differences in carotid IMT between caaed controls that those founded in a group of
79 FH from Norway (30). Wiegman A. et al studied 2bildren heterozygous for FH and 80
unaffected siblings (both age ranges 8-18 yeaaasignificant deviation in carotid IMT was
noted from age 12 years in affected children (84g.have not studied children, but our
youngest FH group (18-20 years of age) already stdam increase in IMT with respect to
controls which is further increase in the third @#e of age (Figure 1). Previous carotid IMT in
FCH are less uniform than in FH. One study didfmat differences between 75 affected and 73
non-affected subjects coming from FCH families (28)other study found only marginal
differences (25), and in two studies the differanaere highly significant although only the
common carotid segments were studied (22,26). different results in FCH are probably due
to the comparison groups, if nonaffected family rhems are used as control groups (23,25) then
the differences are less evident than when conteoise from healthy individuals (22,26)
because the overlapping and misdiagnosis of affeante non-affected in FCH families are
common (32,33). Our data indicate that all six tidreegments are enlarged in FCH,
furthermore this enlargement was greater in FCH thd&H for the maximum carotid IMT.
Secondly, the carotid IMT difference between FH B@iH subjects versus controls
remains throughout life in spite of extensive lifpavering treatment in FH and FCH patients.
This difference is quite constant between FH androts, and it tends to increase in a constant
rate in FCH from the fifth decade of life in comjgan to controls. We have recently established

in our population that mean and maximal carotid IMBubjects without cardiovascular risk
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factors increase 0.005 mm and 0.008 mm each ysjpectvely (34). FH subjects presented
mean and maximal carotid IMT 0.064 mm and 0.117 mgher than controls, so the differences
between controls and FH can be calculated in 18eb4s according to our model, and over 20
years in FCH subjects when they are over 50 ydaage Although this is not prospective study,
our results highly suggest that carotid IMT enlangat in FCH begins latter than in FH, but
progress at a higher speed than in FH probablyalaeconstellation of “difficult to treat” risk
factors that tend to aggregate in these subjectsdatle ages.

Thirdly, traditional CVD risk factors, especiallge, gender, LDL cholesterol and systolic
blood pressure explain 68% of carotid IMT variatiorcontrols. However, the mechanisms of
carotid enlargement seem more complex in FH afCiH, because traditional risk factors
barely explain one third of the variation in owrdy as previously reported (22,26).
Interestingly, non-HDL cholesterol and HDL cholestetwo important abnormal lipoproteins in
FCH subjects, were not independently associatdd agitotid IMT in the multivariate analysis in
our study.

Finally, lipoprotein particle number and size detered by NMR spectroscopy shows that
FH subjects have more small VLDL and more LDL pdes than controls but without
differences in the relative number of particlegath categories. In other words, more particles
but “normal” particles. However, FCH subjects diswe more VLDL and LDL patrticles than
controls, but they present a very different disttibn of particles. FCH subjects present an
absolute and relative increase in small LDL and Hiakticles with respect to controls and FH.
For example, the ratio large LDL/small LDL in cavis and FH was 1.06 and 1.09 respectively,
and 0.25 in FCH subjects. Hence, NMR spectroscopiddie very useful diagnostic tool for
genetic hyperlipidemias. In contrast, lipoprotearticle number and size determined by NMR

spectroscopy do not increase the power of traditiask factors in the prediction of carotid
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atherosclerosis in controls, FH and FCH subjectainstudy. This observation is in agreement
with large prospective studies in general popuhatibowing that the cardiovascular disease risk
prediction associated with lipoprotein profiles kexaied by NMR was comparable but not
superior to that of standard risk factors (35,3®)the best of our knowledge, this study is the
first large comparison of associations of NMR-meaduipoproteins with standard lipids for
predicting carotid atherosclerosis in FH and FCH.

In summary, carotid IMT is enlarged in FH and FGHjscts with respect to controls.
This carotid IMT enlargement begins latter in FQidrt in FH, but progress at a higher speed.
Traditional risk factors explain 68.5% of the cadMT variation in controls, but only 37% in
FH and 35% in FCH. Among NMR lipoproteins, onlyanmhediate-density lipoprotein number

in FH increased carotid IMT prediction althoughtwitorderline significance.
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FIGURE LEGEND
Figure 1: Estimated mean values of carotid intimedi@a thickness according to age group in

controls, FH and FCH subjects.

21



Table 1. Cardiovascular risk factors and lipid profiletdisution according to diagnosis

Variable

Age (years)
Sex (% male)
Smokers (%)
Never
Current
Former
Systolic Blood Pressure
(mm/Hg)
Diastolic Blood Pressure

(mmHg)

Body Mass Index (Kg/m2)
Waist Circumference (cm)

Metabolic Syndrome (%)

Hypertension (%)

Diabetes Mellitus (%)

Control
N = 200
455+ 162

40.9"

69.5%P
13.52P

17.3%P

120 (110-130§"

73 (70-80)*"

24.4 +3.42
85.4+10.8
6.3
2.3

e,t

Current Statin Therapy (%)0 2"

Family History of

Premature CVD (%)

O a,b

Cardiovascular Disease (%) *

FH
N =572
45.0 +13.6

49.0%¢

54.8°¢
23.7°

21.5°¢

127 (118-138§

80 (70-85Y

25.3+3.84
87.2+12.F
10.4¢

18.6°

2.8°

83.3°

36.2

8.5°

FCH
N = 250
48.9 +12.0

67.2

36.5
26.6

36.9

130 (121-141)

82 (76-90)

27.8+3.16
96.3+9.44
49.2

28.7

8.2

82.1

31.6

11.9
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Total Cholesterol (mg/dL) 197 (173 -274) 321 (290-368) 290 (265-319)
LDL Cholesterol (mg/dLy 127 (109-150§* 243 (212-293) 199 (177-225)
HDL Cholesterol (mg/dL) 53 (44-66) 52 (44-63) 43 (35-52)

Non-HDL Cholesterol
141 (120-1675"b 266 (233-312§ 245 (222-277)

(mg/dL)

Triglycerides (mg/dL) 62 (44-906) 99 (67-143§ 244 (194-342)
Apolipoprotein A1 (mg/dL) 152 + 31.3 147 + 31.9 140 £ 25.9
Apolipoprotein B (mg/dL) 99.8 + 233 171 + 39.4 156 + 28.0

Lipoprotein (a) (mg/dL)  14.5 (6.79-40.8) 29.0 (12.4-65.3) 19.8 (6.44-51.9)
C Reactive Protein (mg/L)  1.45 (0.70-3.60) 1.50 (0.50-3.00y 2.30 (1.00-4.36)

Glucose (mg/dL) 88 (82-96) 90 (83- 99§ 96 (89-108)

FH denotes familial hypercholesterolemia; FCH, feahcombined hyperlipidemia; CVD,
cardiovascular disease.

" A total of 78 subjects in the FCH group had missiafyies of LDL cholesterol because the
Friedewald equation was inadequate to estimate tiilesterol (i.e., serum triglyceride400
mg/dL).

2 denotes p<0.05 in the comparison of control andyFadips? , p<0.05 in the comparison of

control and FCH group$;, p<0.05 in the comparison of FH and FCH groups.
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Table 2. Lipoprotein Variables Determined by Nuclear Magon@&esonance Spectroscopy

CONTROLS FH FCH
n=158 n=344 n=190
Lipoprotein particle concentration
Total VLDL and chylomicron particles
55.0 +29.7° 96.1+51.9 132 £54.9
(nmol/L)
Large VLDL and chylomicrons
094+15% | 1.83+4.96 | 9.43+122
particles (nmol/L)
Medium VLDL particles (nmol/L) 16.8 + 167 | 25.2+28.8 | 62.2+37.0
Small VLDL particles (nmol/L) 37.3+188| 69.1+32.3 | 60.4+30.1
Total LDL particles (nmol/L) 1154 + 368 | 1952 + 661 2006 + 645
IDL particles (nmol/L) 32.8+44%| 97.0+83.7 103 £75.0
Large LDL particles (nmol/L) 576 + 230 968 + 404 385 + 302
Small LDL particles (nmol/L) 545 + 409 | 887 + 784 1519 + 731
Medium-small LDL (nmol/L) 108 +79.2" | 170 + 154 301 + 150
Very small LDL (nmol/L) 437 £33%1" | 717 +634 1218 + 586
Total HDL particles (nmol/L) 30.5£5.15 295+60| 30.6+5.29
Large HDL particles (nmol/L) 8.10+3.56 7.40+3.87 3.88 £ 3.47
Medium HDL particles (nmol/L) 1.51 +2.86 1.18 +2.66 3.46 +4.13
Small HDL particles (nmol/L) 20.9+5.06) 20.9+5.32 23.3+5.38
Mean lipoprotein particle size
VLDL size (nm) 457 +6.71" 43.2+9.1fF 50.8+11.2
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LDL size (hm) 21.6+0.78| 21.5+096 | 20.3+0.85
HDL size (nm) 9.18+0.55| 9.10+0.58 | 8.57+0.44
Calculated lipid concentration
VLDL and chylomicron
51.2 +34.7° 83.8+74.F 197 £ 137
triglycerides (mg/dL)
HDL cholesterol (mg/dL) 50.8 + 13%| 47.7+14.5 39.9+11.3

Values are means + SBH denotes familial hypercholesterolemia; FCH, feahcombined

hyperlipidemia; VLDL, very low-density lipoproteitDL, intermediate-density lipoprotein;

LDL, low-density lipoprotein; HDL, high-densitypoprotein.

3 p<0.05 in the comparison of control and FH grotip®<0.05 in the comparison of control

and FCH groups;, p<0.05 in the comparison of FH and FCH gropsgalues refer to Mann-

Whitney U-test.
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Table3. Carotid IMT values after adjusting by age and gender according to diagnosis.

Control FH FCH

N= 200 N=572 N=250
Maximum IMT in any of the six 1.115(1.136- 1.325 (1.279- 1.383 (1.308-
carotid segments (mm) 1.195)2P 1.375) 1.458)

Maximum carotid IMT for the six 0.845 (0.794- 0.972 (0.942- 1.038 (0.990-

artery segments (mm) 0.896)2° 1.002)° 1.086)

Mean carotid IMT for the six artery 0.673 (0.652- 0.747 (0.734- 0.762 (0.741-

segments (mm) 0.695)%" 0.759) 0.782)

Data are presented as mean (95% confidence inferivel denotes familial hypercholesterolemia;
FCH, familial combined hyperlipidemia; IMT, intimaedia thickness?® p<0.05 in the comparison
of control and FH group$;, p<0.05 in the comparison of control and FCHugs) and , p<0.05

in the comparison of FH and FCH groups.
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Table4. Univariate Spearman’s correlation coefficigpt lfetween carotid intima-media thickness measurésraerd lipoprotein
variables determined by nuclear magnetic resongpeetroscopy

Controls Familial Hyper cholester olemia Familial Combined Hyperlipidemia
Maximum | Maximum Mean Maximum | Maximum Mean Maximum | Maximum Mean
IMT inany | IMT for IMT for IMT inany | IMT for IMT for IMT inany | IMT for IMT for
of the six the six the six of the six the six the six of the six the six the six
carotid artery artery carotid artery artery carotid artery artery
segments | segments| segments| segments | segments| segments| segments | segments| segments
Number of particles
Total VLDL and 0209* | 0226* | 0255* | 0.130* | 0.145*| 0.146*| -0.127 0.120 | -0.084
chylomicrons
Large VLDL and 0.174* 0.122 0.104 0.085 01124  0.106 0.039 0.019 0.020
chylomicrons
Medium VLDL 0.075 0.022 0.077 0.124 * 0.146 * 04?2 -0.072 -0.101 -0.082
Small VLDL 0.243 ** 0.294 ** | 0.315** 0.146 ** 0.14* | 0.141 ** -0.128 -0.135 -0.100
Total LDL 0.447 ** 0.459** | 0.461 ** 0.130* 0.13% 0.114* 0.034 0.021 0.016
IDL 0.158 0.158 0.180 * 0.120* 0.110* 0.120 1 003 -0.016 -0.021
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Large LDL 0.176 * 0.223 ** | 0.251 ** -0.032 -0.062| 0.082 -0.056 -0.019 0.016
Small LDL 0.261 ** 0.244** | 0.211 ** 0.123 * 0.15%8 | 0.149 ** 0.033 0.008 -0.009

Medium-small LDL 0.265 ** 0.241 ** 0.211 ** 0.119* | 0.145** 0.147 ** 0.030 -0.001 -0.020
Very small LDL 0.260 ** 0.243* | 0.210** 0.125 * a55* | 0.150 ** 0.036 0.012 -0.007
Total HDL 0.263 ** 0.255* | 0.267 ** 0.184 ** 0.204* | 0.205 ** -0.095 -0.066 -0.056

Large HDL -0.096 -0.101 -0.087 -0.104 -0.135/* ABr 0.076 0.111 0.074

Medium HDL -0.173 * -0.180 *| -0.220 ** 0.041 0.025| 0.056 -0.116 -0.126 -0.101
Small HDL 0.341 ** 0.337* | 0.339 ** 0.254 ** 0.296* | 0.268 ** 0.080 0.064 0.044

Lipoprotein size

VLDL size -0.023 -0.068 -0.139 -0.010 0.006 0.00% 110 0.097 0.110

LDL size -0.150 -0.123 -0.092 -0.111 * -0.139 147 ** -0.051 -0.026 0.013

HDL size -0.245* | -0.236 **| -0.207 * -0.167 **| -@98 ** | -0.176 ** -0.044 -0.003 0.016

IMT denotes intima-media thickness; VLDL, very lalgnsity lipoprotein; IDL, intermediate-densitydgrotein; LDL, low-density
lipoprotein; HDL, high-density lipoprotein.p<0.05;" p<0.01.
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Table 5. Variables independently associated with maximunot@riIMT by multivariate lineal regression analysiscording to

dislipidemia diagnosis.

Controls FH FCH

Variable Beta P | Adjuste®® | Variable Beta P | AdjustedR Variable | Beta P | AdjustedR
Age 0.718| 0.000 0.615 Age 0.506 0.000 0.295 Age 39(40.000 0.262

Sex 0.151] 0.001 0.653 Sex 0.226  0.000 0.358 Tobaccp0.186| 0.002 0.313

consumption

Tobacco 0.150| 0.001 0.675 Non-HDL | 0.086 | 0.013 0.367 SBP 0.1%0 0.10 0.333
consumption cholesterol

Non- HDL | 0.120| 0.014 0.685 | Tobacco 0.083 | 0.018 0.372 Sex 0.131 0.0p1 0.347
cholesterol consumption

SBP 0.088| 0.024 0.376

Variables allowed to enter the model were thosé wivalues <0.20 in the bivariate analysis (age, tt&dacco consumption, systolic

blood pressure, body mass index, family historgreimature cardiovascular disease, triglycerides;HiOL cholesterol, CRP and

glucose.
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Figure 1.

1,600
— Control
~— FH
FCH
1,400
~
£
~ 1,200
n
]
=
@®©
>
c
@ 1,000
]
S
°
[
i
E 0,800 —
= 2 >
7]
Ll
0,600

I I I I I I I
<21 21t030 31to40 41to50 51to60 61to70 > 70 years

Age group

30



@ oo Articulo 4

Junyent, M, Gilabert R, Jarauta E, Nunez I, Cofan M, Civeira F, Pocovi M,
Mallén M, Zambdn D, Almagro F,Vega ], Tejedor D, Ros E

Impact of low-density lipoprotein receptor mutational class on carotid
atherosclerosis in patients with familial hypercholesterolemia

Enviado a Atherosclerosis



O 0 3 O U K~ W N -

W L W LW W N N N NN NN N NN = === = = = = =
A WD = O O 0N R WD R, O O 0NN R WD = O

Impact of low-density lipoprotein receptor mutational class on carotid atherosclerosis in

patients with familial hypercholesterolemia

Authors: Mireia Junyent, MD, PhD*, Rosa Gilabert, MD, PhD+, Estibaliz Jarauta, MD,
Isabel Nufiez, MD+, Montserrat Cofan, PhD*, Fernando Civeira, MD, PhD3, Miguel Pocovi,
PhD§, Miguel Mallén, PhD§, Daniel Zambén, MD, PhD*, Fatima Almagro, MD, PhD||, Juan
Vega, MDY, Diego Tejedor, PhD#, Emilio Ros, MD, PhD*

*Unitat de Lipids, Servei d’Endocrinologia i Nutricid, Institut d’Investigacions Biomédiques
August Pi i Sunyer (IDIBAPS), Hospital Clinic, Villarroel 160, 08036 Barcelona and Ciber
Fisiopatologia de la Obesidad y Nutricion (CIBEROBN), Instituto de Salud Carlos III (ISCIII),
Spain; fCentre de Diagnostic per I’Imatge, IDIBAPS, Hospital Clinic, Barcelona and
CIBEROBN, Spain; {Unidad de Lipidos y Laboratorio de Investigacion Molecular, Hospital
Universitario Miguel Servet, Instituto Aragonés de Ciencias de la Salud, Zaragoza, Spain;
§Departamento de Bioquimica, Biologia Molecular y Celular, Facultad de Ciencias,
Universidad de Zaragoza, Zaragoza and Ciber de Enfermedades Raras (CIBERER), ISCIII,
Spain; ||Servicio de Medicina Interna and {Servicio de Radiologia, Hospital Donostia, San

Sebastian, Spain; and #Progenika Biopharma S.A., Derio, Spain.

Correspondence to: Dr. Emilio Ros, Unitat de Lipids, Hospital Clinic, Villarroel 170,
08036 Barcelona, Spain. Tel. +34932279383. Fax. +34934537829. E-mail:

eros(@clinic.ub.es

Funding: This work was supported by grants from the Spanish Ministry of Health (RTIC
G03/181, P105/0075, P105/0134, and P106/0365) and Fundacié Privada Catalana de Nutricio i
Lipids, Barcelona, Spain. Mireia Junyent is supported by a Fulbright grant from the Spanish
Ministry of Education and Science (reference 2007-1086).

Disclosures: Diego Tejedor is employed by Progenika Biopharma, the company that
commercializes the microarray (Lipochip®) for genetic diagnosis of familial

hypercholesterolemia in Spain. None of the other authors has any conflict of interest.

Short title: Carotid IMT in familial hypercholesterolemia Word count: 5010



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

Abstract

Objectives: To investigate the influence of low-density lipoprotein receptor (LDLR) gene
mutational class on carotid intima-media thickness (IMT) in familial hypercholesterolemia (FH)
patients.

Background: The effects of LDLR mutation severity on both the risk for coronary heart
disease and its surrogate marker carotid IMT are insufficiently defined.

Methods: In 436 Spanish FH patients with known LDLR mutations, alleles were classified by
standard criteria as null (n=214), defective (n=190), or undetermined (n=32). LDLR defects were
screened by using a microarray (Lipochip®) designed to uncover prevalent mutations in Spain
and gene sequencing when necessary. IMT and plaque were sonographically assessed in all
carotid segments with a standard protocol.

Results In null-allele versus defective-allele comparisons, frequency of coronary heart disease
and tendon xanthomas was nonsignificantly higher, whereas untreated LDL-cholesterol was 9%
higher (P<0.05). After adjustment for various confounders, patients with null alleles compared
with defective alleles had similar mean and maximum common carotid IMT (P>0.3, both), but
higher maximum IMT at any carotid segment (1.35 + 0.04 versus 1.20 £ 0.04 mm [SEM],
P=0.005). Multivariate analysis showed that null alleles were independently associated with
maximum IMT (regression coefficient = 0.15, P =0.011) with an impact similar to that of
smoking (regression coefficient = 0.17, P = 0.004).

Conclusions: FH patients with null-allele mutations of the LDLR gene showed more

advanced carotid atherosclerosis than those with defective alleles, independently of lipid and
nonlipid risk factors. These findings support the utility of genetic testing in the diagnosis and
management of FH.
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Abbreviations and acronyms
BMI = body mass index

BP = Dblood pressure

CCA = common carotid artery
CHD = coronary heart disease

FH = familial hypercholesterolemia
HDL = high-density lipoprotein
IMT = intima-media thickness
LDL = low-density lipoprotein

LDLR = low-density lipoprotein receptor
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