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La angiogénesis en la ateromatosis carotidea
se asocia con los acontecimientos
neurolégicos isquémicos y la presencia de
infarto cerebral en la tomografia
computarizada en el hemisferio cerebral
homolateral

Reza Mofidi', Thomas I. Powell’, Thomas Crotty’, Denis Mehigan', Donal MacErlainé
y Thomas V. Keavenyl, Dublin, Irlanda

Estudiamos la asociacion entre la vascularizacion de la placa, momento de los sintomas neuro-
I6gicos y oculares y presencia de infarto cerebral en el hemisferio homolateral en la tomografia
computarizada (TC) preoperatoria. Se incluyeron de forma consecutiva los pacientes sometidos
a endarterectomia carotidea por estenosis carotidea. En todos los pacientes se efectué TC
cerebral sin contraste. De las muestras de endarterectomia carotidea se obtuvieron cortes his-
tolégicos y se tifieron con un marcador de la célula endotelial (CD34). Se efectuaron recuentos
de microvasos en los cortes tefidos con CD34 y se verificaron a través de un andlisis de
imagenes computarizado. Se evaluaron las asociaciones entre la densidad de los microvasos
en las placas aterosclerdticas carotideas, pruebas TC de infarto cerebral homolateral preopera-
torio, y momento de los acontecimientos neuroldgicos y oculares homolaterales. Se sometieron
a endarterectomia carotidea 73 pacientes, de ellos 17 se encontraban sintomaticos en los 30
dias previos al procedimiento, 11 eran asintomaticos y otros 45 presentaron un intervalo preo-
peratorio libre de sintomas de 31-540 dias (mediana =56). En 18 pacientes (24,6%) se de-
tectaron pruebas TC de infarto cerebral. En éstos se observaron recuentos de microvasos
significativamente mayores en las placas de ateroma homolaterales al hemisferio co-
rrespondientes en comparacion a los controles (p= 0,02). Se detectd una relacion inversa entre
la densidad de los microvasos en las lesiones aterosclerdticas y el momento de los aconteci-
mientos neuroldgicos isquémicos (odds ratio [OR] = 4,63, intervalo de confianza [IC] del 95%
2,95-7,28, p < 0,001). Esta relacion fue independiente de la edad del paciente (OR = 1,03, IC del
95% 0,55-1,99, p=0,70), sexo (OR=1,18, IC del 95% 0,47-2,05, p=0,56), tabaquismo
(OR=1,07, IC del 95% 0,54-2,09, p=0,84), diabetes (OR=0,90, IC del 95% 0,45-1,79,
p=0,76) e hipercolesterolemia (OR = 0,98, IC del 95% 0,68-1,11, p=0,88). El presente estudio
confirma la relacion entre la angiogénesis en las lesiones aterosclerdticas carotideas y el
desarrollo y la cronologia de acontecimientos neuroldgicos hemisféricos homolaterales.

INTRODUCCION

Los procesos inflamatorios, el remodelado arterial y
la proliferacion de células musculares lisas son
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caracteristicas predominantes de las lesiones ateros-
cleréticas activas y es bien conocido que son respon-
sables de la rotura de la capsula fibrosa de la placa y

Correspondencia: Reza Mofidi, 27-14 Howthornbank Lane, Dean,
Edimburgo EH4-3BH, Reino Unido. Correo electronico: rmofidi@
doctors.net.uk
Ann Vasc Surg 2008; 22: 266-272
DOI: 10.1016/j.acvsp.2008.05.018
© Annals of Vascular Surgery Inc.

Publicado en la red: 17 de marzo de 2008

289



290 Mofidi et al

del desarrollo de acontecimientos neuroldgicos is-
quémicos'?. Estos procesos dan lugar a un au-
mento de la actividad metabdlica en las lesiones
aterosclerdticas inestables. La inestabilidad de la
placa aterosclerdtica es un proceso dinamico que
tiene lugar concurrentemente con los procesos de
reparacion, que se traducen en el desarrollo de una
capsula de la placa aterosclerética estable y una
disminucién de ictus?’. En muchos pacientes que
han experimentado isquemia cerebral, u ocular, de
probable origen carotideo la manifestacion clinica
de este ultimo proceso es que, con el paso del tiempo
y un tratamiento médico apropiado, disminuye
el riesgo de acontecimientos neuroldgicos recu-
rrentes’. Esto se atribuye a la estabilizacién de la
capsula fibrosa de la placa aterosclerdética.

La angiogénesis es una caracteristica reconocida
de la aterogénesis* (fig. 1) y se ha relacionado con
el desarrollo de inestabilidad de la placa y sindromes
clinicos asociados®”’. Los estudios de muestras de
endarterectomia carotidea han revelado una po-
tente asociacion entre la angiogénesis en las placas
aterosclerdticas carotideas y los sintomas neurolo-
gicos homolaterales, inestabilidad de la placa y
pruebas intraoperatorias de embolizacion cere-
bral®®. Ademas, el analisis de la expresién génica ha
revelado un aumento de la expresion de los genes
angiogénicos en placas carotideas obtenidas a partir
de pacientes con acontecimientos neuroldgicos
homolaterales comparado con asintomaticos’. No
obstante, todavia no se ha dilucidado la relaciéon
temporal entre la angiogénesis y el desarrollo de
acontecimientos neuroldgicos isquémicos.

El objetivo del presente estudio fue examinar la
relacion entre la angiogénesis en muestras de endar-
terectomia carotidea y la cronologia de los sintomas
homolaterales al igual que las pruebas de infarto ce-
rebral en la tomografia computarizada (TC) preope-
ratoria en pacientes con estenosis significativa de la
carétida.

METODOS

En el estudio se incluyeron pacientes consecutivos
sometidos a endarterectomia carotidea. Antes del
estudio, se obtuvo el permiso del comité de investi-
gacion del hospital al igual que el consentimiento
informado de todos los pacientes. Estos se sometie-
ron a una TC cerebral sin contraste preoperatoria.
El grado de estenosis de la arteria cardtida interna
(ACI) se determiné mediante eco-Doppler y angio-
grafia intraarterial desde el cayado aortico. El grado
de estenosis de la ACI se calculé comparando la luz
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Fig. 1. Vision del hombro de una placa aterosclerdtica
con un aumento x 100. Obsérvese que los nuevos vasos
sanguineos tenidos de color pardo indican la expresion
del marcador de la célula endotelial CD34.

angiografica residual con el didmetro de la ACI distal
normal'®.

TC cerebral

En todos los pacientes se efectué una TC cerebral sin
contraste utilizando un escaner Siemens Somatom
plus 4 CT (cortes de 8 mm de grosor, intervalo de
cortes 8 mm) (Siemens, Malvern, PA). Una inves-
tigacion positiva se definié como una TC que mostro
un infarto cerebral homolateral a la endarterecto-
mia carotidea. Se establecié un diagnostico de este
proceso si se visualizaron dreas de baja atenuacion
que afectaban tanto a la sustancia gris como a la
blanca o si se visualizaron areas focales de encefa-
lomalacia. En un contexto agudo, se establecié un
diagnéstico de infarto cerebral precoz si se identifico
una arteria hiperatenuada asociada con la pérdida
de la interfase sustancia gris:blanca a lo largo de la
insula lateral o entre los ganglios basales.

Preparacion de las muestras histologicas

Inmediatamente después de la cirugia, las muestras
de endarterectomia carotidea se introdujeron en
suero fisiologico. Se prepararon bloques de parafina
transversales a partir de cada lesién aterosclerotica.
De cada lesion se obtuvieron multiples cortes trans-
versales que se tifieron con hematoxilina y eosina e
inmunohistoquimicamente con anticuerpos mono-
clonales frente a un marcador de la célula endotelial
(CD34, clona Q-Bend; DaKo, Carpinteria, CA). Se
efectué una segunda tincion con anticuerpos
usando un equipo de tinciéon con el complejo avi-
dina-biotina (Vector Laboratories, Burlingame,
CA). Como cromégeno, se utilizé diaminobencidina



Vol. 22, N.° 2, 2008

(DAB). Previamente se ha proporcionado una des-
cripcion mdés detallada de la preparacion de las
muestras de endarterectomia carotidea’.

Un observador efectué los recuentos de microva-
sos que se verificaron a través del uso de un sistema
de analisis digital de imagen, cuya metodologia ha
sido descrito con anterioridad’. El recuento de mi-
crovasos para cada corte de placa aterosclerdtica se
dividié por el area cubierta por dicho corte con el
objetivo de calcular la densidad de microvasos, que
se expresO como microvasos por centimetro cua-
drado del corte de placa.

El andlisis estadistico se efectud utilizando el pro-
grama informadtico SPSS version 10 (SPSS Inc.,
Chicago, IL). Para evaluar la significacion estadistica
de las diferencias en los recuentos de microvasos de
las lesiones aterosclerdticas obtenidas de pacientes
sintomaticos y asintomaticos y de pacientes con
pruebas de infarto cerebral homolateral en la TC y
pacientes sin dichas pruebas, se utiliz6 la prueba
de Mann-Whitney. La asociacion entre el tiempo
transcurrido entre la endarterectomia carotidea y
los tltimos sintomas y la densidad de los microvasos
de la lesion aterosclerdtica estudiada se evalud utili-
zando un andlisis univariado de regresion lineal.
Para estudiar las asociaciones entre el momento de
los sintomas antes de la endarterectomia carotidea
(como variable dependiente), densidad de microva-
sos, y factores de riesgo de aterosclerosis se utilizé un
analisis de regresion logistica multivariado.

RESULTADOS

Se sometieron a endarterectomia carotidea 73 pa-
cientes (42 hombres y 31 mujeres). La edad mediana
de los pacientes fue de 71 afios (limites de edad: 50-
87). Se encontraban sintomaticos en un plazo de 30
dias antes de la endarterectomia carotidea 17 pacien-
tes (23,3%) y 11 (15,1%) no tenian antecedentes de
sintomas oculares o neuroldgicos homolaterales. Los
45 pacientes restantes presentaron un intervalo
preoperatorio libre de sintomas de 31-540 dias
(mediana = 56). En la tabla I se muestra la natura-
leza de los sintomas de los pacientes antes de la en-
darterectomia carotidea. Recibian tratamiento para
la hipertension arterial 58 pacientes (81,7%), y 66
(90,4%) eran tratados con antiagregantes plaque-
tarios, 28 de los cuales (38,4%) recibian un trata-
miento combinado. Otros seis pacientes recibian
dosis completas de tratamiento anticoagulante.
La concentracion plasmatica mediana preoperatoria
de colesterol fue de 4,4 mmol/l (Ilimites 2,9-7,3). En
el momento de su derivacion para el procedimiento
carotideo eran tratados con un inhibidor de la HMG-
coenzima A reductasa 56 pacientes (76,7%). El
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Tabla I. Naturaleza de los sintomas de los
pacientes antes de la endarterectomia carotidea

Numero (%)

Asintomaticos 11 15,1
Amaurosis fugaz 14 19,2
Accidentes isquémicos transitorios (AIT) 35 47,9
AIT en progresion 2 2,7
Ictus con restablecimiento funcional 11 15,1
Total 73 100

tiempo mediano entre los dltimos sintomas homo-
laterales y el procedimiento fue de 43 dias (limites
1-540). En el momento de la dltima derivacion para
la endarterectomia carotidea 26 pacientes (35,6%)
continuaban siendo fumadores y 21 (28,8%) expe-
rimentaban diabetes mellitus.

En 18 pacientes (24,7 %) se identificaron pruebas
de infarto cerebral y en 55 (75,3%), la TC cerebral
preoperatoria no reveld pruebas de un aconteci-
miento isquémico homolateral previo. No se ob-
servo una diferencia en el grado de estenosis de la
ACI entre pacientes sintomaticos (mediana 71, limi-
tes 60-91) y asintomaticos (mediana 75, limites
65-99) (p=0,42). De forma parecida, no hubo di-
ferencias significativas en el grado de estenosis de
este vaso entre pacientes con pruebas preoperatorias
de infarto cerebral (mediana =73, limites 66-99) y
pacientes sin dichas pruebas (mediana = 70, limites
60-95) (p=0,26).

Se observaron mayores recuentos de microvasos
en placas aterosclerdticas obtenidas de pacientes
sintomaticos comparado con los asintomaticos antes
de la cirugia (p < 0,001) (fig. 2). Se observaron re-
cuentos de microvasos significativamente mayores
en placas aterosclerdticas obtenidas de pacientes
con pruebas de infarto cerebral (209,3 microvasos/
cm?, limites 144-467,3) en la TC preoperatoria com-
parado con pacientes sin ellas (138,5 microvasos/
cm?, limites 78,5-385,3) (p = 0,02) (fig. 3).

Hubo unarelacién inversa entre la densidad de los
microvasos de las lesiones ateroscleréticas estudia-
dasy el tiempo transcurrido entre la endarterectomia
carotidea y los tltimos sintomas neuroldgicos u ocu-
lares (r> = 0,264, p < 0,001) (fig. 4). Esta relacién fue
independiente de la edad, sexo, antecedentes de
tabaquismo en el momento del acontecimiento
neuroldgico, diabetes y concentracion plasmatica de
colesterol (tabla II).

DISCUSION

La angiogénesis se ha reconocido como una caracte-
ristica prominente de las lesiones aterosclerdticas' '
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Fig. 2. Recuentos de microvasos (por centimetro cua-
drado) en las lesiones aterosclerdticas obtenidas de pa-
cientes asintomadticos comparado con sintomadticos. Las
lineas negras gruesas representan valores medianos, los
cuadros representan el limite intercuartil, y las lineas ho-
rizontales representan los valores extremos.

4 En los estudios efectuados en muestras de

aterectomia coronaria se ha descrito una potente
asociacion entre la angiogénesis de las lesiones ate-
roscleréticas coronarias y el desarrollo de angina
inestable e infarto de miocardio”®. En las lesiones
aterosclerdticas obtenidas de muestras de endarte-
rectomia carotidea la densidad de los microvasos se
ha asociado con antecedentes de sintomas neuro-
16gicos homolaterales™®. Mds recientemente, Kou-
touzis et al'> describieron que en pacientes tratados
con un inhibidor de la HMG-coenzima A reductasa,
en este tipo de lesiones se identifica una menor
densidad de microvasos. Sin embargo, nuestro tra-
bajo es el primer estudio que describe una relacion
entre el momento de los sintomas neuroldgicos
homolaterales y la densidad de los microvasos en las
lesiones ateroscleréticas de la carétida.

En el presente estudio hubo una relacion inversa
entre el tiempo transcurrido entre el Gltimo sintoma
neuroldgico homolateral y la endarterectomia caro-
tidea y la densidad de microvasos en las placas ateros-
cleréticas (fig. 4). Esta relacion es muy significativa
porque el momento de los sintomas neuroldgicos es
un marcador indirecto del riesgo de desarrollar
acontecimientos neuroldgicos homolaterales adi-
cionales®. Los ensayos aleatorizados controlados
sobre endarterectomia carotidea comparado con el
mejor tratamiento médico han descrito que el riesgo
de ictus con tratamiento médico tras un episodio is-
quémico transitorio o un ictus menor disminuye
rapidamente durante el afio posterior’. El analisis
de los datos combinados del European Carotid
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Fig. 3. Densidad de microvasos en pacientes con pruebas
TC de infarto cerebral y en aquéllos sin ellas. Las lineas
negras gruesas representan valores medianos, los cuadros
representan el limite intercuartil, y las lineas horizontales
representan los valores extremos. TC: tomografia
computarizada.

Surgery Trial y el North American Symptomatic
Carotid Endarterectomy Trial ha revelado una aso-
ciacion directa entre el riesgo de ictus y el momento
entre la aleatorizacion y el ultimo acontecimiento
neuroldgico’.

La relacion inversa entre el momento de los acon-
tecimientos neuroldgicos isquémicos y la densidad
de microvasos es una prueba adicional de que la
angiogénesis es una caracteristica de las lesiones ate-
rosclerdticas inestables, activas. También sugiere
que acontece una angiogénesis significativa cerca
del momento de los episodios de inestabilidad de la
placa que puede regresar con el tiempo a medida
que se remodela la lesién aterosclerética y progresi-
vamente se hace mads estable. Tureyen et al® docu-
mentaron un aumento de la expresion del gen
angiogénico en muestras de placas carotideas
obtenidas de pacientes con acontecimientos neuro-
l6gicos homolaterales comparado con pacientes
asintomaticos. Observaciones previas han puesto de
relieve que el grado de angiogénesis se relaciona con
la presencia de caracteristicas de inestabilidad de la
placa, sin diferencias significativas en la densidad de
microvasos entre las placas fibrolipidicas estables y
las lesiones aterosclerdticas precoces’.

En la presente investigacion, describimos una
densidad de los microvasos significativamente ma-
yor en las muestras de lesiones aterosclerdticas obte-
nidas de pacientes con pruebas TC de infarto
cerebral. Dichas pruebas se han asociado con un
mayor riesgo de ictus homolateral, mayor grado de
estenosis de la ACI y presencia de ulceracion de la
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Fig. 4. Relacion entre los altimos sintomas neurologicos
homolaterales y la endarterectomia carotidea (en dias) y
la densidad de microvasos en las lesiones aterosclerdticas
carotideas obtenidas durante la endarterectomia.

capsula fibrosa de la placa'®. En un estudio a gran
escala efectuado en pacientes sometidos a endarte-
rectomia carotidea, Cao et al'” describieron una tasa
de supervivencia menor y un intervalo mas breve
libre de ictus en pacientes con infarto cerebral do-
cumentado en la TC cerebral. Este mismo grupo
describié una menor tasa de supervivencia y un in-
tervalo libre de ictus mas reducido en pacientes
asintomaticos que no habian sido tratados quirtrgi-
camente y en los que se detect6 un infarto homola-
teral en la TC cerebral'®. Los datos del ensayo
Asymptomatic Carotid Stenosis Trial confirman las
observaciones mencionadas previamente'?2°.

El significado de la angiogénesis en la estenosis
carotidea puede residir en su relacion con el desarro-
llo de una hemorragia intraplaca, que se supone que
da lugar al desarrollo de la inestabilidad y rotura a
través de un aumento stibito de su volumen?'. La
presencia y la cantidad de hemorragia intraplaca en
muestras de endarterectomia carotidea se han aso-
ciado estrechamente con la presencia y el momento
de los acontecimientos neuroldgicos preoperatorios
y el grado de estenosis de la ACI>'!?2, Esta hipétesis
podria contribuir a explicar la observacién de que en
las placas aterosclerdticas obtenidas de pacientes con
patologia oclusiva carotidea sintomatica los vasos
sanguineos son de forma irregular y con un darea
transversal mayor comparado con los obtenidos de
pacientes asintomaticos antes de la endarterecto-
mia''. Un estudio reciente de Dunmore et al*?
reveld que las lesiones aterosclerdticas obtenidas de
pacientes con estenosis sintomdtica de la ACI con-
tienen nuevos vasos sanguineos dismorficos e irre-
gulares que carecen de células musculares lisas
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Tabla II. Asociacién entre el momento de los
altimos sintomas antes de la cirugia, densidad de
microvasos en lesiones aterosclerdticas y factores
de riesgo de aterosclerosis

Intervalo de

Odds confianza
Variable ratio  del 95% Valor de p
Densidad de microvasos 4,63 2,95-7,28 < 0,0001
Edad 1,03 0,55-1,99 0,70
Sexo 1,18 0,47-2,05 0,56
Tabaquismo 1,07 0,54-2,09 0,84
Diabetes 0,90 0,45-1,79 0,76
Hipercolesterolemia 0,98 0,68-1,11 0,88

comparado con los nuevos vasos sanguineos bien
desarrollados observados en pacientes asintomaticos.

El examen microscopico de la neovascularizacion
en las lesiones ateroscleréticas demostré que los
microvasos de la placa se encuentran en estrecha
proximidad con la infiltracion de monocitos y ma-
créfagos en las placas aterosclerdticas'>?® (fig. 5).
Esta observacién, junto con la mayor expresiéon de
E-selectina, molécula 1 de adhesion intercelular
(ICAM-1), y molécula 1 de adhesion de la célula
vascular (VCAM-1) en areas de vascularizacion de la
placa, sugiere que la neovascularizacion en la placa
aterosclerdtica participa intimamente en el proceso
inflamatorio y puede ser el lugar predominante de
reclutamiento de los macréfagos en la lesion ate-
rosclerética®* %, En los nuevos vasos de las lesiones
aterosclerdticas carotideas la expresion de ICAM-1y
VCAM-1 se ha asociado con el desarrollo de sintomas
oculares y neuroldgicos homolaterales®”. Ademas,
en las lesiones aterosclerdticas la densidad de los
microvasos se ha relacionado directamente con el
contenido de macrofagos de la capsula de la placa
aterosclerdtica en las placas de la carétida®®. Los
recientes estudios para perfilar la expresion génica
usando tejidos humanos y de animales de experi-
mentacion han puesto de manifiesto pruebas de una
mayor inflamacion, division celular y sefializacion
de segundo mensajero en el tejido de la placa com-
parado con la intima no patoldgica®>°>*. Ademas,
en dos estudios recientes se ha documentado una
abundancia de numerosos transcritos que favorecen
la répida proliferaciéon celular en las placas sin-
tomaticas obtenidas de seres humanos”>>.

Husain et al’®> describieron un aumento de la
actividad inflamatoria en la region de la capsula
fibrotica de la placa de lesiones aterosclerdticas
obtenidas de muestras de endarterectomia carotidea
de pacientes con acontecimientos neuroldgicos is-
quémicos preoperatorios comparado con asin-
tomaticos. La desorganizacion de una capsula
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Fig. 5. Nuevos vasos sanguineos en la region del hombro
de una lesion aterosclerdtica. Obsérvese el prominente
infiltrado de linfocitos y la adhesiéon endotelial de mo-
nocitos (flecha).

fibrosa aterosclerédtica estable, por el aumento de la
infiltracion de células inflamatorias esta mediada, al
menos en parte, a través de la liberacién de protea-
sas, en particular de la familia de las metaloproteasas
de matriz (MMP), sobre todo MMP-9%°3°. Esto
provoca la dehiscencia de la microestructura de la
capsula de la placa al igual que la pérdida de células
musculares lisas secretoras, lo que es responsable de
la formacién de la capsula fibrosa de la placa®’.

El presente estudio confirma la asociaciéon entre
la angiogénesis en las placas ateroscleréticas de la ca-
rétida y el desarrollo de acontecimientos neurologi-
cos y oculares isquémicos homolaterales. También
sugiere una relacién temporal entre la angiogénesis
y el desarrollo de estos acontecimientos neuroldgi-
cos. Una comprension adicional de los procesos
fisiopatoldgicos responsables de la angiogénesis en
las lesiones aterosclerdticas puede ofrecer nuevos
conocimientos sobre los acontecimientos responsa-
bles del desarrollo de inestabilidad de la placa y los
sintomas clinicos asociados.
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