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CAPITULO 1: INTRODUCCION

CAPITULO 1: INTRODUCCION

1. DEMENCIAS
1.1 CONCEPTO Y CLASIFICACION:

La demencia es un sindrome clinico que se caracteriza por un deterioro de las funciones
intelectuales (de al menos dos de las siguientes: la memoria, lenguaje, gnosias, praxias o
funcién ejecutiva) adquiridas previamente, con preservacién del nivel de conciencia, que
interfiere en el rendimiento laboral o social del individuo y le hace perder su autonomia
personal (1).

Los criterios diagndsticos de demencia del Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders, 5a edicién, (DSM-V) (2) y de la Clasificacidon Internacional de Enfermedades 102
edicién (CIE-10) (3) de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) son clasificaciones
categoriales, de todo o nada, que definen la presencia o ausencia de enfermedad, y demasiado

IM

ajustadas al “paradigma cognitivo” con exclusion de los sintomas psiquidtricos como propios
de la enfermedad. Sin embargo, los criterios de la National Institute on Aging and Alzheimer’s
Association (NIA-AA) (4) incluyen en su clasificacion los sintomas psicolégicos y conductuales
de la demencia como uno de los posibles criterios diagndsticos, lo cual es un importante paso

adelante. (Tabla 1).

Tabla 1: Criterios diagndsticos de la NIA-AA para el diagnéstico de demencia (4)

Se diagnostica demencia cuando hay sintomas cognitivos o conductuales que:

1- Interfieren con la capacidad de funcionar normalmente en el trabajo o en las actividades

habituales

2. Suponen un deterioro con respecto a los niveles de rendimiento y funcionamiento previos

3. No se explican por la presencia de delirium o de un trastorno psiquiatrico mayor

4. Se detectan y diagnostican por la combinacion de la historia clinica obtenida en la entrevista
con el paciente y un informador que lo conoce, y la valoracién objetiva del estado mental, bien
sea una evaluacidon neuropsicolégica formal o una evaluacidon cognitiva en la cabecera del

paciente

5. La alteracidn cognitiva o conductual involucra al menos dos de los cinco siguientes aspectos:
a) Capacidad alterada de adquirir y recordar nueva informacion
b) Alteracidon o cambios en el razonamiento, manejo de tareas complejas o capacidad de
juicio
c) Alteraciéon de las capacidades perceptivas y visuoespaciales
d) Alteracién de las funciones del lenguaje

e) Cambios de personalidad o en el comportamiento
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A la hora de clasificar los tipos de demencia es habitual considerar tres grandes categorias

etioldgicas: demencias degenerativas, secundarias y mixtas. (Tabla 2)(5)

Tabla 2: Clasificacion de las demencias (adaptada de la guia SEN, 2009)

1.

Demencias degenerativas primarias

1.a Enfermedades degenerativas en las que la demencia es una de las manifestaciones principales

Enfermedad de Alzheimer

Demencia por cuerpos de Lewy
Degeneracidn lobular frontotemporal
Demencias por priones

Otras demencias infrecuentes

1.b Enfermedades degenerativas en las que la demencia puede formar parte del cuadro clinico

Corea de Huntington
Degeneracidn corticobasal
Pardlisis supranuclear progresiva
Enfermedad de Parkinson
Enfermedad de motoneurona

2.

Demencias secundarias

2.1 Demencias vasculares (DV)

2.1.a Isquémicas

Demencia multiinfarto

Demencia por infarto estratégico
Leucoencefalopatia subcortical arterioesclerética
Estado lacunar

Angiopatias hereditarias

Angiopatia hipertensiva y arterioesclerética
Vasculitis

2.1.b Isquémicas hipdxicas

Encefalopatia difusa andxico-isquémica o restringida debido a vulnerabilidad selectiva
Infartos incompletos de la sustancia blanca
Infartos de zonas fronterizas

2.1.c Hemorragicas

Hematoma cerebral
Angiopatia amiloidea
Hematoma subdural créonico
Hemorragia subaracnoidea

2.2 Otras demencias secundarias

3.

Demencias combinadas o de etiologia multiple

1.2 EPIDEMIOLOGIA

En las Ultimas décadas, se ha producido un gran cambio demografico debido al incremento de

la expectativa de vida media asociado a una drastica reduccion de la natalidad. Este cambio ha

producido que el porcentaje de individuos de edad avanzada respecto al conjunto de la
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poblacién se incremente a gran velocidad, haciendo que las necesidades de cuidados de todo
tipo de este segmento creciente de poblacidn planteen grandes desafios presupuestarios y

organizativos para los gobiernos y, en especial, para los sistemas sociales y sanitarios. (1)

En Espafa continla el proceso de envejecimiento. Asi, a 1 de enero de 2014, los datos del
Padrén Continuo indican que habia 8.442.427 personas mayores de 65 afios, suponiendo el
18,1% sobre el total de la poblacion (46.771.341) (6). Segun la proyeccidn del INE, en 2061

habrd mas de 16 millones de personas de edad mayor o igual a 65 afios (38,7% del total).

La demencia afecta a nivel mundial a unos 47 millones de personas, de las cuales alrededor
del 60% viven en paises de ingresos bajos y medios. A lo largo de 2015 han aparecido 9,9
millones de casos de demencia nuevos en todo el mundo, uno cada 3 segundos. Se calcula
que entre un 5% y un 8% de la poblacion general de 60 afios o mas sufrird demencia en un
determinado momento. Se prevé que el numero total de personas con demencia
practicamente pase a cerca de 75 millones en 2030 y a casi el triple en 2050 (132 millones).
Buena parte de ese incremento puede achacarse al hecho de que, en los paises de ingresos
bajos y medios, el nimero de personas con demencia tendera a aumentar cada vez mas.
(7)

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la primera causa de demencia, seguida de la demencia
vascular (DV). Segun estudios europeos, un 53,7% de las demencias son de tipo EA frente a un

15,8% que supone la DV (Figura 1) (8).
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Figura 1. Gris: EA, Negro: DV, Blanco: otras Representacidn porcentual de los distintos tipos de

demencia en un estudio multicentrico europeo (8)
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La tercera causa de demencia es la demencia con cuerpos de Lewy, y la cuarta, la degeneracion
lobular frontotemporal, que representan el 10-15% y el 3-4% respectivamente de todas las
demencias en series de autopsias.

En Espafia, datos recientes del Grupo Epidemiolégico Espafiol sobre Envejecimiento muestran
una prevalencia de demencia en poblacién general mayor de 70 afios del 8,2%; el 57,2% de los
casos de demencia correspondian a EA y el 18,9% a DV, lo que supone unas tasas de
prevalencia de 4,7% y 1,6%, respectivamente. (9)

Los factores mas significativos como predictores de mortalidad en pacientes con demencia son
la edad de inicio mads tardia, el mayor deterioro cognitivo y el sexo masculino. La edad influye
disminuyendo la esperanza de vida desde 10 afios, cuando la enfermedad se presenta entre los
65 y los 69 afios, hasta 3,9 anos en los mayores de 90. En cuanto al sexo, la supervivencia es
mayor en mujeres que en hombres. Por otro lado, la gravedad de la demencia es un factor de
riesgo de mortalidad; ya que se ha observado un paralelismo entre el grado de alteracién
cognitiva medido por el Mini examen del Estado Mental (MMSE) y el tiempo de supervivencia.
También se han observado diferencias en cuanto a la mortalidad segun el tipo de demencia: la
mortalidad es menor en la EA que en la DV; con un tiempo medio de supervivencia de 3,1 afios

y 2,8 afos, respectivamente. (10).

1.3 DEMENCIA VASCULAR

La DV se define como el deterioro de funciones cognitivas debido a lesiones cerebrales
isquémicas o hemorragicas, 0 a una combinacidon de ambas. La DV puede presentarse de forma
aguda o subaguda como consecuencia de uno o varios ictus, pero también puede hacerlo de
forma insidiosa y progresiva.

El espectro de la DV representa el 15-20% de todas las formas de demencia, suponiendo la
segunda causa mas frecuente tras la EA. Los estudios epidemiolégicos realizados en Espafia
sobre la prevalencia de DV son escasos y presentan diferencias metoddldgicas. Asi, la
prevalencia oscila desde el 1,2% de los estudios del Prat y Zardemp al 5,1% en Gerona. (11)

La DV es multifactorial ya que el dano cerebral deriva, por un lado, de la isquemia y de la
anoxia, y, por otro, de factores bioquimicos cuyos efectos deletéreos sobre el cerebro a través
de procesos inflamatorios, metabdlicos o de otro tipo todavia se desconocen. (1)

El diagnéstico definitivo de las DV es neuropatoldgico. Sin embargo, no existe un patrén oro
para diagndstico neuropatoldgico de la DV. La heterogeneidad en cuanto al tipo, tamario,

numero y localizacidn de las lesiones es muy amplia; y cualquier lesién vascular del cerebro,
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sea isquémica o hemorragica, es capaz de producir un deterioro cognitivo, dependiendo del
numero y su localizacion.

Lo habitual es que la DV se asocie a: infartos arteriales grandes cortico-subcorticales, a infartos
lacunares y/o a desmielinizacién subcortical (leucoencefalopatia isquémica). (12)

Los infartos arteriales grandes cdrtico-subcorticales producen lesiones cavitadas en las
regiones de la arteria que irriga la zona infartada y suelen afectar tanto a la corteza como a la
region subcortical subyacente.

Los infartos lacunares son lesiones cavitadas de menos de 1,5 cm que aparecen en territorios
subcorticales de las arterias perforantes. En general, los infartos lacunares aislados no
producen deterioro cognitivo, aunque en ocasiones pueden producir efectos cognitivos
extensos desproporcionados a su pequefio tamano por el fenédmeno de diasquisis y por los
efectos de desconexion interhemisférica de los circuitos cértico-subcorticales. (1) Esto ocurre,
por ejemplo, en los infartos en territorios criticos de la arteria cerebral anterior o posterior que
afectan bilateralmente al tdlamo. La presencia de multiples lesiones lacunares se conoce
como “estado lacunar”. La patologia isquémica subcortical en forma de “estado lacunar” a
nivel de los ganglios basales y de la sustancia blanca por ateroesclerosis grave ha sido
ampliamente descrita como causa de deterioro cognitivo vascular.

La leucoencefalopatia isquémica se caracteriza por areas de desmielinizacién y pérdida axonal
en la sustancia blanca, con aspecto parcheado o parcheado-confluente, que afectan por igual a
ambos hemisferios. La entidad en la que se combinan lagunas y leucoencefalopatia se ha

denominado “encefalopatia subcortical arteriosclerotica” o “enfermedad de Binswanger”.

Ademds de las lesiones neuropatoldgicas descritas, existen otros hallazgos
anatomopatoldgicos que se relacionan con DV. Es el caso de la esclerosis del hipocampo o la
necrosis lacunar, que se produce por estados hipdxicos o por hipoperfusidon global, y que
puede dar lugar, sobre todo si es bilateral, a trastornos en la memoria.

Otra entidad a tener en cuenta es la atrofia granular cortical, que se atribuye a la existencia de
infartos microscopicos en la corteza, y se asocia a microangiopatia amiloide, algunas vasculitis
o microembolias multiples. (13)

La clasificacién clinico-patoldgica de las DV es dificil por la gran variedad de presentaciones
que puede haber. En la siguiente tabla (tabla 3), se resumen los 5 tipos de presentacidn clinico-

patoldgica mas frecuentes.
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Acumulacion  de  infartos
multiples en zonas de arterias

de mediano-gran calibre

Inicio agudo vy
empeoramiento con

nuevos eventos

Afectadas areas de lenguaje,
praxias, funciones
visuoespaciales, calculo vy

memoria

Multiples infartos lacunares,

afectacion de pequefio vaso

Instauracion
insidiosa, curso

lento y progresivo

Disfuncién ejecutiva, trastorno
de la atencidn/ concentracion,
alteracion de la motivacion
(apatia), trastorno de |la

memoria y del control motor

- Talamo posterior
bilateral: amnesia,
heminegligencia y
Por afectacién de zonas | Inicio afasia
elocuentes agudo/subagudo - Rodilla capsula interna,
tadlamo anterior, nucleo
caudado bilateral:
demencia frontal
De diferente duracion e
Hipotensién arterial, | Inicio intensidad segln causa: desde
hipoglucemias, hipoxia... agudo/subagudo pequefios errores mnésicos
hasta estado vegetativo
persistente o fallecimiento
- Intraparenquimatosa Inicio Alteraciones  motoras  y/o

(por HTA): afectacidn
de ganglios de la base
- Angiopatia amiloidea:
lobar
- Hemorragia

subaracnoidea

subagudo/crénico

sensitivas, apraxias...
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Para el diagndstico de la DV se han propuesto diferentes escalas y criterios, que se encuentran
en constante revisién, con la finalidad de conseguir una mejor definicidn y estratificacion de la
DV. Cada vez se conocen mas datos sobre la DV, lo que nos permite un mejor conocimiento de
la misma asi como el desarrollo de escalas y criterios mas adecuados.

La DSM-V, en su nueva version (tabla 4), establecidé una serie de cambios respecto a su anterior
edicion. En la nueva edicién intenta minimizar el uso de la categoria "no especificado" y hace
hincapié en la necesidad de identificar la supuesta causa subyacente del sindrome. Por lo
tanto, el primer paso en el proceso diagndstico es diferenciar entre “funcién neurocognitiva

IM

normal” y “trastorno neurocognitivo (TN) leve y mayor”, seguido de un segundo paso para
asignar una categoria etiolégica, por ejemplo, TN por EA, TN de origen vascular o por
enfermedad con cuerpos de Lewy. Para distinguir entre los subtipos etiolégicos, se requieren
marcadores diagnodsticos adicionales, como estudios de neuroimagen (resonancia magnética
(RM) y tomografia por emision de positrones) y otros biomarcadores. No obstante, algunos
estdndares de neuroimagen y otros biomarcadores no se encuentran a disposicion de todos los

centros, haciendo que a dia de hoy estos criterios sean poco aplicables en la practica clinica

diaria. (14)

Tabla 4. Criterios de la DSM V para diagndstico de trastorno neurocognitivo vascular (2)

A. Se cumplen los criterios de un trastorno neurocognitivo leve o mayor.

B. La sintomatologia clinica es compatible con una etiologia vascular como lo sugiere
cualquiera de los siguientes criterios:

1. El inicio de los déficits cognitivos presenta una relacién temporal con uno o mas eventos
cerebrovasculares.

2. Las evidencias del declive son notables en la atenciéon compleja (incluida la velocidad de
procesamiento) y en la funcion frontal ejecutiva.

C. Existen evidencias de la presencia de una enfermedad cerebrovascular (ECV) en la
anamnesis, en la exploracién fisica o en el diagndstico por neuroimagen, consideradas
suficientes para explicar los déficit cognitivos.

D. Los sintomas no se explican mejor por otra enfermedad cerebral o trastorno sistémico.
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También establece la categoria de “probable” y “posible” en el caso de que no se cumplan los

criterios establecidos.

Entre las diferentes escalas y criterios diagndsticos los mds conservadores, es decir, los que

menos falsos positivos producen, son los criterios de NINDS-AIREN. Estos establecen grados de

probabilidad diagndstica y permiten formular un diagndstico de DV probable o posible. El

diagndstico de DV posible puede realizarse en ausencia de datos de neuroimagen o cuando no

puede establecerse una relaciéon temporal entre el inicio del deterioro cognitivo y un evento

vascular. Este dato es particularmente importante para las formas subcorticales de DV, en las

cuales el curso de la demencia puede ser muy semejante al de las demencias degenerativas

primarias. (13)

Tabla 5. CRITERIOS DIAGNOSTICOS DE DV DE NINDS-AIREN (10)

1.

Criterios obligatorios para diagnosticar demencia vascular probable:

Demencia: Deterioro respecto al nivel previo de la memoria y al menos otras
dos funciones cognitivas (orientacién, atencioén, lenguaje, funciones
visuoespaciales, funciones ejecutivas, control motor, praxias), suficiente como para
interferir en las actividades diarias (independientemente de lo que interfieran las
deficiencias fisicas). Se excluyen pacientes con alteracidon del nivel de conciencia,
sindrome confusional agudo, psicosis, afasia intensa o alteracién sensitivo-motora
notable que impidan la objetivacién adecuada de las alteraciones neuropsicoldgicas.
También se excluyen los pacientes con alteraciones sistémicas u otras enfermedades
cerebrales (como la Enfermedad de Alzheimer) que por si mismas pudieran explicar las
alteraciones cognitivas.

Enfermedad cerebrovascular (ECV), demostrada a través de signos focales congruentes
con ictus previo, con o sin relato de ictus previo, y evidencia de lesiones vasculares en
la neuroimagen -TAC o RM- (infartos en territorios de arteria de gran calibre, o de
uno solo que afecta a localizacion estratégica para producir alteraciones cognitivas -
circunvolucion angular, tdlamo, regiéon frontobasal, territorios de arterias
cerebrales anterior o posterior-, o infartos lacunares multiples en ganglios basales y
sustancia blanca subcortical o periventricular, o combinaciones de los anteriores).

Relacién entre los apartados 1 y 2, inferida a partir de una o mds de las
siguientes circunstancias:

3.1.Inicio de la demencia en los 3 meses siguientes a un ictus
3.2.Deterioro brusco de funciones cognitivas

3.3.Progresion fluctuante o escalonada de las alteraciones cognitivas
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2. Aspectos compatibles con una demencia vascular probable:

1.
2.

Alteracidn de la marcha en fase temprana
Antecedente de inestabilidad y caidas frecuentes

Aparicion precoz de aumento de la frecuencia de miccidn, urgencia urinaria u otras
alteraciones del control vesical no explicables por un trastorno urolégico.

Pardlisis pseudobulbar

Alteraciones en la personalidad o el estado de animo, abulia, depresion, labilidad
emocional, y otras alteraciones subcorticales como enlentecimiento psicomotor
y alteracidn de funciones ejecutivas.

3. Aspectos que hacen incierto o improbable el diagndstico de demencia vascular:

1.

2.
3.

Trastorno precoz de la memoria y empeoramiento progresivo de la memoria y de otra
funciones cognitivas, sin que aparezcan en la neuroimagen lesiones cerebrales focales
gue lo expliquen

Ausencia de signos neurolégicos focales aparte de las alteraciones cognitivas

Ausencia de lesiones cerebrovasculares en TAC o RM

4. Criterios de demencia vascular posible:

1.

Demencia (segun 1.1), con signos neurolégicos focales, en pacientes en los que no
podemos disponer de neuroimagen confirmatoria, o en aquellos que no muestran una
relacion cronoldgica congruente entre los ictus y la demencia; también en pacientes
con evidencia de ECV, en los que la demencia tiene comienzo insidioso o evolucién
diferente de la esperada (mesetas prolongadas o mejorias)

5. Criterios de demencia vascular confirmada:

1.
2.

Criterios clinicos de demencia vascular probable
Evidencia histopatolégica de ECV, obtenida a través de biopsia o autopsia.
Ausencia de mas ovillos neurofibrilares y placas neuriticas de las esperadas por la edad

Ausencia de otras alteraciones clinicas o anatomopatoldgicas capaces de explicar la
demencia

Por ultimo, la escala de Hachinski se disefid para predecir la presencia de infartos cerebrales en

pacientes con demencia y apoyar el diagndstico diferencial entre demencia degenerativa por

EA y demencia multiinfarto y sigue teniendo un gran valor predictivo: por debajo de 4 es

probable que el paciente tenga una enfermedad degenerativa y, por encima de 7, una DV. (15)
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[tems Puntuacién

Cormienzo abrupto 2

Frogresion escalonada 1

Curso fluciuante 2

Confusian nocturna 1

Fersonalidad relatrvamenta preservada 1
Dapresidn 1
Jueg|as somaticas 1

Incontinencia emocional 1

Histora de hipertension 1

Historns de ictus 2
Bvidencia de aterosclerosis asociada 1
Sintomas neurolégicos focales 2
Signos nourologicos focales 2

Escala de Hachinski

Erfermedad de Alzhaimer 04
Demencia vascular 7 a0 mas
Casos mixtos o Indeterminados So6

Figura 2. Escala isquémica de Hachinski (15)

A pesar de que la DV es la segunda causa de demencia mas frecuente, los estudios sobre su
base genética son limitados, sobre todo si los comparamos con los estudios llevados a cabo en
otras enfermedades neurodegenerativas como la EA o la demencia frontotemporal. Sélo se ha
llevado a cabo un estudio, realizado en 24 gemelos, para intentar establecer la relacidn entre
la heredabilidad y la DV. Este estudio no arrojé datos estadisticamente significativos. (15). El
estudio de las causas genéticas de DV podria ser una herramienta diagndstica y fuente de
nuevas dianas terapéuticas.

Una de las evidencias mds importantes que nos hacen tener en cuenta la base genética de la
DV, es la existencia de las formas mondgenicas, en las cuales la disfunciéon de un solo gen

puede conducir al desarrollo de la DV.

Existen varias formas monogénicas, que se resumen -con sus principales caracteristicas- en la

tabla 6 (16).

La causa mas frecuente de DV monogénica es la arteriopatia cerebral autosdmica dominante

con infartos subcorticales y leucoencefalopatia, mas conocida por su acrénimo inglés CADASIL.
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Se trata de una enfermedad autosdmica dominante debida a mutaciones en el gen NOTCH 3
del cromosoma 19 (19g12), la mayor parte se localizan en los exones 3 y 4. Los sintomas
comienzan entre los 30 y 50 afos y consisten en cefalea tipo migrafa, eventos isquémicos
subcorticales recurrentes, deterioro cognitivo, alteraciones del estado de animo vy

convulsiones.

Otra forma monogénica, descrita por primera vez en 1989, es la enfermedad de Fabry: una
enfermedad lisosomal ligada al cromosoma X atribuible a una mutacién del gen GLA (Xq22),
dando como resultado una ausencia o reducciéon de la actividad de la galactosidasa que
finalmente conduce a la acumulacion de glucoesfingolipidos (globotriaosilceramida) en
diferentes érganos. Las manifestaciones clinicas son ictus o accidentes isquémicos transitorios
de repeticidon, alteraciéon de la funcidn renal y cardiomiopatia. Los ictus producidos por la
enfermedad de Fabry son en su mayoria lacunares, aunque también se han descrito ictus de

gran vaso asi como de origen cardioembdlico.

Otras entidades, ya mas raras, son la arteriopatia relacionada con el gen COL4A1-A2, o la
vasculopatia retiniana asociada a leucodistrofia (RVCL) debida a mutaciones del gen TREX 1, de

herencia autosémica dominante ambas.

Por ultimo, se encontraria el CARASIL: una entidad rara que cursa con un cuadro clinico,

radioldgico y neuropatoldgico similar al CADASIL, pero con herencia autosdmica recesiva.
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Tabla 6. Desérdenes mondgenicos relacionados con DV

CADASIL ENFERMEDAD DE | RVCL COL4A1 CARASIL
FABRY

GENETICA

Patrén de herencia Autosdmica Ligada al X Autosdmica Autosdmica Autosdmica
dominante dominante dominante recesiva

Gen NOTCH3 A-GAL (GLA) TREX1 COL4A1 HTRA1

Locus 19Q12 Xq22 3p21.3-p21.2 13934 10925

Gen producido Receptor Enzima a- | Exonucleasas Colageno  al | HTRA1 serina
NOTCH3 galactosidasa especificas del | tipo IV Peptidasa /

DNA 3°-5° Proteasa 1

NEUROIMAGEN

Lesiones en sustancia | + + + + +

blanca

Lesiones lacunares + + + + +

Lesiones cortico- | - + t - -

subcoticales

Hemorragia + + - + +

intracerebral

Aneurismas - + - + -

En comparacidn con estas formas monogénicas, es razonable asumir que la herencia
esporadica de la DV es compleja y se relaciona con multiples alteraciones genéticas que
predisponen a la enfermedad. Ademas, muchos de los factores de riesgo asociados a la DV —
por ejemplo, hipertensidon, dislipemia o habito tabaquico- también se encuentran en parte
genéticamente determinadas, lo cual complica mucho mas el conocimiento de la base genética
de la DV esporadica. Las aproximaciones tipicas para identificar factores genéticos son los
andlisis de ligamiento y los estudios de asociacién. Los analisis de ligamiento para
enfermedades tan complejas han tenido menos éxito en el descubrimiento de determinantes
genéticos que los estudios de asociacion. (17)

Los genes candidatos para los estudios de asociaciéon en DV incluyen genes relacionados con el

ictus, la EA asi como genes que intervienen en los mecanismos patogénicos de la DV.



CAPITULO 1: INTRODUCCION

Desde un punto de vista fisiopatoldgico, los genes implicados en el metabolismo lipidico,
especialmente la apoproteina E (APOE), han sido los mas estudiados en las ultimas dos
décadas. Mdltiples meta-andlisis; incluyendo uno reciente que analiza 44 estudios (con 2481

casos y 7490 controles), encontraron una asociacion estadisticamente significativa entre los

portadores del alelo &4 del gen APOE y un aumento del riesgo de DV. Sin embargo, no se

obtuvieron resultados estadisticamente significativos al analizar los alelos €3 o €2, ni con el
polimorfismo T427C en la regidn promotora del gen APOE.

Dos polimorfismos (Q192R y L55M) del gen PONI se asociaron a mayor riesgo de DV en
poblaciones indias y francesas, pero estos resultados no pudieron confirmarse en otros
estudios llevados cabo en poblaciones europeas.

Asimismo, varios genes implicados en procesos inflamatorios se han relacionado con la DV,
incluidos dos polimorfismos del gen TNF-a en poblaciones europeas y asiaticas. La asociacion
entre DV y TGF-61 fue descrita en dos estudios asiaticos. Por ultimo, la variante C677T del gen
de la metiltetrahidrofaloto-reductasa (MTHFR), que se relaciona con los niveles de
homocisteina, se ha asociado a mayor riesgo de DV en 3 meta-andlisis en poblaciones asiaticas,
y recientemente ha demostrado tener una fuerte evidencia en poblaciones europeas. (16)

A parte de los estudios de asociacidn de genes candidatos, también se han realizado los
estudios de asociacion de genoma completo (Genome Wide Association Studies, GWAS). En los
ultimos afios se han llevado a cabo dos GWAS. El primero fue un estudio retrospectivo en
poblacién coreana (con 84 DV y 200 controles) que no detectd ninguna asociacion genética. El
segundo, fue un estudio prospectivo realizado en Holanda (con 670 DV y 5700 controles) que
evidencid una asociaciéon entre la variante rs12007229 prdoxima al receptor androgénico en el
cromosoma X y que fue replicado en poblacién alemana (con 221 DV y 213 controles).
Recientemente, una linea de investigacion que se ha considerado en investigar los genes que
se han identificado a través de GWAS en relacién con ictus y EA. (16)

Con respecto al ictus, distintos consorcios internacionales de genética e ictus (Cohorts of the
Heart and Aging Research in Genetic Epidemiology, CHARGE; el International Stroke Genetics
Consortium, I1SGC; el NINDS Stroke Genetics Network, SiGN; y el Wellcome Trust Case Control
Consortium 2, WTCCC2) han realizado por separado estudios que incluyen a decenas de miles
de pacientes con ictus y cientos de miles de controles. Estos estudios encontraron una
variante cerca de FOXF2 que aumenta el riesgo de sufrir un ictus, y de hiperintensidades de la
sustancia blanca. Ademas, varias asociaciones se han descrito en subtipos especificos de ictus,

asi se relacionaron TSPAN2 y HDAC9 con ictus por ateroesclerosis de gran vaso, PITX2 y ZFHX3
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con ictus cardioembdlico, y ALDH2 con ictus de pequeiio vaso. A pesar de ello, se desconocen
sus implicaciones en la DV.
Del mismo modo, el Proyecto Gendmico Internacional del Alzheimer ha identificado varios

genes relacionados con EA a través de GWAS, pero no han encontrado asociacidn con la DV.

No obstante, no todos los genes relacionados con EA encajan en las vias fisiopatoldgicas de la
produccién de amiloide o del procesamiento de la proteina tau. De hecho, varios genes se
encuentran relacionados con vias cardio-metabdlicas, sobre todo APOE, CLU y ABCA7, que se
relacionan con el mecanismo lipidico.

Por otra parte, el estudio de los GWAS ha identificado nuevos genes que se relacionan con la
enfermedad de pequefio vaso. Asi, a través del estudio de 21.000 personas en el consorcio
CHARGE, se han encontrado 5 loci que se relacionan con aumento de hiperintensidades de la
sustancia blanca. Dichos loci también se encuentran implicados en la EA y en los ictus
hemorragicos. Estos resultados han sido recientemente replicados en otros estudios.

A pesar de que los hallazgos expuestos correlacionan muy bien con la enfermedad de pequefio

vaso, se desconoce la influencia que tienen sobre la DV. (16)

1.4 ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es una entidad anatomo-clinica de naturaleza degenerativa y
curso progresivo. Se caracteriza clinicamente por causar una demencia y morfo-
patolégicamente por la presencia de degeneraciones u ovillos neurofibrilares y placas
neuriticas o seniles. (18)

A nivel macroscdpico, destaca una atrofia de las circunvoluciones cerebrales y la reduccién del
peso del encéfalo. La atrofia macroscépica suele ser de predominio temporal y en las areas
asociativas frontales y parietales. Sin embargo, cada vez se reconocen mas casos -ya descritos
en la neuropatologia cldsica- de EA con un predominio focal, sea simétrico o asimétrico,

frontotemporal, parietal u occipital. (1)

A nivel microscdpico, destacan dos lesiones elementales: las placas seniles, que se depositan a
nivel extracelular y, los ovillos neurofibrilares (ONF), a nivel intracelular.

Las placas seniles son depdsitos de amiloide anormales de forma globular, que predominan en
el neocértex frontal y areas asociativas parietales y temporales. La forma de amiloide
depositado se denomina B-amiloide (AB) y resulta de la protedlisis de la proteina precursora de

amiloide (APP) en la regién N-terminal y C-terminal por accidn las enzimas B- y y-secretasas,
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gue producen péptidos AP de 39-43 aminodacidos. Se distinguen tres tipos principales de placas
seniles: a) las placas difusas, que estan constituidas por amiloide no fibrilar depositado en el
neurdpilo; b) las placas amiloides con un centro mas o menos denso, y ¢) las placas neuriticas,
en las que el centro amiloide estd rodeado de neuritas distréficas y de una corona de células
microgliales y astrocitarias. (1)

Los ONF estan formados por la acumulacidon de filamentos emparejados en hélice que
contienen proteina tau fosforilada anormalmente. Estos filamentos se agregan y pliegan y dan
lugar a estructuras histoldgicas variadas, siendo las mas tipicas en forma de ovillo en el interior
de las neuronas. Los ONF aparecen en la corteza transentorrinal, para extenderse
posteriormente a hipocampo, amigdala y neocdrtex a medida que la enfermedad progresa, y
su evolucién parece ser independiente de la formacién de placas. (19)

Otra lesién elemental frecuente en la EA es la degeneracidn granulovacuolar, especialmente
en las neuronas piramidales del hipocampo. Cada neurona contiene una o varias vacuolas con
un pequeno grano denso en su interior Se cree que se trata de vacuolas autofagicas destinadas
a la retirada de proteinas anormales. Los granos estan compuestos de proteina tau similar a la
de los ONF. (1)

La EA atraviesa diferentes etapas: en la fase de pre-demencia, asintomatica, sdlo se
encuentran las alteraciones morfo-patoldgicas. Posteriormente, encontrariamos la fase de
demencia, la cual define la enfermedad; durante ella, se recorren los estadios de demencia
leve, moderada y severa. El curso clinico de la EA es progresivo y puede ser muy prolongado,
aunque por lo general no se extiende mas de diez afios a partir del momento del diagndstico.

La muerte sobreviene por las complicaciones habituales en este tipo de procesos.

El grupo de trabajo del The National Institute on Aging and the Alzheimer’s Association (NIA-
AA) revisaron en 2011 los criterios diagndsticos para la EA. En los nuevos criterios incluyeron,
para el correcto diagndstico de la enfermedad, estudios neuropsicolégicos y marcadores tanto
de neuroimagen avanzada como biomarcadores de LCR. Los criterios los podemos encontrar

resumidos en la siguiente tabla. (Tabla 7)
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Tabla 7. Criterios del The National Institute on Aging and the Alzheimer’s Association (20)

A.- La demencia por EA probable se diagnostica cuando el paciente:

1. Cumple los criterios de demencia (ver Tabla 1) y tiene las siguientes caracteristicas:

2. Comienzo insidioso. Los sintomas tienen un comienzo gradual en meses a afios, y

3. Antecedente claro de empeoramiento de la cognicién por informe u observacién, y

4. Los trastornos cognitivos iniciales y mas prominentes se evidencian en los antecedentes y el
examen en una de las siguientes categorias:

a) trastorno amnésico: la presentacion sindrémica mas frecuente de demencia por EA.

b) trastornos no amnésicos:

- trastorno del lenguaje

- trastorno visuoespacial

- trastorno ejecutivo y conductual

5. Exclusiones: el diagnostico de demencia por EA probable no debe aplicarse cuando hay
evidencia de:

a) ECV concomitante sustancial, definida por una historia de ictus relacionada temporalmente
con el inicio o el empeoramiento del deterioro cognitivo, o la presencia de infartos

multiples o extensos o una fuerte carga de hiperintensidades en la sustancia blanca; o

b) caracteristicas centrales de demencia con cuerpos de Lewy distintas de la demencia en si; o
¢) caracteristicas prominentes de la demencia frontotemporal variante conductual; o

d) caracteristicas prominentes de la afasia primaria progresiva (APP) variante semantica o de
la APP variante no fluente o agramadtica; o

e) evidencia de otra enfermedad neuroldgica activa concurrente o una enfermedad no
neurolégica concomitante o uso de medicacion que podria tener una repercusidn sustancial
en la cognicidn.

B.- Demencia por EA probable con un nivel de certeza incrementado:

1. Demencia por EA probable con declive documentado.

2. Demencia por EA probable en un portador de una mutacién genética causal de EA (en los
genes de la proteina precursora de amiloide APP, de las presenilinas 1 PSEN1 o 2 PSEN2).

C.- La demencia por EA posible se diagnostica cuando el paciente cumple uno de los dos
criterios siguientes:

1. Evolucion atipica: cumple los criterios clinicos centrales (1) y (4) para la demencia por EA
probable, pero tiene un comienzo subito del deterioro cognitivo o muestra un detalle

histdrico insuficiente o no esta suficientemente documentado un declive progresivo.
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2. Presentacion etioldgica mixta: cumple todos los criterios clinicos centrales de (1) a (4) para
la demencia por EA probable pero tiene evidencia de:

a) ECV concomitante, o

b) caracteristicas de demencia con cuerpos de Lewy distintas de la demencia en si, o

c) evidencia de otra enfermedad neuroldgica o enfermedad concomitante no neuroldgica o
uso de medicacién que pudiera tener una repercusién sustancial sobre la cognicién.

D.- Definicion de demencia por EA probable con biomarcadores*

1. Cumple los criterios de (1) a (4) para la demencia por EA probable y tiene los siguientes
niveles de probabilidad de fisiopatologia de EA sobre la base de perfiles en estudios de
neuroimagen y biomarcadores en liquido cefalorraquideo (LCR):

a) Probabilidad maxima: marcador AP (LCR o estudios de neuroimagen) positivo y marcador
de lesidn neuronal (tau en LCR, PET-FDG o RM estructural) positivo.

b) Probabilidad intermedia: marcador AB o marcador de lesidon neuronal positivos.

¢) No es informativo: no se dispone de biomarcadores, dan resultados contradictorios o
indeterminados.

E.- Definicion de demencia por EA posible con biomarcadores*

1. Cumple los criterios clinicos de demencia por EA posible y tiene los siguientes niveles de
probabilidad de fisiopatologia de EA sobre la base de perfiles en estudios de neuroimagen y
biomarcadores en LCR:

a) Alta, pero no descarta una segunda etiologia: marcador AB positivo y marcador de lesion
neuronal positivo.

b) No es informativo: cualquier otra configuracion de biomarcadores.

F.- Demencia por EA fisiopatoldgicamente probada

Cumple los criterios clinicos de demencia de la EA y el examen neuropatoldgico demuestra la
presencia de patologia de EA utilizando criterios ampliamente aceptados.

G.- Demencia improbablemente debida a EA

1. No cumple los criterios clinicos de demencia por EA.

2. Cumple los criterios clinicos de demencia por EA posible o probable, pero existe suficiente
evidencia para un diagnostico alternativo, pej, como la demencia del virus de
inmunodeficiencia adquirida (VIH) o la demencia de la enfermedad de Huntington.

3. Cumple los criterios de demencia por EA posible, pero los biomarcadores son negativos.
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*Los biomarcadores de EA, segln el parametro biologico que miden, pueden dividirse en:

1) Marcadores de amiloide 8 (A8): AB42 baja en LCR o estudios por imagenes PET.

2) Marcadores de lesion neuronal: proteina tau (1) elevada en LCR (proteina t total y/o
fosforilada); captacion disminuida de fluorodesoxiglucosa en el cortex temporoparietal en
PET; o atrofia temporo-parietal desproporcionada en RM.

Sin embargo, no se aconseja el uso de estos biomarcadores de forma rutinaria porque:

a) los criterios clinicos centrales aportan una precisién diagnostica y una utilidad muy buenas
en la mayoria de los pacientes;

b) se necesita mas investigacion para asegurar que el uso de los biomarcadores que aqui se ha
descrito se ha disenado apropiadamente;

¢) existen limitaciones en la estandarizacion de los biomarcadores de unos lugares a otros; y

d) el acceso a los biomarcadores es limitado.

En mas del 90% de los casos la EA es una enfermedad esporadica y de inicio habitualmente
tardio. Sin embargo existen formas familiares que se caracterizan por tener una herencia
autosdmica dominante con penetrancia casi completa y ser de inicio precoz. Existen casos de

herencia familiar pero de inicio tardio cuyas bases genéticas actualmente son inciertas.

1.4.1 EA FAMILAR
Se han identificado 3 genes (presenilina 1 o PSENI, presenilina 2 o PSEN2 y proteina

precursora de amiloide o APP) cuyas mutaciones se relacionan con la EA familiar.

1.4.1.1 EA FAMILIAR POR MUTACION EN PRESENILINA 1 (149.24.3) Y PRESENILINA 2 (1g42.1)

Las mutaciones en los genes de la Presenilina 1 (PSEN1)y Presenilina 2 (PSEN2) representan
el 18-50% y <5% de los casos de EA familiar de inicio temprano, respectivamente.

Las presenilinas constituyen un cofactor de la y-secretasa, necesario para la sintesis de los
péptidos AB. Las mutaciones en estos loci alteran el procesamiento AR, incrementando la
relaciéon AR42/AB40 y favoreciendo el depdsito de péptidos AB. (21)

Se han descrito mas de 200 mutaciones de PSEN1 en familias con diferentes origenes étnicos y
al menos 15 para el gen de la PSEN2.

Las mutaciones en el PSEN1 presentan formas mas severas y tempranas con gran variabilidad
clinica y patoldgica. La edad de inicio oscila entre los 25 y 65 afos y el curso de la enfermedad

no parece estar influido por un determinado genotipo APOE. La penetrancia es practicamente
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completa a los 60 anos. Son frecuentes las crisis epilépticas y los sintomas extrapiramidales.
(22)

Las mutaciones en el PSEN2 se caracterizan por tener un comienzo mas tardio y un curso mas
largo de la enfermedad. La edad de inicio es en torno a la quinta década y se han descrito

familias con penetrancia incompleta. (22)

1.4.1.2 EA FAMILIAR POR MUTACION DE LA PROTEINA PRECURSORA DE AMILOIDE (21g.21.3-
q22.05)

Las mutaciones en el gen de la APP suponen cerca de un 10% de los casos de EA familiar de

inicio temprano.

El mecanismo patogénico parece radicar en un depdsito andmalo de AB. Las mutaciones de
APP en la regién N-terminal generan una mayor cantidad total de AB mientras, que las
mutaciones en el C-terminal dan lugar a una mayor cantidad de péptido AB42, el cual tiene
una mayor tendencia a agregarse y acumularse en placas amiloides. (23)

Se han descrito al menos 32 mutaciones de la APP, y mutaciones en el mismo gen se han
relacionado con EA presenil y hemorragias cerebrales, o con un tipo de angiopatia amiloidea
hemorragica familiar. La edad de inicio oscila entre los 45 y 65 afios de edad y la penetrancia
es completa a los 60 afos. (24)

Dado que la mutacién de la APP se produce en el cromosoma 21 se ha relacionado la EA con el
Sindrome de Down. Esta relacion se atribuye a que el tener una copia extra del gen APP en el
cromosoma 21 predispone a una excesiva produccién de amiloide. Este se deposita en las

placas y también en los vasos, y puede dar lugar en algunos casos a hemorragias lobares. (1)

1.4.2 EA ESPORADICA

Mas del 90% de los casos de EA parecen ser esporadicos y de inicio tardio. Se cree que una
combinacion de factores genéticos, epigenéticos, ambientales y el propio envejecimiento son
los responsables de la EA.

La apoproteina E4 (APOE €4) es el Unico factor genético claramente relacionado con el
desarrollo de EA esporadica hasta la fecha. El gen que codifica la APOE se localiza en el
cromosoma 19q13 y codifica la sintesis de una proteina de 299 aminoacidos con tres variantes
polimérficas o alelos: €2 (cisteina en los codones 112 y 158), €3 (cisteina en el codén 112) y €4

(arginina en el codén 112). (1)
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La APOE influye en la produccioén, distribucién y aclaramiento del péptido AB. Por otro lado;
otros estudios sugieren que también podria tener influencia sobre la proteina tau, a la cual se
puede unir. Asi, las isoformas €2 y €3 serian mas eficientes que la €4 para proteger y secuestrar
las proteinas asociadas a los microtubulos e impedir que la proteina tau se una a si misma, se
hiperfosfolirice y forme los filamentos de la degeneraciéon neurofibrilar. También se ha
sugerido que la APOE esté implicada en los procesos de plasticidad sinaptica, y que el alelo €4
es menos eficiente en este papel. (1)

En los pacientes con EA, la frecuencia del alelo €4 se incrementa hasta el 40%; ademas, hay
una relacidon dependiente de la dosis, de tal manera que las personas homocigotas €4/ 4
tienen un comienzo de la enfermedad mds precoz que los heterocigotos.

La asociacién de APOE €4 y EA también se ha descrito en formas de inicio precoz familiares; asi
como ya hemos comentado, los pacientes con mutaciones del gen APP si ademdas son
homocigotos para APOE €4 tienen riesgo de inicio mas temprano de la enfermedad. (1)

En los ultimos afios se han prodigado los GWAS, donde se han caracterizado genes como CLU
en el cromosoma 8, que codifica la clusterina, una proteina que tiene una actividad protectora
cerebral (también conocida como APOJ); el gen CRI localizado en el cromosoma 1, que
pertenece al grupo de los receptores de activacion del complemento, probablemente
implicado en el aclaramiento de AB; y el gen PICALM en el cromosoma 11, que podria
desempenar un papel en la conectividad sindptica y modificar la cantidad de depdsito AB en el
cerebro. Otros genes relacionados con la patogenia de la EA han sido genes relacionados con
el procesamiento de la APP (NCST, APH1, PEN2, ADAM 10, NEP), relacionados con
mecanismos de endocitosis (BIN1, SORL1, CD2AP, EPHA1, CD33) con la repuesta inmunoldgica
(TREM2, ABCA7) y fosforilacion de la proteina tau (variante p.A152T del gen MAPT, GSK38,
CDK5, TTBK1). (25)

Una innovacién ha sido el estudio en biologia de la red o “network biology” que se basa en la
premisa de que las enfermedades complejas, como las enfermedades neurodegenerativas, son
frecuentemente causadas por alteraciones en muchos genes que abarcan multiples vias
bioldgicas. Asi, el andlisis de la red combinatoria de los datos protedmicos y transcriptémicos
en pacientes con EA reveld subredes asociadas con la patogénesis de la EA, incluyendo la
regulacion negativa de los genes asociados con la via MAPK / ERK y la regulacién positiva de
genes asociados a la via de endocitosis del receptor mediada por clatrina. De este modo, la
interrupcién de la via del receptor mediada por clatrina puede conducir a un aumento de los

niveles de APP, contribuyendo asi a la progresion de la enfermedad. (26)
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La integracion de los estudios de asociacién de todo el genoma (GWAS), el andlisis de
ligamiento y el perfil de expresidon en una red de interaccidn proteina-proteina (PPl) produjo
108 factores de riesgo potenciales para EA incluyendo EGFR, ACTB, CDC2, IRAK1, APOE, ABCA1
y AMPH . (26)

2. POLIMORFISMOS DE GENES REPARADORES DEL DNA, AUTOFAGIA, APOPTOSIS Y

PROTEINA PRIONICA

2.1 GENES REPARADORES DEL DNA

Las células se encuentran constantemente expuestas a multitud de agresiones, tanto
enddgenas como ambientales, que pueden producir dafos en el DNA. Por esta razdn, las
células poseen diversos mecanismos reparadores que evitan la acumulacidon de mutaciones y

facilitan el mantenimiento de la integridad gendmica.

Las cuatro vias fundamentales para la reparacién del dafio en el DNA son: la reparacién por
escision de nucledtidos, la reparacidn por escisidén de bases, la reparacién de roturas de doble
cadena y la reparacion de emparejamientos erroneos. (27) Diversos polimorfismos de genes
reparadores, como XRCC1, ERCC2 y XRCC3, se han relacionado con una mayor susceptibilidad

para el desarrollo de varios tipos de tumores. (28,29)

Por otra parte, se ha postulado que alguno de estos polimorfismos podria asociarse a un
aumento del riesgo de desarrollar EA. Los hallazgos anatomopatolégicos fundamentales de la
EA, como ya se ha comentado, son las placas de B-amiloide y los ovillos neurofibrilares, que
contienen proteina Tau hiperfosforilada y DNA fragmentado. EIl DNA fragmentado estaria
formado por DNA no reparado, y la acumulacién de éste a lo largo de los afios parece estar
relacionada con la formacién de los ovillos neurofibrilares. (30) Estos procesos se han
demostrado en multiples estudios, en los que se ha objetivado la presencia de DNA dafiado en
los linfocitos, asi como en el LCR de pacientes con EA. Ademds, recientemente se determiné
que algunas neuronas de los pacientes con EA presentaban una disminucion de los
mecanismos de reparacidn. En consecuencia, el acimulo de DNA no reparado y la incapacidad

para poder reparar estos dafios podrian contribuir a la pérdida neuronal tipica de la EA.
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2.1.1 REPARACION POR ESCISION DE NUCLEOTIDOS:

El mecanismo de reparacién por escision de nucledtidos (NER, Nucleotide Excision Repair)
elimina los dafios generados por hidrocarburos aromaticos policiclicos y la radiacion
ultravioleta (como los dimeros de pirimidinas, los fotoproductos 6-4 o las uniones intracadena)
gue generan lesiones voluminosas que distorsionan la doble hélice del DNA. (31)

Existen dos mecanismos de reparacion de NER, uno general denominado GG-NER que
reconoce y repara lesiones en cualquier punto del genoma a través del complejo XPC—
HHR23B, y otro asociado a la transcripcion denominado TC-NER; que actua reconociendo
dafios que bloquean la actividad de la RNA polimerasa Il en sitios transcripcionales activos.
Este Gltimo mecanismo se pone en marcha gracias a las proteinas CSA y CSB, cuya funcién es

critica en este paso. (32,33)(Figura 3)
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Figura 3: Mecanismos de reparacion por escision de nucleétidos (33)
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Una vez reconocida la lesién, los pasos que siguen son iguales para ambas vias:
desenrollamiento de la doble hélice mediante el complejo TFHII que contiene proteinas con
funcidon de helicasa (entre ellas ERCC2 o el también llamado XPD). Secuencialmente, las
endonucleasas realizaran dos incisiones a ambos lados de la lesidn. Las incisiones en el sentido
3’ son llevadas a cabo por XPG, mientras que en sentido 5" la llevara cabo el complejo XPA-
RPA-XRCC1. Durante este proceso el fragmento original ha estado protegido por RPA, que
ademas favorece la atraccion de PCNA que sera la encargada de reclutar los diferentes
componentes que facilitaran la formacion del nuevo fragmento. Por ultimo, la DNA ligasa 1

une el nuevo fragmento a la secuencia original. (32,33)

2.1.2 REPARACION POR ESCISION DE BASES:

El mecanismo de reparacion por escision de bases (BER, base excision repair) se encarga
principalmente de reparar los dafios generados por especies reactivas de oxigeno asi como los
producidos por desaminaciones espontdneas o agentes alquilantes mediante la eliminacion de
la base modificada. El reconocimiento y la escision de la base alterada se lleva a cabo por una
DNA glucosilasa que cataliza la hidrdlisis del enlace N-glucosidico generando un sitio abdasico
(AP, apurinico 6 apirimidinico). (34) Existe una via corta (SP-BER, short-patch BER) y una via
larga (LP-BER, longpatch BER) de reparacién del hueco.

La via corta es la mas frecuente y en ella interviene la DNA polimerasa B, la cual posee dos
dominios que le confieren funciones diferentes: un dominio terminal NH2 con actividad AP
liasa y que sustrae el residuo azlcar-fosfato abdsico y otro dominio polimerasa como tal, que
afiade el nucledtido correcto. En este proceso interactua el complejo formado por XRCC1 y
DNA ligasa lll (LIGI 1), actuando XRCC1 como proteina estabilizador permitiendo la uniéon de la
polimerasa y la ligasa al sitio de reparaciodn, al tiempo que se une al DNA por su regiéon amino-
terminal.

La via alternativa larga de reparacidon se produce cuando el residuo terminal generado es
complejo y por lo tanto resistente a la actividad liasa de la polimerasa B. En este caso, la
exonucleasa FEN | se encarga de sustraer el fragmento erréneo y la polimerasa 6 se encarga de
rellenarlo con el nucledtido correcto. La estabilizacidn del proceso se llevara cabo en este caso

por PCNA. Por ultimo intervendria la DNA ligasa | (LIGI). (35,36)(Figura 4)
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Figura 4: Mecanismos de reparacion por escision de bases (37)

Este mecanismo actua a lo largo del todo el genoma, y en ocasiones puede llegar a producir
bloqueos en la transcripcion. Cuando eso ocurre se pone en marcha el mecanismo NER-TC que

se explica en el apartado anterior.
2.1.3 REPARACION DE ROTURAS DE DOBLE CADENA:

Las roturas de doble cadena son una de las lesiones mas téxicas y mutagénicas ya que
producen una alta inestabilidad genética debido a la pérdida o amplificacion de material
cromosémico o a la formacién de traslocaciones cromosdmicas. Estas lesiones se generan
principalmente por radiaciones ionizantes, aunque compuestos genotoxicos, especies
reactivas de oxigeno generadas en el metabolismo celular o errores en los procesos de
replicacion, reparacidon de dafios o en la recombinacién meiética pueden también producir

este tipo de lesién. (38)
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Existen dos mecanismos de reparacion de roturas de doble cadena (DSBR, double-strand break
repair): la recombinacién homdloga (HR, homologous recombination) y la recombinacién no

homdloga (NHEJ, non-homologous endjoining). (38) (Figura 5)
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Figura 5: Mecanismo de reparacién de roturas de doble cadena (39)

- Recombinacion homdéloga (HR):
Para llevar a cabo esta via es necesaria una secuencia de DNA homdloga como molde
(habitualmente la cromatida hermana), por lo que este proceso sélo puede llevarse a
cabo en la fase S o G2 del ciclo celular. Se trata, por lo tanto de un intercambio de
informacién entre regiones homdlogas. Si el intercambio es reciproco se le
denominard crossover, mientras que si no es reciproco se denominara non crossover.
Este proceso se encuentra regulado por multiples proteinas entre las que se
encuentran ERCC2 y XRCC3.

- Recombinacién no homadlaga (NHEJ):
Para llevar a cabo esta via no es necesario una secuencia molde DNA homdloga, ya que
los fragmentos son procesados de modo y manera y que puedan ser emparejados con

secuencias no homoélogas. Dicho proceso puede llevarse a cabo en todas las etapas del
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ciclo celular, aunque se produce con mayor frecuencia en la fase G1. Este mecanismo

es mas rapido, pero también produce mayor cantidad de errores.

El tipo de mecanismo que actuara dependerd de la fase del ciclo celular, del tipo de dafo que
origine la rotura y de los niveles celulares de los componentes de cada ruta, aunque ambas

vias pueden cooperar y funcionar simultdneamente. (38)
2.1.4 REPARACION DE EMPAREJAMIENTOS ERRONEOS

La principal funcidn del sistema de reparacién de emparejamientos erréneos (MMR, mismatch
repair) es el mantenimiento de la integridad genética mediante la correccién de los
emparejamientos erréneos y los bucles provocados por pequenas inserciones o delecciones
generadas durante el proceso de replicacion del DNA. El sistema MMR también participa en la
reparacion de danos provocados por agentes genotodxicos alquilantes, y en la parada del ciclo
celular y/o apoptosis en respuesta a ciertos tipos de dafio. (40, 41,42) (Figura 6)

En este sistema de reparacién intervienen multiples genes. En primer lugar, el complejo hMutS
reconoce los pequefios bucles generados por la insercidn, deleccién e incorporacion errénea
de bases y nucledtidos durante la replicacién. A continuacidn, interactian varias polimerasas.

El proceso finaliza a través de DNA ligasas.

Mismatch
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Figura 6: Mecanismos de reparacion de

emparejamientos erréneos (41)
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2.2 POLIMORFISMOS RELACIONADOS CON GENES REPARADORES DE DNA
A continuacidon pasaremos a describir distintos polimorfismos de genes reparadores que
intervienen en los diferentes mecanismos de reparacién y que se han empleado para la

realizacion de este trabajo.

2.2.1 XRCC1 Arg399Gln (rs25487)

El gen XRCC1 (X-ray repair cross complementation group 1), se localiza en el cromosoma

19q13.2-13.3 Codifica una proteina de 70kDa a la que no se ha atribuido actividad enzimatica,
pero que posee Thrs dominios de interaccién con otras proteinas, ademdas de una senal de
localizacién nuclear y un sitio de fosforilacidn por Ck2. (Figura 7) (43)

XRCC1 tiene un papel fundamental en la reparacion del DNA por Escisién de Bases (BER).
Interactiia con multiples glicosilasas y forma complejos con la mayoria de las proteinas que
intervienen en este proceso, como APE1, POL B, PARP1 y DNA ligasa 3a, lo que sugiere que es
reclutado al lugar de la lesidn por las glicosilasas y después coordina los siguientes pasos de

BER, modulando la actividad del resto de factores implicados. (44)

NTD | MLS | | Brct1 | Ck2 | | Bret2

" (- {t

P161L R38040 TETES

V72H | ‘ R 94w T304A

Figura 7: Dominios del gen XRCC1 (parte superior) y localizacion de los polimorfismos no

sindnimos identificados (43)

Se han descrito mds de 60 polimorfismos en este gen, de los que el mds estudiado es
Arg399GlIn, localizado en el exdn 10, en el dominio BRCT-1. Consiste en el cambio de Guanina

(G) por Adenosina (A) en la secuencia del DNA, lo que una vez transcrito supone la sustitucion
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de Arginina (Arg) por Glutamina (GIn) en la region BRCT-1. De acuerdo con los diferentes
estudios, la variante GIn399 estd presente en el 23-36% de la poblacién general, y se ha
demostrado que la presencia del alelo variante de GIn399 se asocia con una capacidad de
reparacion de DNA reducida. Se han realizado una gran cantidad de estudios epidemiolégicos
moleculares para evaluar el papel del polimorfismo Arg399GIn en el riesgo de cancer; sin
embargo, los resultados siguen siendo contradictorios en lugar de concluyentes. (45)

Otro SNP conocido es Argl94Trp localizado en el exdn 6. Consiste en un cambio de Citosina
(C) por Tiamina (T) en la secuencia de DNA, lo que una vez transcrito supone la sustitucién de
Arginina (Arg) por Triptéfano (Trp) en la posicion 194. Esta variante se encuentra en

aproxiamdamente el 9,2% de los europeos. (46)

Un estudio llevado a cabo por Giirdal Orhan y cols. (47) en poblacidn turca demostré una
asociacién estadisticamente significativa entre ser portador del alelo GIn399 del polimorfismo
Arg399GIn del gen XRCC1 y el riesgo de ictus, siendo éste el doble en pacientes con los
genotipos Arg/Gln, GIn/GIn y Arg/GIn+GIn/GlIn. Este riesgo aumentaba tras el ajuste por edad,
sexo e indice de masa corporal. En cambio, dos estudios realizados en poblacidn asiatica
(48,49) soélo encontraron una asociacion débil entre este polimorfismo y el riesgo de ictus en

poblacién asiatica.

Por otra parte, S. Dogru-Abbasoglu y cols. han estudiado la relaciéon del polimorfismo
Argl194Trp del gen reparador del DNA XRCC1 con el riesgo de padecer EA en la poblacién
turca. En este estudio la frecuencia del alelo 194Trp era mayor en los casos que en los
controles, sin embargo el riesgo estimado no era estadisticamente significativo, revelando una
significancia limitada para 194Trp. (30) En otro estudio llevado a cabo por Kwiatkowski y cols.
en poblacidn caucdsica los resultados obtenidos fueron similares con el SNP Arg194Trp. No
obstante, al analizar el SNP Arg399GIn determinaron una asociacidn estadisticamente positiva
entre los portadores del genotipo Arg/GIn y el riesgo de desarrollar EA, mientras que el
genotipo GIn/GIn reducia el riesgo de EA. (46) No existen estudios de estos polimorfismos

para DV.
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2.2.2 ERCC2 lys751Glin (rs13181)

El gen ERCC2 (X-ray repair cross complementation Group 2), o también conocido como gen
XPD (Xeroderma pigmentoso D), es un gen de 54.3kb localizado en el cromosoma
19q13.32. Codifica una helicasa de 760 aminoacidos, evolutivamente muy conservada, que
forma parte de uno de los complejos empleados para la Reparacién por Escisién de
Nucleétidos (NER). La proteina codificada, es una helicasa dependiente de ATP que abre la
hélice de DNA en sentido 5’-3’ para que puedan iniciarse los procesos de transcripcién y

reparacion. (50)

Se conocen multiples SNP del gen ERCC2; la mayoria de ellos en regiones intrénicas no
codificantes, por lo que se consideran inocuas. (51) De los que se localizan en regiones
exonicas el cambio de Adenina (A) por Citosina (C) en la posicién 2329, es probablemente el
mas estudiado, ya que produce un cambio en la secuencia de aminoacidos y por lo tanto un
cambio conformacional en la proteina. El cambio de Lisina (Lys) por Glutamina (GIn) en el
coddn 751 introduce un cambio conformacional en el extremo carboxiterminal de la proteina.
En condiciones normales este extremo carboxiterminal se une a p44, proteina responsable de
activar la funcién helicasa de XPD dentro del complejo TFIIH. (52) Si bien esta alteracidon no
elimina por completo la actividad de ERCC2, si la disminuye de manera importante,
comprometiendo la reparacion del DNA de forma que las células son mds sensibles a las
lesiones inducidas por exposicion a las radiaciones X y ultravioleta. La variante polimdrfica

GIn751 esta presente en aproximadamente el 30-40% de la poblacién general. (53)

Este gen ha sido estudiado ampliamente en relacidn con la génesis de tumores, encontrandose
relacidn entre el polimorfismo Lys751GIn y el melanoma, cancer epidermoide de cabeza y

cuello, el de mama, con el cancer de vejigay con el glioblastoma multiforme. (54,55)

En un estudio llevado a cabo por Shyu y cols. en la poblacién asidtica demostré una asociacion
estadisticamente significativa entre ser portador del alelo GIn751 y el riesgo de ictus de gran
vaso de origen ateroesclerdtico. A su vez, el riesgo se incrementaba 2,73 veces en los
pacientes fumadores. Este riesgo se incrementaba 1,56 veces si ademas el paciente era
portador homocigoto (48). Otro estudio realizado por Mahabir y cols. observd que los
portadores de los alelos de la variante XPD23 tenian aproximadamente dos veces mas riesgo

de ictus isquémico que los no portadores. (49)
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Recientemente S. Dogru-Abbasoglu vy cols. han estudiado en la poblacién turca la relacién del
polimorfismo Lys751GIn del gen reparador del DNA ERCC2 con el riesgo de padecer EA sin
encontrar resultados estadisticamente significativos; no pudiendo establecer relacién entre ser
portador de este polimorfismo y el desarrollo de EA. (56) Este polimorfismo no ha sido tan
ampliamente estudiado como XRCC1, por lo que quizas sean necesarios estudios con un mayor
numero de pacientes para determinar su relacion. No existen estudios para este polimorfismo

y DV.

2.2.3 XRCC3 Thr241Met (rs861539)

El gen XRCC3 (X-ray repair cross complementation Group 3) se localiza en el cromosoma
14932.3 y juega un papel clave en la reparacién de Roturas de Doble Cadena de DNA (DSBR) a
través del mecanismo de Recombinacidn Homdloga ya que coordina el proceso y resolucién de
la conversién génica. (57)

A pesar de que se han identificado varios polimorfismos en XRCC3, Thr241Met es
probablemente el mas estudiado de ellos, debido a su alta frecuencia en la poblacién general.
Se ha descrito la presencia del aleo Met241 con una frecuencia entre el 22 al 44% de la
poblacién. (58)

La sustitucién de Citosina (C) por Timina (T) en la posicién 18067 (exén 7) del gen XRCC3 se
traduce en el cambio de Treonina (Thr) por Metionina (Met) en el codén 241. Este cambio
elimina un sitio de fosforilacién de la proteina, impidiendo la interaccién de XRCC3 con otros
elementos de la via DSBR y alterando la capacidad de reparacién celular. (59)

Se han llevado a cabo multiples estudios moleculares y epidemioldgicos para evaluar el papel
de esta variante en diferentes tipos tumorales, asi como en la sensibilidad y respuesta a
diferentes farmacos, principalmente, agentes alquilantes. (60,61)

Sin embargo, a pesar de conocerse la influencia de las vias de genes reparadores de DNA en el
desarrollo de EA, todavia no se han llevado a cabo estudios que relacionen al polimorfismo
Thr241Met del gen XRCC3 y la EA. Este polimorfismo tampoco ha sido estudiado en relacién

con la DV.
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2.3 POLIMORFISMO Arg72Pro DEL GEN TP53 (rs1042522)

La proteina Tp53 fue descrita por primera vez en 1979 por tres equipos liderados por A. Levine,
P. May y L. Old. Se trata de una proteina que estd altamente conservada en todas las especies
animales. Es sintetizada por el gen TP53, que se localiza en el cromosoma 17p13 y contiene 39
codones distribuidos en 11 exones que ocupan cerca de 20 kb en el brazo corto del
cromosoma 17. (62)

La Tp53 es una proteina constituida por 393 aminiacidos (AA), y participa como reguladora en
multiples mecanismos celulares. (Figura 8) La region N-terminal contiene los dominios para la
transactivacon (AA 1-62). Este se continta de la regidn rica en prolina (residuos del 63-97) los
cuales tienen un papel en la apoptosis. El dominio central (el dominio core, AA 102-292)
contiene dominios de unidn al DNA especificos. El extremo C- terminal incluye el dominio de
tetramerizacién (AA325-360) y dominios de autorregulacion negativa. Las sefiales de
exportacion nuclear (NES) existen en las regiones N- y C- terminales, mientras que las sefales

de localizacidn nuclear (NLS) sélo existen en la region C-terminal. (62)

Tetramerisation
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Figura 8: Estructura de la proteina TP53 (62)

Multiples estimulos, como por ejemplo las radiaciones ionizantes, los dafos en el DNA, el
oxido nitrico, hipoxia, agentes quimioterdpicos o agentes oncogénicos pueden activar a TP53.
En respuesta a estos estimulos, TP53 puede presentar varios cambios y su activacidon puede
producir diferentes efectos. Ademas, es un factor de transcripcion que esta involucrado en el
control de la transicion de la fase G1 a Sy G2 a M de la mitosis, en la reparacién del DNA, en la
apoptosis, autofagia y angiogénesis entre otras. (62) A continuacidn, se explican brevemente

las principales funciones de TP53.
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REGULA EL CICLO CELULAR:

Tp53 regula el punto de control de la fase G1 de la mitosis, pudiendo inducir la parada
del ciclo celular si las lesiones detectadas en el DNA son extensas. Tp53 ademas,
también estimula la expresién de la proteina 14-3-30 la cual secuestra al complejo de
ciclinas B1/CDK1 para bloquear la transicion de la fase G2 a M. Por otro lado también
puede inducir la expresién de otras proteinas como GADD45, la cual interactia con

PCNA para inhibir el ciclo celular hacia la fase S entre otras.

SENESCENCIA CELULAR:

Se cree que la senescencia celular desempefia un papel importante en la supresion
tumoral y contribuye al envejecimiento celular. Tp53 parece ser un mediador critico de
la senescencia, participando en la induccidon y el mantenimiento de la misma. La
activacion de Tp53 es un paso esencial en la induccién de la senescencia tras lesiones
en el DNA u otras formas de estrés. En el contexto de la senescencia, Tp53 estd
controlada por ATM / ATR y proteinas Chkl / Chk2, que causan la estabilizacion

postraduccional de Tp53 a través de su fosforilacion.

APOPTOSIS:

La apoptosis es una de las funciones principales de Tp53. Se ha demostrado que Tp53
puede transactivar los receptores de muerte celular CD95 o TNF que inducen la
formacién del complejo DISC y finalmente activan la caspasa 8. Tp53 también activa
miembros proapoptdticos de la familia Bcl2: Bax, Noxa y Puma implicados en la
permeabilizaciéon de la membrana mitocondrial externa. Ademas, también se conoce
que Tp53 tiene un papel directo en el inicio de la muerte celular localizdndose en las
mitocondrias y regulando directamente la permeabilizacion de la membrana externa

mitocondrial.

AUTOFAGIA:

La autofagia consiste en la degradacion lisosdmica de componentes intracelulares que
conduce a la generacién de nuevos sustratos metabdlicos, favoreciendo asi la
adaptacion al estrés y la supervivencia celular. Tp53 puede activar pero también inhibir

la autofagia.
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- ANGIOGENESIS:
La formacién de nuevos capilares sanguineos (angiogénesis) estd estrechamente
regulada por factores proangiogénicos y antiangiogénicos. Se ha demostrado que Tp53
limita la angiogénesis mediante una serie de mecanismos: a) interfiere con los
reguladores centrales de la hipoxia que median la angiogénesis, b) inhibe Ia
produccién de factores proangiogénicos y ¢) aumenta directamente la produccion de
inhibidores de la angiogénesis enddgenos. La combinacion de estos efectos permite a

Tp53 bloquear eficazmente el potencial angiogénico de las células cancerosas.

La mayor parte de los SNP estudiados para TP53 se localizan en regiones intrdnicas. Uno de los
mas caracterizados es Ins16bp localizado en el intrén 3. Este SNP se ha relacionado con un

mayor riesgo de padecer ciertos tumores. (63)

Dentro de las regiones exdnicas el Unico SNP relacionado con la apoptosis validado y sujeto a

analisis ha sido el Arg72Pro localizado en el exén 4. (64)

El codén 72 codifica un dominio rico en prolina, esencial para la funcién de TP53, sobre todo
para su funcidn apoptética. En nuestra poblacidn, es mucho mds frecuente la variante arginina
(Arg). Diversos estudios han demostrado que existen diferencias en la funcién de la proteina
dependiendo de la variacién génica. De este modo, la produccién de Argnina (Arg72) induce 5

veces mas la apoptosis que la variante con Prolina (Pro72). (65)
2.3.1 TP53Y DEMENCIA

Gomez y cols. determinaron la relacion entre el genotipo Arg/Arg del polimorfismo Arg72Pro
de TP53 con mal pronéstico funcional tras un ictus isquémico o hemorragico. Ademas
demostraron en cultivos neuronales que la variante Arg72 posee capacidad para la activacion
de la via apoptdtica intrinseca, aumentando la vulnerabilidad de la muerte celular apdptotica

inducida por isquemia. (65)

Otro estudio llevado a cabo por Martinez Lucas y cols. encontré un peor prondstico tras
traumatismo craneoencefdlico en pacientes portadores de la variante Arg/Arg del

polimorfismo Arg72Pro de TP53. (66)

Es bien conocida que la inactivacion de TP53 esta relacionada con la produccién de muchos
tipos de tumores; sin embargo, parece tener una relacidn inversa con la EA. Es decir, la

sobreactivacidn de TP53 induciria una muerte celular masiva en aquellas células con dafios
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producidos por diferentes agentes, generando un mayor envejeciendo celular y, por lo tanto,
predisponiendo a la EA. (67) El acimulo de estrés celular produce un aumento de la proteina
precursora de amiloide (APP), la cual media en parte la expresién de TP53 -ya que favorece la
unién entre los complejos AB y el promotor de TP53-, aumentando la transcripcion de la
misma. Ademds, de forma indirecta, TP53 favorece la fosforilacion de la proteina Tau. En
cuanto a la relacién de EA esporadica con el polimorfismo Arg72Pro del gen TP53, dos estudios
no encontraron una asociacion entre este polimorfismo y el inicio o la progresiéon de EA. Un
Unico estudio realizado por Scacchi y cols. demostro relacion entre el genotipo Pro/Pro y la EA

esporadica. (68) No existen estudios publicados del polimorfismo Arg72Pro de TP53 en DV.
2.4. AUTOFAGIA

La autofagia es un mecanismo de degradacién lisosomal muy regulado y  conservado
evolutivamente. Es una via empleada para la degradacién de macromoléculas y de organulos.
La disregulacién de esta via, ya sea por inhibicidon o por sobreexpresion, se ha relacionado con
el desarrollo de cdncer y enfermedades neurodegenerativas como la EA o la Enfermedad de

Huntington. (69)
En los organismos eucariotas existen tres tipos de autofagia: (70)

- Autofagia mediada por chaperonas: Permite que se importen al lisosoma proteinas del

citoplasma solubles y sin plegar.
- Microautofagia: Por esta via el material citoplasmatico a degradar es digerido
directamente por el lisosoma a través de una reestructuracidon de su membrana.

- Macroautofagia: Es la ruta por la que se forman unas estructuras de doble membrana

que engloban el material citoplasmatico (autofagosoma), que posteriormente se
fusionard con el lisosoma, para dar lugar a una estructura conocida como
autofagolisosoma donde se procederda a la degradacion del material a través de

hidrolasas.

En este trabajo nos centraremos sobre todo en la ruta de la macroautofagia, la cual a
partir de ahora pasaremos a llamar autofagia. Este proceso consiste en la formacién de
una estructura de doble membrana conocida como autofagosoma que posteriormente se
fusiona con el lisosoma. Para llevar a cabo este proceso se precisa de la intervencién de
una serie de macrocomplejos proteicos (core autophagy machinery). (70) El conocimiento

de la regulaciéon de todos estos procesos comenzd en los afios 90 a partir del
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descubrimiento de los genes ATG (Autophagy Related Genes) en levaduras. (71) El proceso

de autofagia se lleva a cabo en tres fases (Figura 9):
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Figura 9: Esquema del proceso de autofagia (72- modificado)

- Induccién y nucleacién: El principal regulador inicial de esta via es la serina/treonina
quinasa mTor (mammalian Target of Rapamycin). mTor es un supresor de la autofagia
que controla el crecimiento y proliferacion celular. Cuando hay gran cantidad de
nutrientes mTor se activa y bloquea la autofagia a través de la fosforilacién de ATG13.
Sin embargo, ante la ausencia de nutrientes, mTor se inactiva y favorece la
fosforilacién del complejo ULK1 (formado por Atgl13-ULK1-Atg10-FIP200). EI complejo
ULK1 se trasloca a zonas donde se facilita la formacién del autofagosoma vy la
posterior induccidn de la nucleacion. (73-74)

Existen otros reguladores de la induccion como la quinasa AMPK, que ante el estrés
energético también fosforila ULK1 e induce la autofagia. Ademads la AMPK activa

inhibe de forma indirecta a mTor. (75)
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Por ultimo, otro regulador de esta via es Tp53. Cuando Tp53 esta activa (bajo estrés
genotoéxico) induce la transcripcidn de los genes de las proteinas ULK1, ULK2 y AMPK, y
aumenta los niveles de autofagia. En cambio, cuando Tp53 estd inactiva inhibe la
autofagia al unirse a FIP200, lo que bloquea la formaciéon del complejo ULK-ATG13-

ATG10-FIP200. (75)

Tras la induccién llevada a cabo por ULK1, tiene lugar la nucleacién. La nucleacién es
un proceso altamente regulado por el complejo PI3KC3 el cual estd formado por las
proteinas Beclina-1, Vps 15, Vps14 y Atgld. Tanto la induccién como la nucleacién
tienen como resultado la sintesis de PI(3P) que permite reclutar las proteinas

necesarias para la formacién posterior del autofagosoma. (76)

El complejo PI3KC3 esta regulado en parte por ULK 1, pero también por otro tipo de
proteinas. Asi, por ejemplo, Bcl-2 puede bloquear a Beclina-1 inhibiendo Ia
autofagia. Por otra parte UVRAG (UV radiation resistance-associated gene protein)
cuando se asocia a AMBRA1 promueve la autofagia a través de Beclina-1; sin embargo,

cuando UVRAG se une a RUBICON inhibe la autofagia. (77)(Figura 10)
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Figura 10: Resumen de los procesos que inhiben o activan el proceso de autofagia en la fase de
induccion. En rojo, los procesos que lo inhiben, en verde los procesos que la activan. El
principal objetivo de esta via es la sintesis de PI3P que sera la encargada de continuar con el

proceso de formacién del autofagosoma. (75-modificado)
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- Elongacién: La finalidad de este proceso es formar sistemas membranosos capaces de
englobar proteinas y organulos completos. Para este proceso es imprescindible la
participacién de dos complejos: ATG12-ATG5-ATG16L1 y LC3. Para la formacién de
ATG12-ATG5-ATG16L1 se requiere la participacion de Atgl0. Para la formaciéon de LC3,
es preciso que Atg4 procese su forma primaria pro-LC3 a la forma citosélica LC3-I. Una
vez en el citosol, LC3-l se conjuga con ATG7 y ATG3 para dar lugar a LC3-Il quien
finalmente se unird a la membrana. Este proceso también se ve favorecido gracias a
ATG12-ATG5-ATG16L1. Posteriormente ATG12-ATG5-ATG16L1 se disocia tras sellarse
el autofagosoma, permaneciendo LC3-Il en la membrana que serd lo que sirva como

marcador de presencia de vesiculas de autofagia. (78,79)
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Figura 11: Resumen de las vias que favorecen la elongacion (75- modificado)

- Finalizacién: Por ultimo, los autofagosomas se transportaran hasta zonas ricas en
lisosomas gracias a los microtubulos donde se fusionan con la ayuda de varias
proteinas transmembrana para llevar a cabo la degradacion del material
citoplasmatico inicialmente englobados.

La fusién de autofagosoma con el lisosoma puede llevarse a cabo de forma directa o
indirecta a través de la formacién de un endosoma, dando lugar a un amfisoma que
finalmente se fusionara con el lisosoma. Esta etapa final esta mediada por proteinas
de la familia SNARE (VAMP3, VAMP7 y VAMPS8) implicadas en procesos de fusion de
vesiculas, las cuales a su vez estan reguladas por proteinas PICALM. (80,81)

Para poder llevar a cabo los procesos de degradacion, es imprescindible que el pH
lisosomal sea el adecuado (el cual esta regulado por la Presenilina 1) y que las enzimas
de degradacién (hidrolasas B,D y L) estén activas. Una vez degradado el material este

sera devuelto al citosol. (81)
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Durante todo este proceso se consumen lisosomas por lo que es preciso que siempre
haya un numero suficiente de ellos. El factor de transcripcion EB (TFEB) ha sido

identificado como un regulador clave de la en la biogénesis lisosomal. (79)

2.4.1 AUTOFAGIAY DEMENCIA

La autofagia es un proceso fundamental en todas las células, pero mucho mas en las neuronas
ya que los agregados proteicos no pueden disolverse a través de la division celular. La
alteracion de los procesos de degradacién como la autofagia produce un depdsito andmalo de
sustancias en las neuronas que se ha relacionado con multiples enfermedades

neurodegenrativas como la EA, Enfermedad de Parkinson o la Enfermedad de Huntington. (82)

Uno de los primeros indicios que hicieron sospechar que la autofagia estaba alterada en la EA
fue la observacidon de multiples vesiculas de autofagia sin degradar en las neuronas afectadas.
Las principales proteinas implicadas en el proceso de autofagia que se han demostrado estar

alteradas en la EA son Beclina-1, PSEN-1y las PICALM. (83)

- Beclina 1: Como se ha comentado anteriormente Beclina-1 es una proteina
fundamental en las primeras etapas de la autofagia. Cuando ésta no funciona
correctamente la carga que se iba a degradar, se acumula en el citosol y favorece la
agregacion de otros componentes intracelulares como proteinas mal plegadas o

toxicas tales como la beta-amiloide o tau-hiperfosforilada. (83,84,85)

- PICALM: Las proteinas PICALM regulan a las proteinas de la familia SNARE (como
VAMP7 y VAMPS8) que favorecen el trafico de vesiculas por la célula. Cuando PICALM
esta anormalmente escindido hay una menor fusién de autofagosomas y un menor
flujo, con lo que se van acumulando en el citosol. Esta acimulo interfiere con el trafico
intracelular y ademas se puede convertir en una fuente de productos citotdxicos como

la proteina Tau. (84)

- PSEN-1: PSEN-1 es fundamental para la regulacién del pH del lisosoma para que asi se
pueda llevar a cabo la degradacidn. Una alteracion de PSEN-1 dificultaria la

degradacion correcta de la carga, lo que a su vez daria lugar a una acumulacidon masiva
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de autofagolisosomas. Estos autofagolisosomas se comenzarian a degradar y saldrian

al citosol enzimas lisosomales que producirian muerte celular. (84,86)

En los tres procesos, el resultado final es la acumulacién de diferentes materiales en el citosol,
que producen finalmente agregados que poco a poco se van convirtiendo en lo que conocemos
como placas seniles (por agregacién de AB) y ovillos neurofibrilares (por agregacién de Tau

hiperfosforilada) caracteristicos de la EA. (85,86)

Por ello, se cree que las terapias con agentes inductores de la autofagia podrian mostrarse
eficaces en fases leves de la EA, ya que evitarian el depdsito de beta-amiloide y proteina tau.
Sin embargo, en fases avanzadas de la EA, donde ya existe un gran depdsito de sustancias
téxicas, seria mejor el empleo de terapias que favorecieran la fusién del autofagosoma con el

lisosoma o que aumentaran la actividad lisosomal. (87)

La inhibicion del complejo mTOR ha sido durante mucho tiempo el principal objeto de estudio
en el campo de la regulacidn autofagica como estrategia terapéutica en neurodegeneracion, ya
que se ha observado en algunas ocasiones que la autofagia sélo se da de forma basal por
inhibicion constante de mTOR. (87) El primer farmaco que se identific6 como inductor de la
autofagia por inhibicion de mTOR fue la Rapamicina. En varios modelos animales se ha
observado que la Rapamicina disminuye los niveles cerebrales de péptido AB y de proteina Tau
hiperfosforilada. En esta linea, también ha sido estudiada una molécula inductora de
Rapamicina denominada SMER28. (87,88) Otra molécula en investigacién es Latrepirdine, que
estimula la autofagia y, por lo tanto, reduce el depdsito de AB. Actualmente, este ensayo clinico
se encuentra en fase lll. Por ultimo, también se ha estudiado la Metformina por su capacidad

para inhibir a mTOR; esta estrategia se encuentra en fase Il de ensayo clinico. (89)

A pesar de los buenos resultados, muchos estudios no se estan pudiendo llevar adelante por la
presencia de efectos secundarios atribuibles a la implicacion de mTOR en otros procesos

celulares, ademas de la autofagia.

Como se comentd anteriormente, el complejo inicial ULK1 también puede ser regulado por
AMPK. Varios estudios recientes han postulado al Litio como farmaco capaz de inducir

autofagia a través de AMPK. En diversos modelos animales se ha mostrado como
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neuroprotector, y estudios recientes en humanos han evidenciado que la toma diaria de 1
comprimido de Litio puede retrasar el inicio de la enfermedad. (90)
El Resveratrol también ha demostrado papel neuroprotector gracias a la activacion de AMPK.

(91)

Por ultimo, se han estudiado estrategias que actlan en la fase final del proceso de autofagia, es
decir, estrategias que favorecen la actividad lisosomal. Como ya se comenté anteriormente, el
TFEB estd implicado en la biosintesis lisosomal. Un estudio llevado a cabo en ratones ha sido
capaz de estimular la autofagia a través de la sobreexpresion exdgena de TFEB, reduciendo el

numero de placas seniles y disminuyendo la actividad de la proteina Tau. (92)

Otro compuesto que se ha relacionado con la actividad lisosomal ha sido la vitamina
hidrosoluble Niacina. El uso de la Niacina se estd estudiando en un modelo de ratén que busca
prevenir la patologia a través de la acidificacion de los autofagosomas, lo cual reduciria la
acumulacidn de autofagosomas y favoreceria la correcta degradacién de la carga. Este estudio

se encuentra actualmente en fase I. (93)

Por otro lado, se conoce la implicacién de la autofagia en los mecanismos de isquemia cerebral.
No obstante, existe controversia sobre si la activacion de la autofagia es una manifestacion de
un mecanismo neuroprotector o, por el contrario, contribuye a una mayor muerte celular. La
teoria dominante es que la autofagia actuaria como un mecanismo de proteccion si se activa
de forma temprana como respuesta a factores apoptogénicos. De hecho, se cree que las vias
de sefalizacion asociadas con la autofagia podrian representar un objetivo potencial de nuevas

estrategias neuroprotectoras. (94)

En resumen, el conocimiento de estos procesos llevé a valorar la autofagia como posible via
para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas. Sin embargo, esta via se ha visto limitada
por la comprensidon incompleta de los mecanismos de autofagia, la escasez de compuestos o
moléculas que influyan en misma y la disponibilidad limitada de terapias candidatas con

eficacia clinica. (94)
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2.5 POLIMORFISMOS RELACIONADOS CON LA AUTOFAGIA

2.5.1 ATG2B GIn1383Glu (rs3759601)

En los humanos existen dos variantes homaélogas de ATG2: ATG2A y ATG2B similares entre si.
Ambas resultan esenciales en la formacion del autofagosoma asi como en la regulacion del

tamanfio y distribucidn de los remanentes lipidicos.

El polimorfismo GIn1383Glu del gen ATG2B, situado en la posicion 9631131 del cromosoma 14,
traduce una translocacidon de citosina (C) por guanina (G) en el primer nucleétido del codén

1383, que provoca un cambio de glutamina (GIn) por acido glutamico (Glu). (95)
2.5.2 ATG16L1 Thr300Ala (rs2241880)

El gen ATG16L1 codifica una proteina que forma parte de un complejo proteico relacionado
con ATG5 y ATG7. El reclutamiento ineficaz de dichos genes como resultado de la variacion de

ATG16L1 se traduce en un deterioro generalizado de las funciones de autofagia.

El polimorfismo Thr300Ala del gen ATG16L1 , situado en la posicidn 233274722 del
cromosoma 2, consiste en una traslocacién de Tiamina (T) por Citosina (C) en el primer
nucleétido del codén 300 que provoca un cambio de aminoacido de Treonina (Thr) por
Alanina (Ala). La prevalencia de este SNP es relativamente frecuente en la poblacién general,
habiéndose descrito hasta en el 51,3% de los casos en algunos de los grupos de investigacion.

(96)
2.5.3. ATG10 Thr212Met (rs1864483)

ATG10 es una enzima que interacciona con ATG7 permitiendo posteriormente la conjugacidon

de ATG5 con Atg12 para formar finalmente el complejo ATG12-ATG5-ATG16L.

El polimorfismo Thr212Met del gen ATG10, situado en posicion 82253397 del cromosoma 5,
consiste en una transicion de citosina (C) por tiamina (T) en el segundo nucledtido del coddn

212 que produce un cambio de Treonina (Thr) por Meteonina (Met).(97)
2.5.4 POLIMORMISMO INTRONICO g.10621860 C>G DE ATG5 (rs2245214)

La proteina ATG5 forma parte del complejo Atgl12-Atg5-Atgl16L necesario para la formacién de

autofagosoma.
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El polimorfismo rs2245214, Situado en la posicion 10621866 dentro del cromosoma 6, produce

una traslocacién de citosina (C) por guanina (G) que da lugar a un polimorfismo intrénico. (98)

2.6 POLIMORFISMO Met129Val DEL GEN PrNP (rs 1799990)

El gen que codifica la proteina pridénica humana (PrNP) se localiza en la regidn cromosdmica
20p12.3 y consta de 2 exones constituidos por 134 y 2355 pares de bases cada uno de ellos.
Este gen codifica una proteina de 253 aminoacidos altamente conservada en los mamiferos.

(99)

A pesar de tratarse de una proteina muy conservada, se han descrito varios polimorfismos en
la poblacion humana, con frecuencia variable y en diferentes poblaciones. De entre todos los
polimorfismos, el mas frecuente es el Met129Val (produce un cambio en codén 129 de
metionina por valina). Este polimorfismo es el que presenta un efecto mas claro tanto en la

susceptibilidad, como en las variaciones fenotipicas de las enfermedades pridnicas. (99)

El gen PrNP es responsable de las enfermedades conocidas como enfermedades pridnicas,
que se producen por el acimulo de proteina pridnica (PrPC) en diferentes localizaciones del
SNC; dando lugar a enfermedades como la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, el insomnio
familiar fatal, la enfermedad de Gerstmann-Straussler o el kuru. Estas enfermedades son en su
mayoria, esporadicas, pero un pequefio porcentaje pueden ser secundarias a mutaciones
heredadas del gen PrNP. Asi, por ejemplo, todos los casos hereditarios de Enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob reportados hasta la fecha eran homocigotos para el alelo 129Met del
polimorfismo Met129Val. Se ha visto que este polimorfismo modifica aspectos bdsicos del
fenotipo de la enfermedad cuando se encuentra localizado en un alelo mutante, mientras que

en un alelo normal influencia la edad de inicio y la duraciéon de la enfermedad. (99)

La PrPC se expresa en varios drganos y tejidos entre los que se encuentran el sistema inmune,
la sangre, el estdbmago, el corazéon e incluso el rifdn. Sin embargo, el lugar de maxima
expresion es el SNC sobre todo en regiones como bulbo olfatorio, cerebelo, estructuras
limbicas y el complejo nigro-estriado. En las neuronas predomina especialmente en el botén

sindptico, lo cual sugiere que pudiera tener un papel relevante en la sinapsis neuronal. (100)

Los diferentes estudios llevados cabo para caracterizar las funciones de PrPC, tanto in vivo
como in vitro, han permitido establecer diferentes hipdtesis sobre el papel fisioldgico de esta
proteina. Las investigaciones publicadas hasta la fecha relacionan PrPC con multiples

procesos celulares como crecimiento neuritico, neuroproteccién o la transmisién sindptica
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entre otros. Conocer correctamente los mecanismo moleculares sobre los que actia PrPC es
esencial ya que nos ayudaria a conocer mas sobre la patologia pridnica asi como al desarrollo

de diferentes dianas terapéuticas. (101)

De entre las funciones estudiadas de la PrPC explicaremos a continuacion las asociadas a

desarrollo neuritico, neuroproteccién y sinapsis.

2.6.1 PrPC Y DESARROLLO NEURITICO

Recientemente se ha mostrado que determinados ligandos (como la laminina) interactuan
con PrPC. Estos ligandos estan implicados en mecanismos de neuritogénesis por lo que la
interaccion con la PrPC puede ser importante para la estabilidad sindptica y la plasticidad
neuronal. (102)

Por otro lado, estudios experimentales recientes han determinado un papel de PrPC en la
regulacién dinamica de las adhesiones focales durante la diferenciacion neuronal, gracias a su
capacidad de unién a B-integrina. Las adhesiones focales son estructuras que favorecen la
conexion del citoesqueleto con la matriz extracelular. (103)

Ademas, se ha detectado una abundante expresion de PrPC en el sistema nervioso central en
desarrollo durante la embriogénesis de ratones. Se observé que las células progenitoras
neuronales indiferenciadas de la zona ventricular mitéticamente activas no expresaban PrPC,
mientras que las neuronas post-mitdticas expresan gran cantidad de PrPC después de su
ultima mitosis en el neuroepitelio, ya que migran hacia capas marginales y se diferencian. Por
lo tanto, PrPC puede expresarse exclusivamente en neuronas diferenciadas, jugando un papel

en la maduracién y diferenciacion neuronal. (104,105)

2.6.2 PrPCY SINAPSIS

Como se ha comentado con anterioridad, PrPC puede encontrarse en diversas zonas de la
neurona, pero sin duda su localizacion preferente es la hendidura sindptica. Esto nos lleva a
pensar a que es probable que PrPC tenga un papel importante en la sinapsis neuronal, lo cual

viene apoyado por las siguientes razones:

e Una de las principales caracteristicas de la enfermedad pridnica es la degeneracién
sindptica. (106)

e PrPC es capaz de unirse a cobre a través de una regién de octapéptidos, participando
de esta manera en la regulacion de la homeostasis del calcio en la hendidura

sindptica. (107)
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e PrPC participa en la liberacién de neurotransmisores en la hendidura sinaptica
mediante la interaccidn con proteinas asociadas. (108)

e PrPC es capaz de regular la actividad de diferentes receptores de glutamato en la
hendidura sindptica. (109)

e PrPC forma parte de diferentes complejos de sefializacién junto a receptores y canales

idnicos de membrana para favorecer la transmisidn de la informacién. (110)

Todos estos hallazgos sugieren por lo tanto, la importancia de PrPC en el mantenimiento de la
funcidn sindptica. Ademads, su participacién en el rol sindptico explicaria otras muchas de las

funciones atribuidas a la PrPC como la sefializacién intracelular o el aprendizaje y la memoria.

2.6.3 PrPCY NEUROPROTECCION

Uno de los principales mecanismos de muerte celular neuronal que se produce en
enfermedades isquémicas y neurodegenerativas que afectan al SNC es el mecanismo de la
excitotoxicidad. Este término se emplea para referirse a los efectos toxicos derivados de una
estimulacién excesiva de los receptores de glutamato por neurotransmisores excitatorios. La
sobreestimulacién de los receptores glutamatérgicos da lugar a una cascada de eventos que
incrementan el calcio intracelular. EI aumento de calcio activa a diferentes enzimas
involucradas en las vias de muerte celular por excitotoxicidad. (111) En la EA, las fibras de B-
amiloide han demostrado capacidad para la activacién de receptores neuronales RAGE que
generan radicales libres de oxigeno y, de este modo, inducen una reacciéon inflamatoria y la
produccién de éxido nitrico (NO). Este NO tiene capacidad de salir al exterior y facilitar la

liberacion de glutamato desencadenando el fendmeno de excitotoxicidad. (Figura 12)
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Figura 12: Mecanismo de excitotoxicidad (111)

Si asumimos el rol de PrPC sobre los receptores de glutamato asi como en la homeostasis del
calcio en la hendidura sinaptica, vemos por lo tanto que su presencia es un mecanismo
neuroprotector contra este fendmeno. (112) Este fendmeno pudo observarse en ratones
knockout que no expresaban esta proteina y presentaban por lo tanto mas susceptibilidad a la

excitotoxicidad. (113)

Ademads, se ha observado un papel de la PrPC en la supervivencia celular, ya que posee
funciones antiapoptodticas (bloquea a la proteina Bax que interactua con Bcl-2), antioxidantes
e interactua con diferentes quinasas relacionadas con mecanismos de supervivencia celular.

(114)

2.7 PrNPY DEMENCIA

Recientes estudios han determinado que las enfermedades pridnicas comparten algunas
caracteristicas neuropatoldgicas con la EA, especialmente el depdsito de proteinas mal
plegadas en el tejido cerebral.

La PrPC es una proteina que se expresa en diferentes tejidos, siendo su presencia mayoritaria
en el SNC. Se trata de una proteina de 253 aminoacidos altamente conservada y anclada a la

membrana celular por el dominio GPI (Glucosil-fosfatidil- inositol). (Figura 13) (115)
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Figura 13: Estructura de la proteina pridnica (115)

Una de las caracteristicas anatomopatoldgicas tipicas de la EA son las placas amiloideas. Estas
placas son conglomerados anulares de cuerpos y prolongaciones neuronales degeneradas en
torno a un depdsito central de un péptido de longitud variable (de 40 o 42 aminoacidos)

llamado B-amiloide (AB). (116)

Este AB se forma a partir de la ruptura enzimatica de la proteina precursora de amiloide (APP).
La ruptura de la APP puede dar lugar a fragmentos solubles que no son patogénicos, o

fragmentos no solubles que ponen en marcha la ruta amiloidogénica.

Si la enzima que se encarga de la ruptura es a-secretasa, seguida a continuacion de la accién

de y-secretasa se produciran fragmentos solubles de APP.

Sin embargo, cuando sobre APP actla en primer lugar la B-secretasa seguido de la accion de y-
secretasa, se liberan fragmentos de AB4, y ABs; que ponen en marcha la ruta amiloidogénica.

(116)

Recientemente se ha observado que PrPC regula de la funcién de la enzima p-secretasa,
facilitando de esta manera la activacion de la ruta amiloidogénica y la produccidon de

oligémeros de B-amiloide. (117) (Figura 14)

Ademas, por otro lado, PrPC parece funcionar como un receptor para estos oligdmeros de f3-
amiloide, favoreciendo la produccidn de proteina tau fosforilada responsable de Ia
neurotoxicidad caracteristica de la EA, desencadenando asi disfuncién sindptica y deterioro

cognitivo. (117) (Figura 14)
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proteina Tau. (117)

Por otro lado, recientemente se ha investigado la posibilidad de que AB,,, que se relaciona con
la neurodegeneracion en la EA, pueda actuar como ligando de PrPC, aunque el papel fisioldgico

de la proteina pridnica como proteina de unién a ABs;, no estd claramente determinado. (117)

Lo que si han podido demostrar Jung y cols. es que PrPC es fundamental para la autofagia
mediada por AB,, en las neuronas. PrPC se une a la Beclina 1 (BECN 1) permitiendo de esta
forma la activacion de PI3KC3, y la activacion de la autofagia. Este mecanismo, al parecer, se
pondria en marcha ante la presencia de AB4, mostrando una funciéon beneficiosa de la

proteina pridnica como regulador positivo del complejo BECN1-PI3KC3. (118)

Se han realizado multiples estudios sobre la distribucién del polimorfismo del coddn
polimérfico Met129 del gen PrNP en EA con diferentes resultados. En algunas poblaciones
europeas (holandesa, alemana y polaca), se informé que el coddn polimdrfico Met129 del gen
PrNP actua como un factor de riesgo para la EA (119, 120,121), mientras que en otros (italiana,
americana y espafiola) no lo fue. (122,123) Se llegd a una conclusién similar en un estudio
japonés basado en una muestra grande de pacientes con EA donde el analisis genotipico del
codon Met129 del gen PrNP no mostrd relacién con el inicio temprano (EO, Early Onset) o

tardio (LO, Late Onset) de la enfermedad.(124) Por otra parte, un metandlisis reciente sobre

58
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pacientes caucasicos concluyd que los homocigotos PrNP (tanto metionina como valina) tienen
un riesgo significativamente mayor de desarrollar EA, independientemente de la edad de inicio
de la enfermedad. (125) No obstante, un estudio propio que realizaron los autores de este
metaandlisis en pacientes con EA esporadica de Italia y EEUU no se observé dicha asociacion.

(126)
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CAPITULO 2: HIPOTESIS Y OBJETIVO

1. HIPOTESIS

El envejecimiento de la poblacién es un hecho confirmado que actualmente produce gran
impacto médico, social y econdmico en nuestra sociedad. Parte de ese coste lo producen las
demencias, ya que constituyen la primera causa de incapacidad y dependencia.

Los dos tipos de demencias mas frecuentes, en nuestra poblacidn, son la Enfermedad de
Alzheimer (EA) y la Demencia Vascular (DV). A pesar de su alta incidencia ambas
enfermedades siguen constituyendo un reto cientifico, ya que desconocemos la etiologia de

ambas.

La aparicion de demencia se ha relacionado con ciertos perfiles genéticos, factores de riesgo
vascular, enfermedades comérbidas y factores sociodemograficos y culturales. El conocimiento
de estos factores asi como la asociacidon entre ellos constituyen un punto clave para avanzar en
el conocimiento de estas entidades y determinar factores prondsticos, etioldgicos y asi poder

desarrollar nuevas dianas terapéuticas.

A pesar de la diversidad clinica y anatomopatoldgica, ambas entidades comparten algunos
aspectos patogénicos fundamentales como aquellos relacionados con la reparacién celular,
muerte celular programada y autofagia. Por esta razdn, la identificacion y el estudio de genes

relacionados con estos procesos podrian tener gran relevancia.

Los genes reparadores son esenciales para el correcto funcionamiento celular. Las proteinas
codificadas por los genes reparadores detectan lesiones del DNA, activando la parada de ciclo
celular e iniciando el proceso de reparacion del mismo. XRCC3 Thr241Met, XRCC1 Arg399GIn y
ERCC2 Lys751GIn son tres de los polimorfismos presentes en genes reparadores del DNA mas
ampliamente estudiados, debido a su elevada frecuencia en la poblacién general y a que

inducen un cambio en la funcionalidad de la proteina que ha podido ser caracterizado.

Varios estudios han valorado la relacién entre el polimorfismo Arg399GIn de XRCC1 vy la
Enfermedad de Alzheimer con resultados no concluyentes, ya que aunque se intuia cierta
relacién no se observaron resultados estadisticamente significativos. (46) El estudio del
polimorfismo Lys751GIn del gen ERCC2 en relacién con la Enfermedad de Alzheimer tampoco
ha arrojado resultados estadisticamente significativos. (56) El polimorfismo Thr241Met del gen

XRCC3 ha sido ampliamente estudiado en relacion a diferentes patologias tumorales, sin
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embargo se desconoce la influencia en la Enfermedad de Alzheimer. Ninguno de los tres

polimorfismos se ha estudiado en la Demencia Vascular.

La activacion del factor de transcripcidn y supresion tumoral TP53 puede desencadenar
apoptosis en las neuronas. La activacidon de TP53 en las neuronas se produce tras el dafio del
DNA iniciado por hipoxia. TP53 aumenta el nivel de proteinas que liberan citocromo c en la
mitocondria y se une a proteinas antiapoptdticas de la familia Bcl-2. (65) Se ha relacionado el
polimorfismo Arg72Pro del gen TP53 con mal prondstico funcional tras un ictus isquémico o
hemorragico, pero no existen estudios publicados en Demencia Vascular; y en Enfermedad de

Alzheimer son escasos.

La autofagia es una via de degradacion lisosomal fundamental para el control de la calidad de
las proteinas neuronales. La autofagia se relaciona con la capacidad para degradar ciertas
sustancias y, por tanto, alteraciones en esta via favorecerian la formacién de agregados de
proteinas intracitoplasmaticas relacionados con determinadas enfermedades
neurodegenerativas; como es el caso de la alfa sinucleina en formas de Enfermedad de
Parkinson, la proteina tau en la Enfermedad de Alzheimer y la proteina relacionada con la
poliglutamina huntingtina en la Enfermedad de Huntington. Sin embargo, se desconoce el

papel de la autofagia en el desarrollo de Demencia Vascular. (69)

PrPN es un gen de aproximadamente 20 kbp que se localiza en el cromosoma 20 y que codifica
una glicoproteina denominada PrPC cuya funcidn fisiolégica, aunque ligada a la membrana,
aun se desconoce. La proteina codificada contiene una regidn altamente inestable de cinco
repeticiones de octapéptidos en tdndem. Recientemente, se ha observado que PrPC puede
ejercer como proteina neurotoxica al actuar como ligando de un oligémero A relacionado con

la neurodegeneracién de la Enfermedad de Alzheimer. (101).
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2. OBJETIVOS

2.1 PRIMARIOS

En este trabajo pretendemos determinar si existe un mayor riesgo de desarrollar
Demencia Vascular o Enfermedad de Alzheimer en funcion de las diferentes variantes de
polimorfismos de genes relacionados con la reparacidon celular (Arg399GIn del gen XRCC1
[rs25487], Lys751GIn del gen ERCC2 [rs13181], Thr241Met del gen XRCC3 [rs861539]), la
apoptosis (Arg72Pro del gen Tp53 [rs1042522]), la autofagia (GIn1383Glu del gen ATG2B
[rs3759601], Thr300Ala del gen ATG16L1 [rs2241880], Thr212Met del gen ATG10 [rs1864483]
y polimorfismo intrdnico del gen ATGS5 [rs2245214]) y el polimorfismo Met129Val (rs1799990)

del gen de la proteina pridnica

2.2 SECUNDARIOS

1) Describir las caracteristicas clinicas y epidemiolégicas generales de la muestra.

2) Analizar si las diferentes variantes de los polimorfismos estudiados pueden variar la

susceptibilidad a padecer DV cortical o DV subcortical.

3) Estudiar si el polimorfismo Met129Val del gen PrPN constituye un factor de riesgo para

padecer Enfermedad de Alzheimer.

4) Analizar la posible relaciéon de la edad y del alelo €4 del gen APOE con las variantes

genéticas estudiadas.

5) Determinar si los polimorfismos analizados constituyen un factor de riesgo para

padecer una enfermedad mas rdpida en aquellos casos con Enfermedad de Alzheimer.
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CAPITULO 3: PACIENTES Y METODOS

1. DISENO Y AMBITO DEL ESTUDIO

Para llevar a cabo el trabajo disefiamos un estudio observacional de casos y controles, en el
que los sujetos fueron seleccionados en funcidn de la presencia (casos) o no (controles) de

demencia.

Los sujetos del estudio fueron reclutados en las areas sanitarias del Complejo Asistencial
Universitario de Salamanca (CAUSA) y del Complejo Asistencial de Avila. El Area de Salud de
Salamanca, segun los datos del INE, tenia adscrita con fecha 1 de enero de 2016 una poblacidn
de 335.985 habitantes, de los cuales 86.717 (un 25,81% del total) eran mayores de 65 afios. El
Area de Salud de Avila contaba con 162.514 habitantes, de los cuales 41.241 (el 25,37%)
tenian mas de 65 afios (6). Las demencias constituyen un motivo de consulta frecuente en las
areas donde se realizé el estudio ya que Salamanca y Avila ocupan el octavo y noveno lugar,

respectivamente, entre las provincias con mayor proporcion de personas mayores en Espafia.

Para llevar a cabo los objetivos se recogieron una serie de datos clinicos y muestras bioldgicas
tras la cuales se disefid una fase de trabajo de laboratorio. Finalmente, se procesaron los

resultados obtenidos.

2. MUESTRA

2.1 PACIENTES

Se seleccionaron 225 pacientes con el diagnéstico de demencia vascular (grupo DV) vistos en el
Servicio de Neurologia del Complejo Asistencial Universitario de Salamanca entre septiembre
de 2005 y enero de 2007 y entre mayo de 2014 y marzo de 2015 y en la Seccidn de Neurologia
del Complejo Asistencial de Avila; desde marzo hasta septiembre de 2011. En su mayoria
fueron pacientes valorados en Consultas externas de Neurologia. El diagndstico de DV probable
se realizd por un neurdlogo siguiendo los criterios NINDS-AIREN (10) tras la anamnesis, la
exploracion fisica, el estudio neuropsicoldgico (incluido el examen mini-mental (MMSE) (127) vy
los estudios de neuroimagen (TC y/o RM cerebral).

Se habian aplicado, ademas, los andlisis recomendados por The Quality Standards
Subcommittee of the American Academy of Neurology (128) que incluyen hemograma,

electrolitos (incluido calcio), uremia, glucemia, creatinina, pruebas de funcién hepatica, T4
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libre, TSH y vitamina B12. La presencia de tumores y/o enfermedad inflamatoria crénica se
consideraron criterios de exclusion. Tampoco se incluyeron en el estudio pacientes que

presentaran rasgos de DV y EA a la vez (demencia mixta).

Los pacientes con DV se agruparon segun la forma clinico-patolégica que presentaban:

¢ DV cortical (DV cortical): Los casos con infartos corticales en arterias cerebrales de calibre
mediano-grande (infartos aterotrombadticos, embolia arterio-arterial, cardioembolia o infartos
en territorios fronterizos). Esta forma clinico-patoldgica es la que mas se ajusta al cuadro
clasico de demencia de inicio agudo y evolucidn escalonada con empeoramientos relacionados
con nuevos eventos vasculares y periodos de mejoria o estabilizacién.

e DV subcortical (DV subcortical): Incluye los pacientes con infartos lacunares o lesiones
vasculares de la sustancia blanca periventricular y profunda por enfermedad de los vasos
pequefios cerebrales. En esta forma, es habitual que la instauracion del cuadro sea insidiosa
con un curso lento y progresivo. Puede haber episodios agudos de déficit neuroldgico focal,

pero en la mayoria de estos pacientes nunca se produce un ictus agudo como tal.

Los casos de DV por infarto estratégico se catalogaron como DV cortical (cuando estos se
producian por infarto del giro angular, hipocampo, l6bulo frontal o parietal) o DV subcortical

(cuando estos se producian en tdlamo, nucleo caudado o cdpsula interna).

Para homogeneizar la muestra, se descartaron 4 pacientes con demencia atribuible a
hipoperfusién y/o hipoxia o demencia por hemorragia cerebral. Se rechazaron 4 pacientes con
tumores, 1 con enfermedad de Crohn y 8 debido a que la cantidad de ADN obtenido era
insuficiente y no permitia el estudio genético completo. El nimero final de casos con DV

analizados es de 208 (102 con DV cortical y 106 con DV subcortical).

Por otra parte, se selecciond un segundo grupo de 230 pacientes con enfermedad de
Alzheimer (grupo EA) que habian sido atendidos en Consultas externas del Servicio de
Neurologia del Complejo Asistencial Universitario de Salamanca entre mayo y diciembre de
2014 y en consultas externas de la Seccién de Neurologia del Complejo Asistencial de Avila y/o
que acudian a talleres de estimulacién cognitiva o se encontraban institucionalizados en el
Centro de Referencia Estatal de atencidén a personas con enfermedad de Alzheimer y otras

demencias de Salamanca, en el Centro de la Asociacion de Familiares de enfermos de
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Alzheimer de Avila o en el Centro Residencial Decanos de Avila entre mayo de 2011 y enero de
2012. El diagnostico de EA probable se realizd por un neurdlogo segun los criterios del
National Institute on Aging y la Alzheimer's Association (4) tras la anamnesis, la exploracion
fisica, el estudio neuropsicoldgico (incluido el examen mini-mental (MMSE) (27) y los estudios
de neuroimagen (TC y/o RM cerebral). También se habian aplicado los analisis recomendados
por The Quality Standards Subcommittee of the American Academy of Neurology (128). Se
consideraron criterios de exclusion los pacientes con eventos cerebrovasculares (ECV),
tumores o enfermedades inflamatorias cronicas.

De los pacientes 230 pacientes reclutados con EA, cuatro se excluyeron por no disponer de
datos clinicos suficientes para calcular la progresién de la enfermedad, pues para determinar la
variacién del MMSE durante el seguimiento se requerian al menos tres evaluaciones diferentes
(basal mas dos examenes de seguimiento). Asimismo, no se incluyeron otros 2 pacientes con
EA por tumores, 2 que presentaron un accidente cererbrovascular tras el diagnéstico de EAy 5
debido a que la cantidad de ADN obtenido era insuficiente. Finalmente, se analizaron un total

de 217 casos de pacientes con EA.

2.2 CONTROLES

Se seleccionaron 230 sujetos mayores de 70 afios, en los que no existia evidencia clinica o
psicométrica de deterioro cognitivo (grupo no demencia). En su mayoria fueron sujetos vistos
en consultas de valoracidn preanestésica para cirugias oftalmoldgicas y traumatoldgicas, todos
ellos originarios de la misma zona geografica que los pacientes con DV y EA. El periodo de
inclusién fue desde junio hasta noviembre de 2011. Del total de los pacientes reclutados,
doce sujetos con historia de enfermedad neuroldgica —incluida ECV—, enfermedad
psiquidtrica, infarto de miocardio, enfermedad vascular periférica, enfermedades inflamatorias
cronicas o tumores fueron excluidos. Otros cuatro sujetos rehusaron participar en el estudio.
Tras tener en cuenta los pacientes excluidos, los controles totales que se analizaron fueron

214.

3. ASPECTOS ETICOS

De todos los pacientes y/o representantes legales (en caso de incapacitacion) asi como de los
sujetos control se obtuvo un documento de consentimiento informado para la participacion en
este estudio asi como para para la extraccion de 10 ml de sangre periférica mediante

venopuncion (Anexo ).
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Se mantuvo la confidencialidad de los datos personales y genéticos respetando en todo
momento lo establecido por la legislacion aplicable (Ley Organica 15/1999, de 13 de
diciembre, de proteccién de datos de caracter personal; Ley 41/2002, de 14 de noviembre,
basica reguladora de la autonomia del paciente, derechos y deberes en materia de
informacién y documentacién clinica y Ley 8/2003, de 8 de abril, sobre derechos y deberes de
las personas en relaciéon con la salud en Castilla y Leén). Se cumplieron los principios éticos
basicos de la investigacidén con muestras bioldgicas recogidos en la declaracién de Helsinki y en
el informe Belmont asi como los contenidos en la Declaracién Universal de la Unesco
referentes al genoma humano. También se dio cumplimiento a la Ley Organica para la
regulacién del tratamiento automatizado de datos de caracter personal. Con independencia
de la participacion en el presente estudio, en los pacientes diagnosticados de demencia se
llevé a cabo un seguimiento y reevaluaciones periddicas en consultas externas de Neurologia.
En ellas, se propuso el tipo de intervencién adecuada al estadio de la enfermedad con arreglo
a lo dispuesto en las Guia del Grupo de Estudio de Demencias de la Sociedad Espafiola de

Neurologia (5).

4. METODOS

4.1 RECOGIDA DE DATOS

Para la recogida de datos se elabord un protocolo que se detalla en el Anexo Il. Los datos
necesarios para dicho protocolo se recogieron a través de la historia clinica del paciente asi
como de la anamnesis, exploracion fisica y test neuropsicolédgicos llevados a cabo por el
neurdlogo en la consulta. Durante todo el proceso se conté con un familiar y/o cuidador fiable
del paciente que nos ayudara a contrastar todos los datos. A continuacién, se detallan los

datos y variables recogidas para la elaboracion de este estudio.

4.1.1 DATOS DE IDENTIFICACION Y SOCIODEMOGRAFICOS:

Entre los datos de identificacién recogidos se encuentran, fecha y lugar de nacimiento,
numero de historia y nimero de referencia de la muestra extraida para el posterior analisis de
la misma en la Facultad de Medicina de la Universidad de Salamanca.

En cuanto a las variables sociodemograficas se incidio especialmente en el nivel educativo.

La variable de nivel educativo se codificd en cuatro niveles: sujeto con escolarizaciéon inferior a
los 8 afios, escolarizacidon hasta los 8-13 afios, sujetos con titulo de estudios primarios, y

sujetos con estudios hasta nivel secundario.
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4.1.2 DATOS CLINICOS:

Dentro de los datos clinicos recogidos se tuvieron en cuenta los factores de riesgo vascular, asi

como comorbilidades en pacientes con demencia que se detallan a continuacién:

Hipertension arterial: Se consideraba que el paciente tenia hipertensién arterial cuando
presentaba cifras = 140/90 mmHg tomadas en dos o mas medidas separadas de dos o mas
semanas, asi como el diagndstico previo de hipertensiéon arterial con tratamiento
antihipertensivo.

Diabetes Mellitus: Sujeto con sintomas y con hallazgo casual de glucemia de > 200mg/dI,
glucemia en ayunas de 126 mg/dl, glucemia > 200mg/d!| a las dos horas de sobrecarga oral de
75 mg de glucosa, o el diagndstico previo de diabetes con tratamiento antidiabético.
Dislipemia: Cifras de colesterol LDL > 115 mg/dl o colesterol total > 190 mg/dl, asi como
diagnodstico previo de dislipemia con tratamiento farmacoldgico y/o dietético.

Tabaquismo: Cualquier consumo tabaquico asi como a los ex fumadores de hace menos de 5
afios.

Alcohol: Se tuvo en cuenta una ingesta diaria de > 40 g/dia de etanol. A continuacion se detalla
una tabla con las equivalencias de gramos de alcohol y volumen de bebida para poder calcular

el nivel de enolismo del paciente (Tabla 8, 129)

Tabla 8: Unidades de medida de los diferentes tipos de bebidas alcohdlicas
(129)
BEBIDA DOSIS CONTENIDO DE ALCOHOL EN
GRAMOS
Cerveza Quinto/cafa 10
Mediana 15
Vino de mesa Vaso pequefio 10
Vaso grande 20
Carajillo Vaso pequefio 8
Vinos dulces Vaso pequefio 14
Cava Copa 10
Vermut Vaso pequefio 10
Licores/combinados Copa/vaso 22
Licor de frutas Vaso pequeiio (chupito) 6
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Enfermedad cerebrovascular: Accidente isquémico transitorio (AIT) previo, ictus isquémico
(teniendo en cuenta localizacién, tamafio, y etiologia segun la clasificacion TOAST) (130)

(ANEXO 1l1), e ictus hemorragico previo.

4.1.3 VARIABLES CALCULADAS:

Escala Clinical Dementia Rating de Hughes (131,132) (ANEXO IV)

La escala Clinical Dementia Rating (CDR) de Hughes se empled para la clasificacion del estadio
evolutivo de la demencia.

Se asigna a cada item (memoria, orientacion...) la puntuacion que le corresponda (0, 0.5, 1,26
3) de acuerdo con la casilla de la tabla que encaje mejor con el estado clinico del paciente. La
afectacién del area "memoria" tiene primacia para determinar el estadio general. Si al menos
otras tres dareas son calificadas con la misma puntuaciéon que la memoria, el grado de
afectacién de ésta es el que define el estadio general. Sin embargo, si tres 0 mas categorias se
graduan por encima o por debajo de la calificacion de la memoria, entonces predomina la
puntuacion de aquellas. La puntuacion se expresa mediante el valor que resulte representativo
segun lo explicado en los parrafos anteriores. Por ejemplo, "CDR = 2", que se corresponderia

con una demencia en estadio moderado.

Mini Mental State Examination de Folstein (127) (ANEXO V)

El Mini Mental State Examination (MMSE) de Folstein es el test de cribado para el screening
cognitivo mas empleado en la practica clinica diaria. Se trata de un test breve (se administra en
10 minutos aproximadamente), de baja variabilidad y que permite una valoracién grosera y
rapida de los pacientes con demencia. Fue disefiado en 1975 por Folstein y cols. y evalla una
serie de capacidades cognitivas como la orientacion, registro mnésico, atencién y cdlculo,
recuerdo, lenguaje y praxis constructiva. Se puntua de 0 a 30, estableciendo como punto de
corte para el diagndstico de demencia 24 puntos.

A partir de ese punto de corte se establecen diferentes categorias, asi entre 23-21 sugiere una
deteriroro cognitivo leve, de 20-11 moderada y < 10 puntos demencia severa.

En caso de que la situacién funcional del paciente no permita evaluar correctamente algun
item (por ejemplo porque el paciente es invidente o estd hemipléjico), se multiplica el total de
puntos obtenidos por 30 y se divide entre la mayor puntuacion posible.

Para obtener el maximo rendimiento y fiabilidad del MMSE se debe tener en cuenta la

escolarizacién y la edad del paciente. Asi Blesa y cols. (133) propusieron anadir un 1 a la
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puntuacién final en pacientes mayores de 76 anos y restarlo en menores de 50. También
propusieron restar un punto para aquellos sujetos con escolarizacién superior a los 17 afios y
sumarlo en caso de escolarizacion inferior a los 8 afos.

Como se menciond al definir los criterios de inclusién del grupo de pacientes con EA, éstos
fueron evaluados en al menos tres ocasiones (basal mas dos exdmenes de seguimiento). Para
el calculo de la progresién de la enfermedad, se empled la variacion del MMSE durante el
seguimiento. En concreto, para cada paciente, se registraron los valores del MMSE y su
momento de administracién, por ejemplo, en el momento del diagndstico de EA (basal) y en el
ultimo punto con datos de seguimiento disponibles para la escala MMSE. Los pacientes con EA
se clasificaron de acuerdo al punto de corte establecido por Cortés y cols (134) como de
progresion rapida (individuos con tasa de variacién del MMSE, disminucion en la puntuacion
del MMSE/tiempo de seguimiento expresado en afios, mayor de 4,5) o progresion normal

(paciente con EA con decremento en la puntuacién del MMSE por afio menor o igual a 4,5).

Inventario neuropsiquiatrico de Cummings (135)(ANEXO VI)
El rendimiento psicométrico del Inventario Neuropsiquiatrico (Neuropsychiatric Inventory, NPI)
es muy elevado para la valoracién de los sintomas no cognitivos en los pacientes con
demencia, y permite realizar un seguimiento de la eficacia de los tratamientos sobre esos
aspectos. Incluye 12 items que evaltan diferentes areas del comportamiento.
La informacién, es imprescindible que provenga de un informador fiable y sélo se tienen en
cuenta cambios en el comportamiento tras el diagndstico de demencia.
Cada item cuenta con una pregunta filtro inicial que identifica la presencia del sintoma en el
ultimo mes. En caso de respuesta afirmativa la entrevista se dirige a una serie de preguntas
adicionales que permiten obtener informacion sobre la frecuencia y sobre la gravedad del
sintoma. La puntuacion para cada item es el valor resultante de multiplicar la frecuencia por la
intensidad; y la puntuacidn total del NPI es el resultado de sumar las puntuaciones de todos los
sintomas. El rango oscila de 0 hasta un maximo de 144, de forma que a mayor es el valor, mas
severa es la psicopatologia. (136)

En el presente estudio se recogen especificamente los hallazgos de sintomas clinicamente

relevantes (puntuacién NPI > 4) en los items 1. delirios, 2. alucinaciones y 4. depresion.
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4.1.4 PRUEBAS COMPLEMENTARIAS:

- Determinaciones en suero:
En todos los pacientes reclutados para el estudio se llevaron a cabo las siguientes
determinaciones en suero: hemograma completo, bioquimica, determinaciones de vitamina

B12, acido félico y hormonas tiroideas.

- Estudio de neuroimagen:

En todos los sujetos reclutados para el estudio se llevd a cabo, bien en el Complejo Asistencial
Universitario de Salamanca o en el Complejo Asistencial de Avila, una TC craneal o una RMN
cerebral (Siemens 1,5 teslas). Las RMN cerebrales incluyeron las secuencias axiales en T2 y
FLAIR y secuencias axiales y coronales en T1. El objetivo de la realizacidon de dichas pruebas de
imagen era evaluar la posible patologia cerebrovascular y determinar la presencia de otras
entidades que pudieran justificar el deterioro cognitivo.

Para la determinacion de la presencia de patologia cerebrovascular se tuvieron en cuenta los

criterios NINDS-AIREN que evalla la presencia o no de los siguientes parametros:

e INFARTO TERRRITORIAL: Se define como el infarto que se produce en algun punto del trayecto
de uno de los grandes vasos cerebrales. El infarto puede ser mas o menos extenso en funcion

de la zona de la arteria obstruida. Este criterio se codificé de la siguiente manera:

. Ausencia de infarto

] Infarto de la arteria cerebral anterior (ACA)
] Infarto de la arteria cerebral media (ACM)
] Infarto del territorio posterior

. Infarto de dos o mas territorios

e INFARTO EN TERRITORIO FRONTERA: Se trata de infartos que se producen en la zona
fronteriza entre dos territorios vasculares. Este tipo de infarto se codificé de la siguiente
manera:

= Ausencia de infarto

= [nfarto frontera cortical: entre territorio frontera anterior (entre ACM y ACA) o
en territorio frontera posterior (entre ACM y arteria cerebral posterior)

= |nfarto frontera interno: Se trata del infarto producido en territorios profundos

de las arterias perforantes profundas y superficiales.
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INFARTO LACUNAR: Son infartos de pequefio tamafio (< 1,5 cm de didametro) en el territorio
de una arteria perforante cerebral, que puede presentarse con un conjunto de sintomas
especificos (sindromes lacunares). Clasicamente se describen cinco sindromes lacunares:
cuatro descritos por Fisher en los afios 60 (hemiparesia motora pura, sindrome sensitivo puro,
sindrome de disartria-mano torpe y paresia crural con hemiataxia ipsilateral) y otro descrito
por Mohr (sindrome sensitivo-motor). Posteriormente se han descrito otros sindromes
atipicos, menos frecuentes, que podrian llegar a ser menos del 10% de los infartos lacunares.
Suelen localizarse en los ganglios de la base, capsula interna, taldmo y protuberancia. (1) Este
tipo de infarto se codificé de la siguiente manera:

=  Ausencia de infarto

=  Unsoloinfarto

=  Varios infartos ipsilaterales

=  Varios infartos bilaterales

INFARTO TALAMICO: Infartos en zona del tdlamo de > de 3 cm. Se codificé de la siguiente
manera:
= Ausencia de infarto

=  Presencia de infarto

LEUCOARAIOSIS: La leucoaraiosis es la pérdida difusa de la densidad a nivel de la sustancia
blanca que radioldgicamente se visualizan en el caso de la TC cerebral como hipodensidades
difusas en sustancia blanca y en la RMN cerebral como hiperintensidades en sustancia blanca
en secuencias T2. La clasificacién del grado de leucoaraiosis se realizé a través de la escala
ARWMC (Age Relateted White Matter Changes) de la European Task Force. (137) Se tuvieron
en cuenta las lesiones mayores de 5 mm, en cinco regiones cerebrales diferentes por cada
hemisferio: frontal, parieto-occipital, temporal, ganglios de la base e infratentorial y se
clasificaron de 0 a 3 de la siguiente manera: 0: No hay lesién, 1: Dos o mas lesiones no
confluentes, 2: Lesiones confluentes y 3: Afectacién difusa de la sustancia blanca con o sin
implicacion de las fibras U. (Figura 15)

Segun la escala “Task Force” europea el diagndstico de demencia se establece cuando existen
al menos una puntuacion de 3 en dos areas y al menos otras dos areas con puntuacion de 2. En
el presente estudio se realizé el diagndstico de demencia vascular subcortical atendiendo a

estos criterios.
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Figura 15: Escala ARWMC; 0: No hay lesidn, 1: Dos o mas lesiones no confluentes, 2: Lesiones

confluentes y 3: Afectacion difusa de la sustancia blanca con o sin implicacién de las fibras U

(137)

5. ESTUDIO GENETICO

5.1 OBTENCION DEL DNA A PARTIR DE SANGRE PERIFERICA

Se obtuvo el DNA gendémico de cada individuo a partir de una muestra de 10 ml de sangre
periférica obtenida mediante venopunciéon en la regidn antecubital, previo consentimiento

informado.

Las muestras fueron procesadas por el departamento de Medicina Molecular de la Facultad de

Medicina de la Universidad de Salamanca siguiendo el siguiente proceso:

Las células nucleadas de la sangre se aislaron mediante centrifugacion repetida y lisis
eritrocitaria con solucién hipotdnica (centrifugacién de la sangre total en 50mL de agua
bidestilada -ddH20- durante 30 minutos, a 42C y a 1500 rpm). Tras la recuperacion de la
interfase creada y lisis de los hematies con agua destilada, se lavaron las células
mononucleadas en tampon Fornace (0.25M Sacarosa; 50mM Tris-HCl pH: 7.5; 25mM KCI; 5mM
MgCl,) y se precipitaron mediante centrifugacién a 580 g durante 20 minutos.

El botén de células nucleadas de la sangre se resuspendid en tampdn Fornace a una
concentracién estimada de 5x10° células/mL, tras lo cual se afiadié EDTA (acido etilendiamino-
tetraacético, concentracién final 10 mM), SDS (Sodium Dodecyl Sulfate, concentracién final
1%) y Proteinasa K (concentracidn final 50 pug/mL). La mezcla se incubd a 55 2C durante 8 - 16
horas. Tras la incubacién, se obtuvo el DNA por el método de extraccion con fenol y

cloroformo, anteriormente descrito.
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La concentracidon y el grado de contaminacién proteica del DNA asi obtenidos se calcularon
tras medir su absorbancia a 260 y 280 nm en un espectrofotometro (GeneQuant, Pharmacia)

por medio de la siguiente férmula:

ug de ADN/mL = (D.0.260) x (factor de diluciéon) x (50)*

*50 es un factor de correccion introducido ya que una unidad de densidad dptica con una luz

incidente de 260 nm es el valor de absorbancia que tienen 50 ug de DNA/mL

El cociente D.0.,5/D.0.5 se utiliza para determinar el grado de pureza, considerando como
valores adecuados un cociente entre 1.7 y 2.0. Valores inferiores a los sefialados indican
contaminacion por proteinas o por solventes orgdanicos, realizdndose en estos casos una nueva
purificacién del DNA. Valores superiores parecen indicar un exceso de RNA, el cual se eliminé
tratando la solucién de DNA con RNAsa y purificando nuevamente seglin el método antes

descrito.

La muestra de DNA con una concentracion aproximada entre 1 y 1,5 pg/mL, se almacené en
tubos Eppendorf® a -20 2C, con el fin de evitar tanto la degradacién progresiva del DNA como

su posible contaminacién por microorganismos.

5.2 ESTUDIO DE LOS POLIMORFISMOS DE GENES (RELACIONADOS CON LA AUTOFAGIA,
REPARACION DE DNA, TP53, PrNP Y APOE)

Los estudios de discriminacion alélica se realizan fundamentalmente mediante dos métodos: el
analisis de los polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP) y la PCR en

tiempo real, (QQRT-PCR).

Los polimorfimos relacionados con la autofagia, reparacion del DNA, la PRNP se analizaron
mediante qQRT-PCR. El estudio de TP53 se inicié mediante RFLP. Posteriormente, se adquiri
StepOne System (Applied Biosystems, Foster City, CA), y se completd el estudio mediante
gQRT-PCR.

5.2.1 DISCRIMINACION ALELICA MEDIANTE RFLP

El estudio de polimorfismos en funcidn de la longitud de los fragmentos de restriccién (RFLP,
restriction fragment length polymorphisms) permite discriminar los alelos de un polimorfismo

analizando el tamafio de los fragmentos generados tras la digestion del producto de PCR con
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endonucleasas de restriccion, que reconocen secuencias especificas en el DNA y lo escinden en
ese punto. (138)

Mediante RFLP se estudiaron 150 casos de EA, 150 casos de DV y 150 controles de TP53
Arg72Pro.

Para ello, se amplific6 mediante PCR un fragmento de 291 bp del exdn 4 donde se localiza el
polimorfismo. Utilizdndose los siguientes oligonucledtidos cebadores (139):

5°-TGC CGT TCC CCC TGA CAT CT-3" (sentido)

5°- CTG ACC GTG CAA GTC ACA GA-3’ (antisentido)

Posteriormente, se digirieron 13 plL del producto de PCR con 10 U (1 pL) de la enzima de
restriccion BstU-I (Bsh1236l, Fermentas Life Sciences, Burlington, Ontario, Canada) durante 6
horas a 37 2C en un volumen final de 20 pL. (140) Los fragmentos obtenidos fueron separados

mediante electroforesis en geles de agarosa generando los siguientes genotipos:

- Genotipo G/G (homocigoto Prolina): un fragmento de 291 pb
- Genotipo C/C (homocigoto Arginina): dos fragmentos de 165y 126 pb
- Genotipo C/G (heterocigoto Arginina/Prolina): tres fragmentos de 291, 165y 126 pb

5.2.2 DISCRIMINACION ALELICA MEDIANTE QRT-PCR

Higuchi describié en 1993 una técnica que permitia detectar los productos de la PCR a medida
que se iban acumulando y la denominé Real Time-PCR (QRT-PCR) (138). Esta técnica, sigue el
mismo procedimiento de una PCR convencional, pero la amplificacion tiene lugar en presencia
de unos componentes capaces de emitir fluorescencia, lo que permite conocer y registrar la
cinética de la amplificacion en todo momento. Existen dos métodos principales para esta
cuantificacion: el primero consiste en la adiccidon de sustancias intercalantes del DNA como el
bromuro de etidio, mientras que el otro emplea sondas que emiten fluorescencia al hibridar
con la secuencia complementaria (141). En este caso, se han empleado sondas TagMan®,
marcadas con los fluorocromos VIC y FAM, (tabla 9) uno para cada alelo de los genes

estudiados.

Tabla 9: Moléculas fluorescentes utilizadas en la reaccién de PCR con sondas TagMan ®

Fluorocromo Max. A,ps (Nnm) Max. A ps (nm)
VIC 538 554
FAM 495 435
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Estas sondas, complementarias para una secuencia especifica, presentan un donador en el
exThrmo 5" y un aceptor (quencher) en el exThrmo 3" que absorbe la fluorescencia emitida por
el donador cuando los exThrmos de la sonda estan préximos, lo que sucede mientras la sonda

estd intacta. (Figura 16)
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Figura 16: Mecanismo de la PCR con sondas Tagman ®.

Ademds de estas sondas, la QRT-PCR precisa de los mismos elementos que una PCR
convencional (oligonucledtidos o primers, dNTPs, Taq polimerasa y solucién tampén). Durante
el anillamiento, tanto los oligonucledtidos como las sondas fluorescentes se unen a las cadenas
de DNA. Taq polimerasa tiene ademds actividad 5’-3’ exonucleasa de modo que si mientras
realiza la extension de una molécula de DNA a partir de un primer, encuentra una sonda unida
a esa cadena, la hidroliza. Al separarse el flourocromo y el aceptor, la fluorescencia ya no es
absorbida, de modo que la fluorescencia liberada tras la excitacién de la muestra con un laser
es detectada por el lector, y es proporcional al nimero de moléculas de doble cadena que se

han formado como producto de la PCR. (142)(Figura 17)
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Figura 17: Emision de fluorescencia en una QRT-PCR a medida que tienen lugar los ciclos de

amplificacion (StepOne®)

Al mismo tiempo, el sistema identifica cual es el fluorocromo (VIC o FAM) que esta emitiendo,
y por lo tanto discrimina cual es el SNP presente en cada una de las secuencias. En la figura 18
se muestran como ejemplo los resultados de discriminacidn alélicas de XRCC3. Cada uno de los
puntos representa una muestra estudiada. En el caso de los individuos C/C, solo se une la
sonda marcada con FAM (representado en azul), mientras que en el caso de los individuos T/T,
solo se une la sonda marcada con VIC (rojo). El sistema representa en verde los genotipos C/T
en el que se unen ambas sondas. Los cuadraditos negros representan las muestras sin DNA

gue se emplean como control.
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Las reacciones de PCR se realizaron con 5 pl de los productos comerciales para QRT-PCR

TagMan® Universal PCR Master Mix y TagMan® Genotyping Mastermix© (Applied Biosystem,

Foster City, CA). Se afiadié 0.5 pl del preparado comercial TagMan® SNP Genotyping Assays,

que contiene los primers con las sondas y 0.5 pl de ADN y 4.25 ul de H20, para un volumen

final de 10 pl. La tabla 10 recoge los polimorfismos utilizados para el estudio de cada SNP. Se

emplearon placas de 96 pocillos en las que a modo de control de una posible contaminacion,

se incluyeron preparaciones que contenian todos los reactivos citados, excepto los DNA

problema.

Tabla 10: Polimorfismos estudiados mediante discriminacion alélica con sondas TagMan®

Gen

Polimorfismo estudiado Sonda  Tagman

Biosystems)

(Applied

ATG2B GIn1383Glu rs3759601 C_9690166_10
ATG5 SNP intrénico rs2245214 C_3001905_20
ATG10 Thr212Met rs1864483 C_11953871_20
ATG16L1 Thr300Ala rs2241880 C_9095577_20
XRCC1 Argl94Trp rs1799782 C_622564_10
ERCC2 Lys751GIn rs13181 C_3145033_10
XRCC3 Thr241Met rs861539 C_890125_10
TP53 Arg72Pro rs1042522 C_2403545_10
PrNP Met129Val rs1799990 C_2969398_10
APOE +334T>C rs429358 C_3084793_20

Una vez optimizadas para cada gen, las amplificaciones se llevaron a cabo en las siguientes

condiciones:

40 CICLOS

Desnaturalizacion inicial

Desnaturalizacion

Anillamiento

Extension

929C....civirrereenes 10 min
929C....iccieeeiee e 15 seg
602C / 569C.............. 1.15 min
60°C......ooeeereeerens 1 min
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La lectura de fluorescencia se realizé antes y después de la amplificacion mediante el sistema
StepOne® (Applied Biosystem,Foster City, CA) utilizando el software Allelic Discrimination
Program (Applied Biosystem, Foster City, CA) para la determinacién del alelo presente en cada

una de las muestras.

Con este método, se realizd el estudio de los genes reparadores de DNA, genes relacionados
con la autofagia, PrNP, APOE asi como 67 pacientes con EA, 58 pacientes con DV y 64
controles de TP53 Arg72Pro. Asi mismo, se eligieron de forma aleatoria 15 pacientes y 15
controles en los que previamente se habian estudiado TP53 Arg72Pro mediante PCR-RFLP.
Puesto que los resultados fueron completamente reproductibles, se decidié no repetir

mediante QRT-PCR el andlisis de los casos y controles restantes.

6. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Para la recogida de datos se disefié un formulario especifico en Microsoft Office Access version
2003. Una vez recogidos los datos el andlisis estadistico se realizd con el programa SPSS

version 21 (SPPSS Inc, Chicago, IL, Estados Unidos).

El primer paso del analisis estadistico fue la realizacién de un analisis descriptivo de variables
clinicas y demograficas de todos los casos de EA, DV y de los controles.

Para las variables categdricas nominales y ordinales se calculd la proporcién de pacientes en
cada categoria, y para las variables cuantitativas se utilizaron la media y desviacién estandar
cuando la distribucién era normal, y la mediana y cuartiles en caso de distribuciones no
normales.

Se completd el andlisis estadistico con un estudio inferencial donde se realizaron diferentes
comparaciones entre distintas variables. Para la realizacidn de este estudio se emplearon los
siguientes estadisticos:

Para comprobar que variables seguian una distribuciéon normal se utilizé el test de

Kolmogorov-Smirnov.

Si las variables eran cualitativas utilizamos el analisis de tablas de contingencia, con el test Chi-
cuadrado (x2) de Pearson y el estadistico de Fisher para muestras con menos de 5 sujetos,
expresando la magnitud de la asociacion mediante la odds ratio (OR), y la precision mediante

el intervalo de confianza de la OR.
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Para comparar dos variables continuas se utilizé el test T de Student para distribuciones

normales y la U de Mann-Whitney para distribuciones no normales.

Para comparar el comportamiento de una variable continua en diferentes situaciones se
utilizamos el test de ANOVA para distribuciones normales y el test de Kruskal-Wallis para

distribuciones no normales.

Utilizamos coeficientes de correlacidn, el coeficiente de correlacidn lineal de Pearson y su
andlogo no paramétrico de Spearman, para establecer la relacién entre dos variables

continuas.

En todos los casos se utilizé un nivel de significancia estadistica menor de 0,05.

Para determinar que la muestra no estaba sesgada por una distribucion estratificada de las
variantes polimérficas debidas a un apareamiento no aleatorio, se determind la frecuencia
alélica de las muestras mediante el estadistico Chi-cuadrado con las frecuencias alélicas
esperadas por el principio de Hardy-Weinberg.

El andlisis de equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) en las poblaciones muestreadas se
corroboré mediante test exactos basados en cadenas de Markov, efectuados con el paquete

estadistico GENEPOP 3.4 (Raymont & Rousset, 1995).

La existencia de desequilibrios de ligamiento se comprobd mediante el test exacto de Fisher

con el paquete estadistico GENEPOP 3.4 y cadenas de Markov.

Este programa y cadenas de Markov también se emplearon para determinar la existencia de
diferencias en las frecuencias alélicas (test exacto de Fisher) y genotipicas (test exacto basado
en log-likelihood) entre las submuestras de casos y controles. Para construir las cadenas de
Markov se utilizaron 10.000 dememorizaciones, 1.000 lotes (batches) y 10.000 iteraciones por

lote. En todas las comparaciones se utilizd la correccion de Bonferoni.

Mediante andlisis multivariable (regresion logistica multiple) se valord la asociacion entre los

distintos tipos de demencia o no demencia asociada al alelo y a los genotipos, considerando la
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correccion de Bonferoni para comparaciones multiples. Para este andlisis los datos se

procesaron con el paquete estadistico SPSS.

Estos datos también se pueden analizar, asumiendo un modelo genético preestablecido, como

los que se explican a continuacion:

-  Modelo dominante: Se refiere a que, ser portador de un determinado alelo
incrementa el riesgo de padecer la enfermedad. Es decir portar una Unica copia de A
es suficiente para modificar el riesgo de enfermedad, y que el portar dos copias de AA
modifica el riesgo igual que portar uno sola. En resumen los heterocigotos AB y los
homocigotos AA tienen el mismo riesgo. Estos dos genotipos se pueden comparar con

los homocigotos BB.

- Modelo recesivo: Es necesario portar dos copias del mismo alelo para incrementa el
riesgo de padecer enfermedad. Es decir, los homocigotos BB y los heterocigotos AB
tienen el mismo riesgo de modificar la enfermedad, y se pueden comparar con el

modelo homocigoto AA.

- Modelo codominante: Cada genotipo produce un riesgo de enfermedad diferente y no
aditivo. Se comparan homocigotos y heterocigotos de las variantes por separado con

la variante homocigota del genotipo mas frecuente.

Debido a la dificultad para hallar un criterio para establecer el modelo de herencia mas
adecuado para un polimorfismo se comparé el ajuste del modelo codominante (que es los
mas generales; (2 parametros) con los demds modelos (1 pardmetro).

Estas comparaciones se realizaron mediante el test de razén de verosimilitudes. Ademas se
calcularon las OR de asociacién entre cada genotipo y la enfermedad vy los correspondientes

intervalos de confianza (IC) del 95%.

Por ultimo, el papel de cada polimorfismo en la tasa de variacion del MMSE (disminucidn en la
puntuacion del MMSE/tiempo de seguimiento expresado en afios) se evalué mediante el uso
de un modelo lineal general, donde los efectos del genotipo sobre los fenotipos de progresion
de la enfermedad se calcularon mediante un analisis de regresién logistica, tras ajustar por

factores clasicos que habitualmente afectan a la progresion de la EA como la edad al
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diagnostico, el sexo, el nivel educativo, la presencia de depresidn y/o sintomas psicéticos, el
tratamiento con cualquier inhibidor de la acetilcolinesterasa, memantina, o ambos y el tiempo

de seguimiento (143)
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1. DESCRIPCION DE LA MUESTRA EMPLEADA PARA EL ANALISIS DE LOS GENES
REPARADORES DE DNA, AUTOFAGIA Y PROTEINA PRIONICA:

Para la realizacién de este trabajo, finalmente, se han empleado un total de 200 casos con
Enfermedad de Alzheimer, 200 casos con Demencia Vascular y 201 controles. Entre los casos
de Demencia Vascular 99 casos eran de gran vaso y 101 de pequefio caso. Respecto a los
pacientes con Enfermedad de Alzheimer, 35 presentaron una rapida progresién y 165 una

evolucién normal de la sintomatologia.
2. CARACTERISCAS EPIDEMIOLOGICAS DE LA MUESTRA
2.1: SEXO:

Respecto al sexo la distribucién de mujeres y hombres fue similar entre el grupo de Demencia
Vascular y los controles (52% de mujeres y 48% de hombres en el caso de la Demencia
Vascular y 51,7% de mujeres y 48,3% de hombres entre los controles). Sin embargo, en el
grupo de casos de Enfermedad de Alzheimer se observd un porcentaje mas alto de mujeres
(66,5%) que de hombres (33,5%), siendo las diferencias entre estos dos grupos

estadisticamente significativas (p= 0,003). (Figura 19, tabla 11).

Tabla 11: Distribucion de los sujetos de la muestra por sexo

ENFERMEDAD DE | DEMENCIA CONTROLES n=201
ALZHEIMER n=200 | VASCULAR n=200

HOMBRE N (%) 67 (33,5%) 96 (48%) 97(48,3%)

MUIER N (%) 133 (66,5%) 104 (52%) 104 (51,7%)
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Figura 19: Porcentaje de hombres y mujeres en cada grupo de estudio

En cuanto a la diferencia por sexo dentro del grupo de Demencia Vascular, se observaron
porcentajes similares entre hombres y mujeres (47,5% de mujeres y 52,5% de hombres para
demencia vascular cortical (DVC), y 52,5% de mujeres y 47,5% de hombres en demencia

vascular subcortical (DVSC)), sin diferencias estadisticamente significativas por subtipos en

comparacién al grupo control. (Tabla 12, Figura 20)

DV CORTICAL n=99 DV SUBCORTICAL
n=101
HOMBRE N (%) 52 (52,5%) 48 (47,5%)
MUIJER N (%) 48 (47,5%) 53 (52,5%)
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Figura 20: Porcentaje de hombres y mujeres segun tipo de demencia vascular

En cuanto a la diferencia por sexo dentro del grupo de Enfermedad de Alzheimer, se
observaron porcentajes similares de hombres y mujeres en el grupo de rdpida progresion, sin
encontrarse diferencias estadisticamente significativas con los controles. Sin embargo, en el
grupo de progresién normal se observé un porcentaje mayor de mujeres (69,7%), siendo esta
diferencia estadisticamente significativa frente al grupo control (p= 0,0001). (Tabla 13) (Figura

21)

RAPIDA PROGRESION

PROGRESION n=35 | NORMAL n=165
HOMBRE N (%) 18 (51,4%) 50 (30,3%)
MUJER N (%) 17 (48,6%) 115 (69,7%)
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Figura 21: Porcentaje de hombres y mujeres segun la progresion de EA

2.2: EDAD

La edad media de los pacientes con Enfermedad de Alzheimer fue de 79,7 (x 6,7) afios; la de
los pacientes con Demencia Vascular de 79,3 (+6,7) afios y la de los controles de 81 afios
(+4,9) afos. Como ya se ha mencionado anteriormente, la edad es uno de los factores de
riesgo principales para el desarrollo de demencia; por este motivo uno de los requisitos a la
hora de seleccionar los controles fue que tuvieran 70 aflos o mas para evitar en la medida de

lo posible incluir sujetos que pudieran desarrollar una demencia en un futuro.

A continuacién, estudiamos el comportamiento de nuestra muestra segun los diferentes
rangos de edad. En los tres grupos estudiados mas de la mitad de los sujetos se encuentran

comprendidos entre el rango de edad entre los 76 y 85 afios de edad. (Tabla 14) (Figura 22)

Tabla 14: Frecuencias absolutas y relativas segun los grupos de edad

ANOS N (%)

< 65 | 66-70 71-75 76-80 81-85 86-90 290
ENFERMEDAD | 11 7 (3,5%) | 26 (13%) | 55 65 33 3 (1,5%)
DE ALZHEIMER | (5,5%) (27,5%) | (32,5%) | (16,5%)
n=200
DEMENCIA 8 (4%) | 12 (6%) | 30(15%) | 60 (30%) | 50 (25%) | 37 3 (1,5%)
VASCULAR (18,5%)
n=200
CONTROLES 0(0%) |1 28 75 53 39 5
n=201 (0,49%) | (13,93%) | (37,31%) | (26,36%) | (19,4%) | (2,48%)
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Figura 22: Porcentaje de distribucion por edad de los sujetos del estudio

En cuanto a la edad media dentro de los pacientes con Demencia Vascular la edad media entre
en los pacientes con DV cortical es de 79,1 afios (+6,7), y la de aquellos con DV subcortical de
79,5 anos (+6,8). Las diferencias entre los diferentes subtipos de Demencia Vascular fueron
estadisticamente significativas con respecto al control (p=0,006,

grupo p=0,034

respectivamente).

A continuacién estudiamos el comportamiento segun los diferentes rangos de edad. En el
grupo de DV cortical mas de un tercio de los pacientes se encuentran entre los 76 y 80 afios
de edad. Sin embargo, en el grupo de DV subcortical el mayor nimero de pacientes se

encuentra entre los 81 y 85 afios de edad. (Tabla 15) (Figura 23)

Tabla 15: Frecuencias absolutas y relativas segun los grupos de edad segun el tipo de DV
ANOS N (%)

< 65 66-70 71-75 76-80 81-85 86-90 290
DV CORTICAL [3(3%) |7(7%) |15 35 19 19 1(1%)
(n=99) (15,2%) | (35,4%) | (19,2%) | (19,2%)
DV 5(5%) |5(5%) |15 25 31 18 2 (2%)
SUBCORTICAL (14,9%) | (24,8%) | (30,7%) | (17,8%)
(n=101)
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Figura 23: Distribucién por edad segun el subtipo de demencia vascular

Dentro de los pacientes con Enfermedad de Alzheimer, la edad media entre los pacientes de
rapida progresion fue de 79,4 afios (£7,5), mientras que la edad media entre los de progresiéon
normal es de 79,7 afios (£6,6). Las diferencias encontradas entre el grupo de progresion

normal y el grupo control fueron estadisticamente significativas (p=0,044).

2.3: NIVEL EDUCATIVO

Para el estudio del nivel educativo se establecieron 4 variables en funcion de la edad en la que
el sujeto hubiera abandonado los estudios. En general, los sujetos del estudio presentaron un

nivel educativo medio-bajo.

Dentro del grupo control el 44,3% de los pacientes sabian leer y escribir pero no habian
completado sus estudios. Este porcentaje es del 48% en los pacientes con Demencia Vascular y
de 51,5% en los pacientes con Enfermedad de Alzheimer. (Tabla 16). Las diferencias
encontradas entre del grupo de Demencia Vascular y el grupo control fueron estadisticamente

significativas (p=0,0001)
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Tabla 16: Distribucion del nivel de escolaridad en la muestra
ENFERMEDAD | DEMENCIA CONTROLES
DE VASCULAR N (%)
ALZHEIMER N (%)
N (%)
< 8 afios 34 (17%) 49 (24,5%) 19 (9,5%)
8-13 afios 69 (34,5%) 47 (23,5%) 70 (34,8%)
Estudios elementales 84 (42%) 88 (44%) 99 (49,3%)
Educacion 13 (6,5%) 16 (8%) 13 (6,5%)
secundaria/Universidad

Dentro del grupo de Demencia Vascular, no habian finalizado los estudios primarios el 47,5%
de los pacientes con DV cortical y el 48,5% de los pacientes con DV subcortical. (Tabla 17) Se
establecieron diferencias estadisticamente significativas en escolaridad entre los grupos de DV

cortical y DV subcortical frente a los controles (p=0,023 y p=0,0001, respectivamente).

Tabla 17: Distribucion del nivel de instruccidn segtn el subtipo de DV

DV CORTICAL DV SUBCORTICAL N (%)
N (%)

< 8 afios 21 (21,2%) 28 (27,7%)

8-13 afios 26 (26,3%) 21 (20,8%)

Estudios elementales 43 (43,4%) 45 (44,6%)

Educacion
secundaria/Universidad

9(9,1%) 7 (6,9%)

Dentro del grupo de Enfermedad de Alzheimer, no se establecieron diferencias
estadisticamente significativas en escolaridad en la comparativa general o por subgrupos de
progresion rapida o normal con respecto al grupo control. No habian finalizado los estudios
primarios el 57,2% de los pacientes con una rapida progresion y el 50,3% de los pacientes con

una progresién normal. (Tabla 18)
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Tabla 18: Distribucion del nivel de instruccidn segin la progresion de

Enfermedad de Alzheimer

EA RAPIDA | EA PROGRESION NORMAL
PROGRESION N (%)
N (%)
< 8 afios 8 (22,9%) 26 (15,8%)
8-13 afios 12 (34,3%) 57 (34,5%)
Estudios elementales 11 (31,4 %) 73 (44,2%)
Educacion 4 (11,4%) 9 (5,5%)
secundaria/Universidad

2.4: FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR

El analisis de los factores de riesgo cardiovascular de los tres grupos se puede ver resumido en

la tabla 19 y en la figura 24.

Dentro del grupo de Enfermedad de Alzheimer, 96 pacientes (48%) tenian antecedente de

hipertension arterial (HTA), 27 pacientes (13,5%) de diabetes mellitus tipo 2

pacientes (36,5%) tenian hipercolesterolemia.

En grupo de Demencia Vascular

pacientes (34%) de DM y 112 pacientes (56%) de hipercolesterolemia.

(DM) y 73

164 pacientes (82%) tenian antecedentes de HTA, 68

En el grupo control 141 pacientes (70,1%) tenian antecedentes de HTA, 46 pacientes (22,9%)

de DMy 80 pacientes (39,8%) de hipercolesterolemia.

Tabla 19: Distribucion de los factores de riesgo vascular segun la muestra del estudio

ENFERMEDAD | DEMENCIA CONTROLES
DE ALZHEIMER | VASCULAR N (%)
N (%) N (%)
HTA sI 96 (48%) 164 (82%) 141 (70,1%)
NO 104 (52%) 36 (18%) 60 (29,9%)
DM sI 27 (13,5%) 68 (34%) 46 (22,9%)
NO 173 (86,5%) 132 (66%) 155 (77,1%)
HIPERCOLESTEROLEMIA | SI 73 (36,5%) 112 (56%) 80 (39,8%)
NO 127 (63,5%) 88 (44%) 121 (60,2%)
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Figura 24: Porcentajes de los diferentes factores de riesgo vascular en la muestra

La presencia de factores de riesgo fue significativamente mayor en el grupo de Demencia
Vascular. Existe una mayor frecuencia de antecedentes de HTA (p=0,005), DM (p=0,014) e
hipercolesterolemia (p=0,001) en pacientes con demencia vascular al compararlos con los
controles. En cambio, se observé una mayor prevalencia de HTA (p=0,0001) y DM (p=0,015) en
los controles frente a los sujetos con EA, no objetivandose diferencias estadisticamente

significativas en lo referente a la dislipemia.

Cuando se compararon los diferentes factores de riesgo segun el subtipo de Demencia
Vascular, se observé que dentro de grupo de las DV cortical 77 pacientes (77,8%) tenian
antecedentes de HTA, 37 pacientes (37,4%) de DM y 50 pacientes de hipercolesterolemia
(50,5%).

En grupo de DV subcortical, 87 pacientes tenian antecedentes de HTA (86,1%), 31 pacientes
de DM (30,7%) y 62 pacientes de hipercolesterolemia (61,4%).

Se encontré un mayor nimero de pacientes con HTA en el grupo de DV subcortical frente al
grupo control, siendo estas diferencias estadisticamente significativas (p=0,002). También fue
estadisticamente significativa la diferencia observada entre estos dos grupos con respecto al
grupo control en la hipercolesterolemia (p=0,0001). En cambio, la DM prevalecié en el grupo
con DV cortical frente a los controles, obteniéndose diferencias significativas entre ambos

grupos (p=0,008). Las diferencias no alcanzaron significacion estadistica en la comparativa
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entre DV cortical y controles en cuanto a HTA e hipercolesterolemia, ni en la comparativa entre

DV subcortical y controles al analizar la presencia de DM (P=0,142). Los resultados se pueden

observar resumidos en la tabla 20 y figura 25.

DV CORTICAL | DV SUBCORTICAL
N (%) N (%)
HTA sl 77 (77,8%) 87 (86,1%)
NO 22 (22,2%) 14 (13,9%)
DM S| 37 (37,4%) 31 (30,7%)
NO 62 (62,6%) 70 (69,3%)
HIPERCOLESTEROLEMIA | SI 50 (50,5%) 62 (61,4%)
NO 47 (47,5%) 36 (38,6%)

100
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Figura 25: Porcentaje de los diferentes factores de riesgo vascular segun subtipo de DV

Cuando se compararon los diferentes factores de riesgo segun la progresion de la Enfermedad
de Alzheimer, se observd que dentro del grupo de rapida progresién 15 pacientes (42,9%)
presentaban antecedente de HTA, 5 pacientes (14,3%) de DM y 13 pacientes (37,1%) de

hipercolesterolemia.

En el grupo de progresion normal, 81 pacientes (49,1%) presentaban antecedente de HTA, 22

pacientes (13,3%) de DM y 60 pacientes (36,4%) de hipercolesterolemia.
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Los factores de riesgo vascular fueron menos numerosos en ambos grupos de progresién de
Enfermedad de Alzheimer frente a los controles. A pesar de ello, sélo la HTA en aquellos con
rapida progresion (p=0,002) y la HTA y la DM en individuos con EA de progresidn normal
(p=0,0001 y p=0,019, respectivamente) mostraron diferencias estadisticamente significativas

con respecto al grupo control.

2.5 HABITOS TOXICOS:

En referencia a los habitos téxicos, se estudiaron el habito tabaquico y el enolismo. Los
resultados obtenidos mostraron un mayor consumo de tabaco entre los pacientes con
Demencia Vascular (33%) con respecto al grupo control (21,4%) y al de Enfermedad de
Alzheimer (16,5%). Esta asociacidn es estadisticamente significativa (p=0,009). (Tabla 21)

(Figura 26)

Respecto al abuso de alcohol, los resultados obtenidos mostraron un consumo de alcohol de
casi el doble entre los pacientes con Demencia Vascular (16,4%), respecto a los pacientes con
Enfermedad de Alzheimer (7%) y de casi el triple respecto al grupo control (4,5%) siendo estas

diferencias estadisticamente significativas (p=0,0001). (Tabla 21) (Figura 28)

Tabla 21: Distribucion de los habitos toxicos en los grupos de estudio

ENFERMEDAD | DEMENCIA CONTROLES
DE ALZHEIMER | VASCULAR N (%) | N (%)
N (%)
TABAQUISMO | Sl 33 (16,5%) 66 (33%) 43 (21,4%)
NO 167 (83,5%) 134 (67%) 158 (78,6%)
CONSUMO DE | SI 14 (7%) 33 (16,5%) 8 (4,5%)
ALCOHOL NO 186 (93%) 167 (83,5 %) 192 (95,5%)
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Figura 26: Porcentaje de habitos toxicos en los grupos de estudio

Respecto a los habitos téxicos por subtipos de Demencia Vascular, en la comparativa entre el
grupo de DV cortical en cuanto al consumo de tabaco (34,3%) y alcohol (18,2%) frente al grupo
control se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p=0,016 y p=0,0001,
respectivamente). Este hecho también se observd en la comparativa entre el grupo de DV
subcortical y el grupo control con respecto al consumo de alcohol (14,9%, p=0,002), no

llegandose a alcanzar la significacion en el caso del tabaquismo.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas al analizar tabaquismo y consumo
de alcohol en el grupo de progresidn rapida y progresion normal de Enfermedad de Alzheimer

con respecto al grupo control.

3. CARACTERISCAS CLINICAS DE LOS PACIENTES CON DEMENCIA

3.1 EVALUACION DE LA DEMENCIA

Para la evaluacién de la demencia del paciente se recogieron multiples variables de las cuales

resumimos en los siguientes parrafos.

Respecto al tiempo de evolucién medio, en el caso de la Demencia Vascular fue de 3,94 afios

(DE = 2,496 afos), con un intervalo que se sitla entre 1y 13.

En el caso del tiempo de evolucion de la Enfermedad de Alzheimer, el tiempo medio fue de
4,30 afios (DE= 2,180 afios), con un intervalo que se situa entre 1y 10 afios. (Tabla 22) (Figura

27).
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Las diferencias observadas entre los tiempos de evolucién de ambas demencias no fueron

estadisticamente significativas (p=0,126).

Tabla 22: Tiempo de evolucién de la demencia segln grupo Demencia Vascular o Enfermedad de

Alzheimer
N MEDIA | DESVIACION | ERROR IC 95% Max. Min.
ESTANDAR | TiPICO
(DE)
Lim. | Lim.
Inf. | Sup.
Demencia 200 3,94 2,496 0,177 3,59 | 4,28 1 13
Vascular
Enfermedad | 200 4,30 2,184 0,154 3,99 | 4,60 1 10
de
Alzheimer
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Figura 27: Comparacién del tiempo de evolucién de la demencia entre Demencia Vascular y

Enfermedad de Alzheimer.

Por otro lado, el tiempo medio de evolucién en el grupo de Demencia Vascular, fue en el grupo

de DV cortical de 3,96 afios (DE= 2,457 afios), con un intervalo que se sitla entre 1 y 10 afos.

En el grupo de DV subcortical el tiempo medio fue de 3,91 afos (DE= 2,546), con un intervalo

que se situa entre 1y 13 afios. (Tabla 23) (Figura 28).
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Las diferencias observadas entre los subgrupos de DV no fueron estadisticamente significativas

(p=0,891).

Tabla 23: Tiempo de evolucién de la demencia segln subgrupo de DV

N MEDIA | DESVIACION | ERROR IC 95% Max. Min.
ESTANDAR | TiPICO
(DE)
Lim. Lim.
Inf. Sup.
DV cortical | 99 3,96 2,457 0,247 3,47 4,45 1 10
DV 101 3,91 2,546 0,253 |[3,41 |4,41 1 13
subcortical
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Figura 28: Comparacion del tiempo de evolucion entre los diferentes subgrupos de DV
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Subtipo de demencia vascular

Para evaluar la severidad de la demencia empleamos la escala Clinical Dementia Rating (CDR)

de Hughes.

Dentro del grupo de Demencia Vascular, un 39% de los pacientes presentaron un grado de

demencia leve, un 40,5% un grado moderado y un 20,5% un grado grave.

En la Enfermedad de Alzheimer un 35% de los pacientes presentaron un grado de demencia

leve, un 36,5% moderado y un 28,5% grave.
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No se observaron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la severidad de la

demencia entre ambos grupos (p=0,177). Los resultados obtenidos pueden observarse en la

tabla 24 y en la figura 29.

ENFERMEDAD  DE | DEMENCIA
ALZHEIMER N(%) VASCULAR N(%)
ESTADIO CDR LEVE 70 (35%) 78 (39%)
MODERADO 73 (36,5%) 81 (40,5%)
GRAVE 57 (28,5%) 41 (20,4%)
100
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Figura 29: Estadio evolutivo de demencia segun el tipo de demencia

El estudio de la variable CDR por subtipos de Demencia Vascular determiné que dentro del
subgrupo DV cortical un 29,3% presentaban un grado leve, un 44,4% un grado moderado y un
26,3% un grado grave.

En el subgrupo de DV subcortical un 48,5% presentaban un grado de demencia leve, un 36,6%

un grado moderado y un 14,9% un grado grave. (Tabla 25) (Figura 30).

Las diferencias observadas entre los subgrupos de demencia vascular fueron estadisticamente

significativas (p=0,013).

99
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DV CORTICAL DV  SUBCORTICAL
N(%) N(%)
ESTADIO CDR LEVE 29 (29,3%) 49 (48,5%)
MODERADO 44 (44,4%) 37 (36,6%)
GRAVE 26 (26,3%) 15 (14,9%)
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Figura 30: Estadio evolutivo segun subgrupo de DV

El andlisis descriptivo segun del rendimiento cognitivo se realizd a través del Mini Mental State
Examination (MMSE). La puntuacién media en el grupo de Demencia Vascular fue de 16,40
puntos (DE= 6,203). Por otro lado, la puntuacion media en el grupo de Enfermedad de

Alzheimer fue de 14,99 puntos (DE= 6,434). (Tabla 26) (Figura 31).

Las diferencias observadas en el rendimiento cognitivo en ambos grupos fue estadisticamente

significativa (p=0,026).

N MEDIA | DESVIACION | ERROR | IC 95% Max. | Min.
ESTANDAR | TiPICO
Lim Lim Sup.
inf.
Demencia 200 16,40 16,203 0,439 15,54 17,26 2 27
Vascular
Enfermedad | 200 14,99 16,434 0,455 | 14,09 | 15,88 0 25
de
Alzheimer

100
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Figura 31: Comparacion en la puntuacién MMSE segun el tipo de demencia
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Si analizamos el rendimiento cognitivo en el grupo de Demencia Vascular observamos que el

subgrupo de DV

cortical presentéd una puntuacién media de 15,23 puntos (DE= 6,151),

mientras que el subgrupo DV subcortical presenté un puntuacién de 17,54 puntos (DE=6,067).

(Tabla 27) (Figura 32)

Las diferencias observadas entre ambos subgrupos de DV fueron estadisticamente

significativas (p=008).

Tabla 27: Puntuacién MMSE segun subtipo de Demencia Vascular

N MEDIA DESVIACION | ERROR 1C95% Max. Min.
TiPICA TipICcO
Lim. Lim.
Inf. Sup.
DV cortical 99 15,23 6,151 0,618 14,01 16,46 2 25
DV 101 | 17,54 6,067 0,604 16,35 18,74 3 27
subcortical

101
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Figura 32: Comparacion en la puntuacién MMSE segun el subtipo de DV

3.2 POLIMORFISMO APOE

Se realizo el andlisis estadistico en funcion de la positividad o negatividad para el alelo APOE
€4. Se consideraron positivos tanto los homocigotos como los heterocigotos para la APOE €4.
En el grupo de Enfermedad de Alzheimer el 39% de los pacientes eran portadores del alelo
APOE €4, en el grupo de Demencia Vascular un 32%, y en el grupo control el 11,4%. Las
diferencias observadas entre los pacientes con Enfermedad de Alzheimer y Demencia Vascular

frente a los controles fueron estadisticamente significativas (p= 0,0001). (tabla 28) (Figura 33)

Tabla 28: Clasificacion segin APOE de la muestra

ENFERMEDAD | DEMENCIA CONTROL
DE ALZHEIMER | VASCULAR N(%)
N(%) N(%)
APOE ¢4 POSITIVO 78 (39%) 64 (32%) 23 (11,4%)
NEGATIVO 122 (61%) 136 (68%) 178 (88,6%)
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Figura 33: Porcentaje de APOE4 en la muestra

También se analizé la presencia del alelo APOE €4 segun el subtipo de Demencia Vascular,
comprobdndose una distribucidon similar entre ambos subgrupos ya que se observd que la
APOE4 fue positiva en el 31,3% de los pacientes con DV cortical, respecto al 32,7% de los
pacientes con DV tipo subcortical. Dentro del subgrupo de DV cortical, se determind que las
diferencias en cuanto a portadores del alelo APOE €4 entre este subgrupo y el de control eran
estadisticamente significativas (p=0,0001). Esto también sucedia en la comparativa entre el

grupo de DV subcortical y los controles (p= 0,0001) (Tabla 29) (Figura 34)

DV CORTICAL DV
N(%) SUBCORTICAL
N(%)
APOE 4 POSITIVO 31(31,3%) 33 (32,7%)
NEGATIVO 68 (68,7%) 68 (67,3%)
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Figura 34: Distribucidon de APOE4 segun el subtipo de DV.

Respecto a la presencia del alelo APOE €4 en el grupo de Enfermedad de Alzheimer, también se
observd una distribucion homogénea con independencia de la velocidad de progresion de la
enfermedad. Asi, un 37,1% de los pacientes con rapida progresidn eran portadores del alelo
APOE ¢4, frente al 39,4% de los pacientes del grupo de progresién normal, encontrdndose
diferencias estadisticamente significativas al comparar ambos grupos con el grupo control

(p=0,0001). (Tabla 30) (Figura 35)

EA RAPIDA | ES PROGRESION
PROGRESION NORMAL N(%)
N(%)
APOE £4 POSITIVO 13 (37,1%) 65 (39,4%)
NEGATIVO 22 (62,9%) 100 (60,6%)
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Figura 35: Distribucién de APOE4 segun ritmo de progresion de EA

4. ANALISIS DE LAS VARIABLES GENETICAS

Tras observar la existencia de diferencias entre los diferentes grupos de estudio, se determind
la representatividad de la muestra respecto de la poblacién general a través del equilibrio de
Hardy-Weinberg. Una vez confirmada la representatividad se analizé la posible relacion entre
polimorfismos relacionados con la reparacion de DNA, autofagia y el polimorfismo Met129Val
del gen PrPN y la Enfermedad de Alzheimer y la Demencia Vascular. Para ello se llevé a cabo un
estudio comparativo entre un grupo control y un grupo de sujetos con Enfermedad de
Alzheimer y otro con Demencia Vascular perteneciente a las dreas sanitarias de Avila y

Salamanca. A continuacidn, se exponen los resultados obtenidos para cada polimorfismo.

4.1 GENES REPARADORES DE DNA

Se estudiaron tres polimorfismos relacionados con la reparacion de DNA: Arg399GIn de XRCCl,
Lys751GIn de ERCC2 y Thr241Met de XRCC3. Las funciones de cada uno de estos
polimorfismos se detallan en el capitulo 1. Los resultados observados para cada polimorfismo

se presentan a continuacion de forma individualizada.

4.1.1: ESTUDIO COMPARATIVO DEL POLIMORFISMO Arg399GIn DEL GEN XRCC1 ENTRE
ENFERMEDAD DE ALZHEIMER Y CONTROLES

Respecto al gen XRCC1, se estudié el polimorfismo Arg399GIn, localizado en el exdn 10, en el

dominio BRCT-1. Consiste en el cambio de Guanina (G) por Adenosina (A) en la secuencia del

105



CAPITULO 4: RESULTADOS

DNA, lo que una vez transcrito supone la substitucidn de Arginina (Arg) por Glutamina (GIn) en

la regién BRCT-1.

En la tabla 31 se resume la distribucion genotipica del polimorfismo Arg399GIn del gen XRCC1
en los 200 casos con Enfermedad de Alzheimer y los 201 controles. No se encontraron
diferencias entre la frecuencia de los diferentes genotipos de Arg399GIn del gen XRCC1 entre
pacientes con Enfermedad de Alzheimer y controles. Antes de realizar el analisis de asociacion
y con el fin de observar si el grupo de controles puede considerarse representativo de la
poblacién general sin demencia, se ha comprobado que se cumple el principio de equilibrio de

Hardy-Weinberg en la muestra de controles (p=0,345).

Tabla 31: Distribucion de las frecuencias genotipicas en la Enfermedad de Alzheimer y controles
relacionados con el polimorfismo Arg399GIn del gen XRCC1

Modelo Genotipo Controles N|Casos N OR IC del 95% P
(%) (%)

Codominante Arg/Arg 83 (41,3%) [87(43,5%) 1

Arg/Gln 97(48,3%) (84 (42%) 0,69 |(0,44-1,10) 0,122

GIn/Gln 21(10,4%) [29 (14,5%) 1,34 |0,68-2,64) (0,402
Dominante Arg/Arg 83 (41,3%) |87(43,5%) 1

Arg/GIn+GIn/GIn (118 (58,7%) [113 (56,5%) 0,81 |(0,53-1,25) 0,341
Recesivo GIn/GIn 21(10,4%) |29 (14,5%) 1

Arg/Arg+Arg/Gln (180 (89,6%) [171(85,5%) 0,63  |(0,33-1,20) 0,153

Se ha estudiado la influencia de la variable edad asi como del alelo €4 del polimorfismo APOE

en la distribucidn genotipica del polimorfismo Arg399GIn del gen XRCCI.

El andlisis de los genotipos en funcion de la edad no mostré diferencias significativas entre
controles y pacientes con Alzheimer mayores de 80 afios, ni en el grupo con edad igual o
inferior a 80 afios en el polimorfismo Arg399GIn del gen XRCC1 estudiado (p>0,05) [ver Anexo
VIl, Tabla 1]

En la tabla 32 se analizan los modelos de herencia (dominante, codominante y recesivo) segun
si los pacientes eran portadores o no del alelo €4 del polimorfismo APOE. Con independencia
del estado de portador o no del alelo APOE €4, se mantuvo la ausencia de diferencias
estadisticamente significativas entre la frecuencia de los diferentes genotipos de Arg399GIn del
gen XRCC1 en la comparativa entre pacientes con Enfermedad de Alzheimer y controles para

los tres modelos (p> 0,05)

106




CAPITULO 4: RESULTADOS

Tabla 32: Distribucion del gen XRCC1 entre portadores y no portadores de APOE €4
Modelo Controles (N) Casos (N) OR IC (95%) P
APOE €4 (+) N=23 N=78

Arg/Arg 6 (26,1%) 33(42,3%) |1

Arg/Gln 15 (65,2%) 34 (46,6%) |0,55 (0,18-1,71) 0,302
GIn/GIn 2 (8,7%) 11(14,1%) 1,42 (0,23-8,60) |0,702
Dominante 0,66 (0,22-1,98) 10,458
Recesivo 0,47 (0,09-2,41) 10,368
APOE ¢4 (-) N= 178 N= 122

Arg/Arg 77 (43,3%) 54 (44,3%) |1

Arg/Gln 82 (46,1%) 50 (41%) 0,75 (0,45-1,25) 0,274
GIn/GIn 19 (10,7%) 18 (14,8%) 1,33 (0,63-2,80) 0,454
Dominante 0,86 (0,53-1,39) (0,545
Recesivo 0,66 (0,33-1,33) |0,246

4.1.2: ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE EL POLIMORFISMO Lys751GIn DEL GEN ERCC2 ENTRE
ENFERMEDAD DE ALZHEIMER Y CONTROLES

Del gen reparador de DNA ERCC2 se estudid el polimorfismo Lys751GIn que consiste en un
cambio de Adenosina (A) por Citosina (C) en la secuencia del DNA, lo que una vez transcrito
produce un cambio de Lisina (Lys) por Glutamina (GIn) en el codén 751 que introduce un

cambio conformacional en el extremo carboxiterminal de la proteina.

En la tabla 33 se resume la distribucién genotipica del polimorfismo Lys751GlIn en los 200 casos
con Enfermedad de Alzheimer y los 201 controles. No se encontraron diferencias entre la
frecuencia de los diferentes genotipos de Lys751GIn entre pacientes con Enfermedad de
Alzheimer y controles. Antes de realizar el andlisis de asociacion y con el fin de observar si el
grupo de controles puede considerarse representativo de la poblacién general sin demencia,
se ha comprobado que se cumple el principio de equilibrio de Hardy-Weinberg en la muestra

de controles (p=0,096).
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Tabla 33: Distribucion de las frecuencias genotipicas en la Enfermedad de Alzheimer y controles
relacionados con el polimorfismo Lys751GIn del gen ERCC2

Modelo Genotipo Controles N Casos N OR IC del 95% p
(%) (%)
Codominante Lys/Lys 92 (45,8%) |90 (45%) 1
Lys/GIn 80(39,8%) |88 (44%) 1,10 (0,70-1,73) 0,673
GIn/GIn 29 (14,4%) 22 (11%) 0,72 (0,36-1,42) 0,343
Dominante Lys/Lys 92 (45,8%) (90 (45%) 1
Lys/GIn+GIn/GIn (109 (54,2%) [110 (55%) 1 (0,65-1,53) 0,999
Recesivo GIn/GIn 29 (14,4%) 22 (11%) 1
Lys/Lys+Lys/GIn 172 (85,6%) [178(89%) 1,46 (0,76-2,78) 0,253

Se ha estudiado la influencia de la variable edad asi como de APOE €4 en la distribucion

genotipica del polimorfismo Lys751GIn del gen ERCC2.

El andlisis de los genotipos en funcién de la edad no muestra diferencias significativas entre
controles y pacientes con Enfermedad de Alzheimer con edad menor o igual a 80 aios, ni en el
grupo con edad mayor a 80 afios en el polimorfismo del gen ERCC2 estudiado, ya que aunque
se observa una tendencia de mayor riesgo de Enfermedad de Alzheimer en aquellos
portadores del genotipo Lys/Lys+Lys/GIn en el modelo recesivo en el grupo de mayor edad,

ésta no alcanza grado de significacion estadistica (p>0,05). [Ver Anexo VII, Tabla 2].

En la tabla 34 se analizan los modelos de herencia segln si los pacientes eran portadores o no
del alelo APOE €4. En ambos grupos, portadores y no portadores del alelo APOE €4, tampoco
se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la frecuencia de los diferentes
genotipos de Lys751GIn entre pacientes con Enfermedad de Alzheimer y controles para

ninguno de los tres modelos (p>0,05).
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Tabla 34: Distribucion del gen ERCC2 entre portadores y no portadores de APOE €4
Modelo Controles (N) Casos (N) OR IC (95%) P
APOE €4 (+) N=23 N=78

Lys/Lys 12 (52,2%) 34 (43,6%) (1

Lys/GlIn 6 (26,1%) 35(44,9%) |1,82 (0,59-5,65) (0,298
GIn/GlIn 5 (21,7%) 9 (11,5%) 0,81 (0,21-3,06) 10,754
Dominante 1,43 (0,54-3,78) 10,472
Recesivo 1,57 (0,44-5,58) 10,488
APOE €4 (-) N=178 N=122

Lys/Lys 80 (44,9%) 56 (45,9%) |1

Lys/GlIn 74 (41,6%) 53 (43,4%) 0,98 (0,59-1,62) 0,946
GIn/GlIn 24 (13,5%) 13(10,7%) 0,71 (0,32-1,54) 0,382
Dominante 0,91 (0,57-1,47) (0,712
Recesivo 1,40 (0,67-2,93) (0,368

4.1.3: ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE EL POLIMORFISMO Thr241Met DEL GEN XRCC3
ENTRE ENFERMEDAD DE ALZHEIMER Y CONTROLES

Respecto al gen XRCC3 se estudié el polimorfimos Thr241Met, que produce una sustitucion de
Citosina (C) por Timina (T) en la posicidn 18067 (exdn 7) de XRCC3, que se traduce en el cambio
de Threonina (Thr) por Metionina (Met) en el codén 241. Este cambio elimina un sitio de
fosforilacién de la proteina, impidiendo la interaccion de XRCC3 con otros elementos de la via

DSBR y alterando la capacidad de reparacién celular.

En la tabla 35 se resume la distribucion genotipica del polimorfismo Thr241Met en los 200
casos con Enfermedad de Alzheimer y los 201 controles. No se encontraron diferencias entre la
frecuencia de los diferentes genotipos de Thr241Met entre pacientes con Enfermedad de
Alzheimer y controles. Antes de realizar el andlisis de asociacion y con el fin de observar si el
grupo de controles puede considerarse representativo de la poblacién general sin demencia,
se ha comprobado que se cumple el principio de equilibrio de Hardy-Weinberg en la muestra

de controles (p=0,995).
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Tabla 35: Distribucion de las frecuencias genotipicas en la Enfermedad de Alzheimer y controles
relacionados con el polimorfismo Thr241Met del gen XRCC3

Modelo Genotipo Controles N Casos OR IC del 95% P
(%) N (%)

Codominante Thr/Thr 125 (62,2%) [117(58,5%) 1
Met/Thr 67(33,3%) |68 (34%) (1,17 (0,75-1,85) 0,486
Met/Met 9 (4,5%) 15(7,5%) (1,54 (0,60-3,93) 0,364

Dominante Thr/Thr 125 (62,2%) [117(58,5%) 1
Thr/Met+Met/Met |76 (37,8%) |83 (41,5%) |1,22 (0,79-1,88) 0,362

Recesivo Met/Met 9 (4,5%) 15(7,5%) (1
Met/Thr+Thr/Thr {192 (95,5%) [185(92,5%) |0,69 (0,27-1,73) 0,425

Se ha estudiado la influencia de la variable edad asi como del alelo €4 del polimorfismo APOE

en la distribucidn genotipica del polimorfismo Thr241Met del gen XRCC3.

El andlisis de los genotipos en funcién de la edad no muestra diferencias significativas entre
controles y pacientes con Enfermedad de Alzheimer para el polimorfismo Thr241Met del gen
XRCC3, pues aungue en el grupo de individuos con edad menor o igual a 80 afios se objetiva
una tendencia a mayor riesgo de EA en los portadores del genotipo Thr/Met+Met/Met en el
modelo dominante, ésta no alcanza grado de significacion estadistica (p>0,05). [Ver Anexo VII,

Tabla 3].

En la tabla 36 se analizan los modelos de herencia segln si los pacientes eran portadores o no
del alelo APOE &4. El andlisis de los genotipos de Thr241Met en funcidn del estado de portador

o no del alelo APOE €4 no mostrd diferencias significativas entre controles y pacientes con

Enfermedad de Alzheimer para ninguno de los tres modelos (p>0,05).

Tabla 36: Distribucion del gen XRCC3 entre portadores y no portadores de APOE4
Modelo Controles (N) Casos (N) OR IC (95%) p
APOE 4 (+) N= 23 N=78

Thr/Thr 15 (65,2%) 46 (59%) 1

Met/Thr 7 (30,4%) 24 (30,8%) 1,99 (0,34-2,88) 10,980
Met/Met 1(4,3%) 3 (10,3%) 2,09 (0,22-19,90) 0,520
Dominante 1,13 (0,41-3,11) (0,817
Recesivo 0,47 (0,05-4,38) (0,511
APOE 4 (-) N= 178 N=122

Thr/Thr 110 (61,8%) 71 (58,2%) 1

Met/Thr 60 (33,7%) 44 (36,1%) 1,19 (0,72-1,97) (0,492
Met/Met 8 (4,5%) 7 (5,7%) 1,38 (0,47-4,09) 0,556
Dominante 1,22 (0,75-1,97) (0,427
Recesivo 0,77 (0,26-2,24) (0,632
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4.1.4 ANALISIS DE LA RELACION ENTRE GENES REPARADORES DEL DNA Y PROGRESION EN

ENFERMEDAD DE ALZHEIMER.

Por ultimo, se determind la influencia de los genes estudiados en la progresidn rapida o normal

de la Enfermedad de Alzheimer mediante dos métodos:

1)

2)

3)

Se analizé la distribucién genotipica de los polimorfismos de genes reparadores
estudiados segun la progresién rapida o normal de la Enfermedad de Alzheimer asi
como la influencia del alelo €4 del polimorfismo APOE en dicha distribucién.

Se evalué el papel de cada polimorfismo en la tasa de variacién del MMSE
(disminucion en la puntuaciéon del MMSE/tiempo de seguimiento expresado en afios)
mediante el uso de un modelo lineal general, donde los efectos del genotipo sobre los
fenotipos de progresion de la enfermedad se calcularon mediante un analisis de
regresion logistica, tras ajustar por factores cldsicos que habitualmente afectan a la
progresion de la enfermedad como la edad al diagnéstico, el sexo, el nivel educativo, la
presencia de depresion y/o sintomas psicéticos, el tratamiento con cualquier inhibidor
de la acetilcolinesterasa, memantina, o ambos y el tiempo de seguimiento (2).

Se definié como progresion rapida la disminucién en puntuacion MMSE > 4,5 puntos

al afo.

En el caso de Arg399GIn del gen XRCC1 un 17,2% de los pacientes con Enfermedad de

Alzheimer portadores del genotipo Arg/Arg presentaron una progresion rapida de la

enfermedad frente al 17,7% de formas rapidas entre aquellos con genotipos Arg/GIn-GIn/Gln,

siento esta relacion no estadisticamente significativa (p =0,933). No se encontraron diferencias

estadisticamente significativas entre la frecuencia de los diferentes genotipos de Arg399GIn

segln el fenotipo de progresion rapida o normal de la Enfermedad de Alzheimer al analizar por

separado a portadores y no portadores del alelo €4 del polimorfismo APOE (Tabla 37).

Tabla 37. Distribucion del gen XRCC1 segun la progresion de Enfermedad de Alzheimer

EA RAPIDA EA PROGRESION P
PROGRESION, NORMAL, N (%)
N (%)

TOTAL Arg/Arg 15 (17,2%) 72 (82,7%) 0,933
Arg/GIn-GIn/GlIn 20 (17,7%) 93 (82,3%)

APOE £4 (+) Arg/Arg 6 (18,2%) 27 (81,8%) 0,758
Arg/GIn-GIn/GlIn 7 (15,6%) 38 (84,4%)

APOE €4 (-) Arg/Arg 9 (16,7%) 45 (83,3%) 0,727
Arg/GIn-GIn/GlIn 13 (19,25) 55 (80,8%)
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Tampoco se encontré influencia significativa del gen XRCC1 o de APOE sobre la velocidad de
progresion de la Enfermedad de Alzheimer en el andlisis de regresién logistica ajustado por
factores clasicos que habitualmente afectan a la progresién de esta enfermedad. El analisis de
estas variables determind que la presencia de sintomas psicéticos, el tratamiento con
Anticolinesterasicos (IAChE) o memantina asi como el tiempo de seguimiento son factores que
se relacionaron con una progresion mas rapida de la enfermedad con p=0,009, p=0,0001 vy

p=0,0001 respectivamente (Tabla 38).

Tabla 38: Analisis de regresion logistica de diferentes variables independientes

VARIABLE OR 1C 95% P

Edad al diagnéstico 1,01 0,95-1,08 0,730
Género 0,51 0,21-1,24 0,137
Educacion 0,86 0,51-1,46 0,585
Depresion 0,88 0,36-2,15 0,780
Psicosis 3,34 1,36-8,20 0,008
IAChE/memantina 3,18 1,88-5,39 0,0001
Tiempo de | 0,54 0,39-0,74 0,0001
seguimiento

Portador de APOE €4 | 0,89 0,37-2,16 0,798
Genotipo Arg/Arg | 1,19 0,49-2,90 0,694
del gen XRCC1

En el caso del polimorfismo Lys751GIn del gen ERCC2, un 18,9% de los pacientes con
Enfermedad de Alzheimer portadores del genotipo Lys/Lys presentaron una progresion rapida
de la enfermedad frente al 15,6% de formas rapidas entre aquellos con genotipos Lys/GIn-
GIn/GIn, siento esta relacidon no estadisticamente significativa (p =0,640). No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en los subgrupos de portadores y no portadores de

APOE £4 (Tabla 39).

Tabla 39. Distribucion del gen ERCC2 segun la progresion de Enfermedad de Alzheimer

EA RAPIDA EA PROGRESION P
PROGRESION, NORMAL, N (%)
N (%)

TOTAL Lys/Lys 17 (18,9%) 73 (81,1%) 0,640
Lys/GIn-GIn/GlIn 18 (15,6%) 74 (80,4%)

APOE ¢4 (+) Lys/Lys 7 (20,6%) 27 (79,4%) 0,414
Lys/GIn-GIn/GIn 6 (13,6%) 38 (86,4%)

APOE €4 (-) Lys/Lys 10 (17,9%) 46 (82,1%) 0,963
Lys/GIn-GIn/GlIn 12 (18,2%) 54 (81,8%)
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Tampoco se demostré la influencia del gen ERCC2 o APOE en la progresién rapida o normal de
la Enfermedad de Alzheimer en el analisis de regresién logistica, que confirmé —de modo
similar al caso de XRCCI- que la presencia de psicosis, la toma de IAChE o memantina y un
menor tiempo de evolucién constituian variables relacionadas con la velocidad de progresion

de la Enfermedad de Alzheimer (p<0,05) (Tabla 40).

Tabla 40: Analisis de regresion logistica de diferentes variables independientes

VARIABLE OR 1IC95% P

Edad al diagndstico 1,01 0,95-1,08 0,710
Género 0,53 0,22-1,26 0,150
Educacién 0,86 0,51-1,45 0,570
Depresion 0,92 0,38-2,20 0,846
Psicosis 3,31 1,35-8,13 0,009
IAChE/memantina 3,16 1,87-5,35 0,0001
Tiempo de | 0,54 0,39-0,74 0,0001
seguimiento

Portador de APOE €4 | 0,90 0,37-2,17 0,811
Genotipo Lys/Lys | 1,06 0,46-2,48 0,885
del gen ERCC2

En el polimorfismo Thr241Met del gen XRCC3, se observé una tendencia a una progresion mas
réapida en los individuos con Enfermedad de Alzheimer portadores del genotipo Thr/Thr, al
presentar un 21,4% de estos pacientes con una progresion rapida de la enfermedad frente al
12% de formas rapidas entre aquellos con genotipos Thr/Met-Met/Met, no alcanzandose el

grado de significacién estadistica (p =0,087).

Entre los no portadores del alelo APOE €4, un 22,5% de los pacientes con Enfermedad de
Alzheimer portadores del genotipo Thr/Thr presentaron una progresién rapida de la
enfermedad frente al 11,8% de formas rapidas entre aquellos con genotipos Thr/Met-

Met/Met, siendo esta relacidn no estadisticamente significativa (p =0,127).

Entre los portadores del alelo APOE €4, un 19,6% de los pacientes con Enfermedad de
Alzheimer portadores del genotipo Thr/Thr presentaron una progresidon rapida de la
enfermedad frente al 12,5% de formas rapidas entre aquellos con genotipos Thr/Met-

Met/Met, siendo esta relacidén no estadisticamente significativa (p=0,410) (Tabla 41).
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Tabla 41. Distribucion del gen XRCC3 segln la progresion de Enfermedad de Alzheimer

EA RAPIDA EA PROGRESION P
PROGRESION, | NORMAL, N (%)
N (%)

TOTAL Thr/Thr 25 (21,4%) 92 (78,6%) 0,087
Thr/Met-Met/Met 10 (12,0%) 73 (88,0%)

APOE €4 (+) Thr/Thr 9 (19,6%) 37 (80,4%) 0,127
Thr/Met-Met/Met 4 (12,5%) 28 (87,5%)

APOE €4 (-) Thr/Thr 16 (22,5%) 55 (77,5%) 0,410
Thr/Met-Met/Met 6(11,8%) 45 (88,2%)

En el andlisis de regresion logistica, también se observé una tendencia a una progresion mas

rapida en los individuos con EA portadores del genotipo Thr/Thr del gen XRCC3, no

alcanzandose el grado de significacion estadistica (p>0,05) (Tabla 42).

Tabla 42: Analisis de regresion logistica de diferentes variables independientes

VARIABLE OR IC 95% P

Edad al diagnostico 1,01 0,95-1,08 0,711
Género 0,59 0,24-1,41 0,234
Educacion 0,88 0,51-1,49 0,627
Depresion 0,84 0,35-2,05 0,707
Psicosis 3,33 1,35-8,22 0,009
IAChE/memantina 3,14 1,84-5,36 0,0001
Tiempo de | 0,53 0,38-0,73 0,0001
seguimiento

Portador de APOE €4 | 0,94 0,38-2,29 0,892
Genotipo Thr/Thr de | 1,93 0,77-4,84 0,159
XRCC3

4.1.5: ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE EL POLIMORFISMO Arg399GIn DEL GEN XRCC1 ENTRE

DEMENCIA VASCULAR Y CONTROLES

En la tabla 43 se resume la distribucién genotipica del polimorfismo Arg399GIn del gen XRCC1

en los 200 casos con Demencia Vascular y los 201 controles. En el modelo codominante se

muestra una tendencia de los individuos portadores del genotipo GIn/GIn de dicho

polimorfismo a presentar un mayor riesgo de Demencia Vascular, no alcanzandose la

significacidon estadistica (p=0,083). De modo similar, en el modelo dominante, aunque los

individuos con el alelo GIn (Arg/GIn+GIn/GIn) frente a aquellos con el genotipo Arg/Arg

presentan un mayor riesgo de tener Demencia Vascular, las diferencias encontradas no
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alcanzan la significacion estadistica (p=0,074). Antes de realizar el analisis de asociacion y con
el fin de observar si el grupo de controles puede considerarse representativo de la poblaciéon
general sin demencia, se ha comprobado que se cumple el principio de equilibrio de Hardy-

Weinberg en la muestra de controles (p=0,345).

Tabla 43: Distribucién de las frecuencias genotipicas en la Demencia Vascular y controles
relacionados con el polimorfismo Arg399GIn del gen XRCC1

Modelo Genotipo Controles N|Casos OR IC del 95% P
(%) N (%)

Codominante Arg/Arg 83 (41,3%) |64 (32,0%) 1

Arg/Gln 97(48,3%) [107 (53,5%) [1,39  [(0,90-2,14)  [0,140

GIn/GIn 21(10,4%) |29 (14,5%) 1,79 (0,93-3,47) 0,083
Dominante Arg/Arg 83 (41,3%) |64 (32,0%) 1

Arg/GIn+GIn/GIn [118 (58,7%) [136 (68,0%) [1,46  [(0,96-2,22)  [0,074
Recesivo GIn/GlIn 21(10,4%) 29 (14,5%) 1

Arg/Arg+Arg/GIn [180 (89,6%) [171(85,5%) [0,68  [(0,37-1,24)  [0,207

Se ha estudiado la influencia de la variable edad asi como de la APOE €4 en la distribucion

genotipica del polimorfismo Arg399GIn del gen XRCC1.

En la tabla 4 del Anexo V Il se muestran los modelos de herencia para los dos grupos de edad
gue hemos seleccionado. Para los individuos mayores de 80 afios se aprecia que tanto en el
modelo dominante como en el codominante los individuos portadores del alelo GIn tienen un
riesgo aumentado de tener Demencia Vascular que es de 2,63 veces mas en heterocigotos
Arg/Gln y 2,88 veces mas en homocigotos GIn/GIn en el codominante y 2,68 veces mas para
Arg/GIn + GIn/GIn en el dominante alcanzandose en ambas situaciones la significacion
estadistica (codominante p=0,004 y 0,037 y dominante p=0,002). En cambio, entre los
individuos de edad igual o inferior a 80 afios no se observan diferencias estadisticamente

significativas (p>0,05).

En la tabla 44 se analizan los modelos de herencia segln si los pacientes eran portadores o no
del alelo APOE &4. En el grupo de los no portadores de APOE &4, tanto en el modelo dominante
como en el codominante, los individuos portadores del genotipo GIn/GIn o alelo GIn tienen un
riesgo mayor de padecer demencia vascular, no alcanzandose significacion estadistica para
ninguno de los modelos (p>0,05). Sin embargo, esta tendencia no se observa en el grupo de

portadores de APOE €4, en el que tampoco se encuentran diferencias estadisticas (p>0,05).
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Tabla 44: Distribucion del gen XRCC1 entre portadores y no portadores de APOE €4
Modelo Controles (N) Casos (N) OR IC (95%) p
APOE &4 (+) N=23 N =64

Arg/Arg 6 (26,1%) 19(29,7%) (1

Arg/Gln 15 (65,2%) 37 (57,8%) |0,68 (0,22-2,08) (0,497
GIn/GlIn 2 (8,7%) 8 (12,5%) 1,24 (0,20-7,66) (0,817
Dominante 0,74 (0,25-2,21) 10,597
Recesivo 0,64 (0,12-3,32) 10,591
APOE ¢4 (-) N=178 N=136

Arg/Arg 77 (43,3%) 45 (33,1%) |1

Arg/Gln 82 (46,1%) 70 (51,5%) |1,45 (0,88-2,38) 0,145
GIn/GlIn 19 (10,7%) 21 (15,4%) |1,91 (0,91-3,98) |0,085
Dominante 1,54 (0,96-2,47) (0,076
Recesivo 0,64 (0,33-1,27) |0,205

4.1.5.1: ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE EL POLIMORFISMO Arg399GIn DEL GEN XRCC1 ENTRE

SUBTIPO DE DEMENCIA VASCULAR CORTICAL O SUBCORTICAL

En la tabla 45 se analizan los modelos de herencia segun si la Demencia Vascular (DV) es
cortical o subcortical. No se encontraron diferencias entre la frecuencia de los diferentes
genotipos de Arg399Glin del gen XRCC1 entre pacientes con DV cortical y controles (p>0,05).
Tampoco se alcanzd significacion estadistica en la comparativa entre el grupo de DV subcortical
y controles para ninguno de los tres modelos, aunque se aprecid que la presencia del alelo GIn
en el modelo dominante muestra una tendencia a mayor riesgo de demencia vascular

subcortical (p>0,05).
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Tabla 45: Distribucion de los genotipos del polimorfismo Arg399GIn del gen XRCC1 entre los
subgrupos de Demencia Vascular y los casos.
Modelo Controles (N) Casos DV|OR IC (95%) P
Cortical (N)
N=201 N=99
Arg/Arg 83 (41,3%) 33 (33,3%) 1
Arg/Gln 97 (48,3%) 51 (51,5%) 1,24 |(0,72-2,12) 0,441
GIn/GIn 21 (10,4%) 15 (15,2%) 1,68 |(0,76-3,72) 0,197
Dominante 1,32 |(0,79-2,20) 0,295
Recesivo 0,67 |(0,32-1,39) 0,286
Controles (N) CASOS DVI|OR IC (95%) P
Subcortical (N)
N=201 N=101
Arg/Arg 83 (41,3%) 31 (30,7%) 1
Arg/Gln 97 (48,3%) 56 (55,4%) 1,41 |(0,82-2,43) 0,209
GIn/GIn 21 (10,4%) 14 (13,9%) 1,75 |(0,78-3,91) 0,173
Dominante 1,48 |(0,88-2,48) 0,139
Recesivo 0,70 |((0,34-1,47) 0,349

Se ha estudiado la influencia del alelo €4 del polimorfismo APOE en la distribucién genotipica

del polimorfismo Arg399GIn del gen XRCC1 en los diferentes subtipos de Demencia Vascular.

Entre los pacientes con DV cortical no se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre los diferentes genotipos frente al grupo control ni en los portadores ni en los no

portadores del alelo APOE €4 para ninguno de los tres modelos (p>0,05). (Tabla 46)

Tabla 46: Distribucién de los genotipos del polimorfismo Arg399GIn del gen XRCC1 entre los
pacientes con DV Cortical y los controles segiin APOE €4

Modelo Controles (N) Casos (N) OR IC (95%) P
APOE ¢4 (+) N=23 N=31

Arg/Arg 6 (26,1%) 9 (29,0%) 1

Arg/GIn 15 (65,2%) 17 (54,8%) [0,68 (0,19-2,50) 0,563
GIn/GIn 2 (8,7%) 5 (16,1%) 1,73 (0,24-12,34) 10,583
Dominante 0,82 (0,23-2,85) 0,751
Recesivo 0,45 (0,08-2,64) 0,380
APOE ¢4 (-) N= 178 N= 68

Arg/Arg 77 (43,3%) 24 (35,3%) |1

Arg/Gln 82 (46,1%) 34 (50%) 1,25 (0,67-2,34) 0,475
GIn/GlIn 19 (10,7%) 10 (14,7%) (1,56 (0,62-3,92) 0,341
Dominante 1,31 (0,73-2,38) 0,367
Recesivo 0,73 (0,31-1,70) 0,463
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Entre los pacientes con DV subcortical, tampoco se observaron diferencias estadisticamente
significativas frente al grupo control en los diferentes genotipos del polimorfismo Arg399GIn
del gen XRCC1 al analizar exclusivamente a aquellos individuos portadores del alelo APOE &4.
En cambio, entre los sujetos no portadores del alelo APOE €4 se aprecid que la presencia del
genotipo GIn/GIn en el modelo codominate y del alelo GIn en el modelo dominante se
relaciona con una tendencia a un riesgo mayor de padecer la enfermedad, aunque sin

alcanzarse la significacion estadistica (p>0,05) (Tabla 47)

Tabla 47: Distribucién de los genotipos del polimorfismo Arg399GIn del gen XRCCI entre los
pacientes con DV Subcortical y los controles segiin APOE €4.

Modelo Controles (N) Casos (N) OR IC (95%) P
APOE £4 (+) N=23 N=33

Arg/Arg 6 (26,1%) 10 (30,3%) 1

Arg/GIn 15 (65,2%) 20 (60,6%) 0,67 (0,19-2,36) 0,531
GIn/Gln 2 (8,7%) 3(9,1%) 0.78 (0,08-7,27) 0,828
Dominante 0,67 (0,19-2,32) 0,530
Recesivo 1,00 (0,13-7,80) (1,000
APOE ¢4 (-) N= 178 N= 68

Arg/Arg 77 (43,3%) 21(30,9%) (1

Arg/Gln 32 (46,1%) 36 (52,9%) 1,47 (0,78-2,78) (0,235
GIn/Gln 19 (10,7%) 11 (16,2%) [2,08 (0,84-5,11) [0,112
Dominante 1,60 (0,87-2,93) 0,127
Recesivo 0,60 (0,26-1,36) (0,222

Se realizd un anadlisis de regresion logistica ajustado por edad, género, educacion, HTA, DM,
hipercolesterolemia, habito tabaquico y habito endlico en los pacientes con Demencia
Vascular, y los subtipos cortical y subcortical frente al grupo control. Aunque en dicho andlisis,
considerando el genotipo Arg/Arg de referencia, los sujetos portadores del alelo GIn
(Arg/GIn+GIn/GIn) en el modelo dominante y de los genotipos Arg/Gln y GIn/GIn en el
codominante mostraron tendencia a un mayor riesgo para Demencia Vascular, en general, y DV

subcortical, en particular, los resultados no son estadisticamente (p>0,05). (Tabla 48)
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Tabla 48: Analisis de regresion logistica del polimorfismo Arg399GIn del gen XRCC1 y los casos
de Demencia Vascular

DV DV Cortical DV Subcortical
MODELO GENOTIPO OR (IC P OR (IC 95%) P OR (IC 95%) P
95%)
Codominante | Arg/Arg 1 1 1
Arg/Gln 1,43 (0,92-| 0,124 | 1,30 (0,74- | 0,364 | 1,63 (0,91- | 0,099
2,27) 2,28) 2,91)
GIn/GIn 1,78 (0,89-| 0,101 | 1,86 (0,81-| 0,141 | 1,80 (0,76- | 0,179
3,56 4,23) 4,26)
Dominante Arg/Arg 1 1 1
Arg/Gln+ 1,49 (0,96- | 0,073 | 1,40 (0,81-| 0,224 | 1,66 (0,95- | 0,073
GIn/Gln 2,32) 2,39) 2,90)
Recesivo GIn/GIn 1 1 1
Arg/Gln+ 0,70 (0,37-1 0,264 | 0,63 (0,30-|0,229 | 0,75 (0,34-| 0,465
Arg/Arg 1,31) 1,34) 1,63)

4.1.6: ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE EL POLIMORFISMO Lys751GIn DEL GEN ERCC2 ENTRE

DEMENCIA VASCULAR Y CONTROLES

En la tabla 49 se resume la distribucidn genotipica del polimorfismo Lys751GIn del gen ERCC2

en los 200 casos con Demencia Vascular y los 201 controles. No se encontraron diferencias

entre la frecuencia de los diferentes genotipos de Lys751GIn del gen ERCC2 entre pacientes

con Demencia Vascular y controles. Antes de realizar el andlisis de asociacién y con el fin de

observar si el grupo de controles puede considerarse representativo de la poblacién general

sin demencia, se ha comprobado que se cumple el principio de equilibrio de Hardy-Weinberg

en la muestra de controles (p=0,096).

Tabla 49: Distribucion de las frecuencias genotipicas en la Demencia Vascular y controles
relacionados con el polimorfismo Lys751GIn del gen ERCC2

Modelo Genotipo Controles N|Casos N OR IC del 95% P
(%) (%)

Codominante Lys/Lys 92 (45,8%) |84 (42,0%) 1

Lys/GlIn 80 (39,8%) |86 (43,0%) |1,23 [0,80-1,90)  [0,352

GIn/Gln 29 (14,4%) B0 (15,0%) [1,21  [0,66-2,21)  [0,533
Dominante Lys/Lys 92 (45,8%) |84 (42,0%) 1

Lys/GIn+GIn/GIn 109 (54,2%) [116 (58,0%) [1,22  |(0,82-1,83)  |0,327
Recesivo GIn/GlIn 29 (14,4%) (30 (15,0%) 1

Lys/GIn+Lys/Lys (172 (85,6%) |170 (85,0%) |0,92 (0,52-1,60) 0,755

Se ha estudiado la influencia de la variable edad asi como del alelo APOE €4 en la distribucion

genotipica del polimorfismo Lys751GIn del gen ERCC2.
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En la tabla 5 del Anexo VII se muestran los modelos de herencia para los dos grupos de edad
analizados. No se observan diferencias estadisticamente significativas en el grupo de individuos

mayores de 80 afios ni en el de aquellos de edad igual o inferior a 80 afios (p>0,05).

En la tabla 50 se analizan los modelos de herencia segun si los pacientes eran portadores o no
del alelo APOE £4. Tampoco se observan diferencias estadisticamente significativas en el grupo
de portadores de APOE €4 ni en aquellos no portadores de APOE &4 para ninguno de los

modelos (p>0,05).

Tabla 50: Distribucion del gen ERCC2 entre portadores y no portadores de APOE €4
Modelo Controles (N) Casos (N) OR IC (95%) P
APOE 4 (+) N=23 N = 64

Lys/Lys 12 (52,2%) 31(48,4%) |1

Lys/Gln 6 (26,1%) 25 (39,1%) |1,55 (0,50-4,82) 0,451
GIn/GlIn 5(21,7%) 8 (12,5%) 0,61 (0,15-2,37) 10,473
Dominante 1,22 (0,46-3,21) (0,687
Recesivo 1,94 (0,53-7,16) 0,318
APOE 4 (-) N= 178 N= 136

Lys/Lys 80 (44,9%) 53 (39%) 1

Lys/GlIn 74 (46,1%) 61 (44,9%) [1,32 (0,80-2,16) (0,278
GIn/GlIn 24 (13,5%) 22 (16,2%) |1,44 (0,72-2,88) (0,302
Dominante 1,35 (0,85-2,15) |0,209
Recesivo 0,80 (0,42-1,52) (0,499

4.1.6.1: ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE EL POLIMORFISMO Lys751GIn DEL GEN ERCC2 ENTRE

SUBTIPO DE DEMENCIA VASCULAR CORTICAL O SUBCORTICAL

En la tabla 51 se analizan los modelos de herencia segun si la Demencia Vascular (DV) es
cortical o subcortical. No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la
frecuencia de los diferentes genotipos de Lys751GIn del gen ERCC2 entre pacientes con DV
cortical y controles (p>0,05). Tampoco se alcanzd significacion estadistica en la comparativa

entre el grupo de DV subcortical y controles (p>0,05).
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Tabla 51: Distribucion de los genotipos del polimorfismo Lys751GIn del gen ERCC2 entre los|
subgrupos de Demencia Vascular y los casos.

Modelo Controles (N) Casos DV CorticalOR IC (95%) P
(N)
N=201 N= 99
Lys/Lys 92 (45,8%) 41 (41,4%) 1
Lys/GlIn 80 (39,8%) 43 (43,4%) 1,25 (0,73-2,14) 0,415
GIn/GlIn 29 (14,4%) 15 (15,2%) 1,24 (0,59-2,60) |0,562
Dominante 1,25 (0,76-2,06) 10,378
Recesivo 0,90 (0,45-1,78) 10,756
Controles (N) Casos DV|OR IC (95%) P
Subcortical (N)
N=201 N=101
Lys/Lys 92 (45,8%) 43 (42,6%) 1
Lys/GlIn 80 (39,8%) 43 (42,6%) 1,17 (0,69-1,99) 0,552
GIn/GlIn 29 (14,4%) 15 (14,9%) 1,08 (0,52-2,27) 10,835
Dominante 1,15 (0,70-1,88) 10,578
Recesivo 0,99 (0,49-1,99) (0,998

Se ha estudiado la influencia de la variable APOE €4 en la distribucién genotipica del

polimorfismo Lys751GIn del gen ERCC2 entre los diferentes subtipos de Demencia Vascular.

En la tabla 52 se analizan los modelos de herencia segun si los pacientes eran portadores o no
de APOE €4 en los pacientes con DV cortical y controles. En el grupo de portadores de APOE €4
tanto en el modelo codominante como en el recesivo los individuos portadores del genotipo
Lys/Lys muestran una tendencia a un riesgo menor de padecer DV cortical frente a aquellos
con el genotipo GIn/GIn o el alelo GIn (Lys/GIn+GIn/GIn) respectivamente, no alcanzandose
significacién estadistica para ninguno de los dos modelos (p>0,05). En el grupo de los no
portadores de APOE ¢ 4 también se observa una tendencia a un riesgo menor de padecer DV
cortical para los individuos portadores del genotipo Lys/Lys vs GIn/GIn en el modelo
codominante y del genotipo Lys/Lys vs Lys/GIn+GIn/GIn en el dominante, sin ser este resultado

tampoco estadisticamente significativo (p>0,05).
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Tabla 52: Distribucion del gen ERCC2 entre portadores y no portadores de APOE €4 en DV
Cortical

Modelo Controles (N) Casos (N) OR IC (95%) p
APOE £4 (+) N=23 N=31

Lys/Lys 12 (52,2%) 17 (54,8%) |1

Lys/Gln 6 (26,1%) 11 (35,5%) [1,21 (0,32-4,53) 0,779
GIn/GIn 5(21,7%) 3(9,7%) 0,17 (0,02-1,68) [0,130
Dominante 0,92 (0,30-2,81) (0,886
Recesivo 6,17 (0,65-58,42) (0,113
APOE ¢4 (-) N=178 N= 68

Lys/Lys 80 (44,9%) 24 (35,3%) 1

Lys/Gln 74 (41,6%) 32 (47,1%) [1,47 (0,78-2,77) |0,233
GIn/GIn 24 (13,5%) 12 (17,6%) 1,75 (0,75-4,11) |0,195
Dominante 1,54 (0,85-2,79) 0,155
Recesivo 0,70 (0,32-1,52) 0,364

En la tabla 53 se analizan los modelos de herencia segun si los pacientes eran portadores o no
de APOE €4 en los pacientes con DV subcortical y controles. Ni en el grupo de portadores de
APOE &4 ni en aquellos no portadores de APOE &4 se observaron diferencias estadisticamente

significativas para ninguno de los tres modelos (p>0,05).

Tabla 53: Distribucion del gen ERCC2 entre portadores y no portadores de APOE €4 en DV,
Subcortical

Modelo Controles (N) Casos (N) OR IC (95%) p
APOE ¢4 (+) N=23 N =33

Lys/Lys 12 (52,2%) 14 (42,4%) |1

Lys/GlIn 6 (26,1%) 14 (42,4%) (1,88 (0,52-6,77) 10,333
GIn/GIn 5(21,7%) 5 (15,2%) 0,96 (0,22-4,26) |0,958
Dominante 1,51 (0,50-4,58) (0,467
Recesivo 1,35 (0,33-5,47) 0,677
APOE ¢4 (-) N=178 N= 68

Lys/Lys 80 (44,9%) 29 (42,6%) (1

Lys/GlIn 74 (41,6%) 29 (42,6%) |1,11 (0,60-2,06) 0,735
GIn/GIn 24 (13,5%) 10 (14,7%) (1,08 (0,45-2,59) 10,870
Dominante 1,11 (0,62-1,97) 0,729
Recesivo 0,98 (0,43-2,23) (0,961

Se realizé un andlisis de regresidn logistica ajustado por edad, género, educacién, HTA, DM,
hipercolesterolemia, habito tabaquico y habito endlico en la comparativa entre los pacientes
con demencia vascular, y los subtipos cortical y subcortical y el grupo control. Los resultados

no son estadisticamente significativos para el polimorfismo para Lys751GIn del gen ERCC2 ni
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en el grupo de demencia vascular, ni en el subgrupo de DV cortical ni en el subgrupo de DV

subcortical en su comparacién con el grupo control. (Tabla 54)

Tabla 54: Analisis de regresion logistica para Lys751GIn del gen ERCC2

DV TOTAL DV Cortical DV Subcortical
MODELO GENOTIPO | OR (IcC| P OR (c|p OR (Ic|pP
95%) 95%) 95%)
CODOMINANTE | Lys/Lys 1 1 1
Lys/Gln 1,25 (0,79- | 0,340 | 1,25 (0,72- | 0,424 | 1,25 (0,71- | 0,432
1,97) 2,19) 2,21)
GIn/GIn 1,22 (0,65- | 0,532 | 1,21 (0,56- | 0,629 | 1,06 (0,49- | 0,881
2,29) 2,59) 2,32)
DOMINANTE Lys/Lys 1 1 1
Lys/Gln+ | 1,24 (0,81- | 0,316 | 1,24 (0,74- | 0,407 | 1,21 (0,71- | 0,481
GIn/GIn 1,89) 2,09) 2,04)
RECESIVO GIn/GIn 1 1 1
Lys/GIn+ 0,91 (0,51- | 0,760 | 0,93 (0,46- | 0,835 | 1,05 (0,50- | 0,899
Lys/Lys 1,64) 1,89) 2,18)

4.1.7: ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE EL POLIMORFISMO Thr241Met DEL GEN XRCC3
ENTRE DEMENCIA VASCULAR Y CONTROLES

En la tabla 55 se analiza el riesgo del polimorfismo Thr241Met del gen XRCC3 segln el modelo
de herencia en Demencia Vascular (DV). Antes de realizar el analisis de asociacién y con el fin
de observar si el grupo de controles puede considerarse representativo de la poblacién general
sin demencia, se ha comprobado que se cumple el principio de equilibrio de Hardy-Weinberg

en la muestra de controles (p=0,995).

Se observd que tanto los individuos Met/Met en el modelo codominante como los portadores
del alelo Met en el dominante presentan un aumento del riesgo de tener Demencia Vascular
(6,43 veces mayor en el caso del codominante y 2,20 veces mayor en el dominante), y en los
dos casos se alcanza la significacion estadistica (p=0,0001; p=0,0001).

El modelo recesivo muestra que los individuos portadores del alelo Thr (Thr/Thr + Thr/Met)
tienen un riesgo disminuido de tener Demencia Vascular, (0,19 veces menos) frente a los

homocigotos para Met (Met/Met), alcanzando la significacion estadistica (p=0,0001).
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Tabla 55: Distribucién de las frecuencias genotipicas en la Demencia Vascular y controles

relacionados con el polimorfismo Thr241Met del gen XRCC3

Modelo Genotipo Controles DV OR IC del 95% P
N (%) N (%)
Codominante [Thr/Thr 125(62,2%) (87(43,5%) |1
Thr/Met 67(33,3%) (74 (37,0%) (1,61 (1,04-2,51) 0,034
Met/Met 9 (4,5%) 39 (19,5%) [6,43 (2,93-14,08) 0,0001
Dominante [Thr/Thr 125(62,2%) |87(43,5%) |1
Thr/Met+Met/Met |76 (37,8%) (113 (56,5%) (2,20 (1,46-3,31) 0,0001
Recesivo Met/Met 9(4,5%) 39 (19,5%) |1
Thr/Met+Thr/Thr |192(95,5%) (161(80,5%) 0,19 (0,09-0,40) 0,0001

Estos hallazgos nos permiten concluir que los portadores del alelo Met tienen aumentado el
riesgo de padecer demencia vascular, y que ello sucede independientemente de la edad y del

género.

Se ha estudiado la influencia de la variable edad asi como del alelo APOE €4 en la distribucion

genotipica del polimorfismo Thr241Met del gen XRCC3.

En la tabla 6 del Anexo VIl se analizan los modelos de herencia segun la edad. En el grupo de <
de 80 afios, los individuos portadores del genotipo Met/Met en el modelo codominante
presentan un riesgo 11,19 veces mayor de padecer Demencia Vascular, siendo este resultado
estadisticamente significativo (p= 0,0001). En el modelo recesivo los individuos portadores del
alelo Thr (Thr/Thr + Thr/Met) tienen un riesgo disminuido de tener Demencia Vascular, (0,09
veces menos) frente a los homocigotos para Met (Met/Met), alcanzando la significacion

estadistica (p=0,0001).

En el grupo de > de 80 afios los individuos portadores del genotipo Met/Met en el modelo
codominante asi como los portadores del alelo Met en el dominante presentan un aumento
del riesgo de tener Demencia Vascular (3,64 veces y 2,15 veces, respectivamente), y en los dos
casos se alcanza la significacién estadistica (p=0,015; p=0,011). Asimismo, los individuos
portadores del alelo Thr (Thr/Thr+Thr/Met) tienen un riesgo disminuido de tener Demencia
Vascular, (0,36 veces menos) frente a los homocigotos para Met (Met/Met), alcanzando la

significacidn estadistica (p=0,045).

En la tabla 56 se analizan los modelos de herencia segun si los pacientes eran portadores o no
de APOE ¢4. En el grupo de portadores de APOE €4, los individuos Met/Met en el modelo

codominante como los portadores del alelo Met en el dominante presentan un aumento del
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riesgo de tener Demencia Vascular (10,74 veces mayor en el caso del codominante y 3,22
veces mayor en el dominante), y en los dos casos se alcanza la significacion estadistica

(p=0,030; p=0,024).

En el grupo de los no portadores de APOE €4, los individuos Met/Met en el modelo
codominante como los portadores del alelo Met en el dominante presentan un aumento del
riesgo de tener Demencia Vascular (5,27 veces en el codominante y 1,94 veces en el
dominante), y en los dos casos se alcanza la significacion estadistica (p=0,0001; p=0,006). En el
modelo recesivo los individuos portadores del alelo Thr (Thr/Thr + Thr/Met) tienen un riesgo
disminuido de tener Demencia Vascular, (0,22 veces menos) frente a los homocigotos para

Met (Met/Met), alcanzando la significacion estadistica (p=0,001).

Tabla 56: Distribucion del gen XRCC3 entre portadores y no portadores de APOE &4
Modelo Controles (N) Casos (N) OR IC (95%) P
APOE &4 (+) N=23 N =64

Thr/Thr 15 (65,2%) 24 (37,5%) |1

Thr/Met 7 (30,4%) 24 (37,5%) 2,18 (0,74-6,42) |0,156
Met/Met 1(4,3%) 16 (25,0%) (10,74 (1,26-91,55) (0,030
Dominante 3,22 (1,17-8,87) 10,024
Recesivo 0,13 (0,02-1,05) (0,056
APOE £4 (-) N=178 N=136

Thr/Thr 110 (61,8%) 63 (46,3%) |1

Thr/Met 60 (33,7%) 50 (36,8%) |1,48 (0,89-2,46) 0,126
Met/Met 8 (4,5%) 23 (16,9%) |5,27 (2,19-12,66) |0,0001
Dominante 1,94 (1,21-3,10) |0,006
Recesivo 0,22 (0,09-0,52) |0,001

4.1.7.1: ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE EL POLIMORFISMO Thr241Met DEL GEN XRCC3

ENTRE SUBTIPOS DE DEMENCIA VASCULAR CORTICAL O SUBCORTICAL

En la tabla 57 se analizd el riesgo del polimorfismo Thr241Met del gen XRCC3 segun el modelo

de herencia en los diferentes subtipos de Demencia Vascular (DV).

En la comparativa entre el grupo de DV cortical y el grupo control se observé que tanto los
individuos portadores del genotipo Met/Met en el modelo codominante como los portadores
del alelo Met en el dominante presentan un aumento del riesgo de tener DV cortical (5,16
veces mayor en el caso del codominante y 1,99 veces mayor en el dominante), y en los dos
casos se alcanza la significacion estadistica (p=0,0001; p=0,007). En el modelo recesivo, los

individuos portadores del alelo Thr (Thr/Thr + Thr/Met) tienen un riesgo disminuido de tener
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DV cortical, (0,23 veces menos) frente a los homocigotos para Met (Met/Met), alcanzando la

significacién estadistica (p=0,001).

En el andlisis comparativo entre el grupo de DV subcortical y el grupo control se observé que
tanto los individuos portadores del genotipo Met/Met en el modelo codominante como los
portadores del alelo Met en el dominante presentan un aumento del riesgo de tener DV
subcortical (8,41 veces mayor en el caso del codominante y 2,52 veces mayor en el
dominante), y en los dos casos se alcanza la significacidén estadistica (p=0,0001; p=0,0001). En
el modelo recesivo, los individuos portadores del alelo Thr (Thr/Thr + Thr/Met) tienen un

riesgo disminuido de tener DV Subcortical, (0,15 veces menos) frente a los homocigotos para

Met (Met/Met), alcanzando la significacién estadistica (p=0,0001).

Tabla 57: Distribucion del gen XRCC3 segun subtipo de DV
Modelo Controles (N) Casos DVIOR IC (95%) P
Cortical (N)
N= 201 N= 99
Thr/Thr 125 (62,2%) 46 (46,5%) |1
Thr/Met 67 (33,3%) 37 (37,4%) 1,55 (0,90-2,67) 0,112
Met/Met 9 (4,5%) 16 (16,2%) 5,16 (2,10-12,71) (0,0001
Dominante 1,99 (1,20-3,29) (0,007
Recesivo 0,23 (0,10-0,55) 0,001
Controles (N) Casos DVIOR IC (95%) p
Subcotical
N= 201 N=101
Thr/Thr 125 (62,2%) 41(40,6%) |1
Thr/Met 67 (33,3%) 37 (36,6%) [1,73 (1,00-3,01) 0,052
Met/Met 9 (4,5%) 23(22,8%) [8,41 (3,53-20,05) |0,0001
Dominante 2,52 (1,52-4,18) |0,0001
Recesivo 0,15 (0,07-0,34) |0,0001

Se ha estudiado la influencia de la presencia del alelo €4 del polimorfismo APOE en la
distribucidon genotipica del polimorfismo Thr241Met del gen XRCC3 entre los diferentes

subtipos de demencia vascular.

En la tabla 58 se analizan los modelos de herencia segun si los pacientes eran portadores o no
de APOE &4 entre los pacientes con DV cortical y controles. Entre los pacientes portadores del
alelo €4 del polimorfismo APOE se observd que los individuos portadores del genotipo
Met/Met en el modelo codominante y del alelo Met en el modelo dominante muestran una
tendencia a un mayor riesgo de padecer DV cortical, sin ser estos resultados estadisticamente

significativos (p=0,144 y p=0,185, respectivamente). En el modelo recesivo se aprecid que los
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individuos portadores del alelo Thr (Thr/Thr + Thr/Met) presentan una tendencia a un riesgo

disminuido de tener DV cortical, sin ser este resultado estadisticamente significativo (p=0,191).

Por otro lado, entre los pacientes y controles no portadores de APOE &4 se aprecid que tanto
los individuos portadores del genotipo Met/Met en el modelo codominante como los
portadores del alelo Met en el dominante presentan un aumento del riesgo de tener DV
cortical (4,95 veces mayor en el caso del codominante y 1,96 veces mayor en el dominante), y
en los dos casos se alcanza la significacion estadistica (p=0,002; p=0,024). En el modelo
recesivo, los individuos portadores del alelo Thr (Thr/Thr + Thr/Met) tienen un riesgo
disminuido de tener DV cortical, (0,24 veces menos) frente a los homocigotos para Met

(Met/Met), alcanzando la significacion estadistica (p=0,005).

Tabla 58: Distribucidon del gen XRCC3 entre portadores y no portadores de APOE €4 en DV,
Cortical

Modelo Controles (N) Casos (N) OR IC (95%) P
APOE ¢4 (+) N=23 N=31

Thr/Thr 15 (65,2%) 15 (48,4%) (1

Thr/Met 7 (30,4%) 11 (35,5%) (1,70 (0,50-5,81) 0,396
Met/Met 1(4,3%) 5 (16,1%) 5,63 (0,56-57,00) |0,144
Dominante 2,18 (0,69-6,92) 0,185
Recesivo 0,22 (0,02-2,12) [0,191
APOE ¢4 (-) N=178 N= 68

Thr/Thr 110 (61,8%) 31(45,6%) |1

Thr/Met 60 (33,7%) 26 (38,2%) |1,54 (0,82-2,90) 10,178
Met/Met 8 (4,5%) 11 (16,2%) 14,95 (1,78-13,74) (0,002
Dominante 1,96 (1,09-3,52) 0,024
Recesivo 0,24 (0,09-0,64) 0,005

En la tabla 59 se analizan los modelos de herencia segln si los pacientes eran portadores o no
de APOE &4 entre los pacientes con DV subcrotical y controles. Entre los pacientes portadores
de APOE ¢4 se aprecid que tanto los individuos portadores del genotipo Met/Met en el
modelo codominante como los portadores del alelo Met en el dominante presentan un
aumento del riesgo de tener DV subcortical (23,88 veces mayor en el caso del codominante y
5,31 veces mayor en el dominante), y en los dos casos se alcanza la significacion estadistica
(p=0,009; p=0,009). En el modelo recesivo, los individuos portadores del alelo Thr (Thr/Thr +
Thr/Met) tienen un riesgo disminuido de tener DV subcortical, (0,08 veces menos) frente a los

homocigotos para Met (Met/Met), alcanzando la significacion estadistica (p=0,027).
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Entre los pacientes y controles no portadores de APOE €4 se observd que tanto los individuos
portadores del genotipo Met/Met en el modelo codominante como los portadores del alelo
Met en el dominante presentan un aumento del riesgo de tener DV subcortical (6,10 veces
mayor en el caso del codominante y 1,97 veces mayor en el dominante), y en los dos casos se
alcanza la significacién estadistica (p=0,001; p=0,024). En el modelo recesivo, los individuos
portadores del alelo Thr (Thr/Thr + Thr/Met) tienen un riesgo disminuido de tener DV
subcortical , (0,19 veces menos) frente a los homocigotos para Met (Met/Met), alcanzando la

significacién estadistica (p=0,001).

Tabla 59: Distribucién del gen XRCC3 entre portadores y no portadores de APOE €4 en DV,
subcortical

Modelo Controles (N) Casos (N) OR IC (95%) P
APOE £4 (+) N= 23 N=33

Thr/Thr 15 (65,2%) 9 (27,3%) 1

Thr/Met 7 (30,4%) 13(39,4%) (3,40 (0,91-12,71) |0,069
Met/Met 1(4,3%) 11(33,3%) (23,88 (2,24-254,99) /0,009
Dominante 5,31 (1,51-18,63) (0,009
Recesivo 0,08 (0,01-0,75) 0,027
APOE £4 (-) N=178 N= 68

Thr/Thr 110 (61,8%) 32 (47,1%) [1

Thr/Met 60 (33,7%) 24 (35,3%) |1,45 (0,76-2,75) 0,261
Met/Met 8 (4,5%) 12 (17,6%) 6,10 (2,22-16,75) |0,001
Dominante 1,97 (1,09-3,54) 10,024
Recesivo 0,19 (0,07-0,50) (0,001

Se realizd un analisis de regresion logistica ajustado por edad, género, educacion, HTA, DM,
hipercolesterolemia, habito tabaquico y habito endlico en la comparativa entre los pacientes

con demencia vascular, y los subtipos cortical y subcortical y el grupo control.

Se aprecié que tanto al comparar los casos de Demencia Vascular en conjunto, asi como los
subtipos DV cortical y DV subcortical por separado, los individuos portadores del genotipo
Met/Met en el modelo codominante y los portadores del alelo Met en el dominante
presentan un aumento del riesgo de presentar la enfermedad siendo estos resultados en todos
los casos estadisticamente significativos. En el modelo recesivo, en los 3 casos también se
aprecié que los individuos portadores del alelo Thr (Thr/Thr + Thr/Met) tienen un riesgo
disminuido de presentar la enfermedad, siendo estos resultados estadisticamente

significativos. (Tabla 60)
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Estos resultados refuerzan el hecho de que ser portador del alelo Met en el polimorfismo

Thr241Met actia como factor de riesgo para el desarrollo de la enfermedad, asi como que ser

portador del alelo Thr ejerce un efecto protector.

Tabla 60: Analisis de regresion logistica en el polimorfismo Thr241Met del gen XRCC3

DV TOTAL DV Cortical DV Subcortical
MODELO GENOTIPO | OR (iIc|p OR (iIc|pP OR (c|p
95%) 95%) 95%)
CODOMINANTE | Thr/Thr 1 1 1
Thr/Met 1,59 (1,00- | 0,050 | 1,63 (0,93- | 0,089 | 1,63 (0,90- | 0,104
2,53) 2,87) 2,93)
Met/Met | 5,97 (2,66- | 0,000 | 4,57 (1,80- | 0,001 | 8,02 (3,16- | 0,0001
13,40) 1 11,59) 20,37)
DOMINANTE Thr/Thr 1 1 1
Thr/Met+ | 2,13 (1,39- | 0,001 | 2,03 (1,20- | 0,008 | 2,37 (1,38- | 0,002
Met/Met | 3,28) 3,42) 4,05)
RECESIVO Met/Met 1 1 1
Thr/Met+ | 0,20 (0,09- | 0,000 | 0,27 (0,11- | 0,004 | 0,15 (0,06- | 0,0001
Thr/Thr 0,44) 1 0,65) 0,38)

4.2 POLIMORFISMO Met129Val DEL GEN PrNP (rs1799990)

En relacion al gen PrNP se estudié el polimorfismo Met129Val. Este polimorfismo produce un
cambio de Metionina (Met) por Valina (Val) en el codén 129, lo que da lugar a tres posibles

fenotipos; Met/Met, Val/Val, Met/Val.

En este polimorfismo, antes de realizar el andlisis de asociacidon y con el fin de observar si el
grupo de controles puede considerarse representativo de la poblacién general sin demencia,
se ha comprobado que se cumple el principio de equilibrio de Hardy-Weinberg en la muestra

de controles (p=0,086).

4.2.1 ESTUDIO COMPARATIVO DEL POLIMORFISMO Met129Val DEL GEN PrNP ENTRE
ENFERMEDAD DE ALZHEIMER Y CONTROLES

En la tabla 61 se analiza el riesgo del polimorfismo Met129Val del gen PrNP para Enfermedad
de Alzheimer segun distintos modelos de herencia, observiandose que los portadores del
genotipo Met/Val presentan una tendencia a mayor riesgo de Enfermedad de Alzheimer frente
a aquellos con el genotipo Met/Met en el modelo codominante (p=0,081), pero no existen

diferencias significativas en ninguno de los modelos (p>0,05).
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Tabla 61: Analisis del riesgo del polimorfismo Met129Val en funcidn del modelo de herencia

Modelo Genotipo Controles N (%) |Alzheimer OR IC del 95% P
N (%)
Codominante |Met/Met 98 (48,8%) 82 (41%) 1
Met/Val 77 (38,3%) 96 (48%) 1,50 (0,39-0,97) 0,081
Val/Val 26 (12,9%) 22 (11%) 0,91 (0,10-0,73) 0,791
Dominante Met/Met 98 (48,8%) 82 (41%) 1
Met/Val + 103 (51,2%) 118 (59%) 1,35 (0,36-0,86) 0,170
Val/Val
Recesivo Val/Val 26 (12,9%) 22 (11%) 1
Met/Val+ 175 (87,1%) 178 (89%) 1,34 (1,13-7,6) 0,382
Met/Met

En la tabla 7 del Anexo VIl se analizan los modelos de herencia para los dos grupos de edad que
hemos seleccionado. Para los individuos con edad <80 afos se observa en el modelo recesivo
una tendencia de los individuos portadores del alelo Met (Met/Val+Met/Met) a un mayor
riesgo de padecer enfermedad de Alzheimer frente a aquellos con el genotipo Val/Val, no
alcanzandose significacion estadistica (p>0,05).

Para los individuos mayores de 80 afos se aprecia que los individuos portadores del genotipo
Met/Val presentan una tendencia a un riesgo aumentado de tener demencia tipo Alzheimer

frente a aquellos con el genotipo Met/Met, no alcanzandose significacidén estadistica (p=0,121).

Por otro lado, se estudid la influencia del alelo APOE €4 en la distribucion genotipica del
polimorfismo Met129Val. En la tabla 62 se analizan los modelos de herencia segun si los
pacientes eran portadores o no de APOE €4. Entre aquellos individuos no portadores de APOE
€4, se demostrd una asociacion directa entre Enfermedad de Alzheimer y el genotipo Met/Val
con una p=0,011 en el modelo codominante y el alelo Val (Met/Val+Val/Val) con una p=0,025
en el dominante. En cambio, entre los portadores del alelo €4 no se observaron diferencias

estadisticamente significativas en ninguno de los modelos (p>0,05)
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Tabla 62: Distribucion del Met129Val entre portadores y no portadores de APOE &4
Modelo Controles (N) Casos (N) OR IC (95%) p
APOE &4 (+) N=23 N=78

Met/Met 7 (30,4%) 37 (47,4%) |1

Met/Val 12 (52,2%) 33(42,4%) (0,48 (0,16-1,43) 0,188
Val/Val 4 (17,4%) 8 (10,3%) 0,33 (0,07-1,58) 0,165
Dominante 0,45 (0,16-1,26) 0,126
Recesivo 2,04 (0,49-8,49) 0,328
APOE ¢4 (-) N=178 N= 122

Met/Met 91 (51,1%) 45 (36,9%) |1

Met/Val 65 (36,5%) 63 (51,1%) |1,93 (1,16-3,20) 0,011
Val/Val 22 (12,4%) 14 (11,5%) [1,15 (0,52-2,53) 0,723
Dominante 1,73 (0,64-2,08) 0,025
Recesivo 1,21 (0,58-2,54) 0,611

4.2.2 ANALISIS DE LA RELACION ENTRE EL POLIMORFISMO Met129Val DEL GEN PrNP Y
PROGRESION EN ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

También se analizé la influencia del polimorfismo Met129Val en la progresién rapida o normal
de la Enfermedad de Alzheimer. Se defini6 como progresién rapida la disminucién en
puntuacion MMSE > 4,5 puntos al afio. En general, la progresion fue mas rapida en los
individuos Met/Val (25,0%) que en los individuos Met/Met (11,0%) o Val/Val (9,5%), siendo

estas diferencias estadisticamente significativas (p=0,027).

Entre los portadores del alelo APOE €4, un 27,3% de los pacientes con Enfermedad de
Alzheimer portadores del genotipo Met/Val presentaron una progresion rapida de la
enfermedad frente al 10,7% de formas rapidas entre aquellos con genotipos Met/Met y el 0%

de los Val/Val, alcanzandose la significacion estadistica (p= 0,044).

En cambio, entre los no portadores del alelo APOE €4, a pesar de que un 23,8% de los
pacientes con Enfermedad de Alzheimer portadores del genotipo Met/Val presentaron una
progresion rapida de la enfermedad frente al 11,1% de formas rdpidas entre aquellos con
genotipos Met/Met y 14,3% Val/Val, no alcanzd esta relacion la significacion estadistica

(p=0,222). (Tabla 63)
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Tabla 63. Distribucién del gen PriNP segln la progresion de Enfermedad de Alzheimer

EA RAPIDA EA PROGRESION P
PROGRESION, | NORMAL, N (%)
N (%)

TOTAL Met/Met 9 (11,0%) 73 (89,0%) 0,027
Met/Val 24 (25,0%) 72 (75,0%)
Val/Val 2(9,1%) 20 (90,9%)

APOE &4 (+) Met/Met 4 (10,8%) 33 (89,2%) 0,044
Met/Val 9(27,3%) 24 (72,7%)
Val/Val 0 (0,0%) 8 (100,0%)

APOE ¢4 (-) Met/Met 5(11,1%) 40 (88,9%) 0,222
Met/Val 15 (23,8%) 48 (76,2%)
Val/Val 2 (14,3%) 12 (85,7%)

Asimismo, se realizd un andlisis de regresidn logistica ajustado por factores cldsicos que
habitualmente afectan a la progresion de la Enfermedad de Alzheimer, para calcular los efectos
del alelo €4 del polimorfismo APOE y del genotipo Met129Val del gen PrNP sobre la progresién
rapida de la EA. (Tabla 64). El andlisis de estas variables determind una vez mas que la
presencia de sintomas psicoticos, el tratamiento con inhibidores de la Acetilcolinesterasa
(IAChE) o memantina y el tiempo de seguimiento son factores que se relacionaron con una
progresion mas rapida de la enfermedad (p<0,05). Sin embargo, el hecho de ser portador del
genotipo Val/Val de PRNP mostré una tendencia a un menor riesgo de progresion rapida de la
enfermedad (0,48) pero no logrd alcanzar la significacion estadistica (p=0,123) en el presente

analisis.

Tabla 64: Variables asociadas a la progresion rapida de la enfermedad

VARIABLE OR 1C 95% P

Edad al diagnéstico 1,01 0,95-1,08 0,682
Género 0,54 0,22-1,28 0,161
Educacién 0,85 0,50-1,45 0,562
Depresion 0,94 0,39-2,26 0,886
Psicosis 3,19 1,29-7,91 0,012
Achel/memantina 3,09 1,81-5,25 0,0001
Tiempo de | 0,53 0,39-0,73 0,0001
seguimiento

Portador de APOE4 0,84 0,34-2,06 0,699
Genotipo Val/Val del | 0,48 0,19-1,22 0,123
gen PrNP
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4.3 ANALISIS DE GENES RELACIONADOS CON LA AUTOFAGIA

Se estudiaron cuatro polimorfismos relacionados con la autofagia: Thr300Ala del gen
ATG16L1, polimorfismo intrénico g.10621860 C>G del gen ATG5, Thr212Met del gen ATG10 y
GIn1383Glu del gen ATG2B. Las funciones de cada uno de estos polimorfismos se detallan en el
capitulo 1. Los resultados observados para cada polimorfismo se presentan a continuacion de

forma individualizada.

4.3.1: ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE EL POLIMORFISMO Thr300Ala DEL GEN ATG16L1
ENTRE ENFERMEDAD DE ALZHEIMER Y CONTROLES

Se estudié el polimorfismo Thr300Ala del gen ATG16L1, que consiste en una translocacion de
Adenina (A) por Guanina (G) en el primer nucleétido del codén 300, que provoca un cambio

de aminoacido de Treonina (Thr) por Alanina (Ala).

En la tabla 65 se resume la distribuciéon genotipica del polimorfismo Thr300Ala del gen
ATG16L1 en los 200 casos con Enfermedad de Alzheimer y los 201 controles. No se
encontraron diferencias entre la frecuencia de los diferentes genotipos de Thr300Ala entre
pacientes con Enfermedad de Alzheimer y controles. Antes de realizar el analisis de asociacion
y con el fin de observar si el grupo de controles puede considerarse representativo de la
poblacién general sin demencia, se ha comprobado que se cumple el principio de equilibrio de

Hardy-Weinberg en la muestra de controles (p=0,966).

Tabla 65: Distribucion de las frecuencias genotipicas en la Enfermedad de Alzheimer y controles
relacionados con el polimorfismo Thr300Ala

Modelo Genotipo Controles N|Alzheimer OR ICdel95% |P
(%) N (%)
Codominante Thr/Thr 40 (19,9%) 43 (21,5%) 1
Thr/Ala 99 (49,3%) 102 (51,0%) |0,95 |(0,54-1,68) |0,870
Ala/Ala 62 (30,8%) 55 (27,5%) 0,82 |(0,44-1,53) 0,532
Dominante Thr/Thr 40 (19,9%) 43 (21,5%) 1
Thr/Ala+ 161 (80,1%) |157 (78,5%) 0,90 |((0,53-1,54) 0,711
Ala/Ala
Recesivo Ala/Ala 62 (30,8%) 55 (27,5%) 1
Thr/Thr+ 141 (69,2%)  |145(72,5%) 1,18 |((0,73-1,91) 0,486
Thr/Ala

Se estudid la influencia de la variable edad asi como del alelo APOE €4 en la distribucion

genotipica del polimorfismo Thr300Ala.
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En la tabla 8 del Anexo VII se exponen los resultados del analisis de los genotipos en funcién de
la edad, que no muestra diferencias significativas entre controles y pacientes con Enfermedad
de Alzheimer con edad menor o igual a 80 afios, ni en el grupo con edad mayor a 80 afios para

el polimorfismo estudiado (p>0,05).

En la tabla 66 se analizan los modelos de herencia segun si los pacientes eran portadores o no
del alelo APOE €4. Tras el analisis se observé que no se alcanzo la significacién estadistica para

ninguno de los tres modelos ni en los pacientes APOE &4(+) ni en los APOE €4(-) (p>0,05).

Tabla 66: Distribucion del gen ATG16L1 entre portadores y no portadores de APOE &4
Modelo Controles (N) Casos (N) OR IC (95%) P
APOE ¢4 (+) N= 23 N=78

Thr/Thr 5 (21,7%) 15 (19,2%) |1

Thr/Ala 10 (43,5%) 41 (52,6%) 1,42 (0,39-5,20) 0,594
Ala/Ala 3 (34,8%) 22 (28,2%) 1,25 (0,32-4,98) 0,747
Dominante 1,35 (0,40-5,53) 0,626
Recesivo 1,02 (0,35-2,92) 0,972
APOE £4 (-) N= 178 N=122

Thr/Thr 35 (19,7%) 28 (23,0%) 1

Trhr/Ala 89 (50,0%) 61 (50,0%) 0,87 (0,47-1,60) 0,648
Ala/Ala 54 (30,3%) 33 (27,0%) 0,83 (0,42-1,64) 0,598
Dominante 0,86 (0,48-1,53) 0,599
Recesivo 1,09 (0,64-1,85) 0,740

4.3.2: ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE EL POLIMORFISMO INTRONICO g.10621860 C>G DE
ATG5 ENTRE ENFERMEDAD DE ALZHEIMER Y CONTROLES

Situado en la posicion 10621866 dentro del cromosoma 6, produce un cambio de citosina (C)

por guanina (G).

En la tabla 67 se resume la distribucién genotipica del polimorfismo intrénico del gen ATG5 en
los 200 casos con Enfermedad de Alzheimer y los 201 controles. No se encontraron diferencias
entre la frecuencia de los diferentes genotipos del polimorfismo intrénico del gen ATG5 entre
pacientes con Enfermedad de Alzheimer y controles. Antes de realizar el andlisis de asociacion
y con el fin de observar si el grupo de controles puede considerarse representativo de la
poblacién general sin demencia, se ha comprobado que se cumple el principio de equilibrio de

Hardy-Weinberg en la muestra de controles (p=0,521).
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Tabla 67: Distribucion de las frecuencias genotipicas en la Enfermedad de Alzheimer y controles
relacionados con el polimorfismo intrénico del gen ATG5

Modelo Genotipo Controles N|Alzheimer OR IC del 95% P
(%) N (%)

Codominante CC 32 (40,8%) 91 (45,5%) 1

CG 96 (47,8%) 82 (41,0%) 0,73  |(0,46-1,15) 0,174

GG 23 (11,4%) 27 (13,5%) 1,02  ((0,51-2,02) 0,954
Dominante CcC 82 (40,8%) 91 (45,5%) 1

CG+GG 119 (59,2%)  |109 (54,5%) 0,78  |(0,51-1,21) 0,271
Recesivo GG 23 (11,4%) 27 (13,5%) 1

CC+CG 178 (88,6%) |173 (86,5%) 0,84  |(0,44-1,60) 0,589

Se ha estudiado la influencia de la variable edad asi como de la APOE €4 en la distribucion

genotipica del polimorfismo intrénico del gen ATG5.

En la tabla 9 del Anexo V Il se analizan los modelos de herencia en funcién de la edad mayor o

menor de 80 afios. En dicho analisis no se observé la significacion estadistica para ninguno de

los tres modelos ni en los pacientes con < 80 afios ni en los > 80 afios (p>0,05). En la tabla 68

se analizan los modelos de herencia segun si los participantes eran portadores o no del alelo

APOE €4. Tras el andlisis se observé que no se alcanzé la significacion estadistica para ninguno

de los tres modelos ni en los pacientes APOE €4(+) ni en los APOE &4(-) (p>0,05).

Tabla 68: Distribucion del gen ATG5 entre portadores y no portadores de APOE &4

Modelo Controles (N) Casos (N) OR IC (95%) P
APOE ¢4 (+) N=23 N=78

CC 6 (26,1%) 32 (41,0%) 1

CG 15 (65,2%) 36 (46,2%) 0,40 (0,12-1,32) 0,132
GG 2 (8,7%) 10 (12,8%) 0,71 (0,12-4,39) 0,717
Dominante 0,45 (0,14-1,41) 0,171
Recesivo 0,86 (0,16-4,61) 0,863
APOE £4 (-) N=178 N=122

CC 76 (42,7%) 59 (48,4%) 1

CG 81 (45,5%) 46 (37,7%) 0,82 (0,49-1,37) 0,453
GG 21 (11,8%) 17 (13,9%) [1,00 (0,47-2,13) 0,998
Dominante 0,87 (0,54-1,40) 0,565
Recesivo 0,91 (0,44-1,87) 0,801
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4.3.3.: ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE EL POLIMORFISMO Thr212Met DEL GEN ATG10
ENTRE ENFERMEDAD DE ALZHEIMER Y CONTROLES

El polimorfismo Thr212Met del gen ATG10 consiste en una transicion de citosina (C) por
tiamina (T) en el segundo nucleétido del codén 212 que produce un cambio de Treonina (Thr)

por Meteonina (Met).

En la tabla 69 se resume la distribucién genotipica del polimorfismo Thr212Met del gen ATG10
en los 200 casos con Enfermedad de Alzheimer y los 201 controles. No se encontraron
diferencias entre la frecuencia de los diferentes genotipos del polimorfismo Thr212Met del
gen ATGI10 entre pacientes con Enfermedad de Alzheimer y controles. Antes de realizar el
analisis de asociacion y con el fin de observar si el grupo de controles puede considerarse
representativo de la poblacidon general sin demencia, se ha comprobado que se cumple el

principio de equilibrio de Hardy-Weinberg en la muestra de controles (p=0,552).

Tabla 69: Distribucion de las frecuencias genotipicas en la Enfermedad de Alzheimer y controles
relacionados con el polimorfismo Thr212Met del gen ATG10

Modelo Genotipo Controles N|Alzheimer OR ICdel95% |P
(%) N (%)
Codominante Thr/Thr 58 (28,9%) 47 (23,5%) 1
Thr/Met 96 (47,8%)  [108 (54,0%) |1,25 |(0,75-2,08) 0,390
Met/Met 47 (23,4%)  |45(22,5%) 0,94 |(0,51-1,74) 0,850
Dominante Thr/Thr 58 (28,9%) 47 (23,5%) 1
Thr/Met+ 143 (71,1%) |153(76,5%) [1,15 [0,71-1,86) [0,574
Met/Met
Recesivo Met/met 47 (23,4%) 45 (22,5%) 1
Thr/Met+ 154 (76,6%)  |155 (77,5%) [1,23  [(0,74-2,05) [0,425
Thr/Thr

Se ha estudiado la influencia de la variable edad asi como del alelo APOE €4 en la distribucion

genotipica del polimorfismo Thr212Met el gen ATG10.

En la tabla 10 del Anexo VIl se analizan los modelos de herencia en funcion de la edad mayor o
menor de 80 afios. En el analisis no se obtuvo significacion estadistica para ninguno de los tres

modelos ni en los pacientes con < 80 afios ni en los > 80 afios (p>0,05).

En la tabla 70 se analizan los modelos de herencia segun si los individuos eran portadores o no
de APOE €4. Tras el andlisis se observd que no se alcanzd la significacion estadistica para

ninguno de los tres modelos ni en los individuos APOE4(+) ni en los APOE4(-) (p>0,05).
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Tabla 70: Distribucion del gen ATG10 entre portadores y no portadores de APOE €4
Modelo Controles (N) Casos (N) OR IC (95%) P
APOE £4 (+) N=23 N=78

Thr/Thr 6 (26,1%) 15(19,2%) |1

Thr/Met 12 (52,2%) 40 (51,3%) (1,45 (0,43-4,87) 0,549
Met/Met 5(21,7%) 23 (29,5%) |1,56 (0,37-6,52) 0,539
Dominante 1,49 (0,47-4,70) 0,499
Recesivo 0,83 (0,26-2,65) 0,750
APOE £4 (-) N= 178 N= 122

Thr/Thr 52 (29,2%) 32(26,2%) |1

Thr/Met 84 (47,2%) 68 (55,7%) |1,26 (0,72-2,22) 0,415
Met/Met 42 (23,6%) 22 (18,0%) 0,83 (0,41-1,67) 0,602
Dominante 1,12 (0,66-1,91) 0,677
Recesivo 1,40 (0,78-2,54) 0,262

4.3.4.: ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE EL POLIMORFISMO GIn1383Glu DEL GEN ATG2B
ENTRE ENFERMEDAD DE ALZHEIMER Y CONTROLES

El polimorfismo GIn1383Glu del gen ATG2B traduce una translocacion de citosina (C) por
guanina (G) en el primer nucleédtido del coddn 1383, que provoca un cambio de glutamina por
acido glutamico. En la tabla 71 se resume la distribuciéon genotipica del polimorfismo
GIn1383Glu del gen ATG2B en los 200 casos con Enfermedad de Alzheimer y los 201 controles.
No se encontraron diferencias entre la frecuencia de los diferentes genotipos del polimorfismo
GIn1383Glu del gen ATG2B entre pacientes con Enfermedad de Alzheimer y controles. Antes
de realizar el anadlisis de asociacién y con el fin de observar si el grupo de controles puede
considerarse representativo de la poblacidn general sin demencia, se ha comprobado que se

cumple el principio de equilibrio de Hardy-Weinberg en la muestra de controles (p=0,137).

Tabla 71: Distribucion de las frecuencias genotipicas en la Enfermedad de Alzheimer y controles
relacionados con el polimorfismo GIn1383Glu del gen ATG2B

Modelo Genotipo Controles N|Alzheimer OR (ICdel95% P
(%) N (%)
Codominante GIn/GlIn 31 (15,4%) 20 (10,0%) 1
GIn/Glu 83 (41,3%)  [83(41,5%)  |1,35 |(0,68-2,69) 0,392
Glu/Glu 87(43,3%) |97 (48,5%)  |1,58 |(0,80-3,11) 0,189
Dominante GIn/GlIn 31 (15,4%) 20 (10,0%) 1
Gln/Glu+ 170 (84,6%) |180(90,0%) [1,47 |(0,77-2,80) [0,243
Glu/Glu
Recesivo Glu/Glu 87 (43,3%) 97 (48,5%) 1
Gln/Glu+ 114 (56,7%) |103 (51,5%) [0,80 [(0,52-1,23) [0,305
GIn/GlIn
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Se ha estudiado la influencia de la variable edad asi como del alelo APOE €4 en la distribucion

genotipica del polimorfismo GIn1383Glu del gen ATG2B.

En la tabla 11 del Anexo VII se analizan los modelos de herencia en funcién de la edad mayor o
menor de 80 afios. En el analisis no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
para ninguno de los tres modelos ni en los pacientes con < 80 afios ni en los > 80 afios

(p>0,05).

En la tabla 72 se analizan los modelos de herencia segun si los pacientes eran portadores o no
del alelo APOE €4. Tras el analisis se observd que no se alcanzd la significacion estadistica para

ninguno de los tres modelos ni en los pacientes APOE4(+) ni en los APOE4(-) (p>0,05).

Tabla 72: Distribucion del gen ATG2B entre portadores y no portadores de APOE &4
Modelo Controles (N) Casos (N) OR IC (95%) P
APOE £4 (+) N=23 N=78

GIn/GIn 3 (13,0%) 7 (9,0%) 1

GIn/Glu 11 (47,8%) 34 (43,6%) |1,05 (0,21-5,16) 0,954
Glu/Glu 9 (39,1%) 37 (47,4%) |1,36 (0,27-6,99) 0,711
Dominante 1,18 (0,26-5,34) 0,831
Recesivo 0,76 (0,28-2,09) 0,596
APOE £4 (-) N=178 N=122

GIn/GIn 28 (15,7%) 13(10,7%) (1

GIn/Glu 72 (40,4%) 49 (40,2%) |1,16 (0,46-2,98) 0,749
Glu/Glu 78 (43,8%) 60 (49,2%) |1,70 (0,68-4,26) 0,260
Dominante 1,53 (0,74-3,14) 0,248
Recesivo 0,81 (0,50-1,30) 0,374

4.3.5 ANALISIS DE LA RELACION ENTRE GENES RELACIONADOS CON AUTOFAGIA Y
PROGRESION EN ENFERMEDAD DE ALZHEIMER.

En el caso de Thr300Ala del gen ATG16L1, en general, la progresién fue mas rapida en los
individuos portadores del genotipo Thr/Thr (30,2%) que en los individuos Thr/Met o Met/Met

(14%), siendo estas diferencias estadisticamente significativas (p=0,013) (Tabla 73).

Entre los portadores del alelo APOE €4 un 26,7% de los pacientes con Enfermedad de
Alzheimer portadores del genotipo Thr/Thr presentaron un progresién rapida de la
enfermedad frente al 14,1% de formas rapidas entre aquellos con genotipos Thr/Ala o Ala/Ala,

siendo esta relacidn no estadisticamente significativa (p=0,207).
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Entre los no portadores del alelo APOE €4, un 32,1% de los pacientes con Enfermedad de
Alzheimer portadores del genotipo Thr/Thr presentaron una progresion rapida de la
enfermedad frente al 13,2% de formas rapidas entre aquellos con genotipos Thr/Ala o Ala/Ala,

siento esta relacién estadisticamente significativa (p=0,021).

Tabla 73. Distribucion del gen ATG16L1 segun la progresion de Enfermedad de Alzheimer

EA RAPIDA EA PROGRESION P
PROGRESION, | NORMAL, N (%)
N (%)

TOTAL Thr/Thr 13 (30,2%) 30 (69,8%) 0,013
Thr/Ala-Ala/Ala 22 (14,0%) 135 (86,0%)

APOE &4 (+) Thr/Thr 4 (26,7%) 11 (73,3%) 0,207
Thr/Ala-Ala/Ala 9(14,1%) 55 (85,9%)

APOE €4 (-) Thr/Thr 9(32,1%) 19 (67,9%) 0,021
Thr/Ala-Ala/Ala 12 (13,2%) 79 (86,8%)

Ademads, se realizé un anadlisis de regresidon logistica ajustado por factores cldsicos que
habitualmente afectan a la progresion de la Enfermedad de Alzheimer, para calcular los efectos
del alelo €4 del polimorfismo APOE y del genotipo Thr/Thr del gen ATG16L1 sobre la
progresion rapida de la Enfermedad de Alzheimer. (Tabla 74). El andlisis de estas variables
determind que la presencia de sintomas psicéticos, el tratamiento con inhibidores de la
Acetilcolinesterasa (IAChE) o memantina, el tiempo de seguimiento y el ser portador del

genotipo Thr/Thr de ATG16L1 son factores que se relacionaron con una progresion mas rapida

de la enfermedad con p=0,006, p=0,0001, p=0,0001 y p=0,030 respectivamente.
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Tabla 74: Anilisis de regresion logistica

VARIABLE OR 1C 95% P

Edad al diagndstico 0,99 0,93-1,06 0,967
Género 0,47 0,20-1,15 0,098
Educacion 1,06 0,61-1,84 0,832
Depresion 0,88 0,36-2,15 0,786
Psicosis 3,62 1,44-9,13 0,006
Achel/memantina 2,75 1,64-4,61 0,0001
Tiempo de | 0,54 0,39-0,75 0,0001
seguimiento

Portador de APOE4 1,00 0,42-2,42 0,994
Genotipo Thr/Thr del | 2,92 1,11-7,69 0,030
gen ATG16L1

En el caso del polimorfismo intrénico del gen ATG5, un 17,6% de los pacientes con
Enfermedad de Alzheimer portadores del genotipo CC presentaron una progresion rapida de la
enfermedad frente al 17,4% de formas rapidas entre aquellos con genotipos CG-GG, siendo
esta relacion no estadisticamente significativa (p =0,978). No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en los subgrupos de portadores y no portadores de APOE &4

(Tabla 75).

Tabla 75. Distribucion del gen ATG5 segun la progresién de Enfermedad de Alzheimer

EA RAPIDA EA PROGRESION P
PROGRESION, | NORMAL, N (%)
N (%)

TOTAL cC 16 (17,6%) 75 (82,4%) 0,978
CG-GG 19 (17,4%) 90 (82,6%)

APOE ¢4 (+) cc 5 (15,6%) 27 (84,4%) 0,869
CG-GG 8 (17,0%) 39 (83,0%)

APOE ¢4 (-) cC 11 (19,0%) 47 (81,0%) 0,713
CG-GG 10 (16,4%9 51 (83,6%)

Tampoco se demostroé la influencia del gen ATG5 o APOE €4 en la progresion rapida o normal
de la Enfermedad de Alzheimer en el andlisis de regresion logistica, que confirmdé —de modo

similar al caso de ATG16L1 o reparadores del DNA- que la presencia de psicosis, la toma de
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IAChE 0 memantina y un menor tiempo de evolucién constituian variables relacionadas con la

velocidad de progresion de la Enfermedad de Alzheimer (p<0,05) (Tabla 76).

Tabla 76: Analisis de regresion logistica

VARIABLE OR 1IC95% P

Edad al diagnéstico 1,01 0,95-1,08 0,745
Género 0,49 0,20-1,17 0,109
Educacion 1,10 0,63-1,93 0,732
Depresion 0,92 0,38-2,21 0,857
Psicosis 3,49 1,41-8,66 0,007
Achel/memantina 2,85 1,71-4,76 0,0001
Tiempo de | 0,53 0,38-0,74 0,0001
seguimiento

Portador de APOE4 0,99 0,41-2,41 0,992
Genotipo CC del gen | 1,52 0,61-3,75 0,369
ATG5

En el polimorfismo Thr212Met del gen ATG10, se observé una progresidn mas rdpida en un
19,1% de los individuos con Enfermedad de Alzheimer portadores del genotipo Thr/Thr frente
al 17% de formas rapidas entre aquellos con genotipos Thr/Met-Met/Met, no alcanzandose el
grado de significacion estadistica (p =0,734). No se objetivaron diferencias estadisticamente

significativas en los subgrupos de portadores y no portadores de APOE g4 (Tabla 77).

Tabla 77. Distribucion del gen ATG10 segun la progresion de Enfermedad de Alzheimer
EA RAPIDA EA PROGRESION P
PROGRESION, NORMAL, N (%)
N (%)

TOTAL Thr/Thr 9 (19,1%) 38 (80,9%) 0,734
Thr/Met-Met/Met 26 (17,0%) 127 (83,0%)

APOE €4 (+) Thr/Thr 2 (12,5%) 14 (87,5%) 0,481
Thr/Met-Met/Met 11 (17,5%) 52 (82,5%)

APOE €4 (-) Thr/Thr 6 (20,0%) 24 (80,0%) 0,696
Thr/Met-Met/Met 15 (16,9%) 74 (83,1%)
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En el andlisis de regresion logistica, tampoco se observé una progresién mas rapida en los
individuos con Enfermedad de Alzheimer portadores del genotipo Thr/Thr de gen ATG10, no

alcanzandose el grado de significacidn estadistica (p>0,05) (Tabla 78).

Tabla 78: Analisis de regresion logistica

VARIABLE OR 1IC95% P

Edad al diagnéstico 1,01 0,95-1,08 0,670
Género 0,51 0,21-1,23 0,134
Educacion 1,03 0,61-1,77 0,898
Depresion 0,92 0,39-2,22 0,868
Psicosis 3,42 1,39-8,42 0,007
Achel/memantina 2,82 1,70-4,70 0,0001
Tiempo de | 0,55 0,40-0,75 0,0001
seguimiento

Portador de APOE4 1,04 0,44-2,50 0,992
Genotipo Thr/Thr del | 0,90 0,33-2,49 0,848
gen ATG10

En el caso del polimorfismo GIn1383Glu del gen ATG2B, un 25,0% de los pacientes con
Enfermedad de Alzheimer portadores del genotipo GIn/GIn presentaron una progresion rapida
de la enfermedad frente al 16,7% de formas rapidas entre aquellos con genotipos GIn/Glu-
Glu/Glu, siendo esta relacidon no estadisticamente significativa (p =0,352). No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en los subgrupos de portadores y no portadores de

APOE £4 (Tabla 79).

Tabla 79. Distribucion del gen ATG2B segun la progresion de Enfermedad de Alzheimer

EA RAPIDA EA PROGRESION P
PROGRESION, NORMAL, N (%)
N (%)

TOTAL GIn/GlIn 5(25,0%) 15 (75,0%) 0,352
GlIn/Glu-Glu/Glu 30 (16,7%) 150 (83,3%)

APOE ¢4 (+) GIn/Gln 2 (28,6%) 5 (71,4%) 0,324
GIn/Glu-Glu/Glu 11 (15,3%) 61 (84,7%)

APOE €4 (-) GIn/GIn 3(23,1%) 10 (76,9%) 0,411
GlIn/Glu-Glu/Glu 18 (17,0%) 88 (83,0%)
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En el analisis de regresion logistica, no se objetivé una progresion mas rapida en los individuos
con Enfermedad de Alzheimer portadores del genotipo GIn/GIn del gen ATG2B, al no

alcanzarse la significacién estadistica (p>0,05) (Tabla 80).

Tabla 80: Analisis de regresion logistica

VARIABLE OR 1IC95% P

Edad al diagnéstico 1,01 0,95-1,08 0,673
Género 0,52 0,22-1,23 0,136
Educacion 1,02 0,60-1,74 0,943
Depresion 0,94 0,39-2,27 0,899
Psicosis 3,36 1,37-8,23 0,008
Achel/memantina 2,85 1,71-4,76 0,0001
Tiempo de | 0,55 0,40-0,76 0,0001
seguimiento

Portador de APOE4 1,03 0,43-2,48 0,941
Genotipo GIn/GIn | 1,57 0,43-5,69 0,491
del gen ATG2B

4.3.6.: ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE EL POLIMORFISMO Thr300Ala DEL GEN ATG16L1
ENTRE DEMENCIA VASCULAR Y CONTROLES

En la tabla 81 se resume la distribucién genotipica del polimorfismo Thr300Ala del gen
ATG16L1 en los 200 casos con Demencia Vascular y los 201 controles. No se encontraron
diferencias entre la frecuencia de los diferentes genotipos de Thr300Ala entre pacientes con
Demencia Vascular y controles. Antes de realizar el analisis de asociaciéon y con el fin de
observar si el grupo de controles puede considerarse representativo de la poblacidn general
sin demencia, se ha comprobado que se cumple el principio de equilibrio de Hardy-Weinberg

en la muestra de controles (p=0,966).
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Tabla 81: Distribucion de las frecuencias genotipicas en la Demencia Vascular y controles
relacionados con el polimorfismo Thr300Ala del gen ATG16L1

Modelo Genotipo Controles N[DV OR ICdel95% P
(%) N (%)
Codominante Thr/Thr 40 (19,9%) 36 (18%) 1
Thr/Ala 99 (49,3%) 101 (50,5%) 1,12 |(0,66-1,92) (0,672
Ala/Ala 62 (30,8%) 63 (31,5%) 1,03 (0,58-1,85) 0,911
Dominante Thr/Thr 40 (19,9%) 36 (18%) 1
Thr/Ala+ 161 (80,1%) (164 (82%) 1,09 |(0,66-1,82) 0,734
Ala/Ala
Recesivo Ala/la 62 (30,8%) 63 (31,5%) 1
Thr/Thr+ 139 (69,2%) 137 (68,5%) 1,05 |(0,68-1,62) (0,819
Thr/Ala

Se ha estudiado la influencia de la variable edad asi como del alelo APOE €4 en la distribucion

genotipica del polimorfismo Thr300Ala del gen ATG16L1.

En la tabla 12 del Anexo VIl se analizan los modelos de herencia en funcién de los individuos

tenian una edad menor o igual a 80 aflos o mas de 80 afios. En el analisis no se encontraron

diferencias estadisticamente significativas para ninguno de los tres modelos en ninguno de los

dos grupos (p>0,05).

En la tabla 82 se analizan los modelos de herencia segln si los pacientes eran portadores o no

del alelo APOE €4. Tras el analisis se observé que no se alcanzé la significacion estadistica para

ninguno de los tres modelos ni en los participantes APOE g4(+) ni en los APOE &4(-) (p>0,05).

Tabla 82: Distribucion del gen ATG16L1 entre portadores y no portadores de APOE &4

Modelo Controles (N) Casos (N) OR IC (95%) P
APOE ¢4 (+) N=23 N = 64

Thr/Thr 5(21,7%) 11(17,2%) 1

Thr/Ala 10 (43,5%) 35 (54,7%) (1,79 (0,47-6,80) 0,393
Ala/Ala 3 (34,8%) 18 (28,1%) |1,21 (0,29-5,03) 0,792
Dominante 1,55 (0,44-5,46) 0,495
Recesivo 1,26 (0,45-3,55) 0,656
APOE £4 (-) N= 178 N=136

Thr/Thr 35 (19,7%) 25 (18,4%) |1

Thr/Ala 89 (50,0%) 66 (48,5%) (1,02 (0,55-1,89) 0,944
Ala/Ala 54 (30,3%) 45 (33,1%) (1,02 (0,52-1,98) 0,958
Dominante 1,03 (0,58-1,83) 0,926
Recesivo 0,99 (0,61-1,64) 0,997
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4.3.6.1: ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE EL POLIMORFISMO Thr300Ala DEL GEN ATG16L1

ENTRE SUBTIPOS DE DEMENCIA VASCULAR

En la tabla 83 se analizan los modelos de herencia segun si la Demencia Vascular (DV) cortical

o subcortical.

Dentro del subtipo de DV cortical no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas
al analizar los diferentes modelos de herencia (p>0,05).

En los pacientes con DV subcortical se aprecié una tendencia de los individuos portadores del
genotipo Ala/Ala en el modelo codominante a un riesgo menor (0,58 veces menor) de
desarrollar la enfermedad, sin alcanzarse la significacién estadistica (p=0,093). Un resultado
similar se observo en el modelo dominante, con una tendencia a un riesgo 0,69 veces menor
de padecer DV subcortical para los portadores del alelo Ala (Thr/Ala+Ala/Ala) vs Thr/Thr, y en
el modelo recesivo, con una tendencia a un riesgo 1,42 veces mayor de DV subcortical en
sujetos portadores del alelo Thr (Thr/Thr+Thr/Ala) vs Ala/Ala, no alcanzandose significacién

estadistica para ninguno de los dos modelos (p>0,05).

Tabla 83: Distribucidon de los genotipos del polimorfismo Thr300Ala del gen ATG16L1 entre
los subgrupos de Demencia Vascular y los casos.
Modelo Controles N (%) [Casos DV|OR IC (95%) P
cortical N (%)
N=201 N=99
Thr/Thr 40 (19,9%) 18 (18,2%) |1
Thr/Ala 99 (49,3%) 54 (54,5%) |1,34 (0,71-2,52) 10,370
Ala/Ala 62 (30,8%) 27 (27,3%) |1,22 (0,60-2,46) (0,579
Dominante 1,30 (0,70-2,39) (0,403
Recesivo 1,03 (0,63-1,68) (0,902
Controles N (%) |[Casos DV|OR IC (95%) p
subcortical N
(%)
N=201 N=101
Thr/Thr 40 (19,9%) 18 (17,8%) (1
Thr/Ala 99 (49,3%) 47 (46,5%) |0,76 (0,42-1,38) 10,370
Ala/Ala 62 (30,8%) 36 (35,6%) |0,58 (0,31-1,10) |0,093
Dominante 0,69 (0,39-1,20) 0,190
Recesivo 1,42 (0,89-2,25) 0,139

Se ha estudiado la influencia del alelo APOE &4 en la distribucién genotipica del polimorfismo

Thr300Ala del gen ATG16L1 entre los diferentes subtipos de Demencia Vascular. En la tabla 84
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se analizan los modelos de herencia segln si los pacientes eran portadores o no del alelo APOE
€4 entre los pacientes con DV cortical. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas para ninguno de los tres modelos ni entre los individuos portadores del alelo

APOE €4 ni entre aquellos no portadores del alelo APOE &4 (p>0,05).

Tabla 84: Distribucion del gen ATG16L1 entre portadores y no portadores de APOE €4 en DV,
cortical

Modelo Controles N (%) [Casos N (%) |OR IC (95%) p
APOE£4 (+) N=23 N=31

Thr/Thr 5 (21,7%) 4 (19,2%) 1

Thr/Ala 10 (43,5%) 20 (64,5%) |1,19 (0,34-4,19) 0,790
Ala/Ala 8 (34,8%) 7 (22,6%) 2,31 (0,50-10,71) 0,283
Dominante 1,38 (0,41-4,69) 0,601
Recesivo 0,50 (0,17-1,49) 0,212
APOE ¢4 (-) N=178 N= 68

Thr/Thr 35 (19,7%) 14 (20,6%) (1

Thr/Ala 89 (50,0%) 34 (50%) 1,36 (0,63-2,95) 0,437
Ala/Ala 54 (30,3%) 20 (29,4%) 0,92 (0,40-2,13) 0,884
Dominante 1,18 (0,57-2,48) 0,652
Recesivo 1,38 (0,76-2,51) 0,290

En la tabla 85 se analizan los modelos de herencia segun si los pacientes eran portadores o no
del alelo APOE €4 entre los pacientes con DV subcortical. En el grupo de portadores del alelo
APOE €4, no se observaron diferencias estadisticamente significativas para ninguno de los tres

modelos de herencia (p>0,05).

En el grupo de los no portadores del alelo APOE ¢4, se aprecié que los individuos portadores
del alelo Thr (Thr/Thr+Thr/Ala) vs Ala/Ala en el modelo recesivo tenian un riesgo mayor (1,75
veces mayor) de desarrollar DV subcortical, siendo este resultado estadisticamente
significativo (p=0,048). Una tendencia similar se encontré al analizar el modelo codominante,
en el que los individuos portadores del genotipo Ala/Ala presentaron un riesgo 0,49 veces
menor de DV subcortical frente a aquellos con el genotipo Thr/Thr, no llegandose a alcanzar en

este modelo el grado de significacion estadistica (p=0,078).
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Tabla 85: Distribucion del gen ATG16L1 entre portadores y no portadores de APOE €4 en DV,
subcortical

Modelo Controles N (%) [CasosN (%) |OR IC (95%) p
APOE &4 (+) N=23 N=33

Thr/Thr 5 (21,7%) 7 (21,2%) 1

Thr/Ala 10 (43,5%) 15 (45,5%) 0,42 (0,11-1,54) 0,191
Ala/Ala 8 (34,8%) 11 (33,3%) |0,62 (0,16-2,47) 0,501
Dominante 0,49 (0,15-1,65) 0,251
Recesivo 0,87 (0,32-2,33) 0,783
APOE €4 (-) N=178 N=68

Thr/Thr 35(19,7%) 11(16,2%) (1

Thr/Ala 89 (50,0%) 32 (47,1%) (0,81 (0,39-1,69) 0,574
Ala/Ala 54 (30,3%) 25 (36,7%) 0,49 (0,22-1,08) 0,078
Dominante 0,68 (0,33-1,36) 0,272
Recesivo 1,75 (1,00-3,06) 0,048

Se realizé un andlisis de regresidn logistica ajustado por edad, género, educacién, HTA, DM,

hipercolesterolemia, habito tabaquico y habito endlico en la comparativa entre los pacientes

con demencia vascular, y los subtipos de demencia vascular multiinfarto o cortical y subcortical

y el grupo control. Los resultados no son estadisticamente significativos para el polimorfismo

Thr300Ala del gen ATG16L1 ni en el grupo de Demencia Vascular, ni en el subgrupo de DV

cortical ni en el subgrupo de DV subcortical en su comparacién con el grupo control. (Tabla 86)

Tabla 86: Analisis de regresion logistica para Thr300Ala del gen ATG16L1

DV TOTAL DV cortical DV subcortical
MODELO GENOTIPO | OR (Ic| P OR (Ic| P OR (c| P
95%) 95%) 95%)
CODOMINANTE | Thr/Thr 1 1 1
Thr/Ala 1,18 0,571 | 1,31 (0,65- | 0,451 | 1,09 (0,53- | 0,808
(0,66- 2,65) 2,23)
2,17)
Ala/Ala 1,12 0,727 | 1,12 (0,51- | 0,783 | 1,16 (0,54- | 0,704
(0,60- 2,45) 2,52)
2,10)
DOMINANTE Thr/Thr 1 1 1
Thr/Ala+ 1,16 0.595 | 1,24 (0,63- | 0,533 | 1,13 (0,57- | 0,732
Ala/Ala (0,67- 2,44) 2,22)
2,00)
RECESIVO Ala/Ala 1 1 1
Thr/Ala+ 1,01 0,951 | 1,10 (0,62- | 0,738 | 0,92 (0,52- | 0,774
Thr/Thr (0,64- 1,96) 1,62)
1,61)
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4.3.7: ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE EL POLIMORFISMO INTRONICO g.10621860 C>G DEL
GEN ATG5 ENTRE DEMENCIA VASCULAR Y CONTROLES

En la tabla 87 se resume la distribucién genotipica del polimorfismo intrénico g.10621860 C>G
del gen ATG5 en los 200 casos con Demencia Vascular y los 201 controles. No se encontraron
diferencias entre la frecuencia de los diferentes genotipos del polimorfismo intrénico del gen
ATG5 entre pacientes con Demencia Vascular y controles. Antes de realizar el analisis de
asociacién y con el fin de observar si el grupo de controles puede considerarse representativo
de la poblacidon general sin demencia, se ha comprobado que se cumple el principio de

equilibrio de Hardy-Weinberg en la muestra de controles (p=0,521).

Tabla 87: Distribucion de las frecuencias genotipicas en la Demencia Vascular y controles
relacionados con el polimorfismo intrénico del gen ATG5
Modelo Genotipo Controles N[DV OR |[ICdel95% [P
(%) N (%)

Codominante CcC 32 (40,8%) 86 (43%) 1

CG 96 (47,8%) 90 (45%) 0,88 |(0,57-1,34) (0,549

GG 23 (11,4%) 24 (12%) 0,98 |(0,51-1,89) (0,950
Dominante CcC 32 (40,8%) 86 (43%) 1

CG+GG 119 (59,2%)  |114 (57%) 0,90 |(0,60-1,34) |0,600
Recesivo GG 23 (11,4%) 24 (12%) 1

CC+CG 178 (88,6%) |176 (88%) 0,95 |((0,51-1,77) 10,882

Se ha estudiado la influencia de la variable edad asi como del alelo APOE €4 en la distribucion

genotipica del polimorfismo intrénico g.10621860 C>G del gen ATG5.

El analisis de los genotipos en funcién de la edad no mostrd diferencias significativas entre
controles y pacientes con Demencia Vascular mayores de 80 afios, ni en el grupo con edad igual
o inferior a 80 afios en el polimorfismo intrénico del gen ATG5 estudiado (p>0,05) [ver Anexo

VII, Tabla 13].

En la tabla 88 se analizan los modelos de herencia segun si los pacientes eran portadores o no
del alelo APOE €4. El andlisis de los genotipos del polimorfismo intrénico del gen ATG5 en
funcion del estado de portador o no del alelo APOE €4 no mostré diferencias significativas

entre controles y pacientes con Demencia Vascular para ninguno de los tres modelos (p>0,05).
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Tabla 88: Distribucion del gen ATG5 segun el modelo de herencia de APOE €4

Modelo Controles N (%) [CasosN (%) |OR IC (95%) P
APOE £4 (+) N=23 N = 64

cC 6 (26,1%) 22 (34,4%) |1

CG 15 (65,2%) 32 (50,0%) 0,57 (0,19-1,72) 0,320
GG 2 (8,7%) 10 (15,6%) [1,41 (0,24-8,36) 0,707
Dominante 0,67 (0,23-1,96) 0,464
Recesivo 0,49 (0,10-2,46) 0,387
APOE £4 (-) N= 178 N=136

cC 76 (42,7%) 64 (47,1%) |1

CG 81 (45,5%) 58 (42,6%) 10,85 (0,52-1,37) 0,498
GG 21 (11,8%) 14 (10,3%) 0,77 (0,36-1,67) 0,511
Dominante 0,83 (0,52-1,31) 0,428
Recesivo 1,19 (0,57-2,49) 0,638

4.3.7.1: ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE EL POLIMORFISMO INTRONICO DEL GEN ATG5 ENTRE

SUBTIPOS DE DEMENCIA VASCULAR

En la tabla 89 se analizan los modelos de herencia segun si la Demencia Vascular (DV) es
cortical o subcortical. No se encontraron diferencias entre la frecuencia de los diferentes
genotipos del polimorfismo intrénico del gen ATG5 entre pacientes con DV cortical y controles
(p>0,05). Tampoco se alcanzo significacion estadistica en la comparativa entre el grupo de DV

subcortical y controles para ninguno de los tres modelos (p>0,05).

Tabla 89: Distribucion de los genotipos del polimorfismo intrénico del gen ATG5 entre los
subgrupos de Demencia Vascular y los casos.
Modelo Controles N (%) [Casos DVIOR IC (95%) P
cortical N (%)
N= 201 N =99
cC 82 (40,8%) 41 (41,4%) |1
CG 96 (47,8%) 48 (48,5%) 0,98 (0,58-1,65) 0,949
GG 23 (11,4%) 10 (10,1%) (0,81 (0,35-1,92) 0,638
Dominante 0,95 (0,58-1,57) (0,845
Recesivo 1,22 (0,54-2,73) 10,634
Controles N (%) [Casos DV|OR IC (95%) P
subcortical
N (%)
N=201 N=101
CC 82 (40,8%) 45 (44,6%) 1
CG 96 (47,8%) 42 (41,6%) 0,76 (0,45-1,29) 0,311
GG 23 (11,4%) 14 (13,9%) [1,09 (0,51-2,36) [0,823
Dominante 0,83 (0,51-1,35) (0,447
Recesivo 0,80 (0,39-1,65) 0,544
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Se ha estudiado la influencia del alelo APOE &4 en la distribucién genotipica del polimorfismo

intrénico del gen ATG5 en los diferentes subtipos de Demencia Vascular.

En la tabla 90 se analizan los modelos de herencia segun si los pacientes eran portadores o no
del alelo APOE €4 en los pacientes con DV cortical frente al grupo control. En el grupo de
portadores del alelo APOE €4, no se encontraron diferencias estadisticas en ninguno de los 3
modelos (p>0,05). En el grupo de los no portadores del alelo APOE €4, se objetiva una
tendencia de los individuos portadores del genotipo GG a un riesgo menor de padecer DV
cortical frente a aquellos con el genotipo CC en el modelo codominante, no alcanzandose el
grado de significacion estadistica (p=0,153). Por otro lado en el modelo recesivo, se observo
que los individuos portadores del alelo C (CC+CG) frente a aquellos con el genotipo GG
presentaron una tendencia a un riesgo 2,29 veces mayor de padecer DV cortical, sin ser este

resultado estadisticamente significativo (p= 0,156)

Tabla 90: Distribucion seguin APOE €4 del polimorfismo intrénico del gen ATG5 en DV
cortical

Modelo Controles N (%) [Casos N (%) [OR IC (95%) P
APOE &4 (+) N=23 N=31

cC 6 (26,1%) 9 (29%) 1

CG 15 (65,2%) 16 (51,6%) 0,76 (0,21-2,73) 0,671
GG 2 (8,7%) 6 (19,4%) 1,94 (0,28-13,53) |0,502
Dominante 0,91 (0,26-3,15) (0,881
Recesivo 0,43 (0,07-2,41) 10,335
APOE &4 (-) N=178 N= 68

cC 76 (42,7%) 32 (47,1%) |1

CG 81 (45,5%) 32 (47,1%) 0,94 (0,52-1,70) 10,830
GG 21 (11,8%) 4 (5,9%) 0,42 (0,13-1,38) 0,153
Dominante 0,83 (0,47-1,47) 10,524
Recesivo 2,29 (0,73-7,18) 0,156

En la tabla 91 se analizan los modelos de herencia segun si los pacientes eran portadores o no
del alelo APOE €4 en los pacientes con DV subcortical frente al grupo control. En los pacientes
con DV subcortical no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los
diferentes genotipos frente al grupo control ni en los portadores ni en los no portadores del

alelo APOE €4 para ninguno de los tres modelos (p>0,05).
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Tabla 91: Distribucion segin APOE4 del polimorfismo intrénico del gen ATG5 en DV

subcortical

Modelo Controles N (%) [CasosN (%) |OR IC (95%) P
APOE 4 (+) N=23 N=33

CcC 6 (26,1%) 13(39,4%) (1

CG 15 (65,2%) 16 (48,5%) 10,43 (0,13-1,48) 0,182
GG 2 (8,7%) 4 (12,1%) 1,91 (0,13-6,48) 0,924
Dominante 0,51 (0,16-1,66) 10,261
Recesivo 0,67 (0,11-4,10) 10,670
APOE 4 (-) N=178 N= 68

CcC 76 (42,7%) 32 (47,1%) |1

CG 81 (45,5%) 26 (38,2%) 0,75 (0,40-1,39) 10,363
GG 21 (11,8%) 10 (14,7%) |1,09 (0,45-2,62) (0,853
Dominante 0,82 (0,42-1,46) 0,500
Recesivo 0,80 (0,35-1,84) (0,603

Se realizé un andlisis de regresidn logistica ajustado por edad, género, educacién, HTA, DM,

hipercolesterolemia, habito tabaquico y habito endlico en la comparacién entre los pacientes

con Demencia Vascular, y los subtipos de cortical y subcortical y el grupo control. Los

resultados no muestran diferencias estadisticamente significativas para el polimorfismo

intrénico del gen ATGS5 ni en el grupo de Demencia Vascular, ni en el subgrupo de DV cortical

ni en el subgrupo de DV subcortical en su comparacién con el grupo control. (Tabla 92)

Tabla 92: Analisis de correlacion logistica en el polimorfismo intrénico del gen ATG5

DV TOTAL DV cortical DV subcortical
MODELO GENOTIPO |[OR (IC|P OR (1c OR(IC95%) |P
95%) 95%)
CODOMINANTE | CC 1 1 1
CG 0,88 0,582 | 0,96 (0,56- | 0,888 | 0,78 (0,45- | 0,376
(0,56- 1,66) 1,36)
1,38)
GG 1,08 0,834 | 0,86 (0,35-|0,739| 1,19 (0,52- | 0,678
(0,53- 2,10) 2,75)
2,18)
DOMINANTE CcC 1 1 1
CG+GG 0,92 0,684 | 0,94 (0,56- | 0,820 | 0,85 (0,50- | 0,551
(0,60- 1,59) 1,44)
1,40)
RECESIVO GG 1 1 1
CG+CC 0,87 0,682 | 1,14 (0,49- | 0,756 | 0,74 (0,34- | 0,456
(0,45- 2,67) 1,63)
1,69)
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4.3.8: ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE EL POLIMORFISMO Thr212Met DEL GEN ATG10
ENTRE DEMENCIA VASCULAR Y CONTROLES

En la tabla 93 se resume la distribucién genotipica del polimorfismo Thr212Met del gen ATG10
en los 200 casos con Demencia Vascular y los 201 controles. No se encontraron diferencias
entre la frecuencia de los diferentes genotipos del polimorfismo Thr212Met entre pacientes
con Demencia Vascular y controles (p>0,05). Sin embargo, se observdé en el modelo
dominante para aquellos individuos portadores del alelo Met (Thr/Met+Met/Met) frente a los
portadores del genotipo Thr/Thr una tendencia a un riesgo 1,42 veces mayor a desarrollar
Demencia Vascular (p=0,139) y, en el modelo codominante, de los portadores del genotipo
Thr/Met vs Thr/Thr una tendencia a un riesgo 1,43 veces mayor a padecer Demencia Vascular
(p=0,157), sin resultar estos resultados estadisticamente significativos. Antes de realizar el
analisis de asociacion y con el fin de observar si el grupo de controles puede considerarse

representativo de la poblacidon general sin demencia, se ha comprobado que se cumple el

principio de equilibrio de Hardy-Weinberg en la muestra de controles (p=0,552).

Tabla 93: Distribucion de las frecuencias genotipicas en la Demencia Vascular y controles
relacionados con el polimorfismo Thr212Met del gen ATG10

Modelo Genotipo Controles N|Demencia OR IC del 95% P
(%) Vascular
N (%)
Codominante Thr/Thr 58 (28,9%) 47 (23,5%) 1
Thr/Met 96 (47,8%)  [103 (51,5%) |1,43 (0,87-2,33)  [0,157
Met/Met 47 (23,4%) |50 (25%) 1,41 (0,80-2,48)  [0,240
Dominante Thr/Thr 58 (28,9%) 47 (23,5%) 1
Thr/Met+ 143 (71,1%) [153 (76,5%) [1,42 (0,89-2,25) 0,139
Met/Met
Recesivo Met/Met 47 (23,4%) 50 (25%) 1
Thr/Met+ 154 (76,6%)  |150 (75%) 0,90 (0,57-1,43)  |0,657
Thr/Thr

Se ha estudiado la influencia de la variable edad asi como del alelo APOE €4 en la distribucion

genotipica del polimorfismo Thr212Met del gen ATG10.

El analisis de los genotipos en funcién de la edad no mostrd diferencias significativas entre
controles y pacientes con Demencia Vascular mayores de 80 afos, ni en el grupo con edad
igual o inferior a 80 afios en el polimorfismo Thr212Met del gen ATG10 (p>0,05) [ver Anexo VII,
Tabla 14].
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En la tabla 94 se analizan los modelos de herencia segun si los participantes eran portadores o
no del alelo APOE €4. En el grupo de los portadores del alelo APOE €4, los pacientes con
Demencia Vascular no mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los
diferentes genotipos frente al grupo control (p>0,05). En el grupo de los no portadores del
alelo APOE ¢4, tanto en el modelo dominante como en el codominante, los individuos
portadores del alelo Met (Thr/Met+Met/Met) y del genotipo Met/Met presentan una
tendencia a un riesgo 1,46 y 1,65 veces mayor, respectivamente, de padecer demencia

vascular, no alcanzdndose significacion estadistica para ninguno de los modelos (p>0,05).

Tabla 94: Distribucion del gen ATG10 segun el modelo de herencia de APOE &4

Modelo Controles (N) Casos (N) OR IC (95%) P
APOE ¢4 (+) N= 23 N = 64

Thr/Thr 6 (26,1%) 15(23,4%) (1

Thr/Met 12 (52,2%) 39 (60,9%) |1,09 (0,31-3,79) 0,893
Met/Met 5(21,7%) 10(15,6%) 0,67 (0,15-2,97) 0,599
Dominante 0,97 (0,30-3,16) 0,954
Recesivo 1,51 (0,45-5,11) 0,508
APOE £4 (-) N=178 N=136

Thr/Thr 52 (29,2%) 32 (23,5%) |1

Thr/Met 84 (47,2%) 64 (47,1%) |1,36 (0,77-2,39) 0,293
Met/Met 42 (23,6%) 40 (29,4%) 1,65 (0,87-3,11) 0,126
Dominante 1,46 (0,86-2,47) 0,167
Recesivo 0,74 (0,44-1,25) 0,262

4.3.8.1: ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE EL POLIMORFISMO Thr212Met DEL GEN ATG10

ENTRE SUBTIPOS DE DEMENCIA VASCULAR

En la tabla 95 se analizan los modelos de herencia segun si la Demencia Vascular (DV) es
cortical o subcortical. En el grupo de DV cortical, se observa una tendencia a un mayor riesgo
de DV cortical en los sujetos portadores del genotipo Thr/Met frente a aquellos con el
genotipo Thr/Thr en el modelo codominante asi como de los portadores del alelo Met
(Thr/Met+Met/Met) frente a aquellos con el genotipo Thr/Thr en el modelo dominante, no
alcanzandose significacion estadistica para ninguno de los modelos (p>0,05). En el grupo de DV
subcortical, tampoco se observaron diferencias estadisticamente significativas frente al grupo
control en los diferentes genotipos del polimorfismo Thr212 Met del gen ATG10 para ninguno

de los tres modelos (p>0,05).
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Tabla 95: Distribucion Thr212Met del gen ATG10 segun subtipo de Demencia Vascular
Modelo Controles N (%) [Casos DV|OR IC (95%) p
cortical
N (%)
N= 201 N=99
Thr/Thr 58 (28,9%) 23 (23,2%) 1
Thr/Met 96 (47,8%) 53 (53,5%) 1,56 (0,85-2,89) 0,154
Met/Met 47 (23,4%) 23 (23,2%) 1,38 (0,68-2,83) 0,374
Dominante 1,50 (0,84-2,69) (0,171
Recesivo 0,98 (0,55-1,74) (0,935
Controles N (%) |[Casos DV|OR IC (95%) p
subcortical
N (%)
N= 201 N=101
Thr/Thr 58 (28,9%) 24 (23,8%) 1
Thr/Met 96 (47,8%) 50 (49,5%) 1,31 (0,72-2,39) (0,377
Met/Met 47 (23,4%) 27 (26,7%) 1,42 (0,71-2,83) 0,322
Dominante 1,35 (0,76-2,37) (0,303
Recesivo 0,84 (0,48-1,48) 0,551

Se ha estudiado la influencia del alelo APOE &4 en la distribucién genotipica del polimorfismo

Thr212Met del gen ATG10 en los diferentes subtipos de Demencia Vascular.

En la tabla 96 se analizan los modelos de herencia segun si los pacientes eran portadores o no
del alelo APOE €4 en los pacientes con DV cortical y controles. En los pacientes con DV cortical

no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes genotipos

frente al grupo control ni en los portadores ni en los no portadores del alelo APOE £4.

Tabla 96: Distribucion seguin APOE €4 del polimorfismo Thr212Met del gen ATG10 en DV
cortical

Modelo Controles N (%) [CasosN (%) |OR IC (95%) p
APOE &4 (+) N=23 N=31

Thr/Thr 6 (26,1%) 5 (16,1%) 1

Thr/Met 12 (52,2%) 21(67,7%) 2,16 (0,46-10,13) |0,330
Met/Met 5 (21,7%) 5 (16,1%) 1,07 (0,16-7,18) 0,945
Dominante 1,88 (0,42-8,34) (0,406
Recesivo 1,62 (0,36-7,24) (0,531
APOE ¢4 (-) N= 178 N= 68

Thr/Thr 52 (29,2%) 18 (26,5%) |1

Thr/Met 84 (47,2%) 32 (47,1%) [1,22 (0,61-2,47) [0,571
Met/Met 42 (23,6%) 18 (26,5%) (1,34 (0,60-2,97) 10,472
Dominante 1,26 (0,66-2,43) (0,483
Recesivo 0,85 (0,44-1,64) (0,635
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En la tabla 97 se analizan los modelos de herencia segun si los pacientes eran portadores o no
del alelo APOE €4 en los pacientes con DV subcortical y controles. En el grupo de portadores
del alelo APOE €4, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas para ninguno
de los tres modelos (p>0,05). En el grupo de los no portadores del alelo APOE &4, se observd
que los individuos portadores del genotipo Met/Met frente a aquellos con el genotipo Thr/Thr
en el modelo codominante asi como los portadores del alelo Met (Met/Thr+Thr/Thr) frente al
genotipo Thr/Thr en el modelo dominante muestran una tendencia a un mayor riesgo de
padecer DV subcortical, no alcanzandose significaciéon estadistica para ninguno de los dos
modelos (p=0,087 y p=0,136). Asimismo, en el modelo recesivo se observé una tendencia a un
riesgo 0,65 veces menor de padecer DV subcortical para aquellos individuos portadores del
alelo Thr (Thr/Thr+Thr/Met) frente a aquellos con el genotipo Met/Met, sin ser este resultado

estadisticamente significativo (p=0,185)

Tabla 97: Distribucion segun APOE €4 del polimorfismo Thr212Met del gen ATG10 en DV
subcortical

Modelo Controles N (%) [Casos N (%) |OR IC (95%) P
APOE ¢4 (+) N= 23 N =33

Thr/Thr 6 (26,1%) 10(30,3%) (1

Thr/Met 12 (52,2%) 18 (54,5%) [0,76 (0,20-2,92) |0,684
Met/Met 5(21,7%) 5 (15,2%) 0,49 (0,09-2,62) 0,403
Dominante 0,67 (0,19-2,43) (0,542
Recesivo 1,63 (0,40-6,66) 0,493
APOE ¢4 (-) N= 178 N= 68

Thr/Thr 52 (29,2%) 14 (20,6%) |1

Thr/Met 84 (47,2%) 32 (47,1%) |1,52 (0,73-3,19) |0,264
Met/Met 42 (23,6%) 22 (32,4%) |2,03 (0,90-4,55) |0,087
Dominante 1,69 (0,85-3,39) 0,136
Recesivo 0,65 (0,35-1,23) (0,185

Se realizd un analisis de regresion logistica ajustado por edad, género, educacion, HTA, DM,
hipercolesterolemia, habito tabaquico y habito endlico en la comparativa entre los pacientes
con demencia vascular, y los subtipos cortical y subcortical y el grupo control. Aunque se
reflejé una tendencia a un mayor riesgo de Demencia Vascular total en los sujetos portadores
del genotipo Thr/Met y Met/Met frente a aquellos con el genotipo Thr/Thr tanto en el modelo
codominante como en el dominante, los resultados no alcanzaron la significacion estadistica
(p>0,05). Es decir, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas ni en el grupo
de Demencia Vascular, ni en el subgrupo DV cortical ni en el subgrupo de DV subcortical en

comparacion con el grupo control. (Tabla 98)
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Tabla 98: Modelo de regresion logistica para el polimorfismo Thr212Met del gen ATG10

DVTOTAL | DV cortical DV subcortical
MODELO GENOTIPO |[OR (IC|P OR (ic|P OR (iIC|P
95%) 95%) 95%)
CODOMINANTE | Thr/Thr 1 1 1
Thr/Met | 1,46 0,159 | 1,55 (0,81- | 0,183 | 1,39 (0,73- | 0,318
(0,86- 2,96) 2,63)
2,45)
Met/Met | 1,53 0,169 | 1,34 (0,63- | 0,448 | 1,53 (0,73- | 0,256
(0,84- 2,86) 3,19)
2,80)
DOMINANTE | Thr/Thr 1 1 1
Thr/Met+ | 1,48 0,120 | 1,48 (0,80- | 0,211 | 1,43 (0,78 | 0,242
Met/Met | (0,90- 2,74) 2,62)
2,42)
RECESIVO Met/Met | 1 1 1
Thr/Met+T | 0,84 0,499 | 1,02 (0,55- | 0,959 | 0,81 (0,45- | 0,490
hr/Thr (0,52- 1,87) 1,47)
1,38)

4.3.9: ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE EL POLIMORFISMO GIn1383Glu DEL GEN ATG2B

ENTRE DEMENCIA VASCULAR Y CONTROLES

En la tabla 99 se resume la distribucion genotipica del polimorfismo GIn1383Glu del gen

ATG2B en los 200 casos con Demencia Vascular y los 201 controles. No se encontraron

diferencias entre la frecuencia de los diferentes genotipos del polimorfismo GIn1383Glu entre

pacientes con Demencia Vascular y controles. Antes de realizar el analisis de asociacion y con

el fin de observar si el grupo de controles puede considerarse representativo de la poblacion

general sin demencia, se ha comprobado que se cumple el principio de equilibrio de Hardy-

Weinberg en la muestra de controles (p=0,137).
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Tabla 99: Distribucion de las frecuencias genotipicas en la demencia vascular y controles
relacionados con el polimorfismo GIn1383Glu del gen ATG2B
Modelo Genotipo Controles N[DV OR ICdel95% P
(%) N (%)
Codominante GIn/GIn 31 (15,4%) 26 (13%) 1
GIn/Glu 83 (41,3%) 78 (39%) 1,11 (0,60-2,06) 0,740
Glu/Glu 87 (43,3%) 96 (48%) 1,36 (0,74-2,50) (0,321
Dominante GIn/Gln 31(15,4%) 26 (13%) 1
GIn/Glu+ 170 (84,6%) 174 (87%) 1,24 (0,70-2,20) 0,464
Glu/Glu
Recesivo Glu/Glu 87 (43,3%) 96 (48%) 1
GIn/Glu+ 114 (56,7%) 104 (52%) 0,79 (0,53-1,19) (0,259
GIn+GlIn

Se ha estudiado la influencia de la variable edad asi como del alelo APOE €4 en la distribucion

genotipica del polimorfismo GIn1383Glu del gen ATG2B.

El analisis de los genotipos en funcién de la edad se muestra en la Tabla 15 del Anexo VII. En
aquellos con edad menor o igual a 80 afios, no se reflejaron diferencias estadisticamente

significativas para ninguno de los tres modelos (p>0,05).

Entre los individuos mayores de 80 anos, se encontrd que aquellos que eran portadores del
genotipo Glu/Glu presentan un riesgo 2,83 veces mayor de desarrollar Demencia Vascular
frente a aquellos con el genotipo GIn/GIn en el modelo codominante, alcanzdndose la
significacién estadistica (p=0,029). De modo similar, se observé una tendencia a un riesgo 1,88
veces mayor de padecer Demencia Vascular en los portadores del genotipo GIn/Glu frente al
genotipo GIn/GIn en el modelo codominante, asi como 2,34 veces mayor en aquellos con el
alelo Glu (GIn/Glu+Glu/Glu) frente al genotipo GIn/GIn en el modelo dominante, y 0,57 veces
menor con el alelo GIn (GIn/Glu+GIn/GlIn) frente al genotipo Glu/Glu en el modelo recesivo, sin

lograrse la significacién estadistica (p=0,195; p=0,061 y p=0,057, respectivamente).

En la tabla 100 se analizan los modelos de herencia segun si los sujetos eran portadores o no

del alelo APOE €4.

En el grupo de portadores del alelo APOE €4, no se obtuvieron diferencias estadisticamente

significativas para ninguno de los tres modelos (p>0,05).

En el grupo de los no portadores del alelo APOE €4, se observé que los individuos portadores

de los genotipos Glu/Glu y GIn/Glu en el modelo codominante y del alelo Glu

(GIn/Glu+Glu/Glu) en el modelo dominante -frente a aquellos con el genotipo GIn/GlIn-
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presentan una tendencia a un riesgo mayor de padecer demencia vascular, no alcanzandose
significacién estadistica para ninguno de los modelos (p=0,108; p=0,062 y p=0,066,

respectivamente).

Tabla 100: Distribucién del gen ATG2B segln el modelo de herencia de APOE €4

Modelo Controles N (%) [Casos N (%) |OR IC (95%) p
APOE ¢4 (+) N=23 N = 64

GIn/GIn 3 (13,0%) 15 (23,4%) 1

GIn/Glu 11 (47,8%) 19 (29,7%) 0,42 (0,09-1,89) 0,260
Glu/Glu 9 (39,1%) 30 (46,9%) 0,83 (0,18-3,78) 0,812
Dominante 0,60 (0,15-2,45) 0,476
Recesivo 0,68 (0,25-1,83) 0,447
APOE ¢4 (-) N= 178 N=178

GIn/GIn 28 (15,7%) 28 (15,7%) |1

GIn/Glu 72 (40,4%) 72 (40,4%) [1,91 (0,87-4,21) 0,108
Glu/Glu 78 (43,8%) 78 (43,8%) [2,10 (0,96-4,57) 0,062
Dominante 2,01 (0,96-4,24) 0,066
Recesivo 0,79 (0,50-1,25) 0,322

4.3.9.1: ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE EL POLIMORFISMO GIn1383Glu DEL GEN ATG2B

ENTRE SUBTIPOS DE DEMENCIA VASCULAR

En la tabla 101 se analizan los modelos de herencia segln si la Demencia Vascular es cortical o
subcortical. No se encontraron diferencias entre la frecuencia de los diferentes genotipos del
polimorfismo GIn1383Glu del gen ATG2B entre pacientes con DV cortical y controles (p>0,05).
Tampoco se alcanzd significacion estadistica en la comparativa entre el grupo de DV subcortical

y controles para ninguno de los tres modelos (p>0,05).
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Tabla 101: Distribucién GIn1383Glu del gen ATG2B segun subtipo de Demencia Vascular
Modelo Controles N (%) [Casos DV|OR IC (95%) p
cortical
N (%)
N= 201 N =99
GIn/Gln 31 (15,4%) 15 (15,2%) |1
GIn/Glu 83 (41,3%) 40 (40,4%) 0,95 (0,45-1,98) 0,881
Glu/Glu 87 (43,3%) 44 (44,4%) 1,08 (0,52-2,23) 0,842
Dominante 1,02 (0,51-2,01) 0,961
Recesivo 0,89 (0,54-1,46) 0,652
Controles N (%) [Casos DV|OR IC (95%) p
subcortical
N (%)
N= 201 N=101
GIn/Gln 31 (15,4%) 11(10,9%) |1
GIn/Glu 33 (41,3%) 38 (37,6%) 1,30 (0,58-2,89) 0,520
Glu/Glu 87 (43,3%) 52 (51,5%) 1,63 (0,75-3,57) 0,219
Dominante 1,47 (0,70-3,11) 0,308
Recesivo 0,75 (0,46-1,22) 0,240

Se ha estudiado la influencia del alelo APOE &4 en la distribucion genotipica del polimorfismo

GIn1383Glu del gen ATG2B en los diferentes subtipos de Demencia Vascular.

En la tabla 102 se analizan los modelos de herencia segun si los pacientes eran portadores o no
del alelo APOE €4 en los pacientes con DV cortical y controles. En los pacientes con DV cortical
no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes genotipos

frente al grupo control ni en los portadores ni en los no portadores del alelo APOE £4.

Tabla 102: Distribucién segin APOE &4 del polimorfismo GIn1383Glu del gen ATG2B en DV
cortical

Modelo Controles N (%) [CasosN (%) [OR IC (95%) p
APOE €4 (+) N=23 N=31

GIn/GlIn 3 (13,0%) 8 (25,8%) 1

GIn/Glu 11 (47,8%) 9 (29%) 0,41 (0,07-2,28) 10,309
Glu/Glu 9 (39,1%) 14 (45,2%) 10,83 (0,15-4,47) 10,824
Dominante 0,60 (0,12-2,90) (0,521
Recesivo 0,73 (0,24-2,24) (0,579
APOE ¢4 (-) N= 178 N= 68

GIn/GIn 28 (15,7%) 7 (10,3%) 1

GIn/Glu 72 (40,4%) 31(45,6%) |1,48 (0,57-3,84) [0,415
Glu/Glu 78 (43,8%) 30 (44,1%) |1,49 (0,58-3,82) |0,405
Dominante 1,50 (0,61-3,67) (0,373
Recesivo 0,92 (0,51-1,63) (0,768
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En la tabla 103 se analizan los modelos de herencia segun si los pacientes eran portadores o no

del alelo APOE &4 en los pacientes con DV subcortical y controles.

Entre los pacientes con DV subcortical, tampoco se observaron diferencias estadisticamente
significativas frente al grupo control en los diferentes genotipos del polimorfismo Q1383E al
analizar exclusivamente a aquellos individuos portadores del alelo APOE &4 (p>0,05). Sin
embargo, entre los sujetos no portadores del alelo APOE €4 se aprecid que la presencia de los
genotipos GIn/Glu y Glu/Glu en el modelo codominante y del alelo Glu (GIn/Glu + Glu/Glu) en
el modelo dominante frente al genotipo GIn/GIn muestran una tendencia a un riesgo mayor
(2,68 veces mayor para GIn/Glu y 3,05 para Glu/Glu en el modelo codominante y 2,88 en el
modelo dominante) de padecer la enfermedad, aunque sin alcanzarse el grado de significacion

estadistica (p=0,091; p=0,053 y p=0,059, respectivamente).

Tabla 103: Distribucién segin APOE &4 del polimorfismo GIn1383Glu del gen ATG2B en DV
subcortical

Modelo Controles N (%) [Casos N (%) |OR IC (95%) P
APOE &4 (+) N= 23 N =33

GIn/Gln 3 (13,0%) 7(212%) |1

GIn/Glu 11 (47,8%) 10(30,3%) 0,42 (0,08-2,25) 0,313
Glu/Glu 9 (39,1%) 16 (48,5%) 0,81 (0,15-4,32) /0,809
Dominante 0,59 (0,13-2,82) 0,511
Recesivo 0,68 (0,22-2,04) 10,486
APOE ¢4 (-) N= 178 N= 68

GIn/Gln 28 (15,7%) 4 (5,9%) 1

GIn/Glu 72 (40,4%) 28 (41,2%) 2,68 (0,85-8,44) 0,091
Glu/Glu 78 (43,8%) 36 (52,9%) |3,05 (0,99-9,46) 0,053
Dominante 2,88 (0,96-8,64) (0,059
Recesivo 0,73 (0,41-1,29) 0,274

Se realizd un analisis de regresion logistica ajustado por edad, género, educacion, HTA, DM,
hipercolesterolemia, habito tabdquico y habito endlico en la comparacién entre los pacientes
con Demencia Vascular, y los subtipos cortical y subcortical y el grupo control. Al realizar el
anadlisis de regresion logistica, los resultados no reflejaron diferencias estadisticamente
significativas ni en el grupo de Demencia Vascular, ni en el subgrupo de DV cortical ni en el

subgrupo de DV subcortical en comparacion con el grupo control. (Tabla 104)
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Tabla 104: Modelo de regresion logistica para el polimorfismo GIn1383Glu del gen ATG2B

DV TOTAL DV CORTICAL DV SUBCORTICAL
MODELO GENOTIPO | OR(IC95%) | P OR (ic|p OR (iclp
95%) 95%)
CODOMINANTE | GIn/Gln 1 1 1
GIn/Glu 1,09 (0,57-]0,79 |0,87 (0,40- | 0,726 | 1,44 (0,62- | 0,399
2,09) 1 1,88) 3,35)
Glu/Glu 1,37 (0,72-]0,33 | 1,01 (0,47- | 0,989 | 1,72 (0,75- | 0,198
2,61) 2 2,15) 3,94)
DOMINANTE GIn/Gln 1 1 1
GIn/Glu+ | 1,24 (068|049 |0,94 (0,46-|0,870 | 1,59 (0,72- | 0,252
Glu/Glu 2,26) 3 1,92) 3,49)
RECESIVO Glu/Glu 1 1 1
GIn/Glu+ |0,78 (0,51-| 0,24 |0,90 (0,54- | 0,689 | 0,76 (0,45- | 0,303
GIn/GIn 1,19) 6 1,51) 1,28)

5. ANALISIS GENETICO DEL POLIMORFISMO Arg2Pro DEL GEN TP53

El estudio del polimorfismo Arg72Pro del gen TP53 es una ampliacidn de un estudio previo
realizado por nuestro equipo. En dicho estudio, se observaron resultados preliminares
prometedores; por esta razén hemos decidido ampliar la muestra para analizar si se replican

los resultados.

5.1 DESCRIPCION DE LA MUESTRA EMPLEADA PARA EL ANALISIS DEL POLIMORFISMO
Arg72Pro DEL GEN TP53

Para la realizacion de este trabajo, tal y como se ha comentado en el apartado anterior se han
empleado un total de 217 casos con Enfermedad de Alzheimer, 208 casos con Demencia
Vascular y 214 controles. Entre los casos de Demencia Vascular 102 casos eran de gran vaso
(cortical) y 106 de pequefio vaso (subcortical). Respecto a los pacientes con Enfermedad de
Alzheimer 39 presentaron una rapida progresion y 178 una evolucion normal de la

sintomatologia.

Los resultados obtenidos al analizar las variables epidemioldgicas, asi como las caracteristicas
de la demencia fueron similares a las obtenidas en e estudio de la poblacién en relacién con
los genes reparadores de DNA, autofagia y polimorfismo Met129Val de la proteina pridnica y

se encuentran resumidas en el Anexo VIII.
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5.2 ANALISIS GENETICO DEL POLIMORFISMO Arg72Pro DEL GEN TP53

En relacién al gen TP53, se estudio el polimorfismo Arg72Pro. Este polimorfismo se localiza en
el exén 4, y produce un cambio de Arginina (Arg) por Prolina (Pro), lo que da lugar a tres
posibles genotipos; Arg/Arg, Pro/Pro, Arg/Pro. Las funciones de dicho polimorfismo se detallan

en el capitulo 1.

En este polimorfismo, antes de realizar el andlisis de asociacidn y con el fin de observar si el
grupo de controles puede considerarse representativo de la poblacién general sin demencia,
se ha comprobado que se cumple el principio de equilibrio de Hardy-Weinberg en la muestra

de controles (p=0,525).

5.2.1 ESTUDIO COMPARATIVO DEL POLIMORFISMO Arg72Pro DEL GEN TP53 ENTRE
ENFERMEDAD DE ALZHEIMER Y CONTROLES

En la tabla 105 se analiza el riesgo del polimorfismo Arg72Pro del gen TP53 segun el modelo
de herencia en Enfermedad de Alzheimer, aprecidndose que tanto los individuos homocigotos
para Pro en el modelo codominante como los portadores de al menos un alelo Pro (homo y
heterocigotos) en el dominante presentan una disminuciéon del riesgo de tener Enfermedad de
Alzheimer, 0,62 veces menor en el caso del codominante y 0,56 veces menor en el dominante,
y en los dos casos se alcanza la significacion estadistica (p=0,037; p=0,008).

El modelo recesivo muestra que los individuos portadores del alelo Arg (Arg/Arg + Arg/Pro)
tienen un riesgo aumentado de tener demencia tipo Alzheimer, practicamente el triple (2,96),

frente a los homocigotos para Pro (Pro/Pro), alcanzando la significacién estadistica (p=0,027).

Tabla 105: Analisis del riesgo del polimorfismo Arg72Pro del gen TP53 en funcidn del modelo de
herencia

Modelo Genotipo Controles N|Alzheimer |OR IC del 95% P
(%) N (%)
Codominante |Arg/Arg 117 (54,7%) (143 (65,9%) |1
Arg/Pro 80 (37,4%) |65 (30%) 0,62 (0,39-0,97) 0,037
Pro/Pro 17 (7,9%) 9 (4,1%) 0,27  [(0,10-0,73) 0,010
Dominante  |Arg/Arg 117 (54,7%) (143 (65,9%) |1
Arg/Pro 97 (45,3%) [74(34,1%) 0,56  |(0,36-0,86)  |0,008
+Pro/Pro
Recesivo Pro/Pro 17 (7,9%) 9 (4,1%) 1
Arg/Arg +Arg/Pro 197 (92,1%) [208 (95,9%) [2,96 (1,13-7,6) 0,027
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Estos hallazgos nos permiten concluir que los portadores del alelo Pro tienen disminuido el
riesgo de padecer Enfermedad de Alzheimer, y que ello sucede independientemente de la

edad y del género.

Por otro lado, se ha estudiado la influencia de la variable edad asi como del alelo €4 del

polimorfismo APOE en la distribucién genotipica del polimorfismo Arg72 Pro del gen TP53.

El andlisis de los genotipos en funcion de la edad mostré que, tanto en individuos con edad
menor o igual a 80 afos como en mayores de 80 afios la presencia del alelo Pro en el modelo
dominante supone un riesgo 0,52 y 0,26 veces menor respectivamente de tener demencia tipo
Alzheimer, aunque sdlo en el caso de grupo de < 80 afios se alcanza significacién estadistica

(p=0,030; p=0,080) [ver Anexo VII, Tabla 16].

En la tabla 106 se analizan los modelos de herencia segun si los pacientes eran portadores o no

del alelo APOE €4.

Entre los pacientes portadores del alelo APOE &4 no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en la comparativa entre los grupos Enfermedad de Alzheimer vy

control de los diferentes genotipos del polimorfismo Arg72Pro (p>0,05).

Entre los no portadores del alelo APOE €4 se observd que los individuos portadores de los
genotipos Arg/Pro y Pro/Pro del polimorfismo Arg72Pro, tanto en el modelo de herencia
codominante como en el dominante, tenian un riesgo menor de padecer Enfermedad de
Alzheimer (de 0,56 en los portadores del genotipo Arg/Pro y de 0,19 en aquellos con el
genotipo Pro/Pro para el modelo codominante y de 0,49 para los genotipos Arg/Pro + Pro/Pro
en el dominante), siendo en los tres casos esta diferencia estadisticamente significativa
(p=0,024; p=0,007; p=0,004). En el modelo recesivo, los individuos portadores del alelo Arg
(Arg/Arg +Arg/Pro) tienen un riesgo aumentado de tener Enfermedad de Alzheimer (4,26 veces
mas) frente a los homocigotos para Pro (Pro/Pro), alcanzando la significacién estadistica

(p=0,017).
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Tabla 106: Distribucién del Arg72Pro entre portadores y no portadores de APOE €4
Modelo Controles N (%) [Casos N (%) |OR IC (95%) p
APOE €4 (+) N=24 N =283

Arg/Arg 15 (62,5%) 50(60,2%) (1

Arg/Pro 8 (33,3%) 28 (33,7%) |1,03 (0,37-2,89) 0,946
Pro/Pro 1(4,2%) 5 (6%) 0,81 (0,07-9,30) 0,868
Dominante 1,01 (0,37-2,72) 0,978
Recesivo 1,25 (0,11-13,94) 0,856
APOE €4 (-) N=190 N=134

Arg/Arg 102 (53,7%) 93 (69,4%) (1

Arg/Pro 72 (37,9%) 37 (27,6%) |0,56 (0,34-0,92) 0,024
Pro/Pro 16 (8,4%) 4 (3%) 0,19 (0,05-0,64) 0,007
Dominante 0,49 (0,30-0,79) 0,004
Recesivo 4,26 (1,29-14,02) 0,017

5.2.2 ANALISIS DE LA RELACION ENTRE EL POLIMORFISMO Arg72Pro DEL GEN TP53 Y
PROGRESION EN ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

También se analizé la influencia del polimorfismo Arg72Pro en la progresion rdpida o normal
de la Enfermedad de Alzheimer. Se defini6 como progresién rapida la disminucién en

puntuacién MMSE 2 4,5 puntos al afio.

En general, la progresién fue mas rapida en los individuos Arg/Arg (21,4%) que en los
individuos Arg/Pro o Pro/Pro (9,5%), siendo estas diferencias estadisticamente significativas

(p=0,019).

Entre los portadores del alelo APOE €4 un 20% de los pacientes con EA portadores del genotipo
Arg/Arg presentaron un progresion rapida de la enfermedad frente al 12,1% de formas rapidas
entre aquellos con genotipos Arg/Pro-Pro/Pro, siendo esta relacion no estadisticamente

significativa (p=0,348).

Entre los no portadores del alelo APOE €4, un 23,7% de los pacientes con EA portadores del
genotipo Arg/Arg presentaron una progresion rapida de la enfermedad frente al 7,3% de
formas rapidas entre aquellos con genotipos Arg/Pro-Pro/Pro, siento esta relacidn

estadisticamente significativa (p=0,025). (Tabla 107)
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Tabla 107. Distribucién del gen TP53 segun la progresion de EA

EA RAPIDA EA PROGRESION P
PROGRESION, NORMAL, N (%)
N (%)

TOTAL Arg/Arg 32(21,4%) 111 (77,6%) 0,019
Arg/Pro-Pro/Pro 7 (9,5%) 67 (90,5%)

APOE €4 (+) Arg/Arg 10 (20,0%) 40 (80%) 0,348
Arg/Pro-Pro/Pro 4(12,1%) 29 (87,9%)

APOE ¢4 (-) Arg/Arg 22 (23,7%) 71 (76,3%) 0,025
Arg/Pro-Pro/Pro 3(7,3%) 38 (92,7%)

Asimismo, se realizd6 un anadlisis de regresion logistica ajustado por factores cldsicos que
habitualmente afectan a la progresion de la Enfermedad de Alzheimer, para calcular los efectos
del alelo €4 del polimorfismo APOE €4 y del genotipo Arg/Arg del gen TP53 sobre la progresion
rapida de la Enfermedad de Alzheimer. El andlisis de estas variables determind que la
presencia de sintomas psicoticos, el tratamiento con inhibidores de la Acetilcolinesterasa
(IAChE) o memantina, el tiempo de seguimiento y el ser portador del genotipo Arg/Arg del gen
TP53 son factores que se relacionaron con una progresién mas rapida de la enfermedad con

p=0,007, p=0,0001, p=0,0001 y p=0,004 respectivamente. (Tabla 108)

Tabla 108: Analisis de regresion logistica de diferentes variables independientes

VARIABLE OR IC 95% P
Edad al diagnéstico 1,02 0,96-1,09 0,465
Género 0,53 0,22-1,27 0,157
Educacion 0,96 0,56-1,66 0,901
Depresion 1,04 0,44-2,47 0,917
Psicosis 3,57 1,41-9,05 0,007
IAChE/memantina 3,31 1,94-5,64 0,0001
Tiempo de 0,46 0,33-0,64 0,0001
seguimiento

Portador de APOE ¢4 0,62 0,25-1,52 0,299
Genotipo  Arg/Arg 4,64 1,65-13,02 0,004
del gen TP53
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5.2.3 ESTUDIO COMPARATIVO DEL POLIMORFISMO Arg72Pro DEL GEN T7P53 ENTRE
DEMENCIA VASCULAR Y CONTROLES

En la tabla 109 se analiza el riesgo del polimorfismo Arg72Pro del gen TP53 segun el modelo de
herencia en Demencia Vascular, aprecidndose que en el modelo dominante los individuos
portadores de al menos un alelo Pro (homo y heterocigotos) presentan una disminucién del
riesgo de tener demencia vascular, 0,63 veces menor y con significacién estadistica (p=0,026)
tras correccion por sexo y edad. Asimismo, los individuos heterocigotos Arg/Pro presentaron
un riesgo 0,65 veces menor de padecer demencia vascular frente aquellos portadores del

genotipo homocigoto Arg/Arg en el modelo codominante (p=0,044).

Tabla 109: Andlisis del riesgo del polimorfismo Arg72Pro del gen TP53 en funcién del modelo de

herencia
Modelo Genotipo Controles Demencia OR ICdel95% |P
N (%) Vascular
N (%)
Codominante Arg/Arg 117 (54,7%) 143 (65,9%) 1
Arg/Pro 80 (37,4%) 65 (30%) 0,65 (0,42-0,99) (0,044
Pro/Pro 17 (7,9%) 9 (4,1%) 0,57 (0,25-1,28) 10,172
Dominante Arg/Arg 117 (54,7%) (143 (65,9%) |1
Arg/Pro 97 (45,3%) 74 (34,1%) 0,63 (0,42-0,95) 0,026
+Pro/Pro
Recesivo Pro/Pro 17 (7,9%) 9 (4,1%) 1
Arg/Arg 197 (92,1%) 208 (95,9%) |1,50 (0,68-3,30) 0,316
+Arg/Pro

Estos hallazgos nos permiten concluir que los portadores del alelo Pro tienen disminuido el
riesgo de padecer demencia vascular, y que ello sucede independientemente de la edad y del

género.

Por otro lado, se estudié la influencia de la edad vy, por otro, del alelo €4 del polimorfismo

APOE en la distribucion genotipica del polimorfismo Arg72Pro.

El analisis de los genotipos en funcidn de la edad mostré una tendencia hacia la disminucion
del riesgo de tener Demencia Vascular en los individuos portadores del alelo Pro (Arg/Pro +
Pro/Pro) del polimorfismo Arg72Pro del gen TP53, tanto en aquellos con edad menor o igual a
80 afios como en los mayores de 80 afios, sin alcanzarse el grado de significacion estadistica

(p>0,05). [ver Anexo VII, Tabla 17].
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En la tabla 110 se analizan los modelos de herencia segun si los pacientes eran portadores o no

del alelo APOE £4.

Entre los pacientes portadores del alelo APOE &4 no se observaron diferencias
estadisticamente significativas de los diferentes genotipos del polimorfismo Arg72Pro en la

comparativa entre los grupos DV y control (p>0,05).

Entre los pacientes no portadores del alelo APOE €4 se observé que tanto los individuos con el
genotipo Pro/Pro en el modelo codominante como los portadores del alelo Pro en el
dominante presentan un riesgo menor de tener Demencia Vascular (0,25 veces menor en el
caso del codominante y 0,57 veces menor en el dominante), y en los dos casos se alcanza la
significacién estadistica (p=0,020; p=0,016). En el modelo recesivo los individuos portadores
del alelo Arg (Arg/Arg+ Arg/Pro) tienen un riesgo aumentado de tener Demencia Vascular (3,38
veces mayor) frente a los homocigotos para Pro (Pro/Pro), alcanzando la significacidn

estadistica (p=0,039).

Tabla 110: Distribucién del Arg72Pro entre portadores y no portadores de APOE €4
Modelo Controles N (%) [Casos N (%) [OR IC (95%) P
APOE €4 (+) N=24 N =66

Arg/Arg 15 (62,5%) 39 (59,1%) |1

Arg/Pro 8 (33,3%) 19 (28,8%) 0,75 (0,25-2,25) 0,613
Pro/Pro 1(4,2%) 8 (12,1%) 3,11 (0,35-27,79) 0,310
Dominante 1,02 (0,37-2,79) 0,973
Recesivo 0,30 (0,03-2,60) 0,275
APOE €4 (-) N= 190 N= 142

Arg/Arg 102 (53,7%) 94 (66,2%) |1

Arg/Pro 72 (37,9%) 44 (31%) 0,64 (0,39-1,03) 0,066
Pro/Pro 16 (8,4%) 4 (2,8%) 0,25 (0,08-0,80) 0,020
Dominante 0,57 (0,36-0,90) 0,016
Recesivo 3,38 (1,06-10,71) 0,039

5.2.3.1 ESTUDIO COMPARATIVO DEL POLIMORFISMO Arg72Pro DEL GEN TP53 ENTRE

SUBTIPOS DE DEMENCIA VASCULAR

En la tabla 111 se analizan el riesgo del polimorfismo Arg72Pro del gen TP53 segun el modelo
de herencia para cada subtipo de Demencia Vascular (DV).

En los pacientes con DV cortical se aprecié que los individuos portadores del alelo Pro
(Arg/Pro + Pro/Pro) en el modelo dominante tenian un riesgo menor (0,59 veces menor) de

desarrollar la enfermedad, siendo este resultado estadisticamente significativo (p=0,039).
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Dentro del subtipo de DV subcortical no se obtuvieron diferencias estadisticamente

significativas al analizar los diferentes modelos de herencia.

Tabla 111: Analisis del riesgo del polimorfismo Arg72Pro del gen TP53 en funcidn del
modelo de herencia
Modelo Controles N (%) [Casos DV|IOR IC (95%) p
cortical
N (%)
N=214 N= 102
Arg/Arg 117 (54,7%) 67 (65,7%) |1
Arg/Pro 80 (37,4%) 32 (31,4%) |0,65 (0,39-1,10) [0,110
Pro/Pro 17 (7,9%) 3 (2,9%) 0,29 (0,08-1,03) 10,056
Dominante 0,59 (0,36-0,97) 0,039
Recesivo 3,00 (0,84-10,68) (0,089
Controles N (%) [Casos DV|OR IC (95%) P
subcortical
N (%)
N=214 N= 106
Arg/Arg 117 (54,7%) 65 (62,3%) |1
Arg/Pro 80 (37,4%) 31(29,2%) |0,64 (0,38-1,08) (0,092
Pro/Pro 17 (7,9%) 9 (8,5%) 0,85 (0,35-2,07) 10,723
Dominante 0,68 (0,42-1,10) (0,115
Recesivo 1,00 (0,42-2,37) (0,995

Por otro lado, también se estudid la influencia del alelo €4 del polimorfismo APOE en la
distribucidn genotipica del polimorfismo Arg72Pro en los diferentes subtipos de Demencia

Vascular.

Entre los pacientes con DV cortical no se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre los diferentes genotipos frente al grupo control ni en los portadores ni en los no

portadores del alelo APOE €4. (Tabla 112)
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Tabla 112: Distribucion del Arg72Pro entre portadores y no portadores de APOE4 en DV,
cortical

Modelo Controles N (%) [Casos N (%) |OR IC (95%) p
APOE €4 (+) N=24 N=32

Arg/Arg 15 (62,5%) 21 (65,6%) |1

Arg/Pro 8 (33,3%) 9 (28,1%) 0,68 (0,20-2,33) 0,535
Pro/Pro 1(4,2%) 2 (6,3%) 1,49 (0,12-18,49) 0,755
Dominante 0,78 (0,24-2,49) 0,676
Recesivo 0,61 (0,05-7,33) 0,699
APOE €4 (-) N=190 N=70

Arg/Arg 102 (53,7%) 46 (65,7%) |1

Arg/Pro 72 (37,9%) 23 (32,9%) [0,69 (0,38-1,25) 0,218
Pro/Pro 16 (8,4%) 1(1,4%) 0,13 (0,02-1,06) 0,057
Dominante 0,59 (0,33-1,05) 0,075
Recesivo 6,51 (0,83-51,32) 0,075

Entre los pacientes con DV subcortical, tampoco se observaron diferencias estadisticamente
significativas frente al grupo control en los diferentes genotipos del polimorfismo Arg72Pro al
analizar exclusivamente a aquellos individuos portadores del alelo APOE €4. Sin embargo, entre
los sujetos no portadores del alelo APOE €4 se aprecié que la presencia del alelo Pro (Arg/Pro +
Pro/Pro) en el modelo dominante se relaciona con un riesgo menor (0,55 veces menor) de
padecer la enfermedad, siendo este resultado estadisticamente significativo (p=0,041) (Tabla

113)

Tabla 113: Distribucion del Arg72Pro entre portadores y no portadores de APOE4 en DV,
subcortical

Modelo Controles N (%) [Casos N (%) [OR IC (95%) P
APOE &4 (+) N= 24 N=34

Arg/Arg 15 (62,5%) 18 (52,9%) |1

Arg/Pro 8 (33,3%) 10(29,4%) 10,85 (0,25-2,91) 0,791
Pro/Pro 1 (4,2%) 6(17,6%)  |4,95 (0,52-47,36) 0,165
Dominante 1,29 (0,42-3,96) 0,656
Recesivo 0,19 (0,02-1,78) 0,147
APOE €4 (-) N= 190 N=70

Arg/Arg 102 (53,7%) 48 (66,7%) |1

Arg/Pro 72 (37,9%) 21(29,2%) 0,59 (0,32-1,08) 0,088
Pro/Pro 16 (8,4%) 3 (4,2%) 0,35 (0,09-1,31) 0,119
Dominante 0,55 (0,31-0,98) 0,041
Recesivo 2,34 (0,64-8,55) 0,198
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Se realizé un analisis de regresion logistica ajustado por edad, género, educacién, HTA, DM,
hipercolesterolemia, habito tabaquico y habito endlico en los pacientes con Demencia
Vascular, y los subtipos cortical y subcortical frente al grupo control. Al realizar el analisis de
regresion logistica, considerando el genotipo Arg/Arg de referencia, (Tabla 114) se observo que
en el modelo codominante en el grupo de Demencia Vascular total asi como en los modelos
dominantes del grupo DV total y DV cortical ser portador del alelo Pro se relaciona con un
riesgo menor (0,63; 0,62 y 0,58 respectivamente) de padecer la enfermedad, siendo estas

diferencias estadisticamente significativas (p=0,045; p=0,028 y p=0,038 respectivamente).

Tabla 114: Analisis de regresion logistica para Arg72Pro del gen TP53

DV TOTAL DV cortical DV subcortical
MODELO GENOTIPO OR P OR (IC P OR (IC P
(IC 95%) 95%) 95%)
CODOMINANTE | Arg/Arg 1 1 1
Arg/Pro 0,63 (0,40- | 0,045 | 0,64 (0,37- | 0,105 | 0,62 0,092
0,99) 1,10) (0,36-
1,08)
Pro/Pro 0,58 (0,24- | 0,210 | 0,28 (0,08- | 0,062 | 0,90 0,822
1,36) 1,06) (0,35-
2,33)
DOMINANTE Arg/Arg 1 1 1
Arg/Pro 0,62 (0,40- | 0,028 | 0,58 (0,34- | 0,038 | 067 (0,40- | 0,122
+Pro/Pro 0,95) 0,97) 1,11)
RECESIVO Pro/Pro 1 1 1
Arg/Arg + | 1,46 (0,63- | 0,377 | 2,98 (0,81- | 0,101 | 0,94 0,889
Arg/Pro 3,40) 10,95) (0,37-
2,38)
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CAPITULO 5: DISCUSION

1. ASPECTOS GENERALES

El incremento en la esperanza de vida, sumado a la baja tasa de natalidad de algunos paises
estd originando un crecimiento acelerado en el porcentaje de personas mayores, y, como

consecuencia, un envejecimiento poblacional.

Este envejecimiento tiene consecuencias a nivel social, econémico y fundamentalmente
sanitario, ya que se acompana de un aumento de la prevalencia de enfermedades tales como

las demencias.

La demencia plantea uno de los mayores retos de salud publica, lo cual ha favorecido que se
hayan aumentado los estudios epidemioldgicos, genéticos y sobre tratamiento en los ultimos

anos.

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es la primera causa de demencia en todo el mundo, seguida
de la Demencia Vascular (DV). Sin embargo, a pesar de la alta incidencia de DV, los estudios

sobre esta enfermedad son escasos y todavia se desconocen muchos aspectos de la misma.

En nuestro trabajo hemos estudiado la influencia de diferentes factores de riesgo, las
caracteristicas clinicas y varios polimorfismos genéticos relacionados con la autofagia, la

apoptosis y lareparacion celular en el desarrollo de EAy DV, y con la proteina pridnica en EA.

2. ESTUDIO CLiNICO

2.1: ESTUDIO DE VARIABLES NO GENETICAS. INFLUENCIA DE LOS FACTORES DE RIESGO EN EL
DESARROLLO DE LA DEMENCIA

La muestra de pacientes con demencia tipo Alzheimer incluida en nuestro estudio tiene una
distribucidon por sexos similar a la de las series publicadas, con predominio de las mujeres
respecto a los hombres. Sin embargo, en DV la distribucién de la enfermedad entre hombres y
mujeres es similar lo cual difiere en lo publicado hasta la fecha, ya que habitualmente se suele

observar un predominio de varones en esta entidad. (Tabla 11)

En un metanadlisis realizado por Sujuan Gao y Cols. se recogieron 67 estudios sobre la

incidencia, la edad y el sexo en la EA, observandose en todos ellos que las mujeres tenian
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mayor incidencia respecto a los varones. (144) Estos resultados también se observaron en el
estudio EURODEM, donde se observd que el género femenino aumentaba el riesgo de

desarrollar EA a medida que aumentaba la edad. (145)

Respecto a la DV, en el estudio EURODEM, no parecia observarse diferencias significativas
entre la edad, el género vy la probabilidad de desarrollar DV. (145) Recientemente, el estudio
realizado por Borenstein y cols, denominado proyecto Kame, determiné que las mujeres entre
80-89 afios presentaban mayor incidencia de DV que los varones. (146) En el estudio
Rotterdam la incidencia de DV fue mayor en los varones, disminuyendo las diferencias en los

grupos de mayor edad. (147)

En los registros espafoles, como el del estudio ReDeGi, se observd una mayor frecuencia de

mujeres en la categoria de EA y mayor frecuencia de hombres en las categorias de DV. (148)

La mayor incidencia y prevalencia de EA en el género femenino puede deberse a varias causas,
entre las que se encuentran la mayor supervivencia media de las mujeres, asi como factores
genéticos. Sin embargo, una diferencia fundamental es la pérdida del efecto neuroprotector
de los estrégenos en las mujeres. El efecto protector de los estrogenos es bien conocido ya
que éstos ejercen numerosas funciones sobre las neuronas, tales como reducir la pérdida
neuronal, estimular las vias colinérgicas o favorecer la formacién de espinas neuronales. A
diferencia de los hombres, que mantienen tasas de estrégenos mas o menos estables durante
toda la vida, las mujeres, debido a la menopausia, presentan una caida brusca de los niveles de
estrogenos que se traduce en diferentes alteraciones del metabolismo cerebral. (149) En 2007,
la clinica Mayo llevé a cabo un estudio de cohortes para analizar los efectos de la ooforectomia
y el envejecimiento, demostrando que las mujeres que fueron sometidas a ooforectomias
bilaterales antes del inicio de la menopausia experimentaban mayor riesgo a largo plazo de
deterioro cognitivo y/o demencia. (150,151) A pesar de ello, no se ha demostrado que la
terapia hormonal sustitutiva (THS) sea beneficiosa; es mas, el ensayo clinico WHIMS establecié

que la THS doblaba el riesgo de demencia de cualquier causa. (149)

La inflamacidn es otro factor de riesgo para EA que varia segun el sexo, siendo la disregulacion
inflamatoria mas fuerte en las mujeres. Las investigaciones preclinicas sugieren diferencias
importantes segun el género en la microglia durante el desarrollo y en respuesta a los
esteroides gonadales fluctuantes a lo largo de la vida. Se ha demostrado que las mujeres tienen
mas microglia que los hombres, especialmente durante la adolescencia, tiempo en el que

trastornos como la depresién y la ansiedad son mas prevalentes en las mujeres. Se ha
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determinado que la interrupcion en la microglia establece el escenario para el desarrollo de

enfermedades neurodegenerativas en la vejez. (152)

Respecto a la DV, en general, la mayoria de estudios coincide en una mayor prevalencia
masculina. Esto podria explicarse por el hecho de que cldsicamente los factores de riesgo para
enfermedad cerebrovascular eran mas prevalentes en varones debido, fundamentalmente a
sus habitos. Asi en el estudio NEDICES se observé que padecer un ictus y el género masculino
eran factores de riesgo independientes para DV. (153) En nuestro estudio, tanto para la DV
como para sus subtipos se observaron porcentajes similares entre hombres y mujeres. Esto
podria ser porque en las ultimas décadas las mujeres han adoptado estilos de vida y
costumbres similares a los hombres, equiparandose de este modo los factores de riesgos y

como consecuencia, el riesgo de enfermedad vascular cerebral.

Respecto a la diferencia de género entre los diferentes subtipos de DV se observaron
porcentajes similares entre hombres y mujeres tanto para la DV cortical como para DV
subcortical, sin encontrarse diferencias significativas respecto al grupo control. (Tabla 12) En la
literatura existen muy pocos estudios que analicen las diferencias por género segun el subtipo
de demencia vascular y en lo publicado se ha observado un mayor porcentaje de varones en la

DV cortical que en la subcortical. (154).

Sobre la progresidon en EA, no encontramos diferencias estadisticamente significativas entre
hombres y mujeres en el grupo de rdpida progresion. (Tabla 13) Varios estudios
epidemioldgicos muestran que la neurodegeneracién y los sintomas clinicos ocurren mas
rapidamente en las mujeres una vez que se sospecha el diagndstico. Diversos investigadores
han hipotetizado que esto sucede debido a una mayor esperanza de vida femenina asi como a
una progresion mas rapida debido a la vulnerabilidad neurobiolégica en la posmenopausia.
(152) Aunque la progresidn de la enfermedad puede ser mas rapida entre las mujeres de edad
avanzada, estudios realizados en los Estados Unidos y el Reino Unido sugieren que los varones

con EA tienen un tiempo de supervivencia mas corto. (155,156)

La edad media de los sujetos incluidos en el estudio fue de 79,7 afios para el grupo de EA, de

79,3 aios para el grupo de DV y de 81 afios para el grupo control. (Tabla 14)

En el grupo control sélo se incluyeron sujetos > de 70 afos, para disminuir la probabilidad de
incluir sujetos que pudieran desarrollar demencia en un futuro; ya que uno de los principales

factores de riesgo para el desarrollo de la demencia es la edad. Este sesgo de seleccién puede
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ser la explicacion a que las diferencias encontradas entre los diferentes grupos de edad fueran

estadisticamente significativas.

Al analizar la distribucién por rangos de edad observamos que entre los 76-85 en el grupo de
EA y entre los 71-80 en el grupo de DV casi se duplica de forma exponencial el nimero de
sujetos incluidos en cada quinquenio; estando la mayor parte de los sujetos en el rango
comprendido entre el rango de edad entre los 81-85 afios de edad para EA y entre los 76-80
para DV. En los grupos de mayor edad tanto los sujetos con EA como los de DV, van
disminuyendo de forma progresiva. La tendencia observada en nuestro estudio, es comparable

a la observada en otras poblaciones europeas (145).

Si atendemos a los subtipos de DV, observamos que la DV subcortical tiene un comportamiento
similar al de la EA, ya que en el grupo de DV subcortical el mayor nimero de pacientes se
encuentra entre los 81 y 85 afos de edad, factor que podria explicarse por la mayor presencia
de mujeres en ambos grupos. Por otro lado, en el grupo de DV cortical el mayor nimero de

pacientes se encuentra entre los 76-80 afios. (Tabla 15)

En un estudio llevado a cabo por Jellinger y cols, en el que se estudid la incidencia y
prevalencia de la demencia vascular, se evaluaron cuatro grupos de edad (desde la séptima
hasta la décima década) y se observé que la DV se producia en el 12,3% de la cohorte total,
disminuyendo entre los 60 y 90 aios de 15 a 8,7%. Los subtipos morfoldgicos (encefalopatia
arterioesclerdtica subcortical, encefalopatia por infarto multiple y demencia por infarto

estratégico) no mostraron diferencias relacionadas con la edad. (157)

Si analizamos los pacientes con EA, la edad media entre los de rdpida progresidn fue de 79,4
afios, mientras que la edad media entre los de progresidon normal fue de 79,7 aios; es decir,

que las edades medias de inicio fueron similares a las del grupo global de EA.

En relacion con el nivel educativo, se observé un menor nivel educativo, en general, en los
grupos de DV y EA, pero estos resultados sélo fueron estadisticamente significativos respecto a

los controles en el grupo de DV.

Varios estudios han demostrado que el nivel educativo bajo se asocia con una peor funcién
cognitiva en la edad adulta, asi como con mayor riesgo de desarrollar demencia. Algunos
estudios han determinado, incluso, que el efecto del nivel educativo podria ser mas importante

en el desarrollo de demencia que ser portador de genotipo APOE £4. (158)
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En un reciente metandlisis de 31 estudios sobre EA, se establecidé un riesgo relativo (RR) de
1,99 (IC del 95%: 1,30-3,04) para los pacientes con nivel educativo bajo. (158) Estos resultados
también se observaron en otro metanalisis que incluyd 69 estudios, donde establecié un RR de
2,62 para EA (IC 95%: 2,06-3,33) y de 2,11 (IC 95%: 1,40-3,19) para la DV. (159)

Se han propuesto diversos mecanismos que expliquen la repercusién del nivel educativo en el
riesgo de desarrollar demencia. Una de las principales hipdtesis, establece que la educacién en
edades tempranas tiene un efecto directo sobre el cerebro ya que estimula un mayor nimero
de sinapsis asi como una mejor vascularizacién lo cual ayuda a la creacién de la denominada
“reserva cognitiva”. Ademas, recientemente se ha observado que no sélo la educacién en la
infancia es importante, sino que también lo es la estimulacién cognitiva constante a lo largo de
la vida, en lo conocido como la hipdtesis de la estimulacion mental (“the use it or lose it
hypothesis”). Segun esta hipdtesis, una estimulacion mental continua puede conducir a
alteraciones neuroquimicas y estructurales a nivel del cerebro que pueden incluso

contrarrestar el efecto del bajo nivel educativo en la infancia. (159)

Las caracteristicas epidemioldgicas de sexo, edad y nivel educacional, fueron similares a las
observadas en la poblacién para estudio de autofagia, reparadores de DNA y proteina pridnica

que para la del gen TP53.

Por otro lado, hemos estudiado si los factores de riesgo vascular y los habitos téxicos se
relacionan con el riesgo de demencia.

En nuestra muestra, se observd una alta prevalencia de HTA entre los pacientes con DV,
aunque la prevalencia también fue moderadamente elevada en los controles (Tabla 19). Sin
embargo en el grupo de sujetos con EA la prevalencia de HTA fue menor. Las diferencias
observadas fueron significativas tanto para el grupo de DV como para EA.

Estos datos son similares a los observados en el registro ReDeGi, en el cual la HTA fue un factor
de riesgo mas importante para la DV que para la EA, estando presente en el 50,4% de los
pacientes con EA y en el 76,8% de los pacientes con DV. En este registro, al igual que en
nuestro trabajo, se excluyeron los casos de demencia mixta, lo cual puede explicar la menor
prevalencia de hipertensos entre los sujetos con EA. (149).

En el andlisis por subgrupos de DV también se observé una alta prevalencia de HTA para
ambos grupos, siendo mas elevada en el grupo de DV subcortical (Tabla 20), siendo esta
diferencia estadisticamente significativa frente al grupo control. Estos resultados son similares

a los obtenidos en otros estudios. (154)
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En el andlisis por subgrupos de EA la HTA fue mds prevalente en el grupo de progresion
normal, que el grupo de progresién rapida siendo ambas estadisticamente significativas frente
al grupo control.

La HTA, es un factor de riesgo bien conocido de DV, sin embargo su implicacién en el
desarrollo de la EA no es tan clara. Recientes investigaciones epidemioldgicas, patoldgicas y
experimentales han demostrado la implicacion de los factores de riesgo vascular en el
desarrollo de EA. Asi, determinados estudios han establecido que la HTA diagnosticada en la
edad media de la vida constituye un factor de riesgo para el desarrollo posterior de EA. (160)
Existe un concepto emergente por el cual la insuficiencia cerebrovascular crénica producida
por la HTA, alteraria la barrera hematoencefalica, haciendo que ésta no pueda aclarar de
forma correcta las diferentes sustancias téxicas entre las que se encontraria la proteina AP.
(161,162).

Respecto a la relacién entre DV y HTA, es bien conocido que la HTA mantenida produce
alteraciones en la microvascularizacién que conllevan alteraciones de la sustancia blanca,
microinfartos y microhemorragias relacionadas estrechamente con la disfuncidn cognitiva
(161). Ademas, la HTA es el principal factor de riesgo del ictus. Este hecho podria explicar
ademas la mayor prevalencia de HTA en pacientes con DV subcortical.

Varios estudios han sugerido que el tratamiento de la HTA con los inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina (IECA) o los bloqueantes de los receptores de angiotensina Il
(ARA 11) puede ser beneficioso para los pacientes con demencia. Por ejemplo, Yasar y cols.
realizaron un estudio observacional donde determinaron que tanto el tratamiento con IECAs
(OR = 0.5, IC 95% = 0.29-0.83) como con ARA Il (OR= 0,31, IC95% = 0,14-0,68) reducia la
incidencia de EA (162). Por otro lado, el estudio PROGRESS establecio que el tratamiento activo
con perindopril (un IECA) se asociaba con un menor riesgo de demencia y de eventos
cerebrovasculares recurrentes (RR= 34%, 1C95% 3-55%) (163). Ademas, en un meta-analisis
reciente, Zhuang y cols. concluyeron que tanto IECAs como ARAIl eran beneficiosos para la
prevencion de la DV. (164). Por ultimo, otro estudio reciente también demostré el beneficio del
tratamiento tanto con IECAs (OR = 0,74; IC del 95% = 0,74-0,96;) como con ARAIl (OR =0,60, IC
del 95% = 0,37-0,97) en DV, sin embargo no se tuvieron resultados estadisticamente

significativos para EA. (165)

Respecto a la diabetes Mellitus (DM), en nuestro trabajo fue significativamente mayor en el

grupo con DV, que en los controles, y sobre todo, en los pacientes con EA (Tabla 19). Estos

valores, son similares a los observados en otros estudios. (148,158). La baja prevalencia de DM
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entre los pacientes con EA puede explicarse, al igual que en el caso de la HTA, por la exclusidn
de los casos de demencia mixta. La alta prevalencia de DM en el grupo de DV podria explicarse
porque la DM es un factor de riesgo independiente tanto para ictus isquémico como para su
recurrencia, observandose un RR de 2,3 (IC95% 2,0-2,7) de ictus isquémico en pacientes

diabéticos frente a no diabéticos. (166)

En el andlisis por subgrupos de DV, se observé una mayor prevalencia de DM en DV cortical
qgue en DV subcortical (Tabla 20), siendo esta diferencia estadisticamente significativa frente al
grupo control. En otros estudios publicados hasta la fecha, no se encontraron diferencias

significativas entre ambos subtipos. (154)

En el analisis por subgrupos de EA, no se observd que la DM fuera un factor significativo de
rapida progresion. Dentro del grupo de progresion normal, la DM tuvo un comportamiento
similar al del grupo global de EA siendo las diferencias respecto al grupo control

estadisticamente significativas.

La relacién entre la demencia y la DM es controvertida. Aunque inicialmente no se establecié
una clara relacion entre ser diabético y un mayor riesgo de demencia; posteriormente estudios
prospectivos y retrospectivos poblacionales han podido demostrar que la prevalencia de la
demencia aumenta en los pacientes con DM tipo 2. (167, 168, 169). Existen multiples factores
que contribuyen a que la prevalencia de demencia entre los pacientes diabéticos sea cada vez
mayor. Asi, como ya se ha comentado previamente, los pacientes diabéticos tienen mayor
riesgo de enfermedad de pequefio vaso, ictus isquémico y su recurrencia. Esto es debido a que
la hiperglucemia y la resistencia a la insulina favorecen la disfunciéon endotelial junto con
alteraciones en la plasticidad sindptica, lo cual produce acumulacién de productos finales de la
glicacion contribuyendo estos efectos al deterioro cognitivo. (168) Un estudio reciente ha
observado una correlacién fuerte entre la hiperglucemia postpandrial y el riesgo de demencia.

(170)

Por otro lado, la hiperglucemia interfiere con el metabolismo amiloide, lo cual favorece su
acumulo y toxicidad en el sistema nervioso central. (171) Ademas, se han observado mayores
alteraciones en el metabolismo cerebral y puntuaciones mas bajas en las escalas de deteccidn
de deterioro cognitivo en pacientes diabéticos portadores del alelo de APOE €4. Ello
proporciona un nuevo vinculo entre la diabetes y la demencia, que implicaria que pudiera

haber factores genéticos que jugaran un papel fundamental en esta asociacién. (171)
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Una vez expuestos estos argumentos, es légico pensar que una intervencién en el control de la
DM pudiera ser beneficiosa tanto para la prevencion de la demencia como para su progresion.
Sin embargo, multiples estudios como el estudio ACCORD o el ACCORD-MIND, establecieron
que, aunque un buen control de la diabetes produce menor atrofia cortical, ésta no tenia
implicaciones en las funciones cognitivas. (172) Algunos estudios en animales han demostrado
que el tratamiento con andlogos de GLP-1 y/o agentes que reducen la resistencia a la insulina
como las glitazonas pueden llegar a tener un efecto beneficioso sobre la cognicién. Sin

embargo, todavia no existen estudios que evidencien este efecto en humanos. (168)

La hipoglucemia producida por los tratamientos de la DM tiene un efecto deletéreo sobre las
funciones cognitivas. Para evitar estas hipoglucemias, un estudio realizado en mujeres
diabéticas mayores de 70 afios determiné que en estos pacientes las sulfonilureas deben ser

empleadas con precaucién, mientras que las insulinas fueron mas seguras. (173)

El antecedente de hipercolesterolemia fue mas frecuente en el grupo de DV, en comparacion
con los controles, y los pacientes con EA (Tabla 19). Estas diferencias son superiores a las
observadas en otros estudios. (140) La menor prevalencia de hipercolesterolemia entre los
pacientes con EA podria ser secundaria a la menor ingesta caldrica de estos pacientes sobre
todo en fases avanzadas de la enfermedad. Por otro lado, la alta prevalencia entre los pacientes
con DV podria ser debido a que la dislipemia constituye un factor de riesgo sobre todo para los
ictus de origen aterotrombdtico. Una cifra total de colesterol elevada con la tasa de
lipoproteinas de baja densidad (LDL) alta y de lipoproteinas de alta densidad (HDL) baja

constituye un factor comprobado de predisposicién isquémica. (167)

En el analisis por subgrupos de DV, la hipercolesterolemia fue mas frecuente en el grupo de DV
subcortical que en el grupo de DV cortical siendo esta diferencia estadisticamente significativa
frente al grupo control (Tabla 20). Estos resultados difieren con respecto a lo publicado en

otros estudios, donde la hipercolesterolemia es mas frecuente en la DV cortical. (154)

En cuanto al andlisis por subgrupos de EA, se observaron porcentajes similares de
hipercolesterolemia tanto en el grupo de rapida progresion (37,1%), como en los de progresion

normal (36,4%).

La asociacidn entre la hipercolesterolemia y la EA es compleja y no estd clara, ya que existen
resultados contradictorios. Asi, determinados estudios relacionan los niveles elevados de
colesterol en suero con un mayor riesgo de desarrollar EA (174, 175, 176), mientras que otros

estudios no han demostrado ningun efecto ni asociacién negativa. (177) Estos hallazgos
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contradictorios podrian atribuirse a diferentes disefios metodoldgicos, edades de los
participantes o duracién y seguimiento de los estudios. Se ha hipotetizado que la relacién
entre la hipercolesterolemia y la EA se debe a que ciertas proteinas que intervienen en el
metabolismo lipidico se encuentran asociadas a EA -como la proteina APOE €4, las proteinas

ABCA-7, o las clusterinas-, favoreciendo su disregulacién la cascada amiloidea. (178)

La relacién con la DV tampoco esta clara ya que, aunque es un factor de riesgo bien conocido
de ictus (161), su influencia sobre el deterioro cognitivo varia de unos estudios a otros. Asi, en
un estudio basado en registros médicos, las concentraciones altas de colesterol en edades
medias de la vida se relacionaron con mayor riesgo de DV (170). Por otro lado, una revision
sistematica de 18 estudios prospectivos no encontrd asociacion entre los niveles de colesterol y

el riesgo de desarrollar DV. (179)

Se han llevado a cabo estudios que determinan si el tratamiento de la hipercolesterolemia
pudiera ser beneficioso tanto para la prevencién de la demencia como para su progresién con
resultados diversos. Asi, un estudio llevado a cabo por el Heart Study Collaborative Group
establecid que el tratamiento con Simvastatina no presentaba ningln efecto sobre el estado
cognitivo. (180) El estudio PROSPER evaluo el mismo objetivo, aunque con una estatina menos
potente como la Pravastatina, sin encontrar tampoco ningun efecto beneficioso. (179) En
resumen, la evidencia hasta la fecha sugiere que las estatinas administradas en etapas
posteriores de la vida no tienen ningln efecto sobre la prevencién del deterioro cognitivo o

demencia.

En referencia a los habitos téxicos, analizamos el habito tabdquico y el enolismo. En cuanto al
tabaquismo, se tuvieron en cuenta tanto fumadores como ex fumadores de hace menos de 5
afios. En cuanto al enolismo lo contabilizamos como un consumo de mas de 40 g/dia de

alcohol.

Utilizando estos criterios, con respecto al habito tabaquico se observd un predominio de
fumadores en los pacientes con DV, respecto a los controles y los pacientes con EA (Tabla 21).
En el estudio del habito tabaquico por subgrupos de DV, se encontrd una distribucion similar
en ambos subgrupos, DV cortical y DV subcortical (Tabla 22). Estos resultados son similares a
los descritos en estudios previos. (154). En EA, no se objetivaron diferencias en funcién de la
velocidad de progresion. El menor porcentaje de fumadores en el grupo de EA, podria
explicarse por el predominio de mujeres en este grupo teniendo en cuenta los habitos sociales

de nuestro entorno.
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El habito tabaquico constituye un factor de riesgo para multiples enfermedades crdénicas. Sin
embargo, su relacién con la demencia es controvertida. Es bien conocido que el tabaco es un
factor de riesgo para ictus o eventos cerebrovasculares (ECV) y, por lo tanto, es légico pensar
que el tabaco colabora en el desarrollo de DV. No obstante, varios estudios han demostrado
que el tabaquismo por si mismo es un factor de riesgo para el desarrollo de DV,
independientemente de haber padecido o no un ictus. De modo similar se ha demostrado un
impacto directo del tabaquismo en el desarrollo de EA. Esto podria explicarse por el efecto
nocivo del tabaco sobre el estrés oxidativo y los mecanismos de inflamacién que colaborarian

en el proceso neurodegenerativo. (181)

Por otro lado, se ha descrito un posible efecto bioldgico beneficioso del tabaco sobre la EA, ya
que la nicotina mejora la liberacién de acetilcolina a través del aumento de receptores de
nicotina, produciendo de forma secundaria una mejora en la atencidn y en el procesamiento

de la informacién. (181)

En cuanto al enolismo, en nuestra muestra se observé un mayor consumo de alcohol entre los
sujetos con DV, respecto a los controles y EA (Tabla 21). Respecto a los diferentes subgrupos
de DV, se observd un consumo discretamente superior entre los pacientes con DV cortical
respecto a los sujetos con DV subcortical. En cuanto a los subgrupos de EA, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas al analizar la velocidad de progresion de la EA. Al
igual que sucede con el tabaquismo, el bajo porcentaje de consumo de alcohol en el grupo de
EA podria explicarse por el predominio de mujeres en este grupo y los habitos sociales de

nuestro entorno.

La relacién entre el enolismo y el desarrollo de demencia es controvertida. El alcohol
consumido en cantidades moderadas podria ser beneficioso por diversos mecanismos. Por un
lado, el alcohol en cantidades de moderadas tiene la capacidad de reducir algunos factores de
riesgo vascular, ya que posee un efecto amortiguador sobre la agregacion plaquetaria ademas
de la capacidad de modificacion del perfil lipidico. Por otro lado, el etanol favorece la liberacién
de acetilcolina en el hipocampo, mejorando los procesos de aprendizaje y memoria. (182) De
hecho, en el estudio Rotterdam se observdé que un consumo leve-moderado de alcohol
(definido como la ingesta de 1-3 veces al dia) producia un menor riesgo tanto de EA (RR 0,58)
como de DV (RR 0,29). (147). Consumos mas elevados de alcohol parecen relacionarse con
aumento del riesgo de demencia. Asi en el Cardiovascular Health Study, los sujetos mayores de
65 afos que consumia entre 1-6 bebidas por semana presentaban un RR 0,46 frente a los

abstemios, mientras que con consumos mayores se perdia el efecto beneficioso e incluso con
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mas de 14 bebidas se aumentaba el RR a 1,22. (178) Este efecto también se observo en otro

estudio donde con consumos mayores de 15 gr/dia se perdia el efecto beneficioso. (183,184)

Las caracteristicas en cuanto a los factores de riesgo y habitos tdxicos, fueron similares tanto
en la poblacidn para estudio de autofagia, reparadores de DNA y proteina pridnica como en
la del gen TP53.

En resumen, los resultados obtenidos en nuestro estudio, confirman que los factores de riesgo
cardiovascular influyen de forma significativa en el desarrollo DV vy los diferentes subtipos de
DV. Los marcadores de riesgo para EA fueron la edad, y el sexo. Los factores de riesgo vascular
tuvieron una influencia moderada sobre el desarrollo de EA. En definitiva se recomienda un
buen control y tratamiento de los factores de riesgo, sobre todo de la HTA, como estrategia de

prevencion tanto para EA, como para DV.

2.2: ANALISIS DE LAS CARACTERISTICAS CLINICAS DE LA DEMENCIA

En el presente estudio, el tiempo de evolucién y seguimiento medio entre ambos grupos de
demencia fue entorno a los 4 afios. El tiempo medio entre los subgrupos de DV también fue
cercano a 4 afios. Estos resultados aportan homogeneidad al estudio asi como mayor validez a
los resultados obtenidos al realizar las diferentes comparaciones entre rendimiento cognitivo y

el nivel funcional de las diferentes demencias.

Para evaluar la severidad de las demencias empleamos la escala Clinical Dementia Rating
(CDR). Esta escala es el sistema de clasificacion mas ampliamente empleado para la valoracién
de la gravedad de las demencias. En nuestro estudio, la mayoria de los sujetos tenian un
estadio leve-moderado, estos datos difieren respecto a los de otros registros como el ReDeGi

donde la mayoria de los sujetos incluidos se encontraban en fase leve. (Tabla 22)(148).

En cuanto al analisis por subgrupos de DV, dentro del grupo de DV cortical se observd un
predominio de estadios moderados mientras que en el subgrupo de DV subcortical el

predominio se observé en estadios leve-moderado. (Tabla 23)

Para la valoracién del rendimiento cognitivo empleamos el Mini-mental State Examination
(MMSE). El test MMSE constituye una herramienta facil de aplicar que nos permite de una
manera rapida y sencilla tamizar las alteraciones cognitivas. Sin embargo, para algunos
aspectos es deficitaria, ya que apenas evalla las funciones ejecutivas, visuoespaciales y la

memoria semantica. (127)
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En nuestro estudio, la puntuacion media de MMSE entre los pacientes con EA fue de 14,99
puntos frente a 16,40 puntos dentro del grupo de DV. Estos resultados difieren en lo
observados en otros estudios, donde no se observaron diferencias significativas entre los
diferentes subtipos de demencia. (148) Aunque las diferencias encontradas en la CDR de
ambos grupos no fueron estadisticamente significativas, habia mds sujetos con grado grave
dentro del grupo de EA que en el de DV lo cual puede explicar los puntajes inferiores en el

MMSE de EA respecto a DV.

Entre los subgrupos de DV se observd que la puntuacién media entre el grupo de DV cortical
fue de 15,23 puntos frente a 17,54 puntos en el grupo de DV subcortical. Estos resultados son
diferentes a lo publicado hasta la fecha ya que segun el estudio de Staekenborg y cols. no se
observaron diferencias significativas entre ambos subgrupos. (154). En la DV cortical el
deterioro suele ser escalonado y mas fluctuante, mientras que en la DV subcortical el deterioro
es mas progresivo y gradual, esto podria justificar la diferencia en las puntuaciones MMSE

entre ambos subtipos.

Por ultimo, también evaluamos la asociacién entre el alelo APOE €4 v el riesgo de desarrollar
EA y DV. La presencia de portadores de APOE €4 fue mayor en el grupo de EA y en el grupo de
DV frente al grupo control (Tabla 28). Segun el subtipo de DV se observaron porcentajes
similares entre ambos subgrupos. Se encontré el mismo resultado al analizar los diferentes

subgrupos de EA.

APOE es una lipoproteina que tiene 3 isoformas (APOE €2, APOE €3 y APOE €4) que difieren
en sustituciones de dos aminoacidos implicando reemplazos de cisteina-arginina en posiciones
112 y 158. APOE en el SNC esta producida por una amplia variedad de células (entre ellas los
astrocitos) y su funcién principal es el transporte de lipidos (colesterol fundamentalmente) a
las neuronas para que éstas puedan llevar a cabo una correcta sinaptogénesis. El alelo APOE
€4 es el principal factor genético de riesgo para la EA de inicio tardio. Se estima que entre el
35-40%de los pacientes con EA tienen al menos un alelo de APOE €4. La APOE €3 se asocia con
un riesgo intermedio, y la APOE €2 con el menor riesgo de padecer la enfermedad. (185)

El mecanismo a través del que APOE €4 confiere mayor riesgo de EA es a través de la escision
proteolitica de sus extremos N- y C-terminales, que produce toxicidad ya sea por ganancia o
pérdida de funcién. (186)

La relacion de APOE €4 con la DV esta menos clara y en la literatura encontramos resultados no
concluyentes. En una revisidon de 24 estudios, se determind en 14 de ellos que los portadores

de APOE €4 presentaban mayor riesgo de DV, mientras que en otros 9 estudios no se observd
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relacidn, sugiriendo que al estar estos estudios realizados en diferentes poblaciones, una de
las causas que podrian explicar la variabilidad serian factores étnicos, geograficos o del entorno
como puede ser la dieta. (187) En conclusién, a pesar de la heterogeneidad de los estudios, se
cree que APOE €4 puede actuar como factor de riesgo para DV aunque no con tanta potencia

como en el caso de EA. (187,188)

3. ESTUDIO GENETICO

3.1 ASPECTOS GENERALES

Actualmente existen dos mecanismos principales para el estudio y rastreo de los genes
relacionados con determinadas enfermedades: los estudios del gen candidato y los que

exploran todo el genoma conocidos como GWAS.

En la presente tesis hemos realizado un estudio de asociacién entre casos y controles que se
incluyen dentro del primer grupo. Estos estudios comparan la frecuencia de los alelos o
genotipos de un polimorfismo en ambos grupos. Son estudios baratos, rapidos en su ejecucidn
y tienen la potencia suficiente para detectar variables de poca penetrancia, por lo que se han
considerado y se consideran los estudios mas empleados para la caracterizacion de la
aportacién de uno o varios genes a una enfermedad. Son adecuados cuando se tiene una
hipdtesis bioldgica o cuando se ha identificado un gen candidato mediante estudios de
ligamiento. Se consideran un método de estudio eficaz para establecer las variantes genéticas

que subyacen a las patologias complejas o poligénicas. (189)

La critica que se hace a este tipo de estudios es el hecho de que con frecuencia no son
replicables y que las asociaciones observadas pueden ser inexactas. Una de las principales
causas de estas discrepancias pueden ser los tamafos muestrales empleados, ya que la
mayoria incluyen entre 100 y 500 sujetos y en ocasiones pueden no tener el poder estadistico
suficiente. Este handicap ha intentado solventarse a través de los metanalisis que incluyen
todos los estudios publicados para un determinado SNP. De este modo, se aumentaria el

tamafio muestral y, por lo tanto, la potencia estadistica.

Otra de las criticas realizadas es que la discrepancia entre los diferentes resultados obtenidos
pueda ser secundaria a que son estudios realizados en sujetos de diferentes etnias, sugiriendo
que los polimorfismos que modifican el riesgo de un tipo de demencia en un grupo étnico

podrian carecer de significado en otro.
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Por ultimo, en ocasiones los grupos de casos y controles empleados en estos estudios no son
comparables ya que difieren en factores que podrian ser importantes para el desarrollo de la
enfermedad (como edad, sexo...) lo que podria hacer que las diferencias observadas entre

ambos grupos sean secundarias a estos factores y no a la enfermedad en si misma.

Para intentar solventar estos problemas, en nuestro trabajo, hemos realizado un analisis de
regresion logistica, para controlar las variables de edad y género y asi confirmar que los
hallazgos observados tienen lugar con independencia de estas variables. Ademds para poder
conocer si el grupo control era representativo de la distribucién de sujetos sin demencia
dentro de la poblacién general, se realizd el estudio de equilibrio de poblaciones de Hardy-
Weinberg que nos permitié comprobar la representatividad del grupo respecto de la poblaciéon

general sin demencia y que, por tanto, da validez a los resultados obtenidos.

3.2 GENES REPARADORES DE DNA

Las células poseen diversos mecanismos reparadores que evitan la acumulacién de mutaciones
y facilitan el mantenimiento de la integridad gendmica. Las cuatro vias fundamentales para la
reparacion del dafio en DNA son: la reparacidn por escision de nucledtidos, la reparacidn por
escision de bases, la reparacion de roturas de doble cadena y la reparacién de
emparejamientos erréneos. (30) En el presente trabajo se estudiaron tres polimorfismos
relacionados con la reparacidon de DNA: Arg399GIn del gen XRCC1, Lys751GIn del gen ERCC2'y
Thr241Met del gen XRCC3.

Se ha postulado que estos polimorfismos podrian asociarse a un aumento del riesgo de
desarrollar EA a través de la presencia de DNA fragmentado (que esta formado por DNA no
reparado) en los ovillos neurofibrilares tipicos de la EA. En consecuencia, el depdsito de DNA
no reparado y la incapacidad para poder reparar estos dafios podrian contribuir a la pérdida

neuronal tipica de la EA.

Se han publicado estudios que relacionan estos polimorfismos con mayor riesgo de ictus

isquémico. (47,48,49)

3.2.1 ANALISIS DEL POLIMORFISMO Arg399GIn DEL GEN XRCC1 (rs25487)

Se han descrito mas de 60 polimorfismos relacionados con el gen XRCC1, de los cuales el mas

estudiado es el polimorfismo Arg399GIn, localizado en el exdn 10, en el dominio BRCT-1. De
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acuerdo con los diferentes estudios, la variante GIn esta presente en el 23-36% de la poblacién
general, y se ha demostrado que la presencia del alelo GIn se asocia con una capacidad de
reparacion de DNA reducida. Se han realizado una gran cantidad de estudios epidemiolégicos
moleculares para evaluar el papel del polimorfismo Arg399GIn en el riesgo de cancer; sin
embargo, los resultados siguen siendo contradictorios en lugar de concluyentes. (45)

XRCC1 tiene un papel fundamental en la reparacion del DNA a través del mecanismo de
escision de bases (BER). La interaccidon de XRCC1 y su sustrato facilita la unién del resto de
factores de los complejos reparadores y regula la actividad de varias encimas, como la poli-
ADPribosa polimerasa 1 (PARP1), ligasa Ill o la DNA polimerasa B. El polimorfismo
Arg399GIn se localiza junto a la regién BRCT1, y la sustitucidon de Arginina por Glutamina
condiciona un cambio en la conformacién tridimensional de la proteina lo que produce una
disminucién de su capacidad reparadora. (36) Varios investigadores han demostrado que en
el tejido cerebral de roedores viejos existe una baja actividad de la via BER, principalmente
atribuido a la disminucion de la actividad de la proteina DNA polimerasa B, lo cual produce una
disminucién de la 8- hidroxidesoxiguanosina libre. En el LCR de pacientes con EA se han
detectado niveles bajos de 8- hidroxidesoxiguanosina libre, lo cual indica niveles elevados de
DNA no reparado en la EA. (33) Esta actividad disminuida de BER por la que se produce este

proceso también ha sido reportada por Lovell y cols. (189)

Los datos que relacionan Arg399GIn con la EA son escasos y controvertidos. En 2008, Parildar-
Karpuzoglu y cols. determinaron que no existia asociacidon significativa entre EA y el
polimorfismo Arg399GIn (OR=1.05, 95% Cl=0.68-1.63). (185) Por otro lado, en 2015,
Kwiatkowski y cols. llevaron a cabo un estudio en poblacién caucdsica donde se observd una
asociacion entre los portadores del genotipo Arg/Gln y el riesgo de desarrollar EA, mientras

que ser portador del genotipo GIn/GIn reducia el riesgo de EA. (46)

En nuestro estudio no se encontraron diferencias en la frecuencia de distribuciéon de los
diferentes genotipos del polimorfismo Arg399Gin de XRCC1l entre pacientes con EA y
controles. Tampoco se encontraron diferencias significativas al andlisis por edad ni segun

estado de APOE €4.

Respecto a la DV, XRCC1 tiene un papel importante en la eliminacion de las especies de
oxigeno reactivo (ROS). Los ROS son subproductos del metabolismo celular normal que, si no
son eliminados correctamente, pueden acabar ocasionando un dafio significativo en las

diversas estructuras de DNA. Se ha sugerido que un mal funcionamiento de las vias de
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reparacion celular podria determinar un cimulo de ROS; de este modo, su exposicidn crdnica
en concentraciones elevadas podria aumentar el riesgo de ictus isquémico. Ademas, la lesion
por la isquemia y posterior reperfusién secundaria al ictus agudo también estd mediada por
ROS. (191)

Se han descrito asociaciones entre este polimorfismo y el riesgo de padecer ictus isquémico
con resultados controvertidos. Un estudio llevado a cabo por Girdal Orhan y cols. (47) en
poblacién turca demostrdé una asociacion estadisticamente significativa y el riesgo de ictus,
siendo éste el doble en pacientes con los genotipos Arg/Gln, GIn/GIn y Arg/GIn+GIn/GlIn. Este
riesgo aumentaba tras el ajuste por edad, sexo e indice de masa corporal.

Por otro lado, otro estudio llevado a cabo con 114 pacientes, no encontrdé una asociacion
significativa. (48)

Un estudio realizado en 2016 por Wei He y cols. observaron que los pacientes que tenian el
genotipo Arg/GIn-GIn/GIn de Arg399GIn se asociaba significativamente con el riesgo reducido
de ictus isquémico, un evento cerebrovascular inicial mds leve y con una mejor recuperacién a
corto plazo (192). En otro estudio con 118 casos de accidente cerebrovascular, se observaron
resultados similares (49).

En nuestro estudio no se encontraron diferencias en la frecuencia de distribucién de los
diferentes genotipos del polimorfismo Arg399GIn del gen XRCC1 entre pacientes con DV y

controles. Tampoco se encontraron diferencias al analisis segun el estado de APOE €4.

Al realizar el estudio en funcién de la edad, observamos que tanto en el modelo codominante
como en dominante ser portador del alelo GIn se asocia con un riesgo de mas del doble de

padecer DV (codominante p= 0,004 y 0,037 y dominante p=0,002) (Anexo VII, Tabla 4)

En el analisis por subtipos de DV, no hemos encontrado evidencias de asociacion especifica del
polimorfismo Arg399GIn con DV cortical o DV subcortical, ni tampoco al analizar los subgrupos

en funcion del alelo APOE £4.

Finalmente, realizamos un analisis de regresidn logistica ajustado por edad, género, educacion,
HTA, DM, hipercolesterolemia, habito tabaquico y habito endlico en los pacientes con DV, y los
subtipos de DV cortical y subcortical frente al grupo control no se observaron resultados

estadisticamente significativos.

187



CAPITULO 5: DISCUSION

Por lo tanto, los estudios publicados hasta la fecha han encontrado resultados muy dispares y
no permiten extraer conclusiones claras sobre el impacto del polimorfismo Arg399GIn del gen
XRCC1 y en el desarrollo de EA ni de DV. Los motivos para la discrepancia de estos resultados
puede ser debida el tamafio muestral ya que la mayoria de los estudios comprenden menos de
500 pacientes lo que hace que carezcan del poder estadistico suficiente para detectar el
modesto impacto que esta variante puede tener en el desarrollo de la EA y de DV. Otra causa,
y sobre todo en el caso de DV, podria ser las diferencias étnicas, ya aquellos estudios que
determinan el polimorfismo Arg399GIn como factor protector estdn llevadas a cabo en
poblaciones asidticas, donde presentan dietas ricas en grasas no saturadas y donde los
factores de riesgo cldsicos son menos prevalentes. Nuestro estudio no es capaz de detectar
interacciones ni en EA ni en DV, excepto en el caso de los mayores de 80 afios en DV. Se
trataria por lo tanto, de variantes de muy baja penetrancia para incrementar el riesgo de
demencia y, que por lo tanto; precisan de la conjuncién de otros factores con los que

interactdan o a los que, posiblemente, modulen.

3.2.2 ANALISIS DEL POLIMORFISMO Lys751GIn DEL GEN ERCC2 (rs13181)

Existen multiples polimorfismos relacionados con el gen ERCC2, la mayoria de ellos en regiones
intrénicas no codificantes. De los que se localizan en regiones exdnicas, Lys751GIn es
probablemente el mas estudiado, estando la variante polimdrfica GIn presente en el 30-40%

de la poblacién general. (51)

El polimorfismo Lys751GIn ha sido ampliamente estudiado en su relacién con diversos tipos de
tumores, encontrandose relacion entre el polimorfismo Lys751GIn y el melanoma, cancer
epidermoide de cabeza y cuello, el de mama, el cancer de vejigay el glioblastoma multiforme.
(54,55) Sin embargo, la relacion con la EA no ha sido tan ampliamente estudiada. Un andlisis
por Western Blot de tejido cerebral post mortem (Iébulo frontal, cerebelo, |6bulo parietal,
I6bulo temporal, lI6bulo occipital) de 10 pacientes con EA relativamente jovenes (58,7 + 5,7
afios) revelaron cantidades significativamente mayores de proteinas NER ERCC2 (XPD) y ERCC3
(XPB) en todas las regiones cerebrales analizadas que en los pacientes controles. (193) Existen
muy pocos estudios que relacionen el polimorfismo Lys751GIn con EA, ya que la implicacién
de los mecanismos NER no estd tan clara como la de los BER. Recientemente S. Dogru-

Abbasoglu y cols. han estudiado en la poblacidn turca la relacidn del polimorfismo Lys751GIn
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del gen ERCC2 con el riesgo de padecer EA sin encontrar resultados estadisticamente

significativos (56).

En nuestro estudio no se encontraron diferencias entre la frecuencia de los diferentes
genotipos de Lys751GIn del gen ERCC2 entre pacientes con EA y controles. (Tabla 33) El
analisis de los genotipos en funcion de la edad asi como en funcién del estado de APOE €4 no

mostré resultados estadisticamente significativos.

Por otro lado, los mecanismos NER también se encuentran relacionados con la eliminacion de
productos ROS y, como ya se comentd en el apartado anterior, su exposicién crénica en
concentraciones elevadas podria aumentar el riesgo de ictus isquémico. (47). Se han descrito
asociaciones entre este polimorfismo y el riesgo de padecer ictus isquémico.

Asi, Mahabir y cols. en 2007 observaron que el codén 312 de XPD23 se asociaba con un riesgo
significativamente mayor de ictus (RR 2.18, 95% Cl 1.14-4.17, p = 0.010). (49) A su vez, un
estudio llevado a cabo por Shyu y cols. en poblacidn asidtica demostréd una asociacidn
estadisticamente significativa entre ser portador del alelo GIn751 vy el riesgo de ictus de gran
vaso de origen ateroesclerdtico (OR: 1.69, 95%Cl: 1.02-2.86). Ademas, el riesgo se
incrementaba 2,73 veces en los pacientes fumadores (p=0,027) (48).

Este es el primer trabajo que evalla el polimorfismo Lys751GIn del gen ERCC2 en relacién con
DV. En nuestro estudio, no se encontraron diferencias entre la frecuencia de los diferentes
genotipos del polimorfismo Lys751GIn del gen ERCC2 entre pacientes con DV y controles.
(Tabla 49) El analisis de los genotipos en funcién de la edad asi como segun el estado de APOE
€4, tampoco arrojé diferencias significativas. (Tabla 50 y Anexo VIl tabla 5)

En el andlisis por subtipos de DV, no hemos encontrado diferencias significativas entre ambos

subtipos, ni tampoco en funcion del estado de APOE €4. (Tablas 51, 52 y 53)

El andlisis de regresion logistica ajustado por edad, género, educacidn, HTA, DM,
hipercolesterolemia, habito tabaquico y habito endlico en la comparativa entre los pacientes
con DV, y los subtipos de DV cortical y subcortical y el grupo control. No mostré diferencias

estadisticamente significativas para ninguno de los tres grupos.

Los estudios sobre el polimorfismo Lys751GIn son escasos y estan realizados en tamafios
muestrales pequenos. Los resultados de nuestro estudio pueden explicarse, o bien porque no
exista relacion entre el polimorfismo Lys751GIny la EA y DV, o bien porque nuestro tamafo

muestral era pequeiio y no permitia detectar las diferencias.
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3.2.3 ANALISIS DEL POLIMORFISMO Thr241Met DEL GEN XRCC3 (rs861539)

El polimorfismo Thr241Met de XRCC3 es probablemente el polimorfismo mas ampliamente
estudiado dada su alta frecuencia en la poblacién general, ya que se ha descrito la presencia
del alelo T (Met241) con una frecuencia entre el 22 al 44% de la poblacién. (58)

Dentro de los mecanismos de reparaciéon del DNA juega un papel clave en la reparacion de
Roturas de Doble Cadena de ADN (DSBR) a través del mecanismo de Recombinacién Homdloga

(58).

Es bien conocida su relacién con diversos tipos tumorales asi como a la respuesta de diversos
farmacos quimioterdpicos. Sin embargo, su relacién con la EA es limitada. Un estudio investigd
el rol de la proteina DNA kinasa (DNA-PK) en la EA a través de un estudio Western Blot que
empled anticuerpos contra subunidades especificas de la DNA-PK. En este estudio, que se llevd
a cabo en 39 pacientes con EA y 7 controles, no se encontraron cantidades diferentes de estas
sustancias entre ambos grupos. (194) Sin embargo, en una extensién del estudio donde se
afiadieron 7 casos de EA y 6 controles mas observaron menores niveles de las subunidades de
DNA-PK en pacientes con EA. Los niveles de estas subunidades se relacionan con la actividad
de la proteina, por lo que estos resultados sugerian que en pacientes con EA los mecanismos
de reparacién por DBS estdn disminuidos. (194) Estos hallazgos se confirmaron en otro
estudio de Western Blot, donde también se observd una disminucion de derivados proteicos
de los mecanismos de DBS en la corteza cerebral de pacientes con EA. Por ultimo, un
inmunoandlisis en secciones de cerebelo de pacientes con EA y en controles determiné que la
disminucion de las proteinas que intervienen en los mecanismos de DBS sélo ocurria en la

corteza, regién que, como ya se ha comentado, primariamente se ve afectada en la EA. (193)

A pesar de conocerse la influencia de las vias de genes reparadores de DNA en el desarrollo de
EA, todavia no se han llevado a cabo estudios que relacionen el polimorfismo Thr241Met del
gen XRCC3 y la EA. Nuestro estudio es el primer trabajo que intenta determinar la relacién
entre el polimorfismo Thr241Met del gen XRCC3 y la EA. No encontramos diferencias en la
frecuencia de los diferentes genotipos de Thr241Met entre pacientes con EA y controles.
Tampoco encontré diferencias en seguln los diferentes grupos de edad ni segln el estado de

APOE €4. (Tabla 35, 36 y Anexo VIl tabla 3)
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Estos resultados, sugieren aunque los mecanismos de reparacidon del DNA estan involucrados
en la patologia de la EA, no lo estén probablemente en las manifestaciones clinicas de la
misma. Aun asi, los resultados obtenidos pueden explicarse por el pequefio tamafio muestral,
por lo que seria necesario replicarlos en estudios con mayor nimero de pacientes para poder

detectar posibles asociaciones.

Un estudio de 2015 realizado por Grazia y cols. se evalué la asociacidn entre la exposicion a la
radiacién a largo plazo en un laboratorio de cateterismos cardiacos y signos tempranos de
ateroesclerosis subclinica asociados a la presencia del polimorfismo Thr241Met. Seguln este
estudio, la presencia del alelo Met se relacionaba con un aumento del grosor de la intima-
media carotidea, confirmando la hipdtesis de la implicacion de la alteracidon en los mecanismos
de reparacion del DNA en el envejecimiento vascular acelerado y la ateroesclerosis. (195).

Otra investigacion, realizada en poblacion turca, determind la relacién entre el polimorfismo
Thr241Met del gen XRCC3 y la enfermedad coronaria, estableciendo que el genotipo Thr/Thr
asi como el alelo Thr del gen XRCC3 incrementaban significativamente el riesgo tanto de
sindrome coronario agudo como de enfermedad coronaria crénica frente al grupo control ( p<
0,05). (196)

Por ultimo, otro estudio de 2017 establecié la relacién del alelo Met del gen XRCC3 con la
hipertrofia ventricular secundaria a la HTA, postulando como posible mecanismo el depdsito
de DNA no reparado que alteraria el ciclo celular, induciendo la senescencia celular y el

fenotipo proinflamatorio. (197)

En nuestro estudio, tanto los individuos Met/Met en el modelo codominante como los
portadores del alelo Met en el dominante presentan un aumento del riesgo de tener DV (6,43
veces mayor en el caso del codominante y 2,22 veces menor en el dominante), y en los dos
casos se alcanza la significacion estadistica (p=0,0001; p=0,0001). El modelo recesivo muestra
que los individuos portadores del alelo Thr (Thr/Thr + Thr/Met) tienen un riesgo disminuido de
tener DV, (0,19 veces menos) frente a los homocigotos para Met (Met/Met), alcanzando la
significacidn estadistica (p=0,0001). (Tabla 55).

En el andlisis por grupos de edad, estos resultados se mantienen, tanto en el grupo de mayores
de 80 afios como en el de menores de 80 afios. (Anexo VII, tabla 6)

Estos hallazgos nos permiten concluir que los portadores del alelo Met tienen aumentado el

riesgo de padecer DV, y que ello sucede independientemente de la edad y del género.
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En el andlisis segun el estado de APOE €4 también se mantenian los mismos resultados tanto
en el grupo de portadores como en el de no portadores. Es decir, que el riesgo aumentado de
DV que tienen los pacientes portadores del alelo Met no se modifica por el hecho de ser

portador o no del alelo APOE €4.

El andlisis por subtipos de DV muestra un comportamiento en ambos subgrupos similar al de la
DV global. (Tabla 57) En el analisis segun el estado de APOE €4, el comportamiento en el
grupo de DV subcortical fue similar al de la DV global. En cuanto al grupo de DV cortical el
comportamiento fue similar, aunque entre los portadores de APOE €4 no se llegaba a la
significacidén estadistica. Dado que el comportamiento observado en DV cortical y subcortical
es similar y ademas apoya a lo objetivado en el grupo de DV global, los resultados no
significativos entre los portadores del alelo APOE €4 en DV cortical podrian ser debidos a que

el tamano muestral no es el suficiente para alcanzar la potencia estadistica.

Se realizd un analisis de regresion logistica ajustado por edad, género, educacién, HTA, DM,
hipercolesterolemia, habito tabaquico y habito endlico en la comparativa entre los pacientes
con DV, y los subtipos cortical y subcortical frente al grupo control, donde se confirmaron los

resultados anteriores. (Tabla 60)

Este es el primer estudio que determina la relacién del polimorfismo Thr241Met del gen XRCC3
y la DV. Los resultados establecen una clara relacidn entre ser portador del alelo Met, que se
relaciona con una menor capacidad de reparacion del DNA, y el desarrollo de la enfermedad.
Estos resultados deben interpretarse con cautela, y deberian reproducirse en grupos de
estudio mayores para poder determinar una clara asociacién. Estos hallazgos, refuerzan el
interés del estudio de esta via tanto para el diagndstico de la enfermedad como para el

desarrollo de nuevos farmacos.

3.4 ANALISIS DEL POLIMORFISMO Met129Val DEL GEN PrNP (rs1799990)

El gen que codifica la proteina pridnica humana (PrNP) se localiza en la regién cromosémica
20p12.3 y codifica una proteina de 253 aminodcidos altamente conservados en los mamiferos.

(99)

Se han descrito varios polimorfismos en relacion con este gen, pero ,entre todos, el mas
prevalente es el Met129Val que produce un cambio de Metionina (M) por Valina (V) en el

coddn 129, lo que da lugar a tres posibles fenotipos; Met/Met, Val/Val, Met/Val.
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La relacidon entre el polimorfismo Met129Val y EA se ha estudiado ampliamente en diversas

poblaciones con resultados muy heterogéneos.

Asi, en las series europeas (holandesa, alemana y polaca), los polimorfismos del codén
Met129 se asociaban con aumento del riesgo de desarrollar EA. La serie holandesa determind
qgue la EA de inicio precoz era mads frecuente en sujetos con historia familiar de EA vy
portadores de genotipo Val/Val. En las series alemanas y polacas, sin embargo, fue el genotipo

Met/Met el que demostrd conferir mas riesgo de desarrollo de EA. (119, 120, 121)

Por otro lado, en un estudio realizado en poblacidn italiana, a pesar de que no se encontraron
diferencias entre la frecuencia de los polimorfismos del coddén 129 en pacientes con EA, la

presencia del alelo Val se relaciond con inicio mas precoz y enfermedad mas agresiva. (198)

En la linea de estos resultados se encuentra un meta-andlisis reciente sobre pacientes
caucasicos, donde se concluyd que los homocigotos (tanto metionina como valina) tienen un
riesgo significativamente mayor de desarrollar EA, independientemente de la edad de inicio de

la enfermedad. (125)

Sin embargo, otras series (italiana, americana y espafiola) no encontraron ningln tipo de
asociaciéon. (122, 123) Esta misma conclusién se obtuvo en un estudio japonés, donde se
analizé la relacion con el inicio precoz o tardio de la enfermedad, sin encontrarse ninguna

asociacion. (124)

Nuestro estudio no encontrd diferencias en la frecuencia de los diferentes genotipos de
Metl129Val entre pacientes con EA y controles. (Tabla 61). Tampoco se encontraron

diferencias significativas al analisis por grupos de edad (Anexo VII, Tabla 7)

Por ultimo, también se analizaron los modelos segun si eran o no portadores de alelo APOE €4.
Entre aquellos individuos no portadores de APOE €4 se demostré una asociacion directa entre
EA y el genotipo Met/Val (p = 0,011 en el modelo codominante y p=0,025 en el dominante.) En
cambio, entre los portadores del alelo €4 no se observaron diferencias estadisticamente

significativas en ninguno de los modelos. (Tabla 63)

Estos resultados difieren de lo publicado en otras series. Asi, en 2000 Combarro y cols. no
encontraron ninguna interaccion entre APOE €4 vy el polimorfismo Met129Val en pacientes con
EA. (199). Tampoco encontraron asociacion entre portadores y no portadores de APOE &4

Smid y cols. en el 2013. (200) o los coreanos Ahn y cols. en el 2006 (201)
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En un trabajo de 2011 llevado a cabo por Calero y cols. , se estudid la influencia del
polimorfismo Met129Val en el desarrollo de EA en funcidn del estado de portador o no de
APOE €4. En este trabajo se determiné que el genotipo Met/Met constituia un factor de riesgo
para el desarrollo de EA en pacientes portadores de APOE €4. Para poder estudiar mejor la
interaccién de estos dos factores se analizo el riesgo de desarrollar EA para sujetos con ambos
rasgos (portadores de APOE €4 y homocigotos de PrNP Met129Met) en comparacidon con
sujetos sin estos rasgos. Los sujetos homocigotos Met129Met que portaban al menos un alelo
APOE €4 tuvieron un riesgo 7,68 veces mayor de desarrollar EA en comparacién con los sujetos
Val129Val sin alelos APOE &4 (p=0,0001). (202)

En este estudio, los autores proponen un mecanismo de interaccion entre PrNP y APOE €4 que
favoreceria la fisiopatologia de la EA. Por un lado -como se ha comentado - la proteina PrNP
regula los péptidos AB haciendo que disminuya la division de APP a través de BACE1. Por otro
lado, la proteina PrP celular también se ha identificado como un receptor de alta afinidad para
oligdmeros de AP, la especie patoldgica responsable de la EA, mediando sus efectos nocivos.
Con el fin de conciliar los diversos roles de la PrP celular en el metabolismo del AB, se ha
propuesto un ciclo de retroalimentaciéon por el cual, en el cerebro normal, los niveles de
péptidos AP regulan la expresidn celular de PrP que a su vez ejerce un efecto inhibidor sobre
BACE1, disminuyendo los niveles de AB. En la EA, este ciclo de retroalimentacién se ve
interrumpido por cada vez mayores cantidades de oligdmeros AB que se van uniendo a PrP

celular cambiando su interacciéon con BACE1 y, por lo tanto, evitando su regulacién. (202)

Respecto a la APOE €4, se sabe que,-entre otras funciones- se encarga de estabilizar los
oligdmeros de AB, haciendo que sea mas dificil su eliminacidn.

De acuerdo con este modelo, se sugiere que la unidn preferencial de APOE €4 a los oligdmeros
de AP favoreceria su acumulacion y, por lo tanto, que se interrumpa el mecanismo de

retroalimentacién. (202)

La discrepancia entre los diversos estudios, incluido el nuestro, podria deberse tanto a
diferencias étnicas como a otros factores no incluidos en nuestro estudio. Asi, en Espana,
mientras que el estudio de Combarro y cols. (que no determinaba asociacidn) reclutd sujetos
del norte de Espana, el estudio llevado a cabo por Calero y cols. (en el que si habia asociacion
entre genotipo Met/Met y ser portador de APOE £4) reclutd pacientes del centro y del este de

Espana.
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En nuestro estudio (donde ser portador de genotipo Met/Val entre los no portadores de APOE
€4 se relacionaba con mayor riesgo de enfermedad), los pacientes reclutados eran en su
mayoria del oeste de Espaiia.

Esto nos hace pensar que esta discrepancia puede ser explicada por la diferente distribuciéon
geografica, que en los estudios poblacionales pueden jugar un importante papel en la
interpretacion de resultados. Por otro lado estos resultados deben interpretarse con cautela, ya
que la muestra de pacientes con genotipo Met/Val y los no portadores de APOE €4 es
pequefia (65 pacientes), y seria necesario realizar estudios en un nimeros mayor de pacientes

para validar los resultados. .

3.5 GENES RELACIONADOS CON LA AUTOFAGIA

La autofagia es un mecanismo de degradacién lisosomal por el cual se eliminan
macromoléculas y organulos.

En la célula eucariota existen tres mecanismos de autofagia principales que son: autofagia
mediada por chaperonas, la microautofagia y la macroautofagia. En este trabajo nos
centraremos sobre todo en la ruta de la macroautofagia, la cual a partir de ahora pasaremos a
llamar autofagia. (70)

En relacién con la autofagia se estudiaron los siguientes polimorfismos: GIn1383Glu del gen
ATG2B (rs3759601), Thr300Ala del gen ATG16L1 (rs2241880), Thr212Met del gen ATGI10
(rs1864483) y polimorfismo intrénico del gen ATG5 (rs2245214).

Se ha postulado que la alteracidn de los procesos de degradacidn como la autofagia produce
un depdsito andmalo de sustancias en las neuronas, lo cual se ha relacionado con multiples
enfermedades neurodegenerativas como la EA, la Enfermedad de Parkinson o la Enfermedad

de Huntington. (82)

La autofagia puede encontrarse alterada en multiples puntos de la via. Asi, cuando se alteran
los procesos iniciales, la proteina involucrada suele ser Beclina-1; cuando el defecto se produce
durante el transporte de las vesiculas, el defecto suele encontrarse en las proteinas PICALM; y

cuando se alteran las fases finales, la proteina involucrada es la PSEN-1.

De este modo, se ha observado que en ratones transgénicos que expresan la proteina APP
humana, la reduccién de la expresién de Beclina-1 se relaciona con aumento de la acumulaciéon
intraneuronal de fragmentos AB, con mayores depdsitos extracelulares de AB, asi como con

neurodegeneracidon. También se relaciona con cambios microgliales y anomalias en estructuras
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neuronales profundas. Ademds, la administracidon de Beclina-1 a través de un vector lentiviral
en los ratones transgénicos que expresaban APP redujo la cantidad de amiloide intracelular y

extracelular. (85)

Por otro lado, la via de la autofagia ha demostrado ser una de las principales vias de
degradacion de la proteina tau, por lo que su disregulacion favorece el depésito de la misma.
Alteraciones en las proteinas que favorecen el trafico de los lisosomas por las células hacen
qgue las vesiculas de degradacién se acumulen y, por lo tanto, se depositen sustancias tdxicas
como la proteina tau. Esto se produce cuando se encuentran alteradas las proteinas PICALM

encargadas del transporte vacuolar en la célula. (84,203)

Por ultimo, se hipotetizd que uno de los posibles puntos donde podria verse afectada la
autofagia era en los estadios finales, cuando se produce la degradacion del autofagolisosoma.
Se observd que las vacuolas fagolisosémicas de ratones transgénicos contenian cantidades
anormales de LC3-ll, proteinas ubiquitanadas y oligdmeros AR, sugiriendo que existia un
mecanismo subyacente que producia una protedlisis defectuosa. Estos hallazgos se vieron
reforzados cuando se determind que PSEN-1 podria estar involucrado en la protedlisis
defectuosa de la autofagia en pacientes con EA. Se ha observado que los fibroblastos de
pacientes con EA familiar por mutacion de PSEN-1 tienen una acumulacidn andmala de
vacuolas fagolisosémicas, ademds de presentar una alteracién en el recambio de las proteinas
de vida larga. Las mutaciones del gen PSEN-1 ligadas a EA familiares tienen un efecto de
pérdida de funcidn sobre la protedlisis lisosémica, lo que lleva a la acumulacidon de vacuolas

autofagosémicas y a la alteracion en la degradacién de las mismas. (203)

En relacién a ATG16L1; éste gen codifica una proteina que forma parte de un complejo
proteico relacionado con ATG5 y ATG7. El reclutamiento ineficaz de dichas proteinas como
resultado de la variacion de ATG16L1 se traduce en un deterioro generalizado de las funciones

de autofagia.

La proteina ATG5 forma parte del complejo ATG12-ATG5-ATG16L necesario para la formacion
del autofagosoma. El polimorfismo intrdnico del gen ATG5 se situa dentro del cromosoma 6 y
produce un cambio de citosina (C) por guanina (G). En fibroblastos con PSEN-1 mutada se ha
observado un aumento de la expresién de ATG5, entre otras proteinas, lo cual se ha
relacionado con un deterioro crénico de las funciones de autofagia. (204) Ademas, estudios en

ratones transgénicos con especificidad de células neuronales con deleccidn de ATG5 (Atg5flox
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/ flox; nestin-Cre) mostraron retraso en el crecimiento y desarrollo de deficiencias motoras y

conductuales progresivas. (95)

El gen ATG10 es una enzima que interacciona con ATG7, permitiendo la conjugacién de ATG5
con ATG12 para formar finalmente el complejo ATG12-ATG5-ATG16L. Se ha observado que en
ratones “knockout” de ATG7, ante la ausencia de éste se impide su interacciéon con ATG10
favoreciéndose la produccion de agregados ubiquitinados que facilitan la neurodegeneracion.

(205)

En relacién al gen ATG2B, en los humanos existen dos variantes homadlogas de ATG2: ATG2A y
ATG2B, similares entre si. Ambas resultan esenciales en la formacion del autofagosoma, asi
como en la regulacién del tamario y distribucién de los remanentes lipidicos. Las proteinas de
la familia ATG2 son imprescindibles para la formacion del autofagosoma, por lo que su
disfuncidon produciria autofagosomas aberrantes que no se pueden digerir y daria lugar al

depdsito de sustancias toxicas con el B-amiloide en el citosol de las neuronas.

Nuestro estudio ha sido el primero en estudiar la relacion entre el polimorfismo Thr300Ala del
gen ATG16L1, el polimorfismo GIn1383Glu del gen ATG2B, el polimorfismo Thr212Met del
gen ATGI10 y el polimorfismo intrénico del gen ATG5 vy la EA, sin encontrarse diferencias en
la frecuencia de los diferentes genotipos entre pacientes con EA y controles. (Tabla 65, 67, 69,
71) Tampoco se encontraron diferencias significativas al analizar los diferentes grupos de
edad, asi como el estado de APOE €4. (Tabla 66, 68, 70, 72 Anexo VIl Tabla 8,9, 10y 11)

La negatividad de nuestros resultados puede ser debida, a que o bien, no existe asociacién
entre estos polimorfismos y el desarrollo de EA o que el tamafio muestral no es suficiente
para detectar diferencias significativas. Se trataria por lo tanto, de variantes de muy baja
penetrancia que precisan de la conjuncién de otros factores con los que interactuan o a los

gue, posiblemente, modulen.

En relacidn con la DV, hay estudios que relacionan la via de la autofagia con la isquemia
cerebral. No obstante, existe controversia sobre si la activacién de la autofagia es una
manifestacion de un mecanismo neuroprotector o, por el contrario, contribuye a una mayor

muerte celular. (94)

Nitatori y cols. fueron de los primeros autores en relacionar la isquemia cerebral con la
autofagia, ya que demostraron un aumento de lisosomas inmunopositivos para catepsina-B

tras la isquemia cerebral transitoria. (206) Estudios posteriores respaldaron estos primeros
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hallazgos, determinando un aumento de los niveles de LC3-Il tras la isquemia hipdxica. Se han
observado cambios similares en modelos de isquemia cerebral focal; asi, Detegrev y cols.
demostraron aumentos de LC3-Il tras una oclusion transitoria de la arteria cerebral media
(ACM) de los ratones. (207) Por otro lado, Rami y cols. objetivaron, ademds, que durante el
periodo de penumbra tras una oclusién transitoria de ACM se incrementaban los niveles de
Beclina-1. (208) Estos hallazgos sugieren que, tras la isquemia, se potencia el mecanismo de
autofagia; sin embargo, el papel funcional que produce este incremento de la autofagia no

esta claro.

De este modo, es posible que su funcion venga influida por varios factores como son la
madurez del tejido cerebral, la gravedad de la isquemia, asi como el momento en que se
lleven a cabo las intervenciones terapéuticas. Por ejemplo, la autofagia es mucho mas
pronunciada en cerebros maduros que en los inmaduros. Por otro lado, la autofagia tras la
isquemia cerebral es regidn-especifica: mientras que en el “core” de la lesién isquémica
predomina la necrosis; la autofagia y la apoptosis es mas prevalente en el tejido circundante al
“core”. Por ultimo, en funcidn de la gravedad del evento isquémico se activan en mayor o
menor medida estas vias: ante dafios de gravedad media, la induccidn de la autofagia es
moderada y puede acabar desencadenando apoptosis a través de vias dependientes de
caspasas; mientras que si la gravedad es mayor, la sobreactivacién limitada de esta via podria

retrasar la progresién de las células hacia la muerte.

En conclusion, el papel de la autofagia en la isquemia cerebral es complejo, jugando diferentes
roles durante las diferentes etapas de la isquemia cerebral; en este sentido, la mayoria de
estudios apunta a un papel protector durante la isquemia, mientras que tendria un papel

perjudicial durante la reperfusién cerebral.

Respecto a la DV, nuestro estudio también ha sido el primero en evaluar la relacidon del
polimorfismo Thr300Ala del gen ATG16L1, el polimorfismo GIn1383Glu del gen ATG2B, el
polimorfismo Thr212Met del gen ATG10 y el polimorfismo intrénico del gen ATG5,y DV, sin
encontrarse diferencias en la frecuencia de los diferentes genotipos entre pacientes con DV y
controles. (Tabla 82, 89, 95 y 101) Tampoco se encontraron diferencias estadisticamente
significativas al analisis por edad y segun si eran o no portadores de APOE €4. (Tabla 83, 90, 96

y 102, Anexo VIl tablas 12, 13, 14 y 15).
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Sélo al analisis del polimorfismo de ATG2B se observé entre los pacientes mayores de 80 aifos
portadores del genotipo Glu/Glu en el modelo codominante un riesgo 2,83 veces mayor de

desarrollar DV, alcanzandose la significacion estadistica (p=0,029). (Anexo VIl tabla 15)

En cuanto al analisis por subtipo de DV, no se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas al analizar los diferentes modelos de herencia. (Tabla 84, 91, 97 y 103) También
se llevd a cabo un andlisis en cada de uno de los subtipos segun si eran o no portadores del

alelo APOE €4, sin obtenerse resultados significativos. (Tabla 85,86, 92,93, 98,99, 104 y 105 )

Se realizé un analisis de regresidon logistica ajustado por edad, género, educacién, HTA, DM,
hipercolesterolemia, habito tabaquico y endlico en la comparativa entre los pacientes con DV, y
los subtipos de DV cortical y subcortical y el grupo control, sin encontrarse resultados

estadisticamente significativos. (Tabla 88, 94, 100 y 106)

Como se ha comentado anteriormente, el papel de la autofagia en la isquemia cerebral es
complejo. La autofagia parece tener un efecto protector o incentivador del daifo producido
por la isquemia dependiendo del momento de la isquemia cerebral y del grado de
sobreactivacion de la via. Nuestro estudio es el primero que determina la influencia de los
polimorfismos de los genes ATG16Ll, ATG5, ATG2B y ATG10 en relacion con la DV. La
negatividad de nuestros resultados puede ser debida a que la implicacion de los genes de la
autofagia en la demencia vascular es compleja y probablemente secundaria a mecanismos mas
complejos que requeririan estudios in vivo para una mejor caracterizacion de los mismos. Por
otro lado, una vez mas, puede que el tamafio muestral no haya sido suficiente para la

deteccion de las diferencias.

3.6 ANALISIS DEL POLIMORFISMO Arg72Pro DEL GEN DE LA PROTEINA SUPRESORA
TUMORAL P53

La proteina p53 es un factor de transcripcion que regula miultiples e importantes procesos

celulares, entre los que se encuentra la apoptosis.

Este polimorfismo se localiza en el exén 4, y produce un cambio de Arginina (Arg) por Prolina

(Pro), siendo Arg el alelo pro-apoptoético y Pro el anti-apoptotico.

En cuanto a la relacidn de la proteina p53 con la EA, se ha observado que el incremento de
estrés celular produce un aumento de la proteina precursora de amiloide (APP), la cual media

en parte la expresion de TP53 -ya que favorece la unién entre los complejos AB y el promotor
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de TP53-, aumentando la transcripcion de la misma. Esto produciria una sobre-activacién de
TP53 que induciria una muerte celular masiva, produciendo un mayor envejecimiento celular
y, por lo tanto, predisponiendo a la EA (69). Por otro lado, TP53 favorece la fosforilacién de la

proteina Tau.

La proteina TP53 también estd relacionada con la apoptosis neuronal tras la isquemia cerebral.
Hasta ahora, se conocia que en la zona periférica del infarto (zona de “penumbra”) era el sitio
donde se producian los procesos apoptéticos y, por lo tanto, donde tenia lugar una sobre-
activacion de Tp53, correlaciondndose este incremento con una mayor vulnerabilidad al dafio
isquémico. (209) Sin embargo, en 2014 Mei Liy cols. observaron que una regulacion al alza del
mecanismo TIGAR (regulador de la apoptosis y la glucélisis inducida por TP53) producia un
aumento de NADPH y una disminucidon de productos ROS mitocondriales y, de este modo, se
favoreceria la conservacion del potencial de membrana mitocondrial, se reduciria la activacidn
de caspasa-3 y aumentaria la supervivencia neuronal. Ademas, los efectos neuroprotectores de
la regulacién al alza de TIGAR se imitaron mediante la suplementacién con NADPH exdgeno.
Por lo tanto, TIGAR protege las neuronas contra la lesion inducida por isquemia / reperfusion,
al menos parcialmente, al aumentar el suministro de NADPH y preservar la funcion de la
mitocondria. (210) Otro estudio realizado en 2018 demostrd que la sobre-expresion de TIGAR
no solo redujo significativamente el volumen de infarto después de una lesién cerebral, sino
que también redujo notablemente la mortalidad a largo plazo y mejord la recuperacién de las
funciones neuroldgicas. (211)

Los datos de la relacién del polimorfismo Arg72Pro con la EA son escasos, y los resultados
obtenidos son contradictorios. En 2001, Emahazion y cols. estudiaron el polimorfismo
Arg72pro en 121 pacientes con EA de inicio presenil y 152 controles, sin encontrar una
asociaciéon estadisticamente significativa. (212) Tampoco encontraron resultados
estadisticamente significativos en 2003 Rosemann y cols. en otro estudio donde se
compararon 109 pacientes con EA de inicio tardio y 111 controles. (213) Un Unico estudio
realizado por Scacchi y cols. demostré relacién entre el genotipo Pro/Pro y la EA esporadica
(OR=2.02, 1C95%:1.02-4.00, p=0.047). Estos mismos autores valoraron la influencia de ser
portador o no del alelo APOE €4, determinando que los sujetos sin el alelo APOE €4 portadores
del alelo Pro mostraban un incremento del riesgo de EA de inicio tardio al limite de la
significacion (p=0.07). (68) Estos hallazgos no concuerdan con el hecho de que la variante
Arg72 induce una mayor apoptosis que la variante Pro72, por lo que quizas se precisen mas

estudios para determinar claramente la relacion de la proteina Tp53 con la patogenia de la EA.
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Un estudio anterior al presente trabajo, realizado en 150 pacientes con EA, mostrd que ser
portador de la variante Pro72 disminuia el riesgo de padecer EA. Esta hipdtesis tiene base
bioldgica y tendria sentido al tratarse el alelo Pro72 de la variante anti-apoptdtica. Dado que
los estudios previos no encontraban asociacién, o si la encontraban ésta era al limite de la
significacién y con la variante Pro72 anti-apoptdtica como indicador de mayor riesgo,

decidimos replicar el estudio con un mayor nimero de pacientes.

En nuestro trabajo se aprecié que tanto los individuos homocigotos para el alelo Pro en el
modelo codominante como los portadores de al menos un alelo Pro (homo y heterocigotos) en
el modelo dominante presentan una disminucién del riesgo de tener EA, 0,62 veces menor en
el caso del codominante y 0,56 veces menor en el dominante, y en los dos casos se alcanza la
significacién estadistica (p=0,037; p=0,008). El modelo recesivo se muestra que los individuos
portadores del alelo Arg72 tienen un riesgo aumentado de tener EA, practicamente el triple
(2,96), frente a los homocigotos para Pro72 (Pro/Pro), alcanzando la significacion estadistica
(p=0,027). (Tabla 107)Estos resultados se replicaban en los pacientes mayores de 80 afios

(Anexo VIl tabla 16) asi como en los no portadores de APOE €4 (Tabla 108)

En resumen, estos hallazgos nos permiten concluir que los portadores del alelo Pro72 tienen
disminuido el riesgo de padecer EA, estos resultados son similares a los encontrados en el
anterior estudio, por lo que presentan mayor consistencia y validez. Ademas confirman la
importancia de los mecanismos de apoptosis en el desarrollo de la EA y abren la via al empleo
de farmacos reguladores de apoptosis en la prevencidn y tratamiento de la EA. Por otro lado
en nuestro estudio, también se ha podido demostrar que la variante Arg72 aumenta el riesgo
de EA. Esta hipdtesis es plausible desde el punto de vista bioldgico, y creemos necesarios mas
estudios con mayor nimero de pacientes para certificar su validez.

Respecto a la DV, GAmez y cols. determinaron la relacion entre el genotipo Arg/Arg del
polimorfismo Arg72Pro con mal prondstico funcional tras un ictus isquémico o hemorragico.
Ademas, demostraron en cultivos neuronales que la variante Arg72 posee capacidad para la
activacion de la via apoptdtica intrinseca, aumentando la vulnerabilidad de la muerte celular

apoptotica inducida por isquemia. (68)

En 2017, Rodriguez y cols. determinaron que el polimorfismo Arg72Pro dictamina un
prondstico diferente tras una hemorragia intracerebral (HIC) a través de un mecanismo que
involucra a células progenitoras enddgenas de la médula dsea. Asi han determinado que el

alelo Pro72 del gen TP53 esta relacionado con la angiogénesis y con un mejor prondstico
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funcional tras la HIC, es decir, aquellos pacientes que al alta tenian un mRankin < 2 lo
mantenian y los que al alta tenian un mRankin > 2 mejoraron a largo plazo su prondstico
funcional respecto a los portadores del alelo Arg72. Es mas, aunque el volumen de la lesion y
el volumen del edema peri-hematoma a las 48-72 h después de la HIC fueron similares en
ambos genotipos, el volumen de cavidad residual era 4 veces menor en los pacientes Pro72 a

los 6 meses tras la HIC en comparacién con los portadores de Arg72. (214)

La restriccién brusca en el suministro de sangre al cerebro causa una escasez de oxigeno y
glucosa para mantener el metabolismo celular que desencadena una respuesta patoldgica.
Paraddjicamente, los episodios breves transitorios de isquemia controlada confieren
proteccion contra una isquemia prolongada posterior. Este fendmeno descrito como pre-
acondicionamiento cerebral (PC) se ha evidenciado tanto en modelos in vitro como in vivo.

Recientemente, Ramos-Araque y cols. mostraron que las neuronas corticales que expresan la
variante Pro72-p53 exhibian una mayor neuroproteccion mediada por PC en comparacién con

neuronas Arg72-p53. (215)

Un trabajo previo al nuestro, realizado en 150 pacientes con DV, relacionaba la variante Pro72
con un menor riesgo de DV. Estos resultados, concordaban con lo publicado hasta la fecha en
relacidn a este polimorfismo y la isquemia cerebral. Por ese motivo decimos replicar el estudio,
pero con un mayor numero de pacientes.

En nuestro estudio, observamos que el polimorfismo Arg72Pro del gen TP53 se relaciona con el
desarrollo de DV, ya que la presencia del alelo Pro disminuye en un tercio (0,63) la probabilidad
de tener DV y con resultados estadisticamente significativos (p=0,026), con independencia de
la edad y del género. (Tabla 111)

Al analisis por subgrupos de edad no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
(Anexo VII, tabla 17). Ser portador del alelo APOE €4, no modifica el riesgo de DV.

Sin embargo, entre los que no portaban el alelo APOE €4 se observé que tanto en el modelo
codominante como en el dominante ser portador del alelo Pro conferia un efecto protector
frente a la enfermedad siendo significativo en ambos casos (p=0,020; p=0,016).

Por otro lado, en el modelo recesivo, se objetivd que ser portador del alelo Arg conferia un
riesgo 3,38 veces mayor de padecer DV frente a los homocigotos para Pro (p=0,039). (Tabla
112)

Al analizar por subtipo de DV, en los pacientes con DV cortical se aprecié que los individuos

portadores del alelo Pro en el modelo dominante tenian un riesgo menor de desarrollar la
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enfermedad, siendo este resultado estadisticamente significativo (p=0,039). En el grupo de
DV subcortical no se observaron diferencias estadisticamente significativas. (Tabla 115)

Por otro lado, también se estudid la influencia del alelo €4 del polimorfismo en los diferentes
subtipos de DV. Se observé que entre los sujetos no portadores del alelo APOE €4 aquellos con
el alelo Pro en el modelo dominante presentaban un riesgo menor (0,55 veces menor) de
padecer DV subcortical, siendo este resultado estadisticamente significativo (p=0,041). (Tabla

115)

Finalmente, se realizé un andlisis de regresion logistica ajustado a factores de riesgo clasicos
en los pacientes con DV, y sus variantes frente al grupo control. Considerando el genotipo
Arg/Arg de referencia, se observd que el hecho de ser portador del alelo Pro en los modelos
codominante y dominante para el grupo de DV total y en el modelo dominante para el
subgrupo de DV cortical se relaciona con un riesgo menor de padecer la enfermedad, siendo

estas diferencias estadisticamente significativas (Tabla 116)

Nuestros resultados coinciden con los obtenidos en el estudio anterior. Este hecho, refuerza la
hipotesis previa y establece la importancia de realizar mas estudios que determinen la
relacion a los mecanismos de apoptosis y DV para determinar mas factores que influyan en la

prevencion y tratamiento de la enfermedad.

4. ANALISIS DE LA RELACION ENTRE GENES REPARADORES DEL DNA, PrNP, AUTOFAGIA Y
TP53 Y PROGRESION EN ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Ademas de determinar la relacién de los diferentes genes estudiados con el desarrollo tanto
de EA como de DV, otro de los objetivos del presente trabajo era estudiar la influencia de los
mismos en la progresién de la enfermedad. Para ello, se analizd la distribucién genotipica de
los polimorfismos segln la progresion rapida o normal de la enfermedad de Alzheimer asi
como la influencia del alelo €4 del polimorfismo APOE en dicha distribucion. Se definié como

progresion rapida la disminucidn en puntuacion MMSE > 4,5 puntos al aio.

Los factores genéticos que influyen en la progresién de la EA no son bien conocidos, incluso
existe controversia en este sentido con respecto al APOE €4.

Por un lado, puede estudiarse la velocidad de conversidn de deterioro cognitivo leve (DCL) a
EA. En este sentido, en 2013 Rodriguez y cols. estudiaron la influencia de 8 SNP (ABCA7
rs3764650, BIN1 rs744373, CD2AP rs9296559, CLU rs1113600, CR1 rs1408077, MS4A4E
rs670139, MS4A6A rs610932, y PICALM rs3851179) con la velocidad de conversién de
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deterioro cognitivo moderado a EA, determinando que si bien individualmente no presentaban
aumento de la velocidad de progresion, aquellos que presentaban seis o mas alelos de riesgo
progresaron dos veces mas rdpidamente a EA en comparacién que aquellos que tenian menos
de seis alelos de riesgo. (216)

Otros SNP relacionados con una progresion mas rapida desde DLC a EA han sido SERPINA3
(rs4934) genotipo AA/AT, y CASP1 (rs580253) genotipo CT/TT. (217)

Por otro lado, también se puede evaluar la velocidad de progresién de la enfermedad una vez
establecido el diagndstico de EA. En este caso, un estudio realizado en 2015 por Wang and
cols. observé una asociacidn entre INPP5D, MEF2C, TREMZ2, EPHA1, PTK2B, FERMT2 y CASS4
(p <0,05) con la progresion de la demencia. Sin embargo, ninguna de las asociaciones
observadas mantuvo su significacion después de ajustar por sexo, edad etc. (218)

Otro estudio realizado en 2014 por Peterson y cols. estudio la asociacién entre las variantes de
PPP3R1, rs1868402 y MAPT, rs3785883 y la velocidad de progresién de EA, estableciendo que
cada SNP por separado no aumentaba la velocidad de progresion de EA mientras que los
portadores de ambos loci de riesgo incrementaba en 2,9 veces el riesgo de progresién rapida
respecto a los no portadores (p=0,0015). Ademds, cuando combinaron los resultados de su
estudio con otros similares observaron un empeoramiento un 30% mas rapido en la escala
CDR en los pacientes portadores de MAPT, rs3785883 (p=0,0082), y una progresién 6 veces

mas rapida en los portadores de ambos loci de riesgo (p=0,0001). (219)

4.1 GENES REPARADORES DE DNA

En nuestro estudio se estudiaron las influencias de los genes reparadores de DNA sobre la
progresion de la EA una vez establecido el diagndstico de EA..

En nuestro estudio, ninguno de los polimorfismos relacionados con los genes reparadores de
DNA se ha relacionado con una progresidon mas rapida de la enfermedad. Estos resultados no
se modificaban al analizar segun el estado de portador o no de APOE €4. (Tabla 37,39y 41)

En el analisis de regresidn logistica no encontrd asociacion entre genotipo Arg/Arg del gen
XRCCC1, genotipo Lys/Lys del gen ERCC2 y genotipo Thr/Thr del gen XRCC3 y una progresion
mas rapida de la enfermedad. (tabla 38,40y 42)

Dado que en los estudios realizados hasta la fecha los SNP estudiados por separado no

demostraban influir en la progresién, pero si el efecto aditivo de estos, seria interesante
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estudiar en un futuro la presencia de estos polimorfismos junto con otros relacionados con el

desarrollo de la EA como podria ser los polimorfismos relacionados con al autofagia.

4.1 GEN PrNP

También se analizd la influencia del polimorfismo Met129Val en la progresién rapida o normal

de la EA.

En general, la progresion fue mas rapida en los individuos Met/Val (25,0%) que en los
individuos Met/Met (11,0%) o Val/Val (9,5%), siendo estas diferencias estadisticamente

significativas (p=0,027).

Estos resultados vuelven a diferir de lo publicado hasta la fecha. De este modo, un estudio
italiano determind que ser portador del genotipo Val/Val se relacioné con una progresion mas
rapida de la enfermedad. Es importante tener en cuenta que la influencia del polimorfismo
Met129Val de PrPN sobre la progresion de la EA no ha sido muy estudiada y que

probablemente sean necesarios mds estudios para evaluar la influencia del mismo. (125)

Entre los portadores del alelo APOE €4, un 27,3% de los pacientes con EA portadores del
genotipo Met/Val presentaron una progresion rapida de la enfermedad frente al 10,7% de
formas rapidas entre aquellos con genotipos Met/Met y el 0% de los Val/Val, alcanzandose la
significacién estadistica (p= 0,044). En cambio, entre los no portadores del alelo APOE €4, no se

encontraron diferencias estadisticamente significativas. (Tabla 63)

El analisis de regresion logistica no encontrd asociacidn entre el genotipo Val/Val y un menor

riesgo de progresion rapida de la enfermedad. (Tabla 64)

En conclusion, por un lado, en nuestro estudio ser portador del genotipo Met/Val y ser APOE
€4 negativo se relaciona con mayor riesgo de padecer EA.

Por otro lado, a pesar de que ser portador de APOE €4 no se relacione con mayor riesgo de
padecer enfermedad, si parece que una vez establecida la enfermedad, ser portador de APOE
€4 vy portar el genotipo Met/Val confiere mayor riesgo de una progresién mas rapida de la
misma. Esto podria explicarse por el mecanismo propuesto por Calero y cols. donde la union
preferencial de APOE €4 a los oligdmeros AB favorece la acumulacién de los mismos. A pesar
de ello, estos resultados deben ser interpretados con cautela, ya que los sujetos con

progresion rapida con genotipo Met/Val y portadores del APOE €4 en nuestro estudio no
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fueron muy numerosos, por lo que seria necesario realizar este estudio en una cantidad mayor

de pacientes para poder confirmar nuestros hallazgos.

4.2 GENES RELACIONADOS CON LA AUTOFAGIA

En el caso de Thr300Ala de ATG16L1, en general, la progresién fue mas rapida en los individuos
portadores del genotipo Thr/Thr (30,2%) que en los individuos Thr/Ala o Ala/Ala (14%), siendo

estas diferencias estadisticamente significativas (p=0,013).

Al analisis segun si eran portadores o no del alelo APOE €4, en el grupo de los no portadores
del alelo APOE €4 un 32,1% de los pacientes con EA portadores del genotipo Thr/Thr
presentaron una progresion rapida de la enfermedad frente al 13,2% de formas rdpidas entre
aquellos con genotipos Thr/Ala o Ala/Ala, siento esta relacion estadisticamente significativa

(p=0,021). (Tabla 73)

En el andlisis por regresion logistica ajustado por factores cldsicos que habitualmente afectan a
la progresion de la EA también se observé que el ser portador del genotipo Thr/Thr del gen
ATG16L1 constituye uno de los factores que se relacionaron con una progresién mas rapida de

la enfermedad (p=0,030) (Tabla 74)

En el resto de genes relacionados con la autofagia no se encontré una asociacion
estadisticamente significativa en relacion a la progresion de la EA. (Tabla 75, 78, 80 y 82) En el
analisis de regresion logistica no encontrd asociacion entre el genotipo CC del gen ATGS5, CC
del gen ATG10vy CC del gen ATG2B y una progresion mas rapida de la enfermedad. (Tabla 76,
79, 81y 83)

En resumen, nuestro trabajo ha evaluado por primera vez la relacién entre los genes
relacionados con la autofagia y la progresion de la EA, estableciendo que el genotipo Thr/Thr
del gen ATG16L1 se relaciona con una progresion mas rapida de la EA. En relacién a los genes
relacionados con la autofagia, el alelo Ala de ATG16L1 se ha relacionado una disminucidn de la
autofagia, lo cual produciria un mal funcionamiento de estos mecanismos y un mayor depdsito
de proteina AP en el citosol de la neurona. Sin embargo, en las formas rapidamente
progresivas se da un mayor acimulo de sustancias nocivas en las neuronas, por lo que en
estos casos la autofagia puede sobre-expresarse para intentar compensar este hecho. Eso
explicaria que si bien el genotipo Thr/Thr del gen ATG16L1 no se relaciona con un mayor

riesgo de desarrollar EA si se relaciona con una progresion mas rapida de la enfermedad.
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Serian necesarios estudios con un mayor niumero de pacientes para determinar claramente

esta relacion.

4.3 GEN TP53

En relacién al polimorfismo Arg72Pro, en general, la progresion fue mas rapida en los
individuos Arg/Arg (21,4%) que en los individuos Arg/Pro o Pro/Pro (9,5%), siendo estas

diferencias estadisticamente significativas (p=0,019).

Al analizar estos resultados segun el estado de APOE €4, no se encontraron diferencias
significativas entre los portadores. Sin embargo, entre los no portadores del alelo APOE €4, un
23,7% de los pacientes con EA portadores del genotipo Arg/Arg presentaron una progresion
rapida de la enfermedad frente al 7,3% de formas rapidas entre aquellos con genotipos

Arg/Pro-Pro/Pro, siento esta relacidn estadisticamente significativa (p=0,025).

Este resultado, seria plausible desde el punto de vista bioldgico ya que se ha descrito que la
variante Arg72 del gen P53 en células en cultivo y lineas tumorales tiene mayor capacidad de
inducir apoptosis que la variante Pro. Por esta razén, Pro se ha relacionado con una mayor
longevidad, ya que al parecer los portadores de esta variante conservarian un mayor nidmero
de células madre en edades avanzadas, lo que produciria una mayor capacidad de renovacion
y homeostasis celular. (220) Por lo tanto ser portador de variante Arg72 podria relacionarse
con una disminucion de la longevidad de las neuronas asi como de su homeostasis,
produciendo de este modo una progresién mas rapida de la enfermedad. Aun asi, estos
resultados deben interpretarse con cautela y deberian reproducirse en un tamafio muestral

mayor.

4.4 ANALISIS DE REGRESION LOGISTICA

Ademas se realizé un analisis de regresion logistica donde se analizaron variables como edad,
género, educacidén, depresion, psicosis, toma de medicacion (anticolinésterasicos/
memantina), el tiempo de seguimiento y ser portador o no de APOE £4.

En el andlisis de regresion logistica se encontrd asociacion estadisticamente significativa entre
rapida progresion y la psicosis , tratamiento con anticolinesterdasicos y/o memantina , y tiempo
de seguimiento tanto para genes reparadores de DNA, como para gen PrNP, genes

relacionados con autofagiay TP53. (Tabla 38, 40, 42, 64, 74, 76,79, 81, 83 y 110)
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Con “psicosis” nos referimos a que los pacientes que presentaron sintomas psicoticos
presentaron una progresion mas rapida de la enfermedad que aquellos que no la presentaron.
Estos resultados son similares a los obtenidos en otros estudios. Asi, el The Cache County
Dementia Progression Study demostrd que la psicosis y/o los sintomas de la esfera psicética
incrementaban el riesgo de progresion rapida en casi 2 veces (hazard ratio = 2,007; p=0.028).
(220). Estos resultados también se observaron en otro estudio previo donde la psicosis

también se relaciond con una progresion mas rapida de la enfermedad (221)

Los inhibidores colinesterasicos y la memantina son farmacos empleados en la EA, ya que han
demostrado en varios estudios randomizados que son utiles para disminuir la velocidad de
progresion de la enfermedad (222,223). En nuestro estudio, la variable tratamiento hace
referencia a que los pacientes con progresion mas rapida precisaban un mayor consumo de
medicacidn, probablemente secundaria a la historia natural de la enfermedad, ya que al ser

pacientes que empeoraban mas rapido, era necesario tratarles de forma mas agresiva.

En cuanto a la variable tiempo de seguimiento, nuestro estudio refleja que estos pacientes al
tener una progresién rdpida presentaban una mayor mortalidad, por lo que el tiempo de
seguimiento en consulta era menor que el de los pacientes con EA de progresién normal. En el
The Cache County Dementia Progression Study también se observé que los pacientes que
manifestaban sintomas de la esfera psicdtica presentaban una mortalidad 1,5 veces mayor
(hazard ratio = 1,537; p=0.011). Por lo tanto, si tenemos en cuenta que en nuestro estudio los
sintomas psicdéticos fueron mds prevalentes en los pacientes con rapida progresién, es légico
pensar que también la mortalidad fue mas elevada en este grupo vy, por lo tanto, los tiempos
de seguimiento menores respecto al grupo control. Por otro lado, otro estudio valord la
influencia de los factores de riesgo vascular en una progresion mas rapida y en la mortalidad
de la EA. Segun este estudio, la DM y en menor medida la HTA se relacionaron con la
supervivencia de la enfermedad; aun asi, las diferencias observadas no pudieron atribuirse a
dichos factores de riesgo. En nuestra serie, tal y como hemos comentado al principio de este
capitulo, no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes
subtipos de EAy la DM y la HTA, por lo que creemos que no han influido en gran medida en la

mortalidad y, por lo tanto, en el tiempo de seguimiento. (224)
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5. LIMITACIONES DEL ESTUDIOS

Una de las principales limitaciones de nuestro estudio es el hecho de no tener confirmaciones
anatomo-patdlogicas de los diagndsticos clinicos de EA y DV ni biomarcadores de beta-
amiloide/tau en liquido cefalorraquideo o PET-amiloide. Para minimizar la potencia de este
hecho, se emplearon los criterios mas estrictos y empleados mundialmente; asi para el
diagndstico de DV se emplearon los criterios de la DMS-IV y los de NINDS-AIREN y para el
diagndstico de EA se emplearon los criterios de National Institute on Aging y la Alzheimer's
Association. En la literatura publicada sobre el tema tratado en este trabajo, en muchas
ocasiones tampoco se ha podido obtener confirmacién anatomo-patoldgica o el apoyo de
biomarcadores de beta-amiloide/tau —introducidos recientemente- y los diagndsticos han sido
clinicos, por lo que consideramos que esta limitacién no modifica la valoracién de los

resultados obtenidos.

Por otra parte, a pesar de que los controles empleados no tenian enfermedades neurolégicas
ni psiquidtricas, no eran controles “totalmente sanos” ya que procedian de consultas pre-
anestésicas de oftalmologia y traumatologia. Esto fue asi para poder tener tamafios muestrales
comparables, ya que reclutar el numero suficiente de controles sanos era dificil debido a que
muchos sujetos no estaban dispuestos a realizarse pruebas de laboratorio y acudir a consulta

expresamente para participar en estudios de casos-controles.

Por ultimo, este estudio posee las limitaciones cldsicas de cualquier estudio de casos vy
controles que analice polimorfismos genéticos. En primer lugar, los resultados obtenidos
deben analizarse con cautela debido al tamafio muestral, especialmente para los subgrupos de
DV y de EA. Para ello serian necesarios estudios de mayor tamafo muestral que confirmaran
nuestro resultados. En el caso del polimorfismo Arg72Pro de P53 en este estudio se amplia la
muestra empleada en el trabajo de la Dra. Manso confirmandose los resultados obtenidos en
ella. Respecto al resto de polimorfismos, podemos determinar que aportan informacion
relevante sobre patrones de asociacion mds que sobre causalidad definida. Por ultimo,
nuestros resultados no pueden extrapolarse a otras etnias debido a la variabilidad interétnica
en la frecuencia de los SNP empleados asi como a las diferentes prevalencias de los distintos
tipos de demencias entre poblaciones asiaticas y occidentales, siendo necesarios nuevos

estudios en los diferentes grupos étnicos.
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6. DIRECTRICES PARA FUTUROS ESTUDIOS

Los resultados de nuestro trabajo sugieren que los polimorfismos relacionados con Ia
apoptosis, asi como con la reparacidn de DNA, pueden variar en parte, la susceptibilidad al
riesgo de padecer demencia. Por otro lado, el genotipo Thr/Thr del gen ATG16L1 de la
autofagia asi como Arg/Arg del gen TP53 se han relacionado con una progresidon mas rapida
en el desarrollo de demencia por lo que podrian ser consideradas en el futuro para el
desarrollo de nuevos biomarcadores que abrieran nuevas lineas de investigacién para el
diagndstico precoz de la EA y de la DV. De modo similar, las proteinas codificadas por XRCC3 y
TP53 deberian tenerse en cuenta en futuros trabajos sobre la prevencién y el tratamiento de la

DV.
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CAPITULO 6: CONCLUSIONES

1. Los resultados obtenidos en nuestro estudio, confirman que los factores de riesgo
cardiovascular influyen de forma significativa en el desarrollo de demencia vascular,
asi como de sus diferentes subtipos, por lo que un buen control de los mismos es

fundamental para prevenir este tipo de demencia.

2. Nuestro trabajo refleja por primera vez que ser portador del alelo Met del
polimorfismo Thr241Met del gen XRCC3 se relaciona, con mayor riesgo de desarrollar
Demencia Vascular. Consideramos que se deben realizar estudios en series mas
grandes de pacientes para confirmar su posible utilizaciéon tanto diagndstica, como

para el desarrollo de nuevos farmacos.

3. Los portadores del genotipo Met/Val del polimorfismo Met129Val y APOE €4 negativo,
presentan un riesgo casi 2 veces mayor de padecer Enfermedad de Alzheimer. Se
requieren mas estudios sobre el papel de APOE4 en relaciéon con los oligdmeros de PrP

celular y PrPsc en el desarrollo de la enfermedad.

4. Llos portadores del alelo anti-apoptético Pro72 del gen TP53 tienen disminuido el
riesgo de desarrollar enfermedad de Alzheimer y Demencia Vascular, estos resultados
son superponibles a los obtenidos en un estudio anterior, por lo que confirman la
importancia de los mecanismos de apoptosis en el desarrollo de las demencias vy
abren la via al empleo de farmacos reguladores de apoptosis en la prevencién y

tratamiento.

5. Enrelacidn al estudio de progresion de la EA, en este trabajo mostramos por primera
vez que alelo pro-apoptoético Arg72 de TP53, el genotipo Thr/Thr de ATG16L1 que
predispone a la autofagia, y el genotipo Met/Val del gen PrNP se asocia
significativamente con progresion mas rapida de la Enfermedad de Alzheimer.
Consideramos que se deben realizar estudios de estos polimorfismos en series mas
grandes de pacientes para confirmar su posible utilizacién como biomarcadores de

prondstico en esta enfermedad.
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ANEXO |I: FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

El estudio sobre Demencia Vascular y Enfermedad de Alzheimer en el que va a participar
consiste en la recogida de una muestra de sangre mediante puncidon venosa antecubital, para la
extraccién de DNA y posterior estudio de polimorfismos (variantes genéticas) que condicionan
la produccién en mayor o menor cantidad de determinadas proteinas que creemos pueden
participar en el desarrollo de estas enfermedades. Este analisis genético molecular sera llevado
a cabo en el Departamento de Medicina Molecular de la Facultad de Medicina de la Universidad
de Salamanca y las muestras de sangre seran almacenadas en el Departamento previamente
citado, asignandoseles un cédigo.

En este estudio no se precisa la administracién de ningun medicamento extra (aparte de los
indicados por los médicos habituales de cada paciente), ni existen riesgos de efectos

secundarios, excepto los propios de una puncién venosa antecubital.

D./D2.eiiiiiie s , €ON DN, , como representante
legal de D./D2.......cooeeveeeieeereere e , CON DNLLciiiiiiiie et

Informado/a del alcance de la prueba, doy mi conformidad para su realizacién, otorgando
permiso para la utilizacidn cientifica de los datos, respetando la confidencialidad y conservado el

derecho de interrumpir mi colaboracién en el momento que lo deseara.

] I - R (o [T de i
Firma del investigador: Firma del paciente (o del representante legal):
[0 [0 TSP FAO: it
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ANEXO II: PROTOCOLO DE RECOGIDA DE DATOS

FECHA INGRESO ESTUDIO: __/__/___ GRUPO DEMENCIA/GRUPO CONTROL

PROCEDENCIA:

1. Hospital Clinico (Salamanca) 4. CRE Alzheimer (Salamanca)
2. Hospital Virgen Vega (Salamanca) 5. AFA (Avila)

3. Hospital Ntra. Sefiora de Sonsoles (Avila) 6. Residencia Decanos (Avila)

1. DATOS DE IDENTIFICACION

N¢ de referencia laboratorio: .......cccceeveevveeeeernennns

Fecha de nacimiento: .../..../..... ‘ Lugar de nacimiento: ........cceeeeeveereenenene

Sexo: Mujero Hombre o

2. DATOS SOCIODEMOGRAFICOS

Escolaridad:
O < 8 afios de edad 0 Certificado de estudios primarios
oEstudios terminados a los 8-13 afios o Educacion secundaria

3. ANTECEDENTES PERSONALES

FACTORES DE RIESGO VASCULAR:

a) Hipertension arterial:  OSi oNo Afos de evolucion:.........ccoceeeeeeevennnns
b) Diabetes Mellitus: aSi oNo Afios de evolucion:.......ccccveceeeececnennens
c) Dislipemia: oSi oNo Afos de evolucion:.........ccceeeeeeevennnns
HABITOS Y ESTILO DE VIDA:
a) Fumador: o actual; cigarrillos/dia: ................... ; afos de fumador: .............
0 nunca
O En el pasado; afios sin fumar:..............
b) Alcohol: 0 A diario O semanal onunca oen el pasado
(Cantidad aproximada y otro tipo de bebidas: ...................cuuu.......)
¢)Consumo de otro tipo de sustancias: 0OSi; Tipo y frecuencia.........ccceceeeeveunnne oNo

Otros antecedentes personales:
e Traumatismo craneoencefalico: oSi ONo; Pérdida de conocimiento: oSi oNo
e Intervenciones quirurgicas:
e Agentes alérgenos conocidos: 0OSi; tipo de alergéno........................ oNo
o Otras enfermedades ;...
2 En caso de tumores o enfermedades inflamatorias cronicas, el sujeto es excluido del

estudio
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COMORBILIDAD (en el grupo de demencia)

Historia cerebrovascular:
o AIT

O Ictus hemorragico

O Ictus isquémico

e Localizacion (hemisferio):
o Derecho olzquierdo o0Ambos
e Etiologia del ictus (TOAST ©)®®
O Aterotrombdético o Indeterminado
O Cardioembdlico o Otros
o Lacunar
ECG: (DeSCripCiON)......cveueeeeeeeeeerierisevseecesiesesreansnans
Si tiene Eco-cardio: (detallar)..........eeveeeeeennnne.
Si tiene Eco doppler TSA: (detallar).........................

4. DATOS RELEVANTES EN LA EXPLORACION FiSICA

Signos vitales: TAS.......... TAD:..ccvevvereee. FCiorreneeerieeens
Oido: o Normal oAnormal

Vista: o0 Normal oAnormal

NIHSS ., puntos

5. HISTORIA DE LA DEMENCIA

Tipo de Demencia:
o Demencia vascular

oOCortical:
o ACA DArea de asociacién
o ACP oTerritorio carotideo frontera
O Subcortical:
- Leucoaraiosis: OSi oNo
- Infartos lacunares: OSi oNo
- Infartos talamicos: oSi oNo
0 Enfermedad de Alzheimer
Tiempo de evolucion (afi0s):......ccceeeeeevevececeece e Edad de inicio:.........ccccceverenneennen.
ESTADIO CDR: o Leve 0 Moderado oGrave

MMSE (Folstein) : ...../30 puntos

Inventario Neuropsiquiatrico (NPI): ....../144 puntos

Delirio: oSi oNo Apatia: oSi oNo

Alucinaciones: 0Si oNo Desinhibicién: oSi  oNo
Agitacion: oSi oNo Labilidad: oSi oNo
Depresién: oSi oNo Conducta sin fin: oSi oNo
Ansiedad: oOSi oNo Trastorno del sueiio: oSi  oONo
Euforia: oSi oNo Trastorno del apetito: oSi oNo

MEDICACION ANTERIOR Y ACTUAL PARA LA DEMENCIA:
e  Neurolépticos: oSi oNo
e  Antidepresivos: 0Si oNo
e  Ansioliticos: oSi oNo
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e  Hipndticos: oSi oNo

e  Antiepilépticos: oSi oNo

e  Farmacos modificadores de la enfermedad: oSi oNo
® Inhibidores de acetilcolinestarasa: o Memantina

6. PRUEBAS COMPLEMENTARIAS:

Determinaciones en sangre:
O Hemograma: .....cccceeveeveevevencennenns

O Creatinina:.....ccocceveveveceenen. Ureai.coveeecceeceeee Glucemia basal..........cc.c.......

oOColesterol total:.......cccceuene. HDL-col:....ccevene. LDL-colirnrirrirannnne. Triglicéridos:.......ceovvvrunne.
0O Pruebas de funcion hepatica:.....ccccoevecvececeeceecceiene

O T4 libret e TSH: e, Vitamina B12:.....ceieeeereeeerienne Acido félico................

0 Coagulacidn (incluido fibrindgeno):........cccccvevvenee.

Estudios de neuroimagen:
0 TAC cerebral y/o RMN cerebral (descripcion).............ocveeeueeeevevennnnn.
OSPECT cerebral: (detallar)...........ueeeeeeeececececeeeeecens

7. ANALISIS GENETICO

a. Polimorfismo A399G de XRCC1 (rs1799782)

b. Polimorfismo L751G de ERCC2 (rs13181)

c. Polimorfismo T241M de XRCC3 (rs861539)

d. Polimorfismo A72P de Tp53 (rs1042522)

e. Polimorfismo Q1383E de gen ATG2B (rs3759601)
f. Polimorfismo T300A de gen ATG16L1 (rs2241880)
g. Polimorfismo T212M de gen ATG10 (rs1864483)

h. Polimorfismo intrénico de gen ATG5 (rs2245214)
e. Polimorfismo M129V de gen PRPN (rs 1799990)
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ANEXO I1l: APROXIMACION AL DIAGNOSTICO ETIOLOGICO DEL ICTUS ISQUEMICO SEGUN LOS
CRITERIOS DEL TRIAL OF ORG 10172 IN ACUTE STROKE TREATMENT (TOAST®) (130)

Antes debera realizarse anamnesis y exploracion fisica, estudio de neuroimagen, Doppler de
troncos supraadrticos y transcraneal, estudios de hemostasia, ecocardiograma y angiografia
cerebral si fuera preciso.

1. Infarto aterotrombdtico. Aterosclerosis de arteria grande

Infarto generalmente de tamafio medio o grande, de topografia cortical o subcortical y
localizacidn carotidea o vertebrobasilar, en el que se cumple alguno de los dos criterios
siguientes:

A. Aterosclerosis con estenosis: estenosis = 50% del diametro luminal u oclusidn de la arteria

extracraneal correspondiente o de la arteria intracraneal de gran calibre (cerebral media,
cerebral posterior o tronco basilar), en ausencia de otra etiologia.
B. Aterosclerosis sin estenosis : presencia de placas o de estenosis <50% en la arteria cerebral

media, cerebral posterior o basilar, en ausencia de otra etiologia y en presencia de mas de dos
de los siguientes factores de riesgo vascular cerebral: edad >50 afios, hipertension arterial,
diabetes mellitus, tabaquismo o hipercolesterolemia.

2. Infarto cardioembdlico

Infarto generalmente de tamafio medio o grande, de topografia habitualmente cortical, en el
gue se evidencia, en ausencia de otra etiologia, alguna de las siguientes cardiopatias
emboligenas: un trombo o tumor intracardiaco, estenosis mitral reumatica, prétesis aortica o
mitral, endocarditis, fibrilacion auricular, enfermedad del nodo sinusal, aneurisma ventricular
izquierdo o acinesia después de un infarto agudo de miocardio, infarto agudo de miocardio
(menos de tres meses) o hipocinesia cardiaca global o discinesia.

3. Enfermedad oclusiva de pequefio vaso arterial. Infarto lacunar

Infarto de pequefio tamafio (<1,5 cm de diametro) en el territorio de una arteria perforante
cerebral, que suele ocasionar clinicamente un sindrome lacunar (hemiparesia motora pura,
sindrome sensitivo puro, sindrome sensitivo motriz, hemiparesia atdxica y disartria mano
torpe) en un paciente con antecedente personal de hipertensidn arterial u otros factores de
riesgo vascular cerebral, en ausencia de otra etiologia.

4. Infarto cerebral de causa rara

Infarto de tamafio pequeiio, mediano o grande, de localizacién cortical o subcortical, en el
territorio carotideo o vertebrobasilar en un paciente en el que se ha descartado el origen
aterotrombdtico, cardioembdlico o lacunar. Se suele producir por trastornos sistémicos
(conectivopatia, infeccion, neoplasia, sindrome mieloproliferativo, alteraciones metabdlicas,
de la coagulacién, etc.) o por otras enfermedades, como diseccién arterial, displasia
fiboromuscular, aneurisma sacular, malformacion arteriovenosa, trombosis venosa cerebral,
angeitis, migrafia, etc.

5. Infarto cerebral de origen indeterminado

Infarto de tamafio medio o grande, de localizacién cortical o subcortical, en el territorio
carotideo o vertebrobasilar, en el cual, tras un exhaustivo estudio diagndstico, han sido
descartados los subtipos aterotrombético, cardioembdlico, lacunar y de causa rara, o bien
coexistia mds de una posible etiologia. Dentro de esta etiologia indeterminada se podrian
plantear unas subdivisiones que aclararian mejor este apartado; estudio incompleto, mas de
una etiologia y desconocida.
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ANEXO IV: ESCALA CLINICA DEMENTIA RATING DE HUGHES (131,132)

AREA SANOS CUESTIONABLE LEVE MODERADA GRAVE
(CDR0) (CDR 0,5) (CDR 1) (CDR 2) (CDR 3)
MEMORIA Sin pérdida de Olvidos Pérdida de Grave pérdida de Grave
memoria. consistentes leves: memoria memoria: retencion pérdida de
Olvidos de poca recuerdo parcial moderada, mas exclusiva de material memoria,
importancia de marcada para muy importante: solo quedan
acontecimientos. acontecimientos pérdida rapida de fragmentos
Olvidos recientes: el material nuevo
“benignos” defecto interfiere
con actividades
diarias
ORIENTACION Completamente Completamente Algunas Habitualmente Orientacion
orientado orientado dificultades con desorientacion sélo
relaciones temporal, a menudo respecto a
temporales: de lugar personas
orientados por
lugar y persona
durante la prueba
pero puede haber
desorientacion
geografica
Juicio Y | Resuelve bien Sélo deterioro Dificultad Manejo de Incapaz de
RESOLUCION DE | problemas dudoso en la moderada para problemas intentar
PROBLEMAS cotidianos: resolucién de manejar gravemente juicioo
juicio bueno en problemas. problemas deteriorado. resolver
relacion al | Similitudes/difere complejos: juicio Similitudes/diferenci problemas
rendimientos ncias social suele as: juicio social suele
pasado mantenerse estar deteriorado
VIDA SOCIAL Funcion Deterioro dudoso Incapaz de Ninguna pretensién Ninguna
independiente o leve, si es que funcionar de funcionamiento pretension
en nivel existe, en estas independientemen | independiente fuera de funcion
habitual de actividades te en estas del hogar independien
trabajo, actividades te fuera del
compras, aunque todavia hogar
negocios y puede realizar
asuntos algunas: puede
financiaros, aparecer normal
grupos sociales en contacto casual
y voluntarios
EL HOGAR Y LAS | Vida doméstica, | Vida doméstica, Leve pero Sélo se conservan las Ninguna
AFICIONES aficiones, aficiones, definitivo tareas 240 mas funcién
intereses intereses deterioro de sencillas: intereses doméstica
intelectuales se | intelectuales se | funcidn doméstica: muy limitados. significativa
mantienen bien | mantienen bien, se abandonan las Mantenimiento fuera de la
sélo ligeramente tareas mas pobre habitacion
deteriorados dificiles, se propia
abandonan
aficiones e
intereses mas
complejos
CUIDADO Totalmente Totalmente capaz Necesita Necesita asistencia Requiere
PERSONAL capaz de cuidar | de cuidar de si estimulacién para vestirse, lavarse mucha
de si mismo mismo ocasional y cuidar sus efectos ayuda para
personales el cuidado
personal: a
menudo

incontinente
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ANEXO V: MINI MENTAL STATE EXAMINATION DE FOLSTEIN (127)

ORIENTACION TEMPORAL

¢En qué afio estamos? 0-1

¢En qué estacién? 0-1

¢En qué dia (fecha)? 0-1

¢En qué mes? 0-1

¢En qué dia de la semana? 0-1

ORIENTACION ESPACIAL

¢En qué hospital (o lugar) estamos? 0-1

¢En qué piso (o planta, sala, servicio)? 0-1

¢En qué pueblo (ciudad)? 0-1

¢En qué provincia estamos? 0-1

¢En que pais (o nacién, autonomia)? 0-1

FIJACION RECUERDO INMEDIATO

Nombre tres palabras Peseta-Caballo-Manzana (o Balén- Bandera-Arbol) a razén de 1 por
segundo. Luego se pide al paciente que las repita. Esta primera repeticién otorga la
puntuacién. Otorgue 1 punto por cada palabra correcta, pero continte diciéndolas hasta que
el sujeto repita las 3, hasta un maximo de 6 veces. Peseta 0-1 Caballo 0-1 Manzana 0-1 (Baldn
0-1 Bandera 0-1 Arbol 0-1) N2 de repeticiones necesarias:

ATENCION-CALCULO

Si tiene 30 pesetas y me va dando de tres en tres, écuantas le van quedando? Detenga la
prueba tras 5 sustracciones. Si el sujeto no puede realizar esta prueba, pidale que deletree la
palabra MUNDO al revés.

300-1270-1240-1210-1180-1

(O0-1D0-1NO-1U0-1MO0-1)

RECUERDO DIFERIDO

Preguntar por las tres palabras mencionadas anteriormente. Peseta 0-1 Caballo 0-1 Manzana
0-1 (Balén 0-1 Bandera 0-1 Arbol 0-1)

LENGUAJE Y CONSTRUCCION

DENOMINACION.

Mostrarle un ldpiz o un boligrafo y preguntar .que es esto? Hacer lo mismo con un reloj de
pulsera. Lapiz 0-1 Reloj 0-1

REPETICION. Pedirle que repita la frase: "ni si, ni no, ni pero" (o “En un trigal habia 5 perros”)

0-1
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ORDENES. Pedirle que siga la orden: "coja un papel con la mano derecha, déblelo por la mitad,
y pongalo en el suelo". Coja con mano d. 0-1 dobla por mitad 0-1 pone en suelo 0-1

LECTURA. Escriba legiblemente en un papel "Cierre los ojos". Pidale que lo lea y haga lo que
dice la frase 0-1

ESCRITURA. Que escriba una frase (con sujeto y predicado) 0-1

DIBUJO. Dibuje 2 pentdgonos intersecados y pida al sujeto que los copie tal cual. Para otorgar

un punto deben estar presentes los 10 dngulos y la interseccién 0-1
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ANEXO VI: INVENTARIO NEUROPSIQUIATRICO DE CUMMINGS (128)

Sintoma No Frecuencia | Gravedad Total
valorable (Frecuencia X
Gravedad)
Delirios 01234 123
Alucinaciones 01234 123
Agitacidn/agresividad 01234 123
Depresion/disforia 01234 123
Ansiedad 01234 123
Jubilo/euforia 01234 123
Apatia 01234 123
Desinhibicion 01234 123
Irritabilidad/labilidad 01234 123
Comportamiento motor aberrante 01234 123
Trastornos del suefio 01234 123
Trastorno del apetito/conducta alimentaria 01234 123

La frecuencia se punttia como:

0. Ausente

1. Ocasionalmente (menos de una vez por semana)

2. A menudo (alrededor de una vez por semana)

3. Frecuentemente (varias veces por semana, pero no a diario)

4. Muy frecuentemente (a diario o continuamente)

La gravedad se puntda como:

1. Leve (produce poca angustia al paciente)

2. Moderada (mas molesto para el paciente, pero el cuidador aun puede controlarlo)

3. Grave (muy molesto para el paciente y dificil de controlar)
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ANEXO VII: DISTRIBUCION DE LOS DIFERENTES POLIMORFIRMOS POR EDAD

Tabla 1: Distribucion del gen XRCCI1 en Enfermedad de Alzheimer y controles segin edad

Modelo Controles N (%) EA N (%) OR IC (95%) p

< 80 afios N=104 N =99

Arg/Arg 37 (35,6%) 45 (45,5%) 1

Arg/Gln 55 (52,9%) 41 (41,4%) 0,54 (0,29-1,02)  |0,059
GIn/GIn 12 (11,5%) 13 (13,1%) 1,05 (0,41-2,69) 0,917
Dominante 0,63 (0,35-1,15) 0,130
Recesivo 0,69 (0,29-1,66) 0,408
>80 aios N=97 N=101

Arg/Arg 46 (47,4%) 42 (41,6%) 1

Arg/GIn 42 (43,3%) 43 (42,6%) 1,05 (0,54-2,02) 0,891
GIn/GIn 9 (9,3%) 16 (15,8%) 1,59 (0,58-4,34)  [0,367
Dominante 1,15 (0,62-2,13) 0,665
Recesivo 0,64 (0,25-1,66) 0,361

Tabla 2: Distribucion del gen ERCC2 en Enfermedad de Alzheimer y controles segin edad

Modelo Controles N (%) EA N (%) OR IC (95%) P

< 80 afios N=104 N =99

Lys/Lys 45 (43,3%) 50 (50,5%) 1

Lys/GlIn 43 (41,3%) 36 (36,4%) 0,71 (0,38-1,35)  [0,302
GIn/GIn 16 (15,4%) 13 (13,1%) 0,80 (0,33-1,91) 0,610
Dominante 0,74 (0,41-1,33) 0,311
Recesivo 1,08 (0,47-2,49) 0,848
>80 afios N=97 N=101

Lys/Lys 47 (48,5%) 40 (39,6%) 1

Lys/GIn 37 (38,1%) 52 (51,5%) 1,59 (0,82-3,05) 0,168
GIn/GIn 13 (13,4%) 9 (8,9%) 0,51 (0,17-1,55) 0,235
Dominante 1,29 (0,69-2,39) 0,426
Recesivo 2,47 (0,86-7,13) 0,094
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Tabla 3: Distribucion del gen XRCC3 en Enfermedad de Alzheimer y controles segin edad

Modelo Controles N (%) [EA N (%) OR IC (95%) P

< 80 afios N=104 N =99

Thr/Thr 66 (63,5%) 54 (54,5%) |1

Thr/Met 35 (33,7%) 39 (39,4%) [1,54 (0,83-2,86) 0,170
Met/Met 3 (2,9%) 6 (6,1%) 2,35 (0,52-10,68) 0,270
Dominante 1,61 (0,89-2,93) 0,116
Recesivo 0,50 (0,11-2,25) 0,369
>80 afios N=97 N=101

Thr/Thr 59 (60,8%) 63 (62,4%) |[1

Thr/Met 32 (33%) 29 (28,7%) 10,88 (0,45-1,72) 0,704
Met/Met 6 (6,2%) 9 (8,9%) 1,00 (0,29-3,43) 0,999
Dominante 0,90 (0,48-1,69) 0,748
Recesivo 0,96 (0,28-3,22) 0,945
Tabla 4: Distribucion del gen XRCC1 en Demencia Vascular y controles segun edad

Modelo Controles N (%) DV N (%) OR IC (95%) p

< 80 afios N=104 N =110

Arg/Arg 37 (35,6%) 41 (37,3%) 1

Arg/GIn 55 (52,9%) 53 (48,2%) 0,91 (0,50-1,66)  |0,755
GIn/GIn 12 (11,5%) 16 (14,5%) 1,30 (0,53-3,18) 0,561
Dominante 0,98 (0,55-1,74) 0,941
Recesivo 0,73 (0,32-1,65) 0,444
>80 aiios N=97 N=90

Arg/Arg 46 (47,4%) 23 (25,6%) 1

Arg/GIn 42 (43,3%) 54 (60,0%) 2,63 (1,36-5,09)  |0,004
GIn/GIn 9 (9,3%) 13 (14,4%) 2,88 (1,07-7,75) 0,037
Dominante 2,68 (1,42-5,05) 0,002
Recesivo 0,61 (0,25-1,52) 0,291
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Tabla 5: Distribucion del gen ERCC2 en Demencia Vascular y controles segin edad

Modelo Controles N (%) DV N (%) OR IC (95%) p

< 80 afios N=104 N =110

Lys/Lys 45 (43,3%) 48 (43,6%) 1

Lys/GIn 43 (41,3%) 46 (41,8%) 0,98 (0,54-1,797) 0,953
GIn/GIn 16 (15,4%) 16 (14,5%) 0,79 (0,34-1,84) 0,587
Dominante 0,93 (0,53-1,62) 0,796
Recesivo 1,25 (0,57-2,77) 0,578
>80 afios N=97 N=90

Lys/Lys 47 (48,5%) 36 (40,0%) 1

Lys/GIn 37 (38,1%) 40 (44,4%) 1,39 (0,74-2,60) 0,301
GIn/Gln 13 (13,4%) 14 (15,6%) 1,34 (0,55-3,22) 0,520
Dominante 1,37 (0,77-2,47) 0,285
Recesivo 0,88 (0,39-2,01) 0,763
Tabla 6: Distribucion del gen XRCC3 en Demencia Vascular y controles segun edad

Modelo Controles N (%) DV N (%) OR IC (95%) P

< 80 afios N=104 N =110

Thr/Thr 66 (63,5%) 49 (44,5%) 1

Thr/Met 35 (33,7%) 36 (32,7%) 1,16 (0,62-2,17) 0,641
Met/Met 3 (2,9%) 25 (22,7%) 11,19 (3,16-39,59) 0,0001
Dominante 1,95 (1,11-3,43) 0,020
Recesivo 0,09 (0,03-0,33) 0,0001
>80 aiios N=97 N=90

cc 59 (60,8%) 38 (42,2%) 1

cT 32 (33%) 38 (42,2%) 1,86 (0,99-3,48) 0,051
T 6 (6,2%) 14 (15,6%) 3,64 (1,28-10,32) 0,015
Dominante 2,15 (1,19-3,86) 0,011
Recesivo 0,36 (0,13-0,98) 0,045
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Tabla 7: Distribucion del gen PrNP en Enfermedad de Alzheimer y controles segun edad

Modelo Controles N (%) EA N (%) OR IC (95%) p

< 80 afios N=104 N =99

Met/Met 50 (48,1%) 43 (43,4%) 1

Met/Val 43 (41,3%) 50 (50,5%) 1,31 (0,71-2,41) 0,379
Val/Val 11 (10,6%) 6 (6,1%) 0,50 (0,15-1,65) 0,257
Dominante 1,16 (0,64-2,08) 0,626
Recesivo 2,30 (0,73-7,29) 0,156
>80 afios N=97 N=101

Met/Met 48 (49,5%) 39 (38,6%) 1

Met/Val 34 (35,1%) 46 (45,5%) 1,70 (0,87-3,33) 0,121
Val/Val 15 (15,5%) 16 (15,8%) 1,24 (0,50-3,06)  |0,645
Dominante 1,56 (0,84-2,90) 0,163
Recesivo 1,05 (0,45-2,43) 0,914

Tabla 8: Distribucion del gen ATG16L1 en Enfermedad de Alzheimer y controles segun edad

Modelo Controles N (%) EA N (%) OR IC (95%) p

< 80 afios N= 104 N =99

Thr/Thr 23 (22,1%) 19 (19,2%) 1

Thr/Ala 45 (43,3%) 56 (56,6%) 1,70 (0,77-3,75) 0,186
Ala/Ala 36 (34,6%) 24 (24,4%) 1,03 (0,43-2,46) 0,944
Dominante 1,43 (0,68-3.02) 0,349
Recesivo 1,42 (0,74-2,73) 0,296
>80 afios N=97 N=101

Thr/Thr 17 (17,5%) 24 (23,8%) 1

Thr/Ala 54 (55,7%) 46 (45,5%) 0,62 (0,28-1,38) 0,237
Ala/Ala 26 (26,8%) 31 (30,7%) 0,84 (0,34-2,06) 0,706
Dominante 0,69 (0,32-1,47) 0,333
Recesivo 0,84 (0,42-1,65) 0,604
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Tabla 9: Distribucion del gen ATG5 en Enfermedad de Alzheimer y controles segin edad

Modelo Controles N (%) EA N (%) OR IC (95%) p

< 80 afios N=104 N =99

ccC 41 (39,4%) 40 (40,4%) 1

cG 51 (49,0%) 44 (44,4%) 0,70 (0,36-1,36)  |0,289
GG 12 (11,5%) 15 (15,2%) 1,53 (0,61-3,84) 0,365
Dominante 0,86 (0,46-1,58) 0,623
Recesivo 0,55 (0,23-1,29) 0,170
>80 afios N=97 N=101

cC 41 (42,3%) 51 (50,5%) 1

CG 45 (46,4%) 38 (37,6%) 0,82 (0,43-1,57) 0,549
GG 11 (11,3%) 12 (11,9%)  [0,70 (0,25-1,95)  |0,495
Dominante 0,79 (0,43-1,46) 0,453
Recesivo 1,30 (0,49-3,46) 0,599

Tabla 10: Distribucién del gen ATG10 en Enfermedad de Alzheimer (EA) y controles seglin edad

Modelo Controles N (%) EAN (%) OR IC (95%) p

< 80 afios N=104 N =99

Thr/Thr 27 (26,0%) 23 (23,2%) 1

Thr/Met 51 (49,0%) 50 (50,5%) 1,07 (0,52-2,20) 0,860
Met/Met 26 (25,0%) 26 (26,3%) 0,97 (0,42-2,25) 0,947
Dominante 1,04 (0,52-2,05) 0,916
Recesivo 1,08 (0,54-2,13) 0,835
>80 afios N=97 N=101

Thr/Thr 31 (32,0%) 24 (23,8%) 1

Thr/Met 45 (46,4%) 58 (57,4%) 1,35 (0,66-2,75)  |0,413
Met/Met 21(21,6%) 19 (18,8%) 0,93 (0,38-2,26) 0,868
Dominante 1,21 (0,62-2,38) 0,579
Recesivo 1,31 (0,61-2,83) 0,489
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Tabla 11: Distribucién del gen ATG2B en Enfermedad de Alzheimer y controles segln edad

Modelo Controles N (%) EA N (%) OR IC (95%) p

< 80 afios N=104 N =99

GIn/GIn 13 (12,5%) 9 (9,1%) 1

GIn/Glu 42 (40,4%) 44 (44,4%) 1,80 (0,64-5,08)  |0,268
Glu/Glu 49 (47,1%) 46 (46,5%) 1,56 (0,56-4,35) 0,400
Dominante 1,67 (0,63-4,48) 0,304
Recesivo 1,03 (0,57-1,87) 0,924
>80 afios N=97 N=101

GIn/GIn 18 (18,6%) 11 (10,9%) 1

GIn/Glu 41 (42,3%) 39 (38,6%) 1,35 (0,66-2,75) 0,413
Glu/Glu 38 (39,2%) 51(50,5%)  |0,93 (0,38-2,26)  |0,868
Dominante 1,42 (0,60-3,39) 0,424
Recesivo 0,65 (0,35-1,21) 0,175

Tabla 12: Distribucion del gen ATG16L1 en Demencia Vascular

y controles segun edad

Modelo Controles N (%) DV N (%) OR IC (95%) p

< 80 afios N= 104 N =110

Thr/Thr 23 (22,1%) 19 (17,3%) 1

Thr/Ala 45 (43,3%) 53(48,2%) 1,32 (0,62-2,77) 0,470
Ala/Ala 36 (34,6%) 38 (34,5%) 1,20 (0,55-2,61) 0,652
Dominante 1,26 (0,63-2,53) 0,510
Recesivo 1,01 (0,57-1,81) 0,963
>80 aiios N= 97 N=90

Thr/Thr 17 (17,5%) 17 (18,9%) 1

Thr/Ala 54 (55,7%) 48 (53,3%) 0,93 (0,42-2,03) 0,847
Ala/Ala 26 (26,8%) 25 (27,8%) 1,02 (0,42-2,47) 0,968
Dominante 0,95 (0,45-2,03) 0,904
Recesivo 0,92 (0,48-1,77) 0,813
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Tabla 13: Distribucién del gen ATG5 en Demencia Vascular y controles seglin edad

Modelo Controles N (%) DV N (%) OR IC (95%) p

< 80 afios N=104 N =110

cc 41 (39,4%) 45 (40,9%) 1

cG 51 (49,0%) 50 (45,5%) 0,87 (0,48-1,58) 0,654
GG 12 (11,5%) 15 (13,6%) 1,20 (0,49-2,93) 0,688
Dominante 0,93 (0,53-1,64) 0,813
Recesivo 0,77 (0,34-1,78) 0,547
>80 afios N=97 N=90

cc 41 (42,3%) 41 (45,6%) 1

CG 45 (46,4%) 40 (44,4%) 0,89 (0,48-1,63) 0,696
GG 11 (11,3%) 9 (10,0%) 0,82 (0,31-2,18)  [0,687
Dominante 0,87 (0,49-1,56) 0,644
Recesivo 1,15 (0,45-2,93) 0,768
Tabla 14: Distribucién del ATG10 en Demencia Vascular y controles segin edad

Modelo Controles N (%) DV N (%) OR IC (95%) p

< 80 afios N=104 N =110

Thr/Thr 27 (26,0%) 25 (22,7%) 1,26 (0,63-2,50) 0,510
Thr/Met 51 (49,0%) 57 (51,8%) 1,24 (0,56-2,74)  |0,593
Met/Met 26 (25,0%) 28 (25,5%) 1,25 (0,66-2,40) 0,495
Dominante 1,26 (0,63-2,50) 0,510
Recesivo 0,94 (0,50-1,79) 0,857
>80 aiios N=97 N=90

Thr/Thr 31 (32,0%) 22 (24,4%) 1

Thr/Met 45 (46,4%) 46 (51,1%) 1,38 (0,69-2,79)  [0,366
Met/Met 21 (21,6%) 22 (24,4%) 1,45 (0,64-3,28) 0,369
Dominante 1,41 (0,73-2,71) 0,310
Recesivo 0,85 (0,43-1,68) 0,631
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Tabla 15: Distribucion del ATG2B en Demencia Vascular y controles segin edad

Modelo Controles N (%) DV N (%) OR IC (95%) p

< 80 afios N=104 N =110

GIn/Gln 13 (12,5%) 18 (16,4%) 1

GIn/Glu 42 (40,4%) 44 (40,0%) 0,71 (0,30-1,68) 0,441
Glu/Glu 49 (47,1%) 48 (43,6%) 0,66 (0,28-1,53) 0,326
Dominante 0,68 (0,31-1,51) 0,346
Recesivo 1,19 (0,68-2,08) 0,540
>80 aios N=97 N=90

GIn/GIn 18 (18,6%) 8 (8,9%) 1

GIn/Glu 41 (42,3%) 34 (37,8%) 1,88 (0,72-4,86)  |0,195
Glu/Glu 38 (39,2%) 48 (53,3%) 2,83 (1,11-7,23) 0,029
Dominante 2,34 (0,96-5,70) 0,061
Recesivo 0,57 (0,32-1,02) 0,057

Tabla 16: Distribucion del gen TP53 en Enfermedad de Alzheimer y controles seguin edad

Modelo Controles N (%) EA N (%) OR IC (95%) p

< 80 aiios N=109 N=109

Arg/Arg 58 (53,2) 72 (66,1) 1,00

Arg/Pro 42 (38,5) 31(28,4) 0,54 (0,29-1,01) 0,056
Pro/Pro 9 (8,3) 6 (5,5) 0,40 (0,12-1,34)  |0,139
Dominante 0,52 (0,29-0,93) 0,030*
Recesivo 1,98 (0,61-6,44) 0,252
>80 afios N=105 N=108

Arg/Arg 59 (56,2) 71 (65,7) 1,00

Arg/Pro 38 (36,2) 34 (31,5) 0,73 (0,39-1,39)  [0,348
Pro/Pro 8 (7,6) 3 (2,8) 0,26 (0,06-1,17) 0,080
Dominante 0,64 (0,35-1,19) 0,164
Recesivo 3,38 (0,77-14,75) |0,104
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Tabla 17: Distribucién del gen TP53 en Demencia Vascular y controles segtin edad

Modelo Controles N (%) DV N (%) OR IC (95%) p

< 80 afios N=109 N=115

Arg/Arg 58 (53,2) 70 (60,9) 1,00

Arg/Pro 42 (38,5) 38 (33,0) 0,67 (0,37-1,22) 0,196
Pro/Pro 9 (8,3) 7(6,1) 0,47 (0,15-1,47)  |0,196
Dominante 0,64 (0,36-1,12) 0,119
Recesivo 1,83 (0,60-5,59) 0,291
>80 aiios N=105 N=93

Arg/Arg 59 (56,2) 63 (67,7) 1,00

Arg/Pro 38 (36,2) 25 (26,9) 0,64 (0,33-1,24)  |0,188
Pro/Pro 8 (7,6) 5 (5,4) 0,46 (0,12-1,70) 0,241
Dominante 0,61 (0,33-1,15) 0,125
Recesivo 1,86 (0,51-6,78) 0,346
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ANEXO VIII: CARATERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS DE LA MUESTRA DEL POLIMORFISMO
Arg75Pro DEL GEN TP53

1. SEXO:

Respecto al sexo la distribucién de mujeres y hombres fue similar entre el grupo de Demencia
Vascular vy los controles (51% de mujeres y 49% de hombres en el caso de la Demencia
Vascular y 50,5% de mujeres y 49,5% de hombres entre los controles). Sin embargo, en el
grupo de casos de la Enfermedad de Alzheimer se observd un porcentaje mas alto de mujeres
(66,4%) que de hombres (33,6%), siendo las diferencias entre estos dos grupos

estadisticamente significativas (p=0,001). (Figura 1, tabla 1).

Tabla 1: Distribucion de los sujetos de la muestra por sexo

ENFERMEDAD DE DEMENCIA CONTROLES
ALZHEIMER VASCULAR N (%)
N (%) N (%)
HOMBRE 73 (33,6%) 102 (49%) 106(49,5%)
MUIJER 144 (66,4%) 106 (51%) 108 (50,5%)
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Figura 1: Porcentaje de hombres y mujeres en cada grupo de estudio

En cuanto a la diferencia por género dentro del grupo de Demencia Vascular, se observaron
porcentajes similares de hombres y mujeres (47,1% de mujeres y 52,9% de hombres para DV

cortical, y 54,7% de mujeres y 45,3% de hombres en DV subcortical), sin diferencias
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estadisticamente significativas por subtipos en comparacién al grupo control. (Tabla 2, Figura

2)

DEMENCIA VASCULAR CORTICAL SUBCORTICAL
(n=102) (n=106)
HOMBRE 54 (52,9%) 48 (45,3%)
MUJER 48 (47,1%) 58 (54,7%)
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Figura 2: Porcentaje de hombres y mujeres segun tipo de demencia vascular

En cuanto a la diferencia por género dentro del grupo de Enfermedad de Alzheimer, se
observaron porcentajes similares de hombres y mujeres en el grupo de rapida progresion, sin
encontrarse diferencias estadisticamente significativas con los controles. Sin embargo, en el
grupo de progresién normal se observé un porcentaje mayor de mujeres (69,1%), siendo esta

diferencia estadisticamente significativa frente al grupo control (p= 0,0001). (Tabla 3; Figura 3)

ENFERMEDAD RAPIDA PROGRESION
ALZHEIMER PROGRESION (n=39) NORMAL
(n=178)
HOMBRE 18 (46,2%) 55 (30,9%)
MUJER 21 (53,8%) 123 (69,1%)
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Figura 3: Porcentaje de hombres y mujeres segun la progresion de EA
2. EDAD

La edad media de los pacientes con Enfermedad de Alzheimer fue de 79,7 afios (con una
desviacion estandar (DE) de 6,6 afios); la de los pacientes con Demencia Vascular de 79,2
afios (DE=6,9 afios) y la de los controles de 81,1 afios (DE=4,9 afios). Las diferencias entre los
grupos de Enfermedad de Alzheiemer y controles fueron estadisticamente significativas
(p=0,021). También fueron significativas las diferencias entre el grupo de Demencia Vascular y

controles (p=0,002).

Dentro de los pacientes con Demencia Vascular la edad media entre en los pacientes con DV
cortical es de 78,9 afios (DE=7,1), y la de aquellos con DV subcortical de 79,5 afios (DE=6,8).
Las diferencias entre los grupos de los diferentes subtipos de demencia vascular se
mantuvieron estadisticamente significativas con respecto al grupo control (p=0,002, p=0,026

respectivamente).

Dentro de los pacientes con Enfermedad de Alzheimer, la edad media entre los de rapida
progresion fue de 79,9 anos (DE=7,4), mientras que la edad media entre los de progresion
normal es de 79,7 afios (DE=6,5). Las diferencias encontradas entre el grupo de progresion

rdpida y el grupo control fueron estadisticamente significativas (p=0,022).
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3. NIVEL EDUCATIVO

Para el estudio del nivel educativo se establecieron 4 variables en funcién de la edad en la
que el sujeto hubiera abandonado los estudios. En general, los sujetos del estudio presentaron
un nivel educativo medio-bajo. Dentro del grupo control el 44,4% de los pacientes sabian leer
y escribir pero no habian completado sus estudios primarios. Este porcentaje es del 57,6% en
los pacientes con Demencia Vascular y de 53,4% en los pacientes con Enfermedad de
Alzheimer. (Tabla 4) Las diferencias encontradas entre del grupo de DV y el grupo control

fueron estadisticamente significativas (p=0,001)

Tabla 4: Distribucion del nivel de instruccion en los sujetos de la muestra
ENFERMEDAD DEMENCIA CONTROLES N
DE ALZHEIMER VASCULAR (%)
N (%) N (%)
< 8 afios 40 (18,4%) 50 (24%) 22 (10,3%)
8-13 aios 76 (35%) 49 (33,6%) 73 (34,1%)
Estudios elementales 88 (40,6%) 92 (44,2%) 105 (49,1%)
Educacion 13 (6%) 17 (8,2%) 14 (6,5%)
secundaria/Universidad

Dentro del grupo de Demencia Vascular no habian finalizado los estudios primarios el 48% de
los pacientes con DV cortical y el 48,2% de los pacientes con DV subcortical. (Tabla 5) Las
diferencias encontradas entre los pacientes con DV cortical y los controles fueron
estadisticamente significativas (p= 0,043). También fueron estadisticamente significativas las

diferencias encontradas en el grupo de DV subcortical frente al grupo control (p= 0,001).

Tabla 5: Distribucion del nivel de instruccion segun el subtipo de DV
DEMENCIA CORTICAL N(%) SUBCORTICAL
VASCULAR N(%)

< 8 afios 21 (20,6%) 29 (27,4%)
8-13 afios 27 (26,5%) 22 (20,8%)
Estudios elementales 44 (43,1%) 48 (45,3%)
Educacion 10(9,8%) 7 (6,6%)
secundaria/Universidad

Dentro del grupo de Enfermedad de Alzheimer no habian finalizado los estudios primarios el
61,5% de los pacientes con una rapida evoluciény el 51,4 % de los pacientes con una evolucion
normal. (Tabla 6) Las diferencias encontradas entre el grupo de rapida progresién y el grupo

control fueron estadisticamente significativas (p= 0,019).
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Tabla 6: Distribucion del nivel de instrucciéon segun la

progresion de Enfermedad de Alzheimer

ENFERMEDAD DE RAPIDA PROGRESION
ALZHEIMER PROGRESION NORMAL
N(%) N(%)
< 8 afios 10 (25,6%) 30 (16,9%)
8-13 aiios 14 (35,9%) 62 (34,5%)
Estudios elementales 11 (28,2 %) 77 (43,3%)
Educacion 4 (10,3%) 9 (5,1%)
secundaria/Universidad

4. FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR

El analisis de los factores de riesgo cardiovascular de los tres grupos se puede ver resumido en

la tabla 7 y en la figura 4.

En el grupo control 148 pacientes (69,2%) tenian antecedentes de hipertension arterial (HTA),

47 pacientes (22%) de diabetes mellitus tipo 2 (DM)y 83 pacientes (38,8%) de dislipemia.

Dentro del grupo de Enfermedad de Alzheimer 96 pacientes (48,4%) tenian antecedente de
HTA siendo las diferencias encontradas entre los pacientes con Enfermedad de Alzheimer vy los
controles estadisticamente significativas (p=0.0001). Respecto a la DM, 28 pacientes (12,9%)
la padecian, siendo las diferencias encontradas entre el grupo con Enfermedad de Alzheimer y
el grupo control estadisticamente significativas (p=0,013). En cuanto a la dislipemia 81
pacientes (37,3%) eran dislipémicos, sin encontrar diferencias estadisticamente significativas

entre ambos grupos (p=0,755).

En grupo de Demencia Vascular 172 pacientes (82,2%) tenian antecedentes de HTA siendo las
diferencias encontradas entre aquellos con Demencia Vascular y los controles
estadisticamente significativas (p=0,001). Respecto a la DM, 72 pacientes (34,6%) eran
diabéticos, siendo las diferencias entre el grupo con DV y el grupo control estadisticamente
significativas (p=0,004). Por ultimo, en cuanto a la dislipemia, 119 pacientes con Demencia
Vascular (57,2%) presentaban dislipemia, siendo las diferencias entre ambos grupos

estadisticamente significativas (p=0,0001).
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Tabla 7: Distribucion de los factores de riesgo vascular segin la muestra del estudio

ENFERMEDAD DE | DEMENCIA CONTROLES
ALZHEIMER N(%) | VASCULAR N(%)
N(%)
HTA S| 105 (48,4%) 172 (82,2%) 148 (69,2%)
NO 112 (51,6%) 36 (17,8%) 66 (30,8%)
DM S| 28 (12,9%) 72 (34,6%) 47 (22%)
NO 189 (87,1%) 136 (65,4%) 167 (78%)
DISLIPEMIA Sl 81 (37,3%) 119 (57,2%) 83 (38,8%)
NO 136 (62,7%) 89 (42,8%) 131 (61,2%)
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Figura 4: Porcentajes de los diferentes factores de riesgo vascular en la muestra

La presencia de factores de riesgo fue significativamente mayor en el grupo de Demencia
Vascular. Existe una mayor frecuencia de antecedentes de HTA, DM vy dislipemia en pacientes
con Demencia Vascular al compararlos con los pacientes con Enfermedad de Alzheimer y con

los controles.

Cuando se compararon los diferentes factores de riesgo segun el subtipo de demencia vascular
se observé que dentro de grupo de las DV cortical 80 pacientes (78,4%) tenian antecedentes
de HTA, sin encontrarse diferencias estadisticamente significativas entre este subtipo de DV y
los controles (p=0,087). Respecto a la DM, 38 pacientes (37,3%) de entre aquellos con DV
cortical eran diabéticos, siendo las diferencias entre el grupo de DV cortical y el grupo control

estadisticamente significativas (p=0,004). En cuanto a la dislipemia, 53 pacientes (52%) con DV
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cortical presentaban dislipemia, siendo las diferencias entre ambos grupos (DV cortical y

control) estadisticamente significativas (p=0,027).

En el grupo de DV subcortical, 92 pacientes tenian antecedentes de HTA (86,8%) siendo las
diferencias entre sujetos con DV subcortical y controles estadisticamente significativas
(p=0,001). En cuanto a la DM, 34 pacientes (32,1%) con DV subcortical eran diabéticos,
encontrandose las diferencias entre individuos con DV subcortical y controles en el limite de la
significacién estadistica (p=0,050). Por ultimo, en cuanto a la dislipemia, 106 pacientes (62,3%)
presentaban dislipemia, siendo las diferencias entre ambos grupos (DV subcortical y control)

estadisticamente significativas (p=0,001).

Los resultados se pueden observar resumidos en la tabla 8 y figura 5.

Tabla 8: Distribucion de los factores de riesgo vascular segun el subtipo de DV
DV MULTIINFARTO DV SUBCORTICAL N(%)
O CORTICAL N(%)
HTA | 80 (78,4%) 92 (86,8%)
NO 22 (21,6%) 14 (13,2%)
DM | 38 (37,3%) 34 (32,1%)
NO 64 (62,7%) 72 (67,9%)
DISLIPEMIA Sl 53 (52%) 66 (62,3%)
NO 49 (48%) 70 (37,7%)
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Figura 5: Porcentaje de los diferentes factores de riesgo vascular segun subtipo de DV
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Cuando se compararon los diferentes factores de riesgo segun el tipo de progresién objetivado
en los pacientes con Enfermedad de Alzheimer (EA), se observé que dentro de grupo de los
pacientes con EA de progresidon rapida 18 pacientes (46,2%) tenian antecedentes de HTA
encontrdndose diferencias estadisticamente significativas entre este subgrupo y el grupo
control (p=0,005). Respecto a la DM, 5 pacientes (12,8%) de los pacientes con EA de rapida
progresion eran diabéticos, siendo las diferencias con respecto a los controles no
estadisticamente significativas (p=0,194). En cuanto a la dislipemia, 15 pacientes (38,5%)
presentaban hipercolesterolemia, sin encontrarse diferencias estadisticamente significativas

(p=0,970).

En el grupo de progresion normal de la EA, 87 pacientes tenian antecedentes de HTA (48,9%)
siendo las diferencias entre este subgrupo y el grupo control estadisticamente significativas
(p=0,0001). En cuanto a la DM, 23 pacientes (12,9%) en el grupo con progresion normal de la
EA eran diabéticos, siendo las diferencias entre dicho subgrupo y los controles
estadisticamente significativas (p=0,020). Por ultimo, en cuanto a la dislipemia, 66 pacientes
(37,1%) presentaban hipercolesterolemia, sin encontrarse diferencias entre ambos grupos
estadisticamente significativas (p=0,729). Los resultados se pueden observar resumidos en la

tabla 9y figura 6.

Tabla 9: Distribucion de los factores de riesgo vascular segun la progresion de EA
PROGRESION PROGRESION NORMAL
RAPIDA N(%) N(%)
HTA Sl 18 (46,2%) 87 (48,9%)
NO 21 (53,8%) 91 (51,1%)
DM Sl 5 (12,8%) 23 (12,9%)
NO 34 (87,2%) 155 (87,1%)
DISLIPEMIA Sl 15 (38,5%) 66 (37,1%)
NO 24 (61,5%) 112 (62,9%)
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Figura 6: Porcentaje de los diferentes factores de riesgo vascular segun la progresion de EA
5. HABITOS TOXICOS:

Respecto a los habitos tdxicos se estudiaron el habito tabaquico y el enolismo. Los resultados
obtenidos mostraron un mayor consumo de tabaco entre los pacientes con Demencia Vascular
(33,7%), respecto al grupo control (21%) y al de Enfermedad de Alzheimer (15,7%). En el caso
concreto de los sujetos con Demencia Vascular, las diferencias observadas en comparacién con

el grupo control alcanzaron significacién estadistica (p=0,004) (tabla 112) (Figura 44)

Respecto al abuso de alcohol, los resultados obtenidos mostraron un consumo de alcohol de
casi el doble entre los pacientes con Demencia Vascular (16,3%), respecto a los pacientes con
Enfermedad de Alzheimer (6,9%) y de casi el triple respecto al grupo control (4,2%). En el
grupo de Demencia Vascular las diferencias observadas frente a los controles fueron

estadisticamente significativas (p=0,0001). (Tabla 10) (Figura7)

Tabla 10: Distribucion de los habitos toxicos en los grupos de estudio

ENFERMEDAD DEMENCIA CONTROLES
DE ALZHEIMER | VASCULAR N(%) N(%)
N(%)
TABAQUISMO | SI 34 (15,7%) 70 (33,7%) 45 (21%)
NO 183 (84,3%) 138 (66,3%) 169 (79%)
CONSUMO DE | S 15 (6,9%) 34 (16,3%) 9 (4,2%)
ALCOHOL NO 202 (93,1%) 174 (83,7 %) 205 (95,8%)
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Figura 7: Porcentaje de habitos tdxicos en los grupos de estudio

Cuando se compararon los diferentes hdbitos téxicos segun el subtipo de demencia vascular,
se observd una distribucién similar de fumadores y de enolismo en ambos grupos. Respecto al
grupo de DV cortical se observé que las diferencias frente al grupo control tanto en el consumo
de alcohol como en cuanto al hdbito tabaquico fueron estadisticamente significativas
(p=0,0001 y p=0,018, respectivamente). Este hecho también se observé en la comparativa
entre el grupo de DV subcortical y el grupo control (p=0,001 respecto al consumo de alcohol y

p=0,012 para el habito tabaquico) (Tabla 11; Figura 8)

Tabla 11: Distribucion de habitos toxicos segun el subtipo de DV

DEMENCIA VASCULAR | DEMENCIA VASCULAR
CORTICAL N(%) SUBCORTICAL N(%)
TABAQUISMO | SI 34 (33,3%) 36 (34%)
NO 68 (66,7%) 70 (66%)
CONSUMO  DE | SI 18 (17,6%) 16 (15,1%)
ALCOHOL NO 84 (82,4%) 90 (84,9 %)
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Figura 8: Porcentaje de habitos téxicos entre los subtipos de DV

Respecto al estudio de los habitos toxicos en el grupo de pacientes con Enfermedad de
Alzheimer (EA) se observé que el consumo era mayor en el grupo de progresion rapida que en
el grupo de progresién normal. Sin embargo no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas para ninguno de los dos grupos en comparacion con el grupo control. (Tabla 12;

Figura 9)

EA DE RAPIDA | EA DE PROGRESION
PROGRESION N(%) NORMAL N(%)
TABAQUISMO sI 8 (20,5%) 26 (14,6%)
NO 31 (79,5%) 152 (85,4%)
CONSUMO  DE | SI 3(7,7%) 12 (6,7%)
ALCOHOL NO 36 (92,3%) 166 (93,3 %)

263




100

90

80

70

60

50
40

30

20 -
10 _3
0 -

TABAQUISMO

ALCOHOL

m RAPIDA PROGRESION
PROGRESION NORMAL

Figura 9: Porcentaje de habitos toxicos segun la progresion en EA

6. POLIMORFISMO APOE 4

Se estudid la presencia del alelo APOE €4 en los diferentes grupos de estudio. Se observé una

proporcién discretamente superior de portadores del alelo €4 del polimorfismo APOE en el

grupo de Enfermedad de Alzheimer (38,2%) respecto al grupo de Demencia Vascular (31,7%), y

claramente superior al grupo control (11,2%). Tanto en el grupo de Enfermedad de Alzheimer

como en el de Demencia Vascular las diferencias observadas frente al grupo control fueron

estadisticamente significativas (p=0,0001; p=0,0001 respectivamente). (Tabla 13; Figura 10)

Tabla 13: Clasificacion segliin APOE €4 de la muestra

APOE €4

ENFERMEDAD DEMENCIA CONTROL N(%)
DE ALZHEIMER | VASCULAR N(%)
N(%)
POSITIVO 83 (38,2%) 66 (31,7%) 24 (11,2%)
NEGATIVO 134 (61,8%) 142 (68,3%) 190 (88,8%)
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Figura 10: Porcentaje de APOE €4 en la muestra

Ademas, se estudio la presencia del alelo APOE €4 segun el subtipo de Demencia Vascular y se
observd una distribucidn similar de portadores de dicho alelo en ambos subtipos. Dentro del
subgrupo de DV cortical, se determind que las diferencias en cuanto a portadores del alelo
APOE €4 entre este subgrupo y el de control eran estadisticamente significativas (p=0,0001).
Esto también sucedia en la comparativa entre el grupo de DV subcortical y los controles (p=

0,0001) (Tabla 14: Figura 11)

DV DV
MULTIINFARTO | SUBCORTICAL
N(%) N(%)
APOE 4 POSITIVO 32(31,3%) 34(32,1%)
NEGATIVO 70 (68,7%) 72 (67,9%)
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Figura 11: Porcentaje de distribuciéon de APOE €4 segun el subtipo de DV

Respecto a la distribucidon del alelo APOE €4 segun la progresidn en los pacientes con
Enfermedad de Alzheimer (EA), se observé una distribucidon similar de dicho alelo con
independencia de la velocidad de progresiéon de la EA. Tanto en el grupo de EA de rapida
progresion como en la EA de progresion normal se observaron diferencias estadisticamente
significativas en cuanto a la presencia del alelo APOE &4 frente al grupo control (p=0,0001;

p=0,001 respectivamente). (Tabla 15; Figura 12)

EA RAPIDA EA PROGRESION
PROGRESION NORMAL
N (%) N (%)
APOE €4 POSITIVA 14 (35,9%) 69 (38,8%)
NEGATIVA 25 (64,1%) 109 (61,2%)
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Figura 12: Porcentaje de distribucién de APOE €4 segun la progresién en EA
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