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Capitulo 1. INTRODUCCION

1.- Demencias.
1.1.- Concepto. Clasificacion.

Se define la demencia como un sindrome clinico que se caracteriza por un déficit
cognitivo que representa una pérdida respecto a un nivel previo y que interfiere de
forma significativa con el rendimiento social u ocupacional. La demencia, ademas, suele
conllevar cambios en la personalidad y la conducta '. Los criterios diagnosticos de
demencia del Diagnostic and Statiscal Manual of Mental Disorders, 4* edicion, texto
revisado (DSM-IV-TR) ? y de la Clasificacion Internacional de Enfermedades 10°
edicion (CIE-10) de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) * incluyen como
obligatoria la presencia de deterioro mnésico. Sin embargo, ciertas formas de demencia,
como la degeneracion lobular frontotemporal (DLFT), demencia con cuerpos de Lewy
(DLB), demencia asociada a Parkinson (PDD) o demencia vascular (DV), pueden no
tener una alteracion grave de la memoria hasta fases avanzadas '. Ello ha inducido a
excluir la obligatoriedad de la amnesia para establecer el diagnodstico sindromico de

demencia * (Tabla 1).

Tabla 1. Definicion de demencia segun el grupo de trabajo del National Institute on Aging

and Alzheimer’s Association (NIA-AA) *

La demencia se diagnostica cuando hay sintomas cognitivos o conductuales
(neuropsiquiatricos) que:
1. Interfieren con la capacidad de funcionar en el trabajo o en las actividades usuales, y
2. Representan una declinacion de los niveles anteriores de funcionamiento y desempefo, y
3. No se explican por un delirium o un trastorno psiquiatrico importante;
4. El deterioro cognitivo se detecta y diagnostica a través de la combinacién de:
(1) Toma de antecedentes del paciente y de un informante entendido, y
(2) Evaluacion cognitiva objetiva, sea por el examen del estado mental "en la cama del
paciente" o comprobacion neuropsicologica.
5. El deterioro cognitivo o conductual implica al menos dos de los dominios siguientes:
a. Disminucion de la capacidad para adquirir y recordar informacion nueva;
b. Problemas de razonamiento y manipulacion de tareas complejas, juicio deficiente;
c¢. Deterioro de las capacidades visuoespaciales;
d. Deterioro de las funciones del lenguaje (hablar, leer, escribir);

e. Cambios en la personalidad, la conducta o el comportamiento.
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Es habitual diferenciar tres tipos principales de demencia en funciéon de su

etiopatogenia: demencias degenerativas, secundarias y de etiologia multiple (Tabla 2).

Tabla 2. Clasificacién 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

O Enfermedad de Alzheimer O Demencia por priones

0 Demencia con cuerpos de Lewy O Otras demencias infrecuentes

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

O Corea de Huntington O Enfermedad de Parkinson

O Degeneracion corticobasal O Enfermedad de la motoneurona

Paralisis supranuclear progresiva
2. Demencias secundarias
2.1. Demencias vasculares

2.1.a. Isquémicas

]

a

a

arteriosclerodtica

2.1.b. Isquémicas hipéxicas

Encefalopatia difusa anéxico-isquémica o

restringida debido a vulnerabilidad selectiva

2.1.c. Hemorragicas

Hematoma cerebral

Angiopatia amiloidea

2.2. Otras demencias secundarias

O Demencia multiinfarto Estado lacunar
O Demencia por infarto estratégico Angiopatias hereditarias
O Leucoencefalopatia subcortical Angiopatia hipertensiva y arteriosclerotica

Vasculitis

Infartos incompletos de la sustancia blanca

Infartos de zonas fronterizas

Hematoma subdural cronico

Hemorragia subaracnoidea

Q Por alteracion de la dinamica del LCR Por enfermedad desmielinizante

O Asociada a neoplasia Por vasculitis y colagenosis

O Origen infeccioso Por traumatismos

O Origen endocrino-metabdlico, carencial o Por enfermedades psiquiatricas
toxica

3. Demencias combinadas o de etiologia multiple

O Demencia mixta (vascular y degenerativa) O Otras demencias combinadas
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Un caso especial de demencia de etiologia multiple lo constituye la demencia
mixta: hay presencia combinada de lesiones tipo Alzheimer y lesiones vasculares, pero
en cantidad insuficiente de cada una para causar demencia por si sola, siendo la suma de
los dos tipos de lesiones lo que origina la demencia®. Las dos situaciones mas frecuentes
de demencia mixta son:

a) Paciente con criterios de enfermedad de Alzheimer (EA) sin antecedentes
de ictus declarado, pero que presenta factores de riesgo vascular y, en las
pruebas de neuroimagen, lesiones de sustancia blanca cerebral, multiples
infartos lacunares subcorticales o ambos.

b) Paciente con deterioro cognitivo secundario a un ictus que presenta un
declinar de las funciones superiores de forma gradual y continua, que no

se explica por la lesion vascular cerebral.

1.2.- Epidemiologia. Repercusion socioeconomica.

1.2.1.- Prevalencia.

En las ultimas décadas, el aumento de la esperanza de vida, especialmente en los
paises desarrollados, ha hecho posible que gran parte de la poblacion alcance la vejez.
En el ano 2012, el total de habitantes mayores de 65 afios es en nuestro pais de
8.221.047 (17,4% de la poblacidn)’. Se estima que en el afio 2050 esta proporcion sera
del 31,5%, segun las previsiones de la oficina estadistica comunitaria Eurostat®. En este
contexto, las enfermedades ligadas a la edad, y en concreto las demencias, despiertan
una gran preocupacion clinico-sanitaria ya que constituyen, para este grupo de edad, la
primera causa de discapacidad y dependencia —mas que el ictus, la enfermedad
cardiovascular y el cancer’. Ferri y cols ', utilizando el método de consenso Delphi,
calcularon la prevalencia de la demencia de cada region del mundo, en la poblaciéon de
60 afios o mas. En el afio 2000, el nimero de casos de demencia en el mundo habia sido
de 24,3 millones. A partir de las proyecciones de crecimiento poblacional, que realizé la
OMS, se estimo6 que el nimero de casos se duplicaria cada 20 afios, ascendiendo a 81,1
millones para el afio 2040 (Tabla 3). En 2010, 35,6 millones de personas padecian
demencia a nivel mundial ° y, por tanto, los calculos del estudio Delphi se estarian
cumpliendo. Los paises o regiones con el mayor numero de individuos afectos son

China y los paises en desarrollo del Pacifico oeste, Europa occidental y EEUU ™.
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Tabla 3. Estimacion de la prevalencia de demencia en el mundo (estudio Delphi)

Prevalencia de demencia Numero de personas con > 60

en > 60 afios (%) afios con demencia (millones)

2000 2020 2040

Europa occidental 5,4 49 6,9 9,9
Europa del este, baja mortalidad adultos 3,8 1,0 1,6 2,8
Europa del este, alta mortalidad adultos 39 1,8 23 3,2
Norteamérica 6,4 3.4 5,1 9,2
Latinoamérica 4.6 1,8 4,1 9,1
Africa del Norte y Oriente Medio 3,6 1,0 1,9 4,7
Pacifico oeste desarrollado 43 1,5 2.9 43
China y Pacifico oeste en desarrollo 4,0 6,0 11,7 26,1
Indonesia, Tailandia y Sri Lanka 2,7 0,6 1,3 2,7
india y Asia del sur 1,9 1,8 3,6 7,5
Africa 1,6 0,5 0,9 L6
Total 3.9 243 42,3 81,1

La DV representa la segunda causa de demencia después de la EA en los paises
desarrollados occidentales. Segin estudios europeos, un 15,8% de todas las demencias
son de causa vascular, mientras que un 53,7% serian casos de EA "' (Figura 1). En
cambio, en algunos estudios efectuados en poblacion japonesa y en Rusia, parece ser
que la DV es la forma de demencia mdas prevalente, siendo superior inclusive a la
EA'>", La tercera causa de demencia es la DLB, y la cuarta, la DLFT, que representan

el 10-15% y el 3-4% " respectivamente de todas las demencias en series de autopsias.

Kuopio Study (Finlandia)
Kungsholmen Project (Suecia)
Odense Study (Dinamarca)
Rotterdam Study (Holanda)
PAQUID (Francia)

Pamplona Study (Espaiia)
Zaragoza Study (Espaifia)
ZARADEMP (Espaiia)

ILSA (Italia)

0% 20% 40% 60% 80% 100%

B DV B EA O Otras

Figura 1. Representacion porcentual de los distintos tipos de demencia en un estudio multicéntrico
europeo (Lobo y cols, 2000) ''. Personas de 65 afios o mayores.
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La prevalencia de EA y DV en mayores de 65 afios en Europa es de 4,4% y
1,6%, respectivamente, segun el estudio EURODEM . En Espafia, datos recientes del
Grupo Epidemiologico Espaifiol sobre Envejecimiento muestran una prevalencia de
demencia en poblacion general mayor de 70 afios (estudios puerta a puerta) 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. No obstante, los resultados
obtenidos de los estudios epidemiologicos efectuados en Espafia son dispares. En el
caso de EA, la prevalencia oscilaba desde el 2,6% en el estudio ZARADEMP al 7,7%
en el Prat, y en el caso de DV, del 1,2% en el Prat y ZARADEMP al 5,1% en Gerona '*.
Estas diferencias pueden deberse a factores metodologicos y a diferencias en los

factores de riesgo especificos para determinadas areas geograficas.

1.2.2.- Incidencia.

La incidencia global mundial de la demencia se estima alrededor de 7,5/1.000
personas-afio . La aparicion de nuevos casos se mantiene mas o menos estable hasta los
65-70 afos (<5/1.000 personas-afio) y a partir de entonces el crecimiento es exponencial
(en torno a 15, 30, 50 y 70-75/1000 personas-aio hacia los 75, 80, 85 y 90 afios,
respectivamente) °. La incidencia anual de demencia en un estudio realizado en Espafia
se estimo entre 10-15 casos por 1000 personas-afio en la poblacion mayor de 65 afios '°.
En el estudio de Rochester 7, un 18% de casos nuevos de demencia durante 5 afios
podian atribuirse a una causa vascular. Aproximadamente un tercio de los pacientes que

sufren un ictus presentan demencia en los 3 meses siguientes'®.

1.2.3.- Mortalidad.

En cuanto a la mortalidad, en general es mas elevada en DV que en EA, a pesar
de que la velocidad de declive cognitivo es mas lenta en la primera. En un estudio
escandinavo sobre incidencia de demencia en mayores de 75 afios, la mortalidad fue
mayor para personas con VD en comparacion con EA, con un tiempo medio de
supervivencia de 2,8 afios y 3,1 afios, respectivamente '°. De modo similar, en un estudio
retrospectivo en Rochester, Minnesota, los casos con DV mostraban tasas de

supervivencia del 50% a los 3-4 afios y el doble de riesgo de muerte que en la EA%.
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Las tasas de mortalidad entre pacientes con ictus con demencia son 2 a 6 veces
mayores que entre pacientes con ictus sin demencia, tras el ajuste por factores
demograficos, enfermedades cardiacas asociadas, gravedad y recurrencia del ictus?'. Sin
embargo, en el estudio de una cohorte africano-americana, Freels y cols * no
encontraron diferencias significativas en la supervivencia a 7 afos para sujetos con EA
(n=113), DV (n=79) o ictus sin demencia (n=56). Dentro del grupo de DV, se encontrod
un efecto protector del tratamiento de los factores de riesgo vascular, que podria

estrechar la diferencia entre las tasas de mortalidad en EA y DV.

1.2.4.- Distribucion.
1.2.4.1.- Edad. Sexo.

El factor que mas contribuye de manera independiente a la demencia es la edad
avanzada. Las tasas de incidencia y prevalencia de EA y DV se duplican cada 4,3 y 5,3
afos, respectivamente, a partir de los 65 afios . Algunos estudios describen una mayor
incidencia de DV en varones que en mujeres, al contrario de lo que ocurre en EA,
aunque esta diferencia parece reducirse en los grupos de mas edad, quiza porque los

hombres mueren més precozmente **° (Figuras 2A y 2B, 3A y 3B).

Figura 2A. Prevalencia de EA Figura 2B. Prevalencia de DV
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Figuras 2A y 2B. Tasas de prevalencia de EA y DV. Datos agrupados del estudio multicéntrico europeo

(Lobo y cols, 2000)". Personas de 65 afios 0 mayores.
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Tasa por 1.000 habitantes/aio

Figura 3A. Incidencia de EA Figura 3B. Incidencia de DV
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Figuras 3A y 3B. Tasas de incidencia de EA y DV por estratos de edad y sexo. Basado en datos del

estudio multicéntrico europeo (Fratiglioni y cols, 2000) .

1.2.4.2.- Raza.

La frecuencia de DV parece ser mayor en individuos de raza negra, seguidos de
latinos y asiaticos, con respecto a los de raza caucasica, posiblemente reflejando

diferencias de grupo en la incidencia de enfermedad cerebrovascular de pequeiio vaso®.

1.2.5.- Repercusion socioecondomica.

Con anterioridad se ha mencionado el progresivo aumento de las personas con
demencia en general. En el caso de la DV en particular, la incidencia y prevalencia de
las enfermedades vasculares cerebrales (ECV) —substrato de la DV— también aumentan
con la edad. En el afo 2010, las ECV afectaron a 147.473 personas (75.083 varones/
72.391 mujeres) en Espafia, de las cuales un 80% eran personas mayores de 65 afios,
segun datos del INE’. Asi, el aumento en la esperanza de vida hara también del ictus y
de la DV un problema de salud publica de gran envergadura, en cifras absolutas. De
hecho, la DV se considera la “epidemia silenciosa” del siglo XXI **. En nuestro pais,
para una prevalencia de EA y DV en la poblacién mayor de 65 afios del 4,4% y 1,6%,
respectivamente, existirian entorno a los 361.726 ancianos afectos de EA y 131.536
ancianos con DV. Por tanto, ambas demencias suponen un importante consumo de
recursos sanitarios y sociales. Teniendo en cuenta las estimaciones en costes realizadas
por Sicras y cols , en Espafia se estarian gastando actualmente alrededor de 10.400

millones de euros anuales en estas enfermedades.



Capitulo 1. INTRODUCCION

1.3.- Factores de riesgo.
Los estudios epidemioldgicos han permitido identificar una serie de factores de

riesgo que pueden incrementar el riesgo de padecer EA y/o DV.

1.3.1.- Antecedentes familiares.

Los familiares de primer grado de pacientes con EA tienen entre un 10 y un 30%
mas probabilidades de desarrollar la enfermedad. Es posible que cuando la demencia en
los familiares afectados se inicia después de los 75-80 afios esta historia familiar no
entrafie un riesgo aumentado. El antecedente familiar de sindrome de Down también

incrementa el riesgo de padecer EA*°.

1.3.2.- Antecedentes personales.
1.3.2.1.- Factores de riesgo vascular.

Entre los factores de riesgo de demencia bien documentados y modificables
destacan los factores de riesgo vascular. En una revision sistemdtica que incluyd
estudios longitudinales que valoraban la incidencia de demencia en relacion a diabetes
mellitus (DM), hipertension arterial (HTA), dislipemia y obesidad, los cuatro factores se
asociaron a mayor riesgo de demencia. La magnitud del efecto fue similar (OR
alrededor de 1,5 para “cualquier demencia”). El riesgo de demencia es mayor en los
estudios que valoran HTA, obesidad y dislipemia en la edad media de la vida mas que
en edad avanzada, mientras que hipotension arterial y DM confieren mayor riesgo de
demencia en edad avanzada’'*?. La presencia del alelo APOE ¢4 aumenta el riesgo de
EA en pacientes con DM tipo 2 *. Varios estudios prospectivos de cohortes han
mostrado una asociacion en forma de U entre indice de masa corporal (IMC) y

demencia, con aumento de riesgo para la obesidad y también para el infrapeso****.

1.3.2.2.- Estudios de intervencion en los factores de riesgo vascular.

No existen ensayos clinicos aleatorizados con seguimiento prolongado que
demuestren que la modificacion de estos factores de riesgo pueda reducir la incidencia
de demencia. Los escasos estudios prospectivos sélo valoran la funcidon cognitiva como
variable secundaria, y tienen un seguimiento mucho mas corto, menos pacientes y mas

ancianos que en los estudios observacionales.
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Una revision Cochrane * de los estudios SHEP 1991, Syst-Eur 1997 y SCOPE
2003 y HYVET 2008 no mostré diferencias significativas entre tratamiento hipotensor y
placebo en la incidencia de demencia (variable secundaria) tras un seguimiento medio
de unos 3 afios en un total de 15.936 pacientes hipertensos de edad entre 60 y 89 afios
(OR 0,89, 1C95% 0,74-1,07). Sélo el estudio Syst-Eur 1997 mostrd una reduccion de la
incidencia de demencia con el uso de nitrendipino. El elevado nimero de abandonos y
el hecho de que muchos pacientes en los grupos placebo recibieran otros

antihipertensivos limitan el analisis.

En el Nurses’ Health Study, en mujeres diabéticas mayores de 70 afios con un
seguimiento de 2 afos, el subgrupo tratado con antidiabéticos orales tenia un OR de
1,06 de mal rendimiento cognitivo basal respecto a los no diabéticos, mientras que el
subgrupo no tratado tenia un OR de 1,71; en cambio, el tratamiento con insulina no ha

demostrado modificar el riesgo de demencia®’.

En dos grandes ensayos clinicos (PROSPER y Heart Protection Study, HSP) que
valoraron el efecto de las estatinas sobre el riesgo de enfermedad vascular no se observé
una reduccion de la incidencia de demencia a los 3-5 afios en el grupo de tratados con

pravastatina o simvastatina®**’.

1.3.2.3.- El ictus.

Por otra parte, tener un ictus incrementa de 3 a 9 veces la probabilidad de
desarrollar demencia en general —no solo DV— en los 3 afios siguientes; cuando se
alcanza esta situacion, en la mayoria de los casos ocurre en los primeros 6 meses. Las
isquemias transitorias (AIT) también aumentan esa probabilidad *°. El riesgo de
demencia postictus (DPI) y su gravedad no estarian influidos por el tipo de ictus
(isquémico o hemorragico), aunque las diferentes tasas de supervivencia entre los
subtipos de ictus dificultan la interpretacion de estos resultados '®. La edad avanzada es
un determinante principal de DPI. En el New York study, tras un seguimiento de 21
meses, el 15% de los pacientes con ictus entre los 60-69 afios tenian demencia de nuevo
inicio, el 26% entre los 70-79 afios y un 36% de 80 afios 0 mas *'. Otro de los mayores
predictores de deterioro cognitivo tras un ictus inicial es la aparicion de un segundo

ictus*. En personas con ictus recurrente, el riesgo de demencia aumenta hasta el 30%*.
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La evoluciéon a demencia también es mas probable cuando existen otros factores
de riesgo, deterioro cognitivo ligero previo y cuando el ictus desencadenante muestra
gravedad en el momento del ingreso o complicaciones (crisis epilépticas, delirium,
hipoxia, hipotension)*. En la neuroimagen, la demencia se asocia con un mayor niimero
de infartos, afectacion del hemisferio izquierdo o bilateral, presencia de leucoaraiosis y,

de manera mas constante, con atrofia cerebral ** (Tabla 4).

Tabla 4. Determinantes de demencia postictus (modificado de Leys y cols, 2005) '®

Caracteristicas demograficas y clinicas de Caracteristicas de la neuroimagen de los

los pacientes pacientes

+ Edad avanzada » Infartos cerebrales silentes

* Bajo nivel educativo » Atrofia cerebral global

+ Dependencia preictus +  Atrofia del l6bulo temporal medial

»  Deterioro cognitivo-no demencia preictus |+ Leucoaraiosis

»  Hipertension arterial Caracteristicas del ictus

«  Diabetes mellitus * Qravedad clinica al inicio del ictus

o 0 op o . 1 1
*  Fibrilacidn auricular Recurrencia del ictus

. . L] 1 1
. Infarto de miocardio Lesiones supratentoriales

. Crisis epilépticas Lesiones hemisféricas izquierdas

. Sepsis » Infartos en el territorio de la ACA y ACP

e Arritmias cardiacas Infartos estratégicos

o 0 o g . 1 111
» Insuficiencia cardiaca congestiva Lesiones multiples

1.3.2.4.- Otras condiciones médicas.

La presencia de patologia cardiovascular (cardiopatia isquémica, insuficiencia
cardiaca congestiva, enfermedad vascular periférica y fibrilacion auricular) o apnea
obstructiva del suefio se ha identificado como un factor de riesgo independiente para
DV en estudios como el Cardiovascular Health Study (CHS) y el Honolulu-Asia Aging
Study (HAAS)**. En el caso de las estenosis carotideas asintomaticas, una estenosis
que reduce un 75% o mas el calibre de la arteria carétida interna izquierda se asocia a
una frecuencia de alteracion cognitiva y una rapidez de su progresion mayores, en

relacion con lo que sucede en personas de la misma edad sin ese defecto®.
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Aunque no todos los estudios han observado una clara relacion entre
traumatismos craneales y EA, la mayoria de ellos le suponen un riesgo que se ha situado
en el 2,3% si el traumatismo se acompafia de pérdida de conciencia ***. Ademas, un
metaanalisis de estudios de casos y controles y de cohortes, realizado en 2006, concluy6
que el haber sufrido un cuadro depresivo, fundamentalmente en edades tardias, parece
aumentar el riesgo de desarrollar demencia, especialmente en las mujeres *°. También
hay datos sobre la asociacion entre el uso de antiinflamatorios no esteroideos (AINE) y

un menor riesgo de padecer demencia en general y EA en particular *'?

, especialmente
en los portadores de APOE &4 *. El riesgo es similar con ibuprofeno, que reduce el
péptido AB42, y el naproxeno, que no lo reduce **. El uso de AINE no se asocié a un

menor riesgo de DV en el estudio de salud cardiovascular americano ™.

Otros factores de riesgo son parametros bioquimicos que no han alcanzado una
sensibilidad y una especificidad suficientes como para servir de marcador diagnodstico
de DV, aunque muestran una mayor asociacion y pueden considerarse factores de
riesgo. Entre ellos figuran la hiperhomocisteinemia, la hiperfibrinogenemia, el exceso
de lipoproteina A, el déficit de fosfolipoproteina A2 y los anticuerpos
anticardiolipina****’. La insuficiencia renal cronica, la terapia hormonal sustitutiva, los
estados de inflamacion (aumento de al-antiquimotripsina, interleucina-6 y proteina C
reactiva, sobretodo en pacientes con DM) e infeccion cronica, entre otros, también se

postulan como factores de riesgo asociados a la demencia **-'-7,

1.3.3.- Estilo devida.

1.3.3.1.- Habitos toxicos.

En un meta-andlisis de 19 estudios prospectivos, ser fumador activo suponia
mayor riesgo de demencia que ser no fumador (RR 1,79 de EA, 1,78 de DV, 1,27 de
demencia) o ex fumador (RR 1,7 de EA, pero no diferencia para DV y demencia en
general) **. Otro meta-andlisis reciente de 23 estudios longitudinales sugirid que el
consumo moderado de alcohol puede ser protector de demencia (RR 0,63) y de EA (RR
0,57) pero no de DV (RR 0,82), aunque los estudios son muy heterogéneos en cuanto a
duracion del seguimiento, medicion de la ingesta de alcohol, inclusion de abstemios

reales y factores de confusion *°.
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1.3.3.2.- Factores nutricionales.

Estudios biolégicos y epidemioldgicos sugieren que la ingesta reducida de
acidos grasos poliinsaturados omega-3 se asocia a un mayor riesgo de demencia (RR
2,4). En otro estudio longitudinal se postula que la dieta mediterranea y el consumo de
pescado se asocian a una disminucion del riesgo de EA (RR 0,3) y de demencia en
general (RR 0,4-0,8) °"®. El consumo de café se asocia a una reduccion ligera pero
significativa del riesgo de EA segiin una revision sistemdtica de cuatro estudios de
cohortes y de casos y controles®. En cambio, los resultados de los estudios respecto a la
asociacion del consumo de suplementos de antioxidantes (vitaminas C y E) y complejo

vitaminico B con la prevencion del deterioro cognitivo o la EA son inconsistentes .

1.3.3.3.- Ejercicio y actividades intelectuales.

La actividad fisica en el tiempo libre a mediana edad se asocia a un descenso del
riesgo de padecer demencia y EA, especialmente entre los sujetos susceptibles
genéticamente por ser portadores de APOE &4 % El riesgo de padecer DV es
significativamente menor entre aquellas personas que andan mas o realizan ejercicio
fisico moderado ®. Un estilo de vida activo e integrado socialmente y la practica de
actividades de ocio como la lectura o tocar algiin instrumento se asocian a un menor
riesgo de demencia y aumentar la préactica de estas actividades se asocia a un descenso

en el riesgo *.

1.3.4.- Factores sociodemograficos.

Un nivel de escolarizacion bajo se asocia de forma consistente a un mayor riesgo
de EA en diversos estudios (RR 1,59) ®. Existe controversia sobre si un menor tiempo
de educacion es un factor de riesgo para que se presente la enfermedad o para su
expresion clinica, aunque la evidencia disponible aboga por la segunda posibilidad
(hipétesis de la reserva cognitiva) . Asimismo, se ha observado mayor incidencia de
demencia en pacientes con bajo nivel socioecondmico, pero esta asociacion puede
depender de otras variables y no hay suficiente evidencia para establecer una relacion.
Las personas casadas o con mas relaciones sociales mostraron una menor incidencia de
demencia en un estudio longitudinal de una poblacion sueca *. Por tltimo, una revision
sistematica hall6 un mayor riesgo de EA en pacientes con historia de exposicion laboral

a pesticidas .
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1.4.- Demencia vascular.

1.4.1.- Concepto.

Bajo la denominacién de DV se incluye un grupo de entidades clinico-
patologicas en las que un dafio cerebral vascular isquémico o hemorragico produce un
deterioro de diversas funciones cognitivas que, acompafado o no de trastornos
psicologicos y conductuales, interfiere con la capacidad sociolaboral del individuo . El
concepto de DV es amplio y heterogéneo e incluye diferentes tipos de enfermedades
que, aun compartiendo la naturaleza vascular, responden a causas distintas y
mecanismos etiopatogénicos diversos, y tienen manifestaciones clinicas y correlatos

radiolégicos dispares. Es por ello que suele hablarse més bien de demencias vasculares.

Actualmente, todas las alteraciones de la cognicién debidas a enfermedad
vascular cerebral tienden a englobarse bajo el término deterioro cognitivo vascular
(DCV), introducido por Sachdev en 1999 . El espectro abarca deterioro cognitivo
ligero monosintomatico o multisintomatico, deterioro incapacitante de una funcion

cognitiva y todas las manifestaciones heterogéneas y subtipos de la DV @,

1.4.2.- Neuropatologia.

El espectro completo de lesiones vasculares capaces de producir alteracion
cognitiva esta todavia por determinar. Los hallazgos neuropatologicos mas frecuentes
relacionados con la DV son los infartos corticales, los infartos lacunares y la patologia

vascular de la sustancia blanca (leucoaraiosis)’’.

El infarto arterial territorial es una lesion cavitada macroscopica que ocupa la
zona de irrigacion arterial correspondiente y que, habitualmente, implica la corteza, la
sustancia blanca y la region subcortical subyacente. Los infartos lacunares son lesiones
cavitadas cuyo tamafio es menor de 1,5 cm y aparecen en el territorio de las pequenas
arterias penetrantes del cerebro. Son subcorticales por definiciéon y, en orden de
frecuencia, aparecen en ganglios basales, tdlamo, protuberancia y sustancia blanca
hemisférica. En general, los infartos lacunares aislados no producen deterioro cognitivo.
La excepcion esta en algunos casos de localizacion estratégica, como el infarto lacunar
de la porcioén caudal de la rodilla de la capsula interna o los infartos lacunares que

afectan bilateralmente al tdlamo”’".
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La presencia de multiples infartos lacunares se conoce con el nombre de estado
lacunar. El estado lacunar debe distinguirse del “estado criboso”, consistente en una
dilatacion de los espacios perivasculares de Virchow-Robin. En el estado lacunar
aparecen focos de necrosis isquémica, y en los casos asociados a demencia puede
observarse también una arteriolosclerosis importante. Ademas, los infartos lacunares
afectan a la sustancia blanca donde se acompafian de otra forma de patologia vascular
relacionada con enfermedad de pequefio vaso (leucoencefalopatia arteriolosclerdtica).
La entidad en la que se combinan lagunas y leucoencefalopatia se ha conocido como

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

La leucoencefalopatia isquémica se caracteriza por areas de desmielinizacion y
pérdida axonal en la sustancia blanca con aspecto parcheado o parcheado-confluente
que afectan por igual a ambos hemisferios. En caso de mayor intensidad se presentan
también focos de necrosis. Suele acompafiarse de una reduccion importante de la
densidad de oligodendrocitos junto con una marcada astrocitosis reactiva. Existe ruptura
de la barrera hematoencefalica (BHE) con extravasacion de proteinas plasmaticas al
neuropilo y edema vasogénico. Es mas acentuada en la region periventricular y las
zonas profundas de la sustancia blanca. Las fibras corticosubcorticales (fibras en “U”)
estan preservadas, como también lo estan la capsula interna y el cuerpo calloso. Este

ultimo se presenta habitualmente disminuido en grosor 772,

Cuando estas lesiones alcanzan un grado de intensidad importante, se
acompafian de patologia de los pequefios vasos: arteriolopatia hipertensiva con
hialinosis, lipohialinosis o fibrohialinosis. La hipertrofia e hiperplasia de las células
musculares de la pared arterial induce la degeneracion y depdsito de colageno y lipidos,
que poco a poco van disminuyendo la luz vascular. Pueden encontrarse vasos totalmente
ocluidos por formacion de trombos locales en relacion con lesiones de la intima. A la
vez, aumenta la permeabilidad de la capa endotelial y hay paso de proteinas
plasmaticas, como fibrindgeno, a la pared vascular (degeneracion fibrinoide). Otras
formas de patologia de pequefios vasos cerebrales que pueden encontrarse en pacientes
con infartos lacunares y leucoencefalopatia isquémica son la angiopatia amiloide o las
angiopatias hereditarias (angiopatia autosémica dominante con infartos subcorticales y

leucoencefalopatia, CADASIL) ”'.
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Hay otros tipos de lesiones vasculares descritas en pacientes con demencia.
Entre ellos destaca el “infarto incompleto”. Este término se aplica a las lesiones
isquémicas en las que se produce muerte neuronal que no se acompaina de reaccion
astrocitaria y en la que, por tanto, no hay destruccion del resto del parénquima y no se
produce la cavitacion propia del infarto cldsico. Este tipo de “necrosis isquémica
selectiva” se observa a menudo en la periferia de los infartos cavitados donde la
intensidad de la isquemia ha sido probablemente menor ™. Otros ejemplos de infarto
incompleto son la esclerosis hipocAmpica ™ o la necrosis laminar . En el caso de la
esclerosis hipocampica se observa pérdida neuronal en el sector CAl y subiculum del
hipocampo junto con una intensa gliosis. Esta lesion se ha descrito en pacientes con
episodios de anoxia cerebral, y por ello en algunos casos se le supone un origen
hipoxico-isquémico. En la necrosis laminar se produce pérdida neuronal en las laminas
Iy V de la corteza y es un fenémeno que puede observarse en zonas fronterizas entre
dos territorios vasculares, quizas en relacion con una vulnerabilidad selectiva de esas

poblaciones neuronales a la isquemia’'.

La atrofia granular cortical se produce como consecuencia del acimulo de
infartos microscOpicos en la corteza y se ha descrito en relacion con microangiopatias
como la angiopatia amiloide o algunas vasculitis asi como relacionada con
microembolias multiples. La atrofia cerebral tanto cortical como subcortical (reduccion
del peso cerebral, ensanchamiento de surcos corticales, dilatacion ventricular, reduccion
del grosor del cuerpo calloso) es uno de los hallazgos neuropatoldgicos mas constantes

en los pacientes con DV’

1.4.3.- Clasificacion clinico-patologica.

1.4.3.1.- Demencia vascular multiinfarto.

Se produce por la acumulaciéon de infartos multiples corticales en arterias
cerebrales de calibre mediano-grande (infartos aterotromboticos, embolia arterioarterial,
cardioembolia, infartos en territorios fronterizos o algunas vasculitis como la arteritis de
células gigantes). Es la forma de DV que mads se ajusta al patron clasico de demencia de
inicio agudo y evolucion escalonada con empeoramientos relacionados con nuevos

eventos vasculares y periodos de mejoria o estabilizacion®’.
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El cuadro cognitivo incluye combinaciones de trastornos en el area del lenguaje,
la praxis, las funciones visuoespaciales o visuoconstructivas, las funciones perceptivas y
el calculo, y también déficit de memoria (DV cortical). Aunque las funciones mnésicas
se consideran como una funcion cognitiva dispersa, sin una representacion cortical
concreta, los procesos relacionados con el registro, almacenamiento o aprendizaje de
nueva informacion requieren la indemnidad de la corteza temporal y las formaciones
hipocampicas. Los infartos en el territorio de las arterias cerebrales posterior y media
pueden afectar a hipocampo, fornix, cuerpos mamilares y ntcleos taldmicos anteriores y
dar lugar a trastornos de la memoria en el contexto de una DV cortical. Junto a los
déficit cognitivos también pueden ser importantes los sintomas conductuales y
psicologicos. Las lesiones frontales izquierdas pueden dar lugar a sindromes depresivos,
y las lesiones parietooccipitales y temporales, a alucinaciones e ideas delirantes ™. El
cuadro clinico puede acompanarse de signos focales de tipo corticoespinal, sindromes

sensitivos, hemianopsia u otros, en funcion de la distribucion de los infartos corticales.

1.4.3.2.- Demencia vascular subcortical.

El sustrato de la DV subcortical es la acumulaciéon de infartos lacunares o
lesiones vasculares de la sustancia blanca periventricular y profunda por enfermedad de
los vasos pequefios cerebrales. La etiologia mas frecuente es la angiopatia
(arterioloesclerosis) hipertensiva o diabética junto con la angiopatia amiloide,
angiopatias hereditarias (CADASIL) o estados de hipercoagulabilidad. La instauracion
del cuadro puede ser insidiosa y su curso lento y progresivo. Puede haber episodios
agudos de déficit neurologico focal, pero muchos pacientes con DV subcortical nunca

tienen ““ictus clinicos™””.

El perfil de deterioro cognitivo se caracteriza por disfunciéon ejecutiva
—lesion del circuito prefrontal dorsolateral—, trastorno de la atencién y la capacidad de
concentracion, pérdida de iniciativa, falta de motivacion —lesion del circuito cingulado
anterior— e importantes cambios de cardcter y personalidad, incluida desinhibicion
—lesion del circuito orbitofrontal—"®. Se asocian trastornos afectivos, apatia o abulia. El
trastorno de memoria puede ser prominente, pero los rendimientos pueden mejorar si se
administran pistas para la evocacion, se realizan tareas de aprendizaje asistido o se

corrigen los déficits atencionales durante la exploracion .
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Es frecuente el trastorno del control motor. La marcha es lenta y a pequefios
pasos, con riesgo de caida, hay rigidez paratdnica, marcada lentitud de movimientos,

% Los hallazgos exploratorios focales, como

temblor y sindrome pseudobulbar
hemiparesia, hiperreflexia, Babinski, rigidez, exaltacion de los reflejos peribucales y
liberacion de reflejos primitivos, son habituales. La wurgencia miccional y la

incontinencia aparecen de forma temprana®'.

1.4.3.3.- Demencia por infarto estratégico.

Un unico infarto (o dos) de localizacién caprichosa producen un cuadro de
demencia . La nomenclatura dice poco de la etiologia o las manifestaciones clinicas,
que pueden ser muy heterogéneas. El inicio agudo/subagudo del cuadro es la norma.
Algunas formas podrian catalogarse dentro de las DV corticales, como la demencia por
infarto del giro angular o los infartos en el territorio de la cerebral anterior o la cerebral
posterior. Otras serian formas subcorticales por infartos lacunares, como los infartos
taldmicos paramedianos que cursan con semiologia amnésica, frontosubcortical, afasica
o de heminegligencia. Los infartos en la rodilla de la cépsula interna, tdlamo anterior,
nucleo caudado bilateral o territorio profundo de las perforantes de la cerebral anterior

pueden originar cuadros de demencia eminentemente frontal *** (Figura 4).

Enfermedad de gran vaso —®  Infartos corticales —% DV subtipo cortical
en zonas estratégicas

Lébulo frontal Hipocampo Giro angular Lébulo parietal
I I I I
Apraxia, apatia Amnesia Problemas Alexia, agrafia,
desinhibicion, depresiéon construccionales afasia

Enfermedad de pequefio vaso — Infartos subcorticales —% DV subtipo
en localizaciones estratégicas subcortical

Talamo, nucleo caudado, capsula interna Disfuncién de circuitos especificos
frontosubcorticales y/o
proyecciones talamocorticales

I I I I I
Déficit Bradipsiquia Apatia Disfuncién Alteraciones
atencional ejecutiva comportamentales

Figura 4. Presentacion clinica de la DV, seglin el tipo y la localizacion de las lesiones cerebrovasculares
(modificado de Alvarez-Sauco y cols, 2005) ¥
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1.4.3.4.- Demencia por hipoperfusion y/o hipoxia.

Una situacion de hipotension arterial (por enfermedad cardiaca o por alteracion
de los sistemas de regulacion periféricos), hipoxia, hipoglucemia o estado convulsivo
produce una alteracion energética en el cerebro cuyas consecuencias clinicas dependen
de su intensidad y duracion. En ocasiones, tras un episodio de hipoperfusion no intensa,
la repercusion clinica solo corresponde a la esclerosis hipocampica, en forma de
sindrome de Korsakoff, que se manifiesta como alteracion de la memoria anterograda y
de la retrograda, en algunos casos con respuestas confabulatorias. En otros casos, los
episodios mas agudos o intensos de fallo hemodinamico pueden dar lugar a infartos
fronterizos corticales o subcorticales y a demencia. Episodios recurrentes o prolongados
(hipoperfusion cronica) pueden producir un infarto incompleto y, clinicamente,
demencia, en cierto modo similar a la de la leucoencefalopatia microvascular cronica.
Soélo en las situaciones con isquemia muy aguda y prolongada se producird un estado

vegetativo persistente o el fallecimiento del paciente *.

1.4.3.5.- Demencia por hemorragia cerebral.

Las hemorragias intracerebrales no constituyen una causa frecuente de
demencia. Sin embargo, la lesion focal residual de una hemorragia de gran tamafio en
un area “‘estratégica” o el efecto aditivo de multiples hemorragias intracerebrales
podrian tener esa consecuencia. La mayoria de las hemorragias se asocian a HTA y
ateroesclerosis, pero también se producen en pacientes con angiopatia amiloide cerebral

(esporadica o hereditaria) o con otras vasculopatias cerebrales hereditarias.

Las hemorragias intracerebrales hipertensivas se localizan preferentemente en el
putamen o el tdlamo, y en ocasiones en la sustancia blanca del 16bulo frontal, parietal o
temporal, a diferencia de las relacionadas con angiopatia amiloide, que tienen
preferencia por dareas corticales o yuxtacorticales. Es poco frecuente que una
hemorragia subaracnoidea cause demencia. Sin embargo, cuando este episodio es muy
recurrente o el paciente presenta una hemorragia subaracnoidea cronica (lesion vascular
sangrante malformativa o tumoral), se desarrolla una siderosis superficial del SNC
(deposito de hemosiderina) y demencia. El hematoma subdural cronico puede producir

demencia por un mecanismo compresivo y no se ajusta a la definicion de DV *,
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1.4.4.- Diagnostico.

1.4.4.1.- Criterios diagnosticos.

1.

Manual diagnostico y Estadistico de la Asociacion Americana de Psiquiatria

(DSM-1V)® (Tabla 5).

Tabla 5. Criterios del DSM-IV para el diagnéstico de la demencia vascular *

A. Desarrollo de déficits cognitivos multiples manifestados por ambos:
1) Deterioro de la memoria (dificultad en la capacidad para aprender nueva informacion o para
recordar informacion aprendida previamente).
2) Una (o mas) de las siguientes alteraciones cognitivas:
a) Afasia (alteraciones del lenguaje)
b) Apraxia (deterioro en la capacidad de realizar actividades motoras a pesar de
conservar una funcién motora intacta)
¢) Agnosia (dificultad para reconocer o identificar objetos a pesar de conservar
una funcion sensorial intacta)
d) Alteraciones en la capacidad ejecutiva (planificar, organizar, secuenciar, abstraer,
etc).

B. Cada uno de los déficits cognitivos Al y A2 provocan un deterioro significativo en las
actividades sociales o profesionales y representan un declinar significativo en comparacion con
los niveles previos.

C. Signos y sintomas neurologicos focales (hiperreflexia, reflejo plantar en extension, paralisis
pseudobulbar, trastornos en la marcha, paresia de una extremidad) o evidencias de laboratorio
indicativas de ECV (multiples infartos en corteza y sustancia blanca) a los que se atribuye una
relacion etiologica con la alteracion.

D. Los déficits no aparecen exclusivamente durante el curso de un delirium.

Codigo basado en las caracteristicas predominantes:

290.41 Con delirium. Si el delirium esta superpuesto a la demencia.

290.42 Con delirios. Si las ideas delirantes son la caracteristica predominante.

290.43. Con humor deprimido. Si el humor deprimido (incluyendo los cuadros clinicos que cumplan
totalmente los criterios para episodio depresivo mayor) es la caracteristica predominante. No se puede
realizar un segundo diagnostico de trastorno del humor debido a alteraciones médicas generales.
290.40. No complicada. Si ninguno de los anteriores predomina en el cuadro clinico actual.
Especificar si: Con trastornos de conducta.

Clasificacion Internacional de Enfermedades de la OMS (CIE-10)* (Tabla 6).

Tabla 6. Criterios de demencia vascular del CIE-10 *

Demencia vascular:
A. Criterios Al y A2 de demencia:

Al. Pérdida de memoria que produce un deterioro en el funcionamiento diario. La pérdida
de memoria es mas evidente en el aprendizaje de nueva informacion, pero el recuerdo
de la informacién anteriormente aprendida y la memoria reciente también estan
afectadas.

A2. Declive de la capacidad intelectual caracterizado por el deterioro en el procesamiento de
informacion de tal grado que conlleve una merma en el funcionamiento diario.

B. Distribucion parcial (“lacunar”) de los déficits en las funciones corticales superiores con algunas
de ellas afectadas y otras relativamente conservadas.

Evidencia de dafio cerebral focal.

Evidencia a partir de la historia, las exploraciones o los test, de ECV significativa que se cree
etiologicamente relacionada con la demencia. El diagndstico es apoyado por la evidencia de
infartos en las exploraciones especiales.

@0
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Tabla 6. Criterios de demencia vascular del CIE-10 (revision abril 1988)

Demencia vascular multiinfarto:
A. Demencia vascular.

B. Inicio gradual (entre 3 y 6 meses) siguiendo un numero de pequefos episodios isquémicos.
Pueden existir periodos de mejoria clinica.

3. Ciriterios del grupo de expertos del National Institute of Neurological Disorders

and Stroke-Association Internacionale pour la Recherche et L Ensignement en

Neurociences (NINDS-AIREN)®’ (Tabla 7).

Tabla 7. Criterios NINDS-AIREN ¥

I. Todos los siguientes:

1) Demencia, definida por un declinar cognitivo a partir de unos mayores niveles de
funcionamiento y manifestado por un deterioro de la memoria y de otras dos o mas areas
cognitivas (orientacion, atencion, lenguaje, funcion visoespacial, funciones ejecutivas, control
motor y praxias), preferentemente establecido por la exploracion clinica y documentado por
pruebas neuropsicoldgicas; los déficits deben ser suficientemente graves como para interferir
con las actividades de la vida diaria, y que dicha interferencia no debe ser debida sélo a los
efectos fisicos del accidente cerebrovascular (ACV).

Criterios de exclusion: Casos con alteraciones de la conciencia, delirium, psicosis, afasia grave
o importante deterioro sensorial o motor que impida la exploracién neuropsicologica. También
deben excluirse los trastornos sistémicos o del cerebro que puedan explicar los déficits en la
memoria y en la cognicion.

2) ECV, definida por la presencia de signos focales en la exploracion neuroldgica, tales como
hemiparesia, desviacion de la comisura bucal, reflejo plantar en extension, déficit sensorial,
hemianopsia y disartria, consistentes con ACV (con o sin antecedentes de ACV) y evidencia de
relevante ECV a través de imagenes del cerebro (TC o RM), incluyendo infartos multiples de las
grandes arterias o un Unico infarto con localizacion estratégica (giro cingulado, talamo, cerebro
anterior o en los territorios de la arteria cerebral posterior o cerebral anterior o combinaciones de
alguno de ellos).

3) Relacion entre los dos trastornos, manifestada o inferida por la presencia de uno o mas de los
siguientes:

a) Inicio de la demencia en los 3 meses siguientes a un ACV registrado.
b) Deterioro brusco de las funciones cognitivas y con evolucion fluctuante o
escalonada.

Il. Caracteristicas clinicas consistentes con el diagnostico de probable DV:

a) Presencia precoz de trastornos de la marcha (marcha a pequefios pasos, magnética,
apraxica- ataxica o marcha parkinsoniana).

b) Antecedentes de inestabilidad y frecuentes caidas.

¢) Urgencia miccional u otros sintomas que no pueden explicarse por alteraciones
neurologicas.

d) Paralisis pseudobulbar.

e) Cambios de personalidad y del humor, abulia, depresion, incontinencia emocional u
otros déficits subcorticales, incluyendo el retraso psicomotor y anomalias en las
funciones ejecutivas.

lll. Caracteristicas que pueden hacer erréneo o poco probable un diagnoéstico de DV:

a) Inicio precoz de los déficits mnésicos y empeoramiento progresivo tanto de la memoria
como de otras funciones cognitivas, tales como lenguaje (afasia sensorial transcortical),
habilidades motoras (apraxia) y percepcion (agnosia), con la ausencia de lesiones
focales correspondientes en las imagenes del cerebro.

b) Ausencia de signos neuroldgicos focales ademas de las alteraciones cognitivas.

¢) Ausencia de lesiones vasculares cerebrales en la TC o en la RM.
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Tabla 7. Criterios NINDS-AIREN.

VL.

IV. El diagnéstico clinico de posible demencia vascular podra ser realizado ante la presencia de

demencia (I-1) con signos focales neuroldgicos en pacientes que no disponen de estudios en
imagenes del cerebro para confirmar de forma definitiva la ECV, o en la ausencia de una clara
relacion temporal entre la demencia y el ACV, o en pacientes con un inicio insidioso y curso
variable de los déficits cognitivos con una evidencia relevante de ECV.

Criterios para el diagnostico de demencia vascular definitiva:
a) Criterios clinicos para probable demencia vascular.
b) Evidencia histologica de ECV obtenida por biopsia o necropsia.
¢) Ausencia de ovillos neurofibrilares y placas neuriticas que excedan a lo que se espera
por la edad.
d) Ausencia de otros trastornos clinicos o patologicos capaces de producir demencia.

La clasificacion de la demencia vascular para propositos de investigacion puede ser realizada
en categorias a partir de caracteristicas clinicas, radioldgicas y neuropatoldgicas, o condiciones
definidas tales como demencia vascular cortical, demencia vascular subcortical, enfermedad de
Binswanger y demencia talamica.

El término enfermedad de Alzheimer con ECV debera reservarse para clasificar a los pacientes
que cumplan criterios clinicos de probable enfermedad de Alzheimer y de los que se dispongan
evidencias clinicas o por imagenes del cerebro de ECV. Tradicionalmente estos pacientes se
incluyen como afectados de demencia vascular en los estudios epidemioldgicos. El término de
demencia mixta utilizado hasta ahora debe evitarse.

4 Criterios de los centros diagnosticos y terapéuticos de enfermedad de

Alzheimer del estado de California (Alzheimer’s Disease Diagnostic and

Therapeutic Centres, ADDTC)® (Tabla 8).

Tabla 8. Criterios ADDTC para el diagnéstico de la demencia vascular isquémica *

II.

Demencia:

La demencia es un deterioro de la funcion intelectual a partir de unos niveles previos conocidos
o estimados, suficiente para interferir ampliamente la conducta del paciente en sus actividades
cotidianas, la cual no se puede considerar como una categoria de funcionamiento intelectual
disminuido y que es independiente del nivel de conciencia.

Este deterioro debe ser apoyado por una evidencia registrada en la historia y documentado por
alguna prueba de estado mental, o mejor por un examen neuropsicoldgico detallado utilizando
instrumentos que son cuantificables, reproducibles y para los cuales se disponga de baremos.

Probable demencia vascular isquémica (DVI):
A. Los criterios para el diagndstico de probable DVI incluyen todos los siguientes:
1) Demencia.
2) Evidencia a través de la historia, signos neurolégicos y/o estudios por la imagen
(TC, RM) de dos 0 mas ACV isquémicos o la presencia de un inico ACV con una
relacion temporal claramente documentada con el inicio de la demencia.
3) Evidencia de por lo menos un infarto fuera del cerebelo detectado por TC o RM.
B. Eldiagnostico de probable DVI esta apoyado por:
1) Evidencia de infartos multiples en regiones del cerebro conocidas por sus efectos
sobre la cognicion.
2) Presencia de multiples accidentes isquémicos transitorios.
3) Historia de factores de riesgo vascular (hipertension, enfermedad cardiaca, diabetes
mellitus, etc).
4) Puntuacion elevada en la escala de isquemia de Hachinski.
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Tabla 8. Criterios ADDTC para el diagndstico de la demencia vascular isquémica

I1. Probable demencia vascular isquémica (DVI):
C. Caracteristicas clinicas que pueden asociarse con DVI pero que requieren mas
investigaciones:
1) Instauracion relativamente temprana de trastornos de la marcha e incontinencia
urinaria.
2) Cambios en la sustancia blanca periventricular y profunda observados por la RM y
que se consideren excesivos para la edad.
3) Cambios focales en los estudios electrofisiologicos (EEG, potenciales evocados) o
estudios fisioldgicos por la imagen (SPECT, PET).
D. Otras caracteristicas clinicas que no constituyen una importante evidencia para DVI pero que
tampoco la descartan incluyen:
1) Periodos de evolucion sintomatica lenta.
2) Tlusiones, psicosis, alucinaciones, delirios.
3) Convulsiones.
E. Caracteristicas clinicas que permiten dudar de un diagnéstico de DVI probable:
1) Afasia sensorial transcortical en ausencia de las correspondientes lesiones focales en
los estudios de imagen.
2) Ausencia de otros signos y sintomas neurologicos centrales que no sean las
alteraciones cognitivas.

M. DVI posible: El diagnostico clinico de DVI posible se podra establecer cuando exista:
1a) Demencia.
Y uno o mas de los siguientes:
2a) Una historia evidente de un tinico ACV (pero no multiples ACV) sin una relaciéon temporal
claramente documentada con el inicio de la demencia, o

2b) Sindrome de Binswanger (sin multiples ACV) que incluyen todos los siguientes:

i) Incontinencia urinaria precoz no explicada por enfermedad uroldgica o trastornos
de la marcha (parkinsoniana, apraxica, magnética o senil) no explicados por causas
periféricas.

ii) Factores de riesgo vasculares, y

iii) Alteraciones importantes de la sustancia blanca en las pruebas de imagen.

IV. DVI definitiva. El diagndstico de DVI definitiva requiere un examen neuropatoldgico del
cerebro ademas de:
A. Evidencia clinica de demencia.

B. Confirmacién patologica de multiples infartos, algunos de ellos fuera del cerebelo.
Nota: Si existe evidencia de enfermedad de Alzheimer o de cualquier otro trastorno patolégico
que pueda contribuir a la demencia se debera establecer el diagnostico de demencia mixta.

V. Demencia mixta:
El diagnostico de demencia mixta debe realizarse si estan presentes uno o mas trastornos
sistémicos o cerebrales a los que se puede atribuir una relacion causal de la demencia.
El grado de confianza del diagnéstico de DVI debe ser especificado como posible, probable
o definitivo, y deben registrarse los trastornos que puedan contribuir a la demencia (p.ej.,
demencia mixta debida a probable DVI y posible EA o a DVI definitiva e hipotiroidismo).

VL. Clasificacion para la investigaciéon:
La clasificacion de la DVI con propésitos de investigacion debe especificar las caracteristicas de
los infartos, que pueden determinar diferentes subtipos tales como:
- Localizacion: cortical, sustancia blanca, periventricular, ganglios basales, talamo.
- Tamaifio: volumen.
- Distribucion: grandes o pequeiias arterias o capilares.
- Gravedad: isquemia cronica frente a infarto.
- Etiologia: embolia, aterosclerosis, angiopatia amiloidea cerebral, hipoperfusion.
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Todos los criterios siguen unas pautas generales segin las cuales puede
establecerse el diagnostico de DV probable cuando hay demencia, hay patologia
vascular cerebral y se puede demostrar una relacion causa-efecto. En los criterios
NINDS-AIREN dicha relacion causal se basa en la patocronologia (inicio agudo
coincidiendo con un ictus, curso fluctuante o deterioro escalonado). La propuesta de los
ADDTC requiere una relacion temporal entre ictus y demencia solo si la historia clinica
o las pruebas de neuroimagen revelan un unico ictus; si hay datos clinicos o
radioldgicos de dos o mas lesiones supratentoriales no se exige el criterio temporal. Las
recomendaciones del DSM-IV y la CIE-10 dejan a juicio del médico la decision de
establecer la relacion causa-efecto entre la ECV y la demencia; ademas, a diferencia de
los criterios NINDS-AIREN o ADDTC no se exigen pruebas de neuroimagen y basta la
existencia de signos y sintomas focales, sindrome seudobulbar o trastorno de la marcha.
Tanto los criterios NINDS-AIREN como los ADDTC establecen grados de probabilidad
diagnostica y permiten formular un diagnoéstico de DV posible. En el caso de los
NINDS-AIREN, éste puede hacerse cuando fallan los datos de neuroimagen, no puede
establecerse una relacion temporal entre el inicio del deterioro intelectual y un evento
vascular, o no es claro que el cuadro haya evolucionado de forma escalonada o
fluctuante. 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. Los criterios ADDTC aplican el diagnodstico de DV posible a
todos los casos de sindrome de Binswanger (demencia, trastorno de la marcha,
incontinencia y cambios extensos de la sustancia blanca) sin historia clinica de ictus.
También serian casos de DV posible aquéllos con un tunico ictus (por historia o

neuroimagen) que no guardo relacion temporal con el inicio del deterioro intelectual ™.

Gold y cols ® llevaron a cabo un estudio de validacion anatomopatologica de los
criterios diagnosticos de DV en un grupo de pacientes que contaban con una evaluacioén
neuropsicologica y un estudio de neuroimagen en los seis meses previos al estudio
necropsico. Las cifras de sensibilidad de los distintos criterios en esta poblacion de 20
enfermos con DV, 46 con EA y 23 con demencia mixta fueron del 50% para el
DSM-1V, el 70% para los criterios ADDTC de DV posible, el 55% para los NINDS-
AIREN de DV posible, el 20% para los criterios CIE-10, el 25% para los ADDTC de
DV probable, y el 20% para los NINDS-AIREN de DV probable.
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Las tasas de especificidad fueron, respectivamente, 84%, 78%, 84%, 94%, 91% y 93%.
En la mayoria de los pacientes con DV que no cumplieron los criterios de DV probable,
ADDTC o NINDS-AIREN, no se encontrd historia de déficits neurolégicos focales y no

podia establecerse una relacion temporal entre el inicio de la demencia y un ictus.

La escala isquémica de Hachinski * (Tabla 9) se disefi6 para predecir la
presencia de infartos cerebrales en pacientes con demencia y apoyar el diagnostico

diferencial entre demencia degenerativa por EA y demencia multiinfarto.

ltems Puntuacion

Comienzo abrupto 2

Progresion escalonada 1

Curso fluctuante 2

Confusion nocturna 1

Tabla 9. Escala

isquémica de Personalidad relativamente preservada 1
Hachinski y Depresion 1
escala : ;

. . Quejas somaticas 1
simplificada de
Rosen?° Incontinencia emocional 1

Historia de hipertension 1

Historia de ictus 2

Evidencia de aterosclerosis asociada 1

Sintomas neuroldgicos focales 2

Signos neurolégicos focales 2

Escala de Hachinski

Enfermedad de Alzheimer 04
Demencia vascular 7 omas
Casos mixtos o indeterminados 506

Escala de Rosen

Enfermedad de Alzheimer 0-3

Demencia vascular o mixta 4 0mas

En un meta-andlisis sobre 312 autopsias de pacientes con demencia, la escala
permiti6 identificar correctamente al 75,9% de los pacientes con diagnostico
anatomopatologico de EA (puntuacion <4) y a un 83,8% de los pacientes con demencia
multiinfarto (puntuacion >7). La sensibilidad y especificidad para el diagnoéstico de EA
frente a DV fueron del 89%. Un tercio (29,3%) de los pacientes con demencia mixta
(Alzheimer y vascular) obtuvo puntuaciones <4 y un 58,5% tenia puntuaciones >7. La
escala mostr6d buenos rendimientos para el diagndstico de los casos puros, pero resulto

poco fiable para el de los casos mixtos®'.
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En el afio 2006, la NINDS y la Canadian Stroke Network (CNS) han redactado
unas normas de armonizacion®* con el objetivo de establecer unas preguntas utiles para
la deteccion sistematica de los individuos con DV y, como consecuencia, desarrollar

una base de datos ideal para la practica clinica o los estudios a gran escala de DV.

1.4.4.2.- Evaluacion neuropsicologica.

El patron de los déficits cognitivos en pacientes con DV es muy diverso. Pueden
encontrarse anomalias en la atencidon, la funcion ejecutiva, el lenguaje, las habilidades
visuoespaciales, la memoria y el aprendizaje, apareciendo éstas en distintos grados y
combinaciones segun el tamafio y localizacion de la(s) lesion(es) vascular(es)
cerebral(es). Los dominios afectados con mayor frecuencia incluyen la abstraccion, la
flexibilidad mental, la velocidad de procesamiento de la informacion y la memoria de
trabajo, con la memoria verbal, especialmente la retencidon, resultando algo menos
afectada”. Teniendo en cuenta esta heterogeneidad, los protocolos neuropsicoldgicos
deben ser sensibles para un amplio rango de alteraciones cognitivas. Las evaluaciones
cognitivas estandar, como la Mini Mental State Examination (MMSE) -que no evalta la
funcién ejecutiva o la velocidad de procesamiento de la informacidn-, pueden no ser
sensibles a algunas de estas anomalias. Las normas de armonizacién recomiendan
protocolos de evaluacion cortos, intermedios y largos, que se tardan en administrar 5, 30

o 60 minutos **, respectivamente:
5-MINUTOS: Ambito de Atencion Primaria y estudios epidemiolégicos o ensayos clinicos (se puede
pasar por teléfono):
- Subtest Montreal Cognitive Assessment (MoCA):
o Tarea de memoria con 5 palabras (registro, recuerdo, reconocimiento)
o Orientacion (6 item)
o Fluencia fonémica (1 letra)
- Suplementario: Recuerdo del MoCA, Fluencia semantica, Trail Making Test (TMT), MMSE
(administrado al menos una hora antes o después de los test previos).
30-MINUTOS: instrumento de screening
- Fluencia seméantica (nombres de animales), Fluencia fonémica
- Subtest de retencion de digitos del WAIS, 3* edicion
- Test de aprendizaje verbal de Hopkins (HVTL)
- Escala de depresion del Center for Epidemiologic Studies, Inventario neuropsiquiatrico (NPI)

- Suplementario: MMSE, TMT
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60-MINUTOS: evalua por separado diferentes dominios cognitivos:
— Funcidn ejecutiva/activacion:
o Fluencia semantica (nombres de animales)
o Test de asociacion controlada de palabras (COWA)
o Subtest de retencion de digitos del WALIS, 3? edicion
o TMT, Torre de Londres, Test de clasificacion de cartas de Wisconsin (WCST)
— Lenguaje/recuperacion léxica: o Test de denominacion de Boston (BNT)
— Funcion visuespacial: o Copia de figura compleja de Rey-Osterrieth
— Memoria: o HVTL. Alternativa: Test de aprendizaje verbal California-2
o Suplementario: BNT
— Sintomas neuropsiquiatricos/depresion: o NPI, Escala de depresion
— Otros: o Informant Questionnaire for Cognitive Decline in the Elderly 1IQCODE), Short Form
o MMSE

1.4.4.3.- Neuroimagen.

La exploracion neurorradioldgica es un imperativo para el diagnostico de DV.
No hay datos que permitan establecer una correlacion directa causa-efecto entre el
deterioro cognitivo y la ECV sobre la sola base de la localizacion o el volumen de las
lesiones isquémicas. Los criterios NINDS-AIREN (Tabla 10) incluyen especificaciones
para la valoracidon de las lesiones vasculares en neuroimagen y se han esbozado otras

recomendaciones para su aplicacion en ensayos clinicos (Tabla 11) *.

Tabla 10. Lesiones en neuroimagen que se asocian a demencia vascular segun los criterios
NINDS-AIREN **

Topografia
Los hallazgos radiolégicos que se asocian con demencia incluyen cualquiera de los siguientes, solos
0 en combinacion:
— Infartos de vaso grande en los siguientes territorios:
»  Arteria cerebral anterior bilateral.
*  Arteria cerebral posterior, incluyendo infartos talimicos bilaterales, lesiones del 16bulo
temporal medial inferior.
+  Areas de asociacion: parietotemporal, temporooccipital (incluyendo el gyrus angularis).
+  Territorios carotideos frontera: frontal superior, parietal.
— Enfermedad de vasos pequefios:
* Lagunas en los ganglios basales y la sustancia blanca frontal.
* Lesiones extensas de la sustancia blanca periventricular.
* Lesiones talamicas bilaterales.

Gravedad

Las lesiones radiologicas relevantes que se asocian con demencia incluyen, ademas de lo anterior:
O Lesiones de vaso grande en el hemisferio dominante.
O Lesiones hemisféricas de vaso grande bilaterales.
O Leucoencefalopatia en al menos un 25% del total de la sustancia blanca.

27



Capitulo 1. INTRODUCCION

Tabla 11. Consenso del International Working Group for the Harmonization of Dementia Drug
Guidelines in Vascular Dementia **

1 El correlato de la DV puede no ser un rasgo tinico sino mas bien una combinacion de las caracteristicas
de los infartos, la extension y el tipo de lesiones de la sustancia blanca y el grado y la localizacion de la
atrofia.

2 Las caracteristicas de los infartos que favorecen un diagnéstico de DV son bilateralidad, multiplicidad,
localizacion en el hemisferio dominante y en las estructuras limbicas (frontolimbicas o prefrontales-
subcorticales y limbicas mediales o circuitos hipocampicos mediales).

3 Las lesiones de la sustancia que favorecen un diagnostico de DV son las lesiones extensas
(periventriculares extensas y lesiones confluentes o difusas de la sustancia blanca profunda) en TC o RM.
4 Es cuestionable que una lesion pequeiia aislada sea una prueba radioldgica suficiente para establecer un
diagndstico de DV; la heterogeneidad de los pacientes con demencia por infarto estratégico plantea dudas
razonables respecto a su inclusion como sujetos validos para un ensayo clinico.

5 La ausencia de lesiones vasculares cerebrales en la TC o la RM es un dato en contra de la etiologia
vascular.

Pullicino y cols *° han propuesto una serie de criterios que se basan en la

existencia de infartos, indice ventricular y grado de leucoaraiosis (Tabla 12).

Tabla 12. Criterios neurorradiologicos de demencia vascular '®

Grado Descripcion Criterios
0 Demencia vascular ausente Sin infartos, EL-A <3; IV, cualquiera
1 Demencia vascular improbable Un infarto; VOL <100 ml; IV, cualquiera
Infartos multiples; VOL <100ml; EL-A: 3; IV <60
2 Demencia vascular posible Infartos multiples; VOL <100 ml; IV >60
Infarto(s); VOL <100 ml; IV <60
EL-A: 3; IV >60
EL-A: 4; 1V <60
3 Demencia vascular probable Infarto(s); VOL >100 ml; IV >60
EL-A: 4; 1V >60

EL-A: Escala de gravedad de lesion de la sustancia blanca (método de van Swieten y cols., 1990).
VOL: Volumen del infarto (método de Nelson y cols., 1980).
IV: Indice ventricular (método de Hughes y Grado, 1981).

Los infartos lacunares aparecen como lesiones hipodensas en la TC y en la RM
muestran un comportamiento similar al liquido cefalorraquideo, son hiperintensos en
secuencias T2 y aparecen hipointensos, con un fino halo hiperintenso, en las secuencias
FLAIR. La leucoaraiosis puede observarse en la TC como una hipodensidad de
localizacion periventricular, sobre las astas frontales u occipitales o en los centros
semiovales. En la RM son lesiones hiperintensas localizadas en la region periventricular
o en la sustancia blanca subcortical. No han de considerarse los halos finos o los
“casquetes” de los ventriculos ni las lesiones pequefias y puntiformes (menores de 2x2
mm). Las lesiones de leucoaraiosis que contribuyen al deterioro cognitivo son las
periventriculares que se extienden sobre la sustancia blanca subcortical o las
subcorticales (separadas del ventriculo) mayores de 5 mm, de aspecto parcheado,

parcheado-confluente o de caracter difuso *.
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La RM no distingue lesiones de minimo edema o espongiosis de otras con
desmielinizacién mas intensa y dafio axonal. Esto explica que personas completamente
asintomaticas tengan una importante carga de “lesion” de la sustancia blanca *’. La
prevalencia de cualquier grado de lesion de la sustancia blanca entre las personas de 60
a 90 afios llega al 95% y la de lesiones moderadas-graves es del 19,5% %, pero s6lo un
20% tendrian expresion clinica en forma de déficit cognitivo *. Los criterios NINDS-
AIREN ponen el umbral en la afectacion de un 25% de la sustancia blanca. En la escala
utilizada en el estudio de salud cardiovascular americano se ha sugerido un umbral para
la demencia de 7 lesiones periventriculares que se extienden hacia la sustancia blanca
profunda junto con lesiones parcheadas-confluentes en centros semiovales '. En la
escala de la “Task Force” europea'”' se ha propuesto como umbral una puntuacion de al
menos 3 (lesiones difusas) en dos areas y al menos otras dos areas con puntuacion de 2
(lesiones parcheadas-confluentes) ', También se ha propuesto una escala que tiene en
cuenta el grado de afectacion de las vias colinérgicas, cuyo grado de correlacion con

rendimientos cognitivos es mayor'”

. Los criterios para el diagndstico de DV subcortical
valoran solo las lesiones periventriculares de mas de 10 mm de espesor y las lesiones
subcorticales confluentes o difusas de tamafio superior a 25 mm. Para las formas

lacunares se exigen mas de 5 infartos lacunares'™. Estos criterios no han sido validados.

En la neuroimagen estructural, también es relevante la valoracion de
hemorragias y atrofia cerebral. En la RM las secuencias T2 GE resultan utiles para
detectar focos microhemorragicos o hemosiderina residual a hematomas crénicos o a
hemorragia subaracnoidea. La atrofia cerebral se manifiesta por ensanchamiento de los
espacios subaracnoideos corticales (surcos) y subcorticales (cisternas basales),
dilatacion ventricular, reduccion del grosor del cuerpo calloso y de la sustancia gris

cortical y de los ganglios basales y disminucion del volumen cerebral total.

Existen técnicas de neuroimagen funcional (SPECT, PET) que valoran el
metabolismo y la perfusion cerebral, y que pueden ser de utilidad en el diagnostico de
DV. Las lesiones isquémicas se muestran en las imagenes de SPECT como defectos
parcheados de captacion del trazador, aunque en pacientes con patologia cerebral
vascular también pueden observarse defectos de captacion en zonas que no muestran

lesion en la neuroimagen estructural.
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Las hipotesis para explicar esta discordancia incluyen posibles zonas de infarto
incompleto y fendémenos de diasquisis, segin los cuales una lesion vascular produce

hipoperfusion e hipometabolismo en areas distantes por fenémenos de desconexion'®.

1.5.- Enfermedad de Alzheimer.

1.5.1.- Concepto.

La EA es una entidad clinico-patoldgica de naturaleza degenerativa y evolucion
progresiva, que se caracteriza clinicamente por causar demencia |y

neuropatologicamente por la presencia de ovillos neurofibrilares y placas neuriticas .

1.5.2.- Neuropatologia.

El examen macroscopico de pacientes con EA muestra una atrofia cerebral que
afecta preferentemente al 16bulo temporal, incluyendo las regiones entorrinal, subicular
e hipocampo, y la amigdala. La atrofia se traduce en un adelgazamiento de la corteza
cerebral con circunvoluciones atréficas y una dilatacion de los ventriculos, mas marcada
en astas temporales. El grado de atrofia cerebral comunmente se relaciona con el

progreso de la enfermedad.

En el examen microscopico se observan placas seniles y ovillos neurofibrilares.
Las placas seniles estan formadas por elementos neuronales presinapticos
distorsionados -neuritas distroficas-, microglia, astrocitos y un centro denso de material
amiloide. La forma de amiloide depositado se denomina B-amiloide (A). La proteolisis
de la proteina precursora de amiloide (APP) en la region N-terminal y C-terminal por
las enzimas - y y-secretasas produce péptidos AP de 39-43 aminoacidos, mientras que
la proteolisis catalizada por la a-secretasa en la region central de APP produce péptidos
no amiloidogénicos. También se puede acumular amiloide en los vasos sanguineos
cerebrales (angiopatia amiloide cerebral [AAC]). Antes se asumia que el depdsito
parenquimatoso de AP era el paso crucial en la fisiopatologia de la EA ', sin
embargo, cada vez hay mas evidencia de que los ensamblajes oligoméricos prefibrilares
de AP con capacidad de difusion son toxicos para las neuronas y las sinapsis '%®, lo que

indica que el proceso patologico esta en marcha mucho antes de la formacion de placas.
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Los ovillos neurofibrilares (ONF) estan formados por filamentos helicoidales
apareados organizados en una doble hélice enrollada de la proteina tau. La proteina tau
es una molécula que se une fuertemente a los microtubulos de las neuronas permitiendo
el mantenimiento de la estructura y el transporte axonal. Los ONF aparecen en la
corteza transentorrinal, para extenderse posteriormente a hipocampo, amigdala y
neocortex a medida que la enfermedad progresa, y su evolucion parece ser

independiente de la formacion de placas'®.

Acompafiando a estas lesiones caracteristicas se observa una pérdida neuronal en
el nacleo basal de Meynert, con la correspondiente reduccion de acetilcolina. Asimismo,

en cerebros con EA se han detectado déficits en dopamina, noradrenalina y serotonina.

1.5.3.- Manifestaciones clinicas.

El sintoma fundamental de la EA es la pérdida de memoria episddica, que se
manifiesta inicialmente con una mayor dificultad para el registro de nueva informacion.
Posteriormente se afectan aspectos del lenguaje, habilidades visuoespaciales,
capacidades constructivas, praxis motoras y funciones ejecutivas. Aunque la EA se
presenta tipicamente como pérdida de memoria, existen formas de inicio atipico
infrecuentes que se presentan con un sindrome frontal, un cuadro de afasia progresiva,

apraxia progresiva o un sindrome agnosico visual por atrofia cortical posterior.

Con la evolucion de la enfermedad hay una pérdida progresiva de autonomia en
las actividades habituales de la vida diaria. La mayoria de los enfermos presenta
también sintomas psicoldgicos y conductuales. Pueden presentarse ya en fases leves
aunque suelen ser mas evidentes en fases moderadas y avanzadas. Estos sintomas son
importantes por su frecuencia y por su impacto en la calidad de vida de los pacientes y

en la carga de los cuidadores'"’.

1.5.4.- Diagnostico.

1.5.4.1.- Criterios diagnosticos.

Criterios del National Institute on Aging y la Alzheimer's Association *, que

sustituyen a los criterios NINCDS-ADRDA (National Institute of Neurologic,

Communicative Disorders and Stroke -Alzheimer's Disease and Related Disorders Association).
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Estos criterios han sido publicados en su version definitiva en abril de 2011 (los

anteriores databan de 1984) y han quedado como sigue (Tabla 13):

Tabla 13. Criterios del National Institute on Aging y la Alzheimer’s Association *

A.-
1.
2.
3

4

1.
2%

C.-

1.

D.-
1.

La demencia por EA probable se diagnostica cuando el paciente:

Cumple los criterios para la demencia y tiene las siguientes caracteristicas:

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

Antecedente claro de empeoramiento de la cognicion por informe u observacion, y

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 sindromica mas frecuente de demencia por EA.

b) trastornos no amnésicos:

- trastorno del lenguaje
- trastorno visuoespacial
- trastorno ejecutivo y conductual

Exclusiones: el diagnéstico 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 progresiva primaria variante semantica o de la
afasia progresiva primaria variante no fluente o agramatica; o

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

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

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

La demencia por EA posible se diagnostica cuando el paciente cumple uno de los dos

criterios siguientes:

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 detalle insuficiente

en los antecedentes o documentacion cognitiva objetiva de declinacion progresiva, o

Presentacion etiologica mixta: cumple todos los criterios clinicos centrales de (1) a (4) para la

demencia por EA probable pero tiene evidencia de:

a) enfermedad cerebrovascular concomitante, o

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

¢) evidencia de otra enfermedad neurolégica o enfermedad concomitante no neuroldgica o uso
de medicacion que pudiera tener una repercusion sustancial sobre la cognicion.

Definicion de demencia por EA probable con biomarcadores*

Cumple los criterios de (1) a (5) 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 amiloide B (LCR o estudios de neuroimagen) positivo y
marcador de lesion neuronal (tau en LCR, FDG-PET o RM estructural) positivo.

b) Probabilidad intermedia: marcador amiloide B 0 marcador de lesion neuronal positivos.

¢) No es informativo: no se dispone de biomarcadores, dan resultados contradictorios o
indeterminados.
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Tabla 13. Criterios del National Institute on Aging y la Alzheimer’s Association

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 amiloide B positivo y marcador de
lesion neuronal positivo.
b) No es informativo: cualquier otra configuracion de biomarcadores.

F.- Demencia por EA fisiopatologicamente probada
Cumple los criterios clinicos de demencia de la EA y el examen neuropatologico 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.

*Los biomarcadores de EA, segun el parametro bioldgico que miden, pueden dividirse en:
1) Marcadores de amiloide f (Af): AP+ baja en LCR o estudios por imagenes PET.
2) Marcadores de lesion neuronal: proteina tau (t) 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 precision 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 disefiado apropiadamente;
¢) existen limitaciones en la estandarizacion de los biomarcadores de unos lugares a otros; y
d) el acceso a los biomarcadores es limitado.

En la evaluacion cognitiva, los test breves (MMSE, test de los siete minutos)
suelen ser suficientes para diagnosticar una demencia moderada o severa. Un examen
neuropsicologico amplio solo es obligado en casos concretos que plantean dificultades
diagnosticas, p.ej., si la demencia es leve, el nivel académico del enfermo es muy alto o
muy bajo, si el comienzo y la evolucidon no son tipicos o si hay procesos intercurrentes.
Es imprescindible precisar la intensidad de la alteracion en la memoria de evocacion, el

lenguaje y las praxias, gnosias y funciones frontales ',

También es obligado realizar un estudio de neuroimagen, generalmente una TC,
para descartar otras enfermedades y/o comorbilidades. La RM no est4 indicada de forma
habitual para el diagndstico de EA, aunque en casos concretos puede poner de
manifiesto una comorbilidad vascular; también puede aumentar la especificidad del
diagnostico si se dispone de medios para cuantificar la atrofia mesial temporal. La

SPECT o la PET se deben reservar para situaciones diagnosticas especificas %',
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1.6.- Tratamiento.

1.6.1.- Terapias no farmacologicas.
Estas terapias abordan aspectos como la logopedia, fisioterapia, terapia

ocupacional y estimulacion cognitiva.

1.6.2.- Tratamiento farmacologico del trastorno cognitivo.

En la EA se produce una pérdida de neuronas colinérgicas que ocasiona una
disminucién de la acetilcolina (Ach) cerebral. Con el fin de aumentar la concentracion
sindptica cerebral de la Ach se han desarrollado los inhibidores de la acetilcolinesterasa
(IAChE), enzima, junto con la butirilcolinesterasa, responsable de la degradacion de la
Ach. De ellos, la rivastigmina inhibe tanto la AchE como la butirilcolinesterasa,
mientras que la galantamina y el donepezilo son inhibidores selectivos de la AchE. En

12114 Jos TAChE han proporcionado un beneficio

mas de 30 ensayos clinicos
significativo tanto a nivel cognitivo como sobre las actividades de la vida diaria y la
evolucion global del paciente en EA leve a moderada (MMSE 10-26 de un méaximo de
30 puntos), y pueden darse solos o en combinacion con memantina. Asimismo, un
reciente meta-analisis mostr6 que estos farmacos mejoran también los trastornos
conductuales como agitacion, delirios o alucinaciones '”*. En el caso de la DV, también
se ha observado deficiencia colinérgica ya que los circuitos colinérgicos que, partiendo
del nucleo basal de Meynert, dirigen sus proyecciones hacia la corteza cerebral y hacia
la amigdala, atravesando la sustancia blanca, pueden ser interrumpidos o alterados por
lesiones isquémicas a lo largo de todo su recorrido. Los IAChE han mostrado ser
superiores al placebo en los casos leves de DV, pero los datos son insuficientes para
recomendar su empleo sistematico. Ensayos amplios doble ciego con donepezilo
(n=1219) han demostrado un efecto beneficioso significativo en la cognicion, pero no
en todos los aspectos examinados de la capacidad funcional ''*'"”. En un estudio doble
ciego realizado con galantamina (n=592), se observo que en pacientes con EA y ECV
asociada se produce una mejoria significativa en los 4ambitos cognitivo y funcional ''%;
sin embargo, un ensayo posterior en pacientes con DV pura (n=788) solo aporto
beneficio en escalas cognitivas globales y en funcion ejecutiva '"®. Un estudio doble

ciego con rivastigmina en deterioro cognitivo vascular sin demencia (n=710) mostrd

efectos beneficiosos en algunas funciones ejecutivas, pero no en el resto de variables '%.
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El desarrollo de agentes con actividad inhibitoria glutamatérgica, como la
memantina, un antagonista especifico no competitivo de los receptores N-metil-D-
aspartato (NMDA) se explica porque el glutamato es el principal neurotransmisor
excitatorio en el SNC y su receptor NMDA se relaciona con la potenciacion a largo
plazo, el mecanismo neuronal responsable del proceso de aprendizaje y memoria. Los
ensayos clinicos aleatorizados han demostrado que la memantina proporciona un
beneficio modesto a nivel cognitivo y funcional en comparacion con placebo en
pacientes con EA moderada-severa (MMSE<20) '*!. En DV, 2 estudios con memantina

(n=900) observaron un beneficio en la cognicion, pero no global o funcional '**'%,

También se ha investigado el efecto de otros farmacos no colinérgicos en la DV.
La citicolina tiene, a corto y medio plazo, un efecto positivo modesto en la memoria y el
comportamiento en personas mayores con deterioro cognitivo asociado a “alteraciones
cerebrales cronicas”, entre las que se incluye el DCV '**. No hay datos que avalen la
eficacia del piracetam en el tratamiento de la DV '*°. Una revision Cochrane sobre el
nimodipino en el tratamiento de la DV sefiald6 un beneficio discreto y a corto plazo en
escalas cognitivas e impresion clinica global, sin impacto positivo en las actividades de

la vida diaria '*

. No hay datos suficientes que demuestren que el acido acetilsalicilico
(AAS) mejore la cognicion o el prondstico de la DV, y si puede aumentar el riesgo de
hemorragias, incluidas las cerebrales '’. En un estudio abierto controlado, el tratamiento
con trifusal mejord la cognicion en un grupo de pacientes con DV '*, Otros farmacos
con resultados discretamente positivos en algunos estudios son el nicardipino, la

vimpocetina, la cerebrolisina y el ginkgo biloba .

1.6.3.- Tratamiento farmacologico de los trastornos conductuales.

La depresion y la apatia son comunes en pacientes con demencia. Los
inhibidores de la recaptacion de serotonina, como la sertralina y el citalopram, son
generalmente bien tolerados y efectivos. Los antidepresivos triciclicos no han
demostrado eficacia en comparacion con placebo y se asocian a frecuentes efectos
secundarios '*°. Las alucinaciones y los delirios son mas frecuentes en la EA que en la
DV. El tratamiento consiste en la administraciéon de neurolépticos, y los més utilizados
son la quetiapina, la risperidona y la olanzapina. La risperidona debe usarse con

precaucion en sujetos con ECV %,
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2.- Fisiopatologia de la demencia vascular y la enfermedad de
Alzheimer.

2.1.- El concepto de unidad neurovascular.

2.1.1.- La unidad neurovascular y la homeostasis cerebral.

La integridad estructural y funcional del sistema nervioso central (SNC) depende
del acoplamiento entre actividad neuronal y flujo sanguineo cerebral (FSC), asi como de
la regulacion del transporte a través de la barrera hematoencefilica (BHE). Estas dos
funciones criticas requieren la actividad coordinada de una wunidad neurovascular
(UNV). La UNV estd integrada por las células endoteliales de la pared capilar, la lamina
basal de la matriz extracelular, los pies terminales de los astrocitos que rodean al
microvaso y la neurona adyacente *"""*? (Figura 5). Es probable que los pericitos y la
microglia también contribuyan. Ademas, los compartimentos oligodendroglial y axonal
estan presentes en la sustancia blanca (unidad gliovascular) '**. Las interacciones
intercelulares entre estos componentes dan lugar a la BHE, cuya peculiaridad viene
dada porque las células endoteliales estan selladas mediante wuniones estrechas y
adherentes '**. Por lo tanto, la mayor parte del transporte a través de la BHE tiene lugar
por mecanismos transcelulares: difusion de gases (O,, CO,), transportadores (p.ej.
GLUT-1 para glucosa) o transcitosis mediada por receptores (p.ej., insulina).
Aquaporina 4 (AQP-4) modula la entrada de agua al cerebro y P-glicoproteina regula el
flujo de salida de distintos compuestos, incluidos farmacos *2. Por tltimo, en la BHE se
localizan enzimas intracelulares (monoamino oxidasa, citocromo P450) y extracelulares

(peptidasas, nucleotidasas) capaces de degradar moléculas potencialmente neurotdxicas.

A Pie terminal del astrocitg
Matriz extracelular

Neurona

Figura 5. Representaciéon esquematica
de la UNV (modificado de Sandoval y
Witt, 2008) 132,

Capilar

La UNV también juega un importante papel en otras funciones fisioldgicas,
como el equilibrio hemostatico, la respuesta inmune del cerebro a la lesion y la

produccion de factores de crecimiento que influyen en las caracteristicas de la BHE ',
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2.1.2.- La unidad neurovascular en la demencia vascular.

Los procesos implicados en fisiopatologia de la DV incluirian la hipoperfusion-

hipoxia, la ruptura de la BHE y la disfuncion metabolica endotelial 2% %7,

La reduccion del FSC provoca un menor aporte de oxigeno y nutrientes a las
neuronas y, por tanto, disfuncion neuronal. La hipoperfusion leve —denominada
oligoemia— afecta a la sintesis proteica, que es requerida para la plasticidad sinaptica
que media el aprendizaje y la memoria "', La disminucion del FSC moderada a severa
provoca hipoxia, y afecta a la sintesis de ATP, disminuyendo la actividad de la bomba
(Na'™+K") ATPasa y la capacidad de las neuronas de generar potenciales de accion
(“despolarizacion anoxica™) '*®. Estos eventos pueden originar lactoacidosis por la
activacion de la via anaerobia, y alterar el equilibrio electrolitico y los gradientes de
agua, dando lugar a la aparicion de edema citotoxico y lesiones de sustancia blanca, y al
incremento de glutamato extracelular y calcio intracelular, que determina la activacion
masiva de enzimas catabolicas en el cerebro (6xido nitrico sintasas, fosfolipasas,
proteasas y endonucleasas). La sobreexpresion de AQP-4 en respuesta a la isquemia
facilitaria el desarrollo de edema citotoxico en los astrocitos '*°. Una reduccion de mas

del 80% del FSC conlleva muerte neuronal '*.

Los estudios anatomopatoldgicos en pacientes con DV han demostrado un
incremento del factor inducible por hipoxia-lo. (HIF-1o) en la sustancia blanca ',
apoyando el papel de la hipoxia en el proceso que conduce a la muerte de los
oligodendrocitos y la gliosis de la sustancia blanca. En condiciones de hipoxia, HIF-1a
aumenta, se dimeriza con HIF-15 (que se expresa constitutivamente), se transloca al
nucleo y se une a los denominados elementos de respuesta a hipoxia (HREs). Estos son
genes dependientes de HIF-1 que promueven la supervivencia celular mediante un
incremento del aporte de oxigeno (eritropoyetina, transferrina y hemooxigenasa), el
transporte de glucosa (transportador de glucosa-1), la glicolisis (lactato deshidrogenasa
A) y la angiogénesis (factor de crecimiento endotelial vascular [VEGF], 6xido nitrico
sintasa [NOS], angiopoyetina-2 y factor de crecimiento fibrobléstico) '*'. El resultado

final de este programa de induccién genética es la adaptacion tisular a la hipoxia a

través del incremento del aporte sanguineo y de oxigeno.
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Sin embargo, la interrupcion o la perpetuacion de este proceso adaptativo puede
amplificar la patologia inicial. Por ejemplo, la liberacion de VEGF por los astrocitos y
células circundantes y la sobreexpresion de sus receptores en las células endoteliales
estimula la proliferacion y migracion endotelial con la consiguiente disrupcion de las
uniones estrechas '*. La disrupcion de las uniones estrechas y adherentes, una mayor
actividad de transcitosis y/o la degradacién enzimatica de la membrana basal capilar

estarian implicadas en la ruptura de la BHE ",

Después de la isquemia cerebral, los astrocitos se activan, aumentan de tamafio e
incrementan la expresion de la proteina fibrilar acida glial (GFAP), lo que les confiere
un aspecto fibroso, fenomeno denominado astrogliosis. Las metaloproteasas de matriz
(MMP) tipo MMP-2 y MMP-3 son producidas por la astroglia y la microglia en
pacientes con DV '#'* Las MMPs degradan proteinas de las uniones estrechas como
ocludina y claudina-5 asi como proteinas de la lamina basal como fibronectina, laminina

y heparansulfato, lo que contribuye a la ruptura de la BHE '*.

La pérdida de pericitos de la superficie abluminal del capilar también podria
reducir la expresion de proteinas de las uniones estrechas e incrementar la transcitosis a
través de la BHE, favoreciendo la extravasacion de proteinas séricas al parénquima
cerebral, que habitualmente eran degradadas en los lisosomas de los pericitos '*°. En
estudios anatomopatoldgicos de pacientes con enfermedad de Binswanger se ha
corroborado la presencia de proteinas séricas en el cerebro, como inmunoglobulinas y
albimina, que pueden causar edema vasogénico, o trombina, plasmina y fibrina, que
aceleran el dafio neurovascular '*’. La formacion de edema y la induccion de factores de

99 148

coagulacion contribuyen al “fendmeno de no-reflujo” *°, por el cual los microvasos

permanecen obstruidos tras liberarse la oclusion que inicialmente causaba la isquemia.

La secrecion de citoquinas inflamatorias (interleuquina-1 [IL-1], interleuquina-6
[IL-6] y factor de necrosis tumoral-a [TNF-a]) por los astrocitos y las células
endoteliales estimula la expresion de quemoquinas (proteinas quimioatrayentes de
neutr6filos [CINC] y monocitos [MCP-1]) y moléculas de adhesion en las células
endoteliales (p.ej., E-selectina, que media la interaccion leucocito-endotelio) y de este

modo se favorece el reclutamiento de células inflamatorias en el cerebro '“>!%,
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La presencia de IL-6 se ha relacionado con una menor densidad sinaptica, la
pérdida de neuronas productoras de GABA en el hipocampo y la activacion de
astrocitos/microglia. Si IL-6 activa al receptor de neurotrofinas p75NTR aumenta la
expresion de moléculas de adhesion, la ruptura de la BHE y la infiltracion leucocitaria
del SNC; si activa p55 induce la apoptosis de los oligodendrocitos. TNF-a limita la
recuperacion de la transmision sinaptica en condiciones de hipoxia a través de la
proteina quinasa activada por mitogenos p38/MAPK. Pero TNF-a también puede

ejercer efectos neuroprotectores en contextos de sefializacion seleccionados ',

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) y las proteasas liberadas por los
leucocitos y las células perivasculares activadas causan dafio oxidativo en las neuronas.
El cerebro es particularmente vulnerable al estrés oxidativo por los siguientes motivos:

a) las neuronas constituyen un 2% del peso corporal, pero utilizan el 20% del
oxigeno consumido por el organismo y asi generan muchos radicales libres;

b) los hematies liberan hemoglobina, que es una fuente de hierro; y este metal
cataliza la formacion de ROS;

¢) el cerebro es rico en acidos grasos poliinsaturados, los cuales constituyen dianas
para la peroxidacion lipidica; y

d) el cerebro posee una capacidad antioxidante protectora mas bien baja, que se
fundamenta en mecanismos enzimaticos (superoxido dismutasa [SOD], catalasa

y glutation peroxidasa) y no enzimaticos (vitaminas E y C y glutation) °'.

El impacto de ROS en la funcién cognitiva se ha demostrado en ratones transgénicos. El
aumento de SOD citoplasmica mejora la potenciacion a largo plazo (LTP), una forma de
plasticidad sindptica que media el procesamiento de la memoria; y el de SOD
extracelular se correlaciona con una mayor memoria espacial ',

Ademas, la hipoxia se asocia con un incremento de la expresion de todas las
isoformas de NOS, que estan implicadas en la muerte neuronal a través de la inhibicion
de la respiracién mitocondrial y la excitotoxicidad inducida por NMDA/Ca*" . La
hipoxia también sobreexpresa BDNF -un factor neurotréfico con papeles importantes en
la neuroplasticidad y el aprendizaje relacionado con el hipocampo- pero no su receptor
de alta afinidad Trk-B sino el de baja afinidad p75NTR ¥, que es responsable de la

activacion de caspasa-3 en neuronas corticales y del hipocampo, produciendo apoptosis.
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Isquemia Reperfusion

| ‘ Minutos Horas Dias

disminucién de ATP -> fallo de energia

despolarizaciones periinfarto

»

excitotoxicidad de glutamato, acidosis

>

incremento del calcio intracelular -> cascada de activacion de proteasas (PKC, MAPK,...)

retraccion neuronal, edema vascular y astrocitico

»>

respuesta genética temprana (c-fos, c-jun,...), seguida por proteinas de shock térmico (Hsp70, Hsp72)

>

activacion enzimética precoz (MMP-2, tPA, ...) -> pérdida de la matriz de adhesion

VEGF (deletérea precozmente), angiopoyetina-2 -> cascada de activacion

estrés oxidativo y nitrosidativo (radicales libres mitocondriales; especies de oxigeno reactivas

producidas por la cascada del acido araquidénico, iNOS, leucocitos,...)

citoquinas inflamatorias (TNF-a, IL-1[3, IL-6,...), seguidas por la activacion del factor de transcripcion

(NFkB) y quemoquinas (MCP-1, CINC)

»
»

apoptosis en las areas de penumbra e hipoperfundidas tras la reperfusion (caspasas, Apaf-1,...)

induccion de moléculas de adhesion endotelial (P-selectina, ICAM-1, E-selectina)

adhesion de neutréfilos (L-selectina, B2-integrinas) -> extravasacion

»>

activacion enzimatica secundaria (MMP-9,...), VEGF (beneficiosa
tardiamente), angiopoyetina-1 -> angiogénesis

»
»

Edema citotéxico Edema vasodénico
Permeabilidad Permeabilidad bifasica
vs FSCr

Oclusioén

Hipoperfusion 4‘

== Permeabilidad de la barrera hematoencefalica == Flujo sanguineo cerebral regional (FSCr)

Figura 6. Esquema de los eventos que acontecen en la BHE durante las fases de isquemia y reperfusion cerebral. La
variabilidad en los margenes de tiempo depende de los mediadores identificados, de la distancia del tejido al core
isquémico y de la duracion del insulto isquémico. PKC= quinasa de proteina C, MAPK= proteina quinasa activada
por mitégenos, tPA= activador del plasmindgeno tisular, iNOS= 6xido nitrico sintasa inducible, NFkB= factor de
transcripcion nuclear kB, MCP-1= proteina-1 quimioatrayente de monocitos, CINC= molécula quimioatrayente de
neutr6filos inducidos por citoquina, ICAM-1= molécula de adhesion intercelular-1 (modificado de Sandoval y
Witt, 2008) '*2,
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El dafio secundario en las neuronas, si es prolongado o repetido, podria causar la
disociacion de las proyecciones neuronales de la UNV, desacoplamiento y una

degeneracion retrograda posterior ',

Algunos de los eventos descritos y sus
manifestaciones ocurren en sitios especificos de la microcirculacion cerebral: el
desacoplamiento, a nivel de las arteriolas; la ruptura de la BHE, a nivel de los capilares;

y el reclutamiento de leucocitos, a nivel de las vénulas postcapilares '*.

2.1.3.- La unidad neurovascular en la enfermedad de Alzheimer.

Ya se mencion6 previamente el papel central que juega el deposito de AP en la
patogenia de la EA. AP se produce a partir de APP en el cerebro y tejidos periféricos.
Sin embargo, el péptido AP soluble esta presente a concentraciones muy bajas en el
cerebro en condiciones fisiologicas *°. Este péptido es eliminado a través de la BHE por
la proteina 1 relacionada con el receptor de lipoproteinas de baja densidad (LRPI).
LRP1 media el flujo de salida a la circulacion de diferentes formas de AP (pej.,
mondmeros, oligdmeros, y agregados) '°°. En el caso de sobrecarga de AB, LRP1 pierde
su conformacion proteica normal y experimenta una degradacion proteosomica
acelerada . La union de AP a las proteinas transportadoras cerebrales apolipoproteina
E2 (APOE2), APOE3 o a2-macroglobulina favorece el flujo de salida de AP mediado
por LRP1, mientras que APOE4 inhibe este transporte. LRP2 elimina AP unido a
clusterina (también conocida como apolipoproteina J [apoJ]) *". La proteina reguladora
del flujo de salida de colesterol ABCA1 media el flujo de salida de AP del endotelio
cerebral a la sangre a través del lado luminal de la BHE. Las células endoteliales, los
pericitos, las células de la musculatura lisa vascular (CMLV), los astrocitos, la
microglia y las neuronas expresan distintas enzimas que degradan A, incluyendo
neprilisina (NEP), enzima de degradacion de la insulina (IDE), activador del
plasminogeno tisular (tPA) y metaloproteinasas de matriz (MMPs), que contribuyen al
aclaramiento de AP . El aclaramiento sistémico de AP tiene lugar en higado y rifiones.
En plasma humano, mas del 70% de AP se une a la forma soluble de LRP1 (sLRP1).
B-secretasa (BACE) fragmenta el dominio extracelular N-terminal de LRP, que genera
sLRPI1. El restante AP en plasma se une a otras proteinas transportadoras de AP (ej,

apol). Una pequeiia fraccion de AP en plasma esta libre "¢,
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En la EA, la uniéon de AP a sLRPI estd comprometida debido a cambios
oxidativos, por lo que aumentan los niveles plasmaticos de A4y APi4. libre '**. En la
membrana luminal, el AP libre que escapa a la vigilancia de sLRPI en la sangre
interactiia con el receptor de los productos finales de glicacion avanzada (RAGE). La
interaccion AP/RAGE media el transporte de AP de la sangre al cerebro, y activa el
endotelio a través de la translocacion nuclear de NF-kB inducida por ROS '*°. Esto
desencadena la secrecion de citoquinas proinflamatorias (ej. IL-6 y TNF-a), la
expresion de moléculas de adhesion en la BHE (ej, ICAM-1y VCAM) y la secrecion de
endotelina-1, un supresor del flujo sanguineo '**. Ademas, endotelina-1 disminuye la
actividad de P-glicoproteina -que también elimina AP cerebral- "%,

Por tanto, una menor eliminacion sistémica de AP cerebral y/o la reentrada de
AP periférico a través de los vasos sanguineos en el cerebro puede elevar los niveles de

11 "En concentraciones

AP en el parénquima cerebral y en los vasos sanguineos
patologicas, AP forma oligdbmeros y agregados neurotoxicos, que conllevan el
desarrollo de B-amiloidosis cerebral y angiopatia amiloide cerebral (AAC) '®*. Los
oligdbmeros de AP disminuyen el numero de neuritas y espinas dendriticas o sinapsis
mediante la activacion de la proteina fosfatasa 2B/calcineurina a través de la

caspasa-3 '®.

En cuanto al papel de los genes vasculares en la EA, los bajos niveles de
expresion del gen homeobox mesenquimal 2 (MEOX-2) en el endotelio cerebral inhiben
la angiogénesis mediada por VEGF, dando lugar a una muerte celular apoptdtica
prematura, regresion capilar cerebral y expresion de LRPI reducida '*. Estos eventos
conducen al deposito de AP en el cerebro y a la hipoperfusion cerebral '. RAGE
amplifica esta cascada patogénica. En las pequefias arterias cerebrales, la
sobreexpresion del factor de respuesta sérico (SRF) y miocardina (MYOCD), dos
factores de transcripcion que controlan la diferenciacion celular de las CMLV, genera
un fenotipo arterial hipercontractil, hipoperfusion cerebral y una disminucion del
acoplamiento entre la actividad neuronal y el FSC regional conocido como hiperemia
funcional ', El compromiso de la BHE y la respuesta neuroinflamatoria agravan la

disfuncion sindptica y neuronal, dando lugar a pérdida neuronal y demencia '**.
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Hipoxia
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Figura 7. Papel de la BHE en la patogenia de la EA (modificado de Zlokovic, 2008) '**

2.2.- Disfuncion endotelial en la demencia vascular y la enfermedad de

Alzheimer.

2.2.1.- El factor de crecimiento endotelial vascular en la fisiopatologia

de la demencia vascular y la enfermedad de Alzheimer.

En humanos, la familia VEGF se compone de cinco miembros homodiméricos
(VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D y el factor de crecimiento placentario [PIFG]),
que estan implicados en el desarrollo de la vasculatura y exhiben multiples funciones en
las células endoteliales. Mientras que VEGF-A, VEGF-B y PIGF principalmente
afectan al crecimiento de los vasos sanguineos, VEGF-C y VEGF-D son importantes
para el desarrollo y la homeostasis de los vasos linfaticos '*”. VEGF-A se encuentra
fundamentalmente en células endoteliales, macrofagos y linfocitos T activados,
VEGF-B predomina en corazén y musculo esquelético, y PIGF, en corazén, pulmon,

188 En los ultimos afios, diversos estudios

glandula tiroidea y musculo esquelético
sefialan los efectos directos de VEGF-A, VEGF-B y VEGF-C en las células
neuronales'”’. También se han identificado los factores VEGF-E y svVEGF en el
genoma de parapoxvirus Orf y en serpientes venenosas, respectivamente '®*. De todos
ellos, VEGF-A (a continuacion referido como VEGF) estimula la angiogénesis de un

modo especialmente potente '®.
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La angiogénesis constituye el proceso de formacioén de nuevos vasos sanguineos
a partir de otros ya existentes. En la fase de activacion aumenta la permeabilidad
vascular y se produce una remodelacion de la matriz extracelular y la proliferacion y la
migracion de las células endoteliales. En la fase de maduracion tiene lugar la
reconstruccion de la ldmina basal y el reclutamiento de pericitos y CMVL para crear la
estructura del vaso y restablecer el FSC. Un fendmeno similar pero de origen distinto es
la vasculogénesis o formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de los angioblastos
(precursores endoteliales). Estos procesos son fundamentales para la revascularizacion

de las zonas isquémicas '".

Se han descrito distintas isoformas de VEGF-A (VEGF-121, VEGF-145,
VEGF-165, VEGF-189 y VEGF-206), que son el resultado del splicing alternativo del
gen humano del VEGF-A y difieren en su afinidad de unién a los receptores de
VEGF """'72, VEGF-121 carece de los residuos codificados por los exones 6 y 7, no se
une a proteoglicanos heparansulfatos y es una isoforma soluble. VEGF-165, la forma
mas abundante, es secretada como un homodimero de 46 kDa con moderada afinidad a
heparansulfatos al contar con residuos basicos de arginina codificados por el exon 7.
Las formas mas grandes, VEGF-189 y VEGF-206, contienen una secuencia adicional
codificada por el exon 6, se unen a heparansulfatos fuertemente y son secuestradas en la
matriz extracelular y en menor grado en la superficie celular. Estas tltimas pueden ser

liberadas a través de la fragmentacion de su extremo C-terminal por plasmina '*®,

VEGF se expresa de forma ubicua en el cerebro en condiciones fisiologicas,
principalmente por las células epiteliales del plexo coroideo, pero también por astrocitos
y microglia ', Su expresion estd regulada por varios factores incluyendo estrogenos,
factores de crecimiento (TGF-f, factor de crecimiento insulinico tipo 1 [IGF-1], factor
de crecimiento de los fibroblastos [FGF], factor de crecimiento epidérmico [EGF] y
factor de crecimiento derivado de plaquetas [PDGF]), citoquinas inflamatorias (IL-1 y
IL-6), 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS), hormona estimulante del tiroides o la
mutacion de p53 '™ En la hipoxia e isquemia cerebrales, la expresion de VEGF
aumenta rapidamente en horas de forma dependiente a los factores inducibles por
hipoxia (HIF)-1 e HIF-2 "', VEGF permanece elevado durante 7 dias tras el ictus en

las células gliales, neuronas, CMLV, pericitos y leucocitos '">'7.

44



Capitulo 1. INTRODUCCION

El aumento de los niveles de VEGF puede ejercer efectos protectores o
deletéreos dependiendo del tiempo transcurrido desde el inicio del dafio isquémico. La
accion precoz del VEGF sobre el endotelio puede incrementar la permeabilidad de la
BHE vy, por tanto, aumentar el edema vasogénico, el tamafio del infarto y la gravedad
clinica, asi como la probabilidad de hemorragias. Sin embargo, el aumento del VEGF
transcurridas 24 horas o mas después del ictus parece ser beneficioso al estimular la
angiogénesis, la supervivencia neuronal e incluso podria disminuir el tamafo del
infarto **'”’. Tras el ictus, la expresion de VEGF no solo se restringe a areas isquémicas
sino que también se encuentra en regiones corticales remotas '"*!'”. Ademas, se ha

observado un alto nivel de VEGF en LCR en pacientes con DV ',

La actividad biologica del VEGF depende de su reaccion con dos receptores
tirosina quinasa: VEGFR-1/Flt-1 (tirosina quinasa relacionada con fms 1) y
VEGFR-2/Flk-1 (quinasa hepatica fetal 1) o KDR (receptor de dominio quinasa).
Ambos estin compuestos de siete dominios extracelulares semejantes a
inmunoglobulina, un dominio transcelular y una secuencia tirosina quinasa, y requieren
de su dimerizacion para que las sefiales puedan transmitirse. VEGFR-2 media la
mayoria de los efectos angiogénicos de VEGF. Un tercer receptor, VEGFR-3 (FIt-4), se
une a VEGF-C y VEGF-D pero no a VEGF. Ademas, se ha identificado un correceptor
para VEGFR-2 y receptor de semaforina-3A, denominado neurofilina-1 (NP-1), que

potencia la actividad angiogénica y de promocion de la permeabilidad de VEGFR-2 "2,

VEGFR-1 se sobreexpresa en células endoteliales, pericitos y neuronas en los
tres primeros dias tras el ictus %, pero tiene un efecto ambiguo sobre la angiogénesis y
la permeabilidad vascular y se ha hipotetizado que podria actuar como un receptor
sefiuelo al disminuir la union de VEGF a VEGFR-2. De hecho, en tejidos embrionarios,
VEGFR-1 inhibe la angiogénesis '*'. VEGF-A se une a VEGFR-1 con una afinidad 10
veces mayor que a VEGFR-2 pero dicha unién solo duplica su actividad quinasa, esto
explica su papel parcialmente antagonista. VEGFR-1 participaria en la migracion de las
células endoteliales al modular la reorganizacion de los filamentos de actina mediante la
activacion intracelular de la ruta p38/MAPK. VEGFR-1 también estd implicado en la
respuesta quimiotactica de monocitos/macréfagos, con potencial efecto proinflamatorio

y aterosclerotico %182,
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La inducciéon de VEGFR-2 se produce 48 horas después de la isquemia en
células gliales, neuronas y células endoteliales de los vasos periféricos al infarto.
Después, estos receptores se expresan también en los vasos que invaden el tejido
infartado y sus niveles de expresion permanecen elevados hasta un mes después de la
isquemia ', La unién de VEGF activa la fosforilacion de residuos de tirosina
especificos en el dominio intracelular de VEGFR2 permitiendo la activacion de las

cascadas de sefializacion (Figura 8) 7183184,

VEGF-A  VEGF-A VEGF-C VEGF-A1s VEGF-Ass
PIGF VEGF-C VEGF-D VEGF-As VEGF-Ases
VEGF-B  VEGF-D PIGF-2 VEGF-Aus
VEGF-E VEGF-B VEGF-B
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Permeabilidad Neuroproteccion Angiogénesis Neurogénesis
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Figura 8. Diagrama esquematico que ilustra la especificidad de unién a receptor de los miembros de la

familia VEGF vy las rutas de sefializacion de VEGFR-2 (modificado de Ma y cols, 2011) 7",
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yoe e e

capacidad de aumentar la permeabilidad vascular '*°. Este efecto de VEGF implica la
generacion de fenestraciones, caveolas, organelas vesiculovacuolares (coalescencia de
caveolas), gaps transcelulares y la interrupcion de las uniones célula-célula '*'*¢, VEGF
a través de VEGFR2 puede alterar la integridad de las uniones estrechas mediante la
fosforilacion de proteinas ocludinas y claudina-5 tras la activacion de la proteina
quinasa C (PKC)". Asimismo, VEGF promueve la pérdida de uniones adherentes por
la fosforilacion del factor intercambiador del nucledtido guanina (Vav2) dependiente de
Sre, que conlleva la fosforilacion y endocitosis de VE-cadherina y B-cateninas '**. eNOS
también esta implicada en la induccion de permeabilidad por VEGF por dos vias: a) la
ruta quinasa fosfatidilinositol-3 (PI3K)/ quinasa de proteina B (Akt), y b) la
estimulacion de fosfolipasa C (PLC-y) que genera inositol 1,4,5 trifosfato (IP3), la

interaccion con el canal idnico TRPC1 y la entrada de Ca*" ',

En la angiogénesis, la induccion de quinasas extracelulares reguladas por sefial
(ERKSs) por VEGF vy la activacion de la ruta PI3K/p70 quinasa S6 por VEGFR-2 son
importantes para la proliferacion celular endotelial '®*. VEGF via VEGFR2 puede
inducir MMP-2, MMP-9 y uroquinasa que degradan la membrana basal y juegan un
papel esencial en la migracion de las células endoteliales **. A diferencia de VEGFR-1,
VEGFR-2 contribuiria a la reorganizacion del citoesqueleto mediante el acoplamiento
de la quinasa de adhesion focal (FAK) a la integrina avp3 y la fosforilacion de paxilina.
En la fase de maduracion, los pericitos liberan angiopoyetina-1 que se une al receptor
Ti-2 y promueve la formacion de la BHE en los vasos recién formados. La angiogénesis

se detiene cuando el receptor de PDGF-B forma un complejo con VEGFR-2 %!,

La ausencia de VEGF induciria apoptosis de las células endoteliales y regresion

de los vasos recién formados '

. VEGFR2 puede mediar la supervivencia de las células
endoteliales por dos vias: a) la ruta antiapoptotica PI3K/Akt, o b) la ruta Ras/MAPK,
que activa las ERKSs, que a su vez fosforilan y activan al factor de union a los elementos
de respuesta al AMPc (CREB), que sobreexpresa la proteina antiapoptdtica
Bel2 ', Ademas, VEGF a través de VEGFR2 aumenta los niveles de la integrina avp3,

que juega un importante papel en la supervivencia endotelial '”°.

47



Capitulo 1. INTRODUCCION

VEGF también aumenta la generacion de nuevas neuronas o neurogénesis en la
zona subventricular (ZSV) rostral de los ventriculos laterales y en la zona subgranular
del giro dentado (GD) hipocampal tras la isquemia cerebral '®"'®*, Estas zonas
germinales son ricas en células neurales progenitoras (CNP), principalmente
neuroblastos, capaces de migrar a las zonas de dafio isquémico donde pueden potenciar
la recuperacion funcional dentro de los procesos de plasticidad neuronal que presenta el
cerebro adulto ', La administracion de VEGF 24-72 horas después de la oclusion de la
arteria cerebral media en roedores incrementa la proliferacion neuronal a los 28 dias '°.
PLC, PKC, PI3K y MEK son requeridos para la proliferacion de CNP inducida por
VEGEF in vitro '*°.

La supervivencia neuronal es de gran importancia, ya que se ha comprobado que
mas del 80% de las neuronas generadas tras un ictus mueren durante las primeras
semanas '”’. Sun y cols demostraron que la administracion intracerebroventricular de
VEGF a los dias 1-3 de la reperfusion reduce el tamano del infarto y aumenta la
supervivencia de las nuevas neuronas en GD y ZSV '°. Sin embargo, el efecto agudo de
VEGF en la isquemia cerebral es mas complejo. VEGFR-2 media el efecto
neuroprotector de VEGF a través de las rutas PI3K-Akt y ERK/CREB '"'. CREB
estimula la transcripcion de genes de expresion inmediata, incluyendo factores de
crecimiento, enzimas que catalizan la formacién de neurotransmisores, proteinas de las
vesiculas sindpticas, proteinas estructurales y de los canales i6nicos '*'. Ademas, VEGF
promoveria la supervivencia, proliferacion y migracion de las CNP al competir con
colapsina-1/semaforina-3A en su union a neurofilina-1, impidiendo la disminucién de la
motilidad de los lamelipodios -responsable del colapso citoesquelético- inducida por

colapsina-1 y la apoptosis inducida por semaforina-3A '72,

Por ultimo, VEGF también estd implicado en el crecimiento, diferenciacion y

regeneracion axonal a través de las rutas MAPK y Rho/ROC '*716%1%,

En la EA, se sobreexpresa VEGF en neuronas y astrocitos del cortex temporal,
hipocampo y cortex entorrinal asi como alrededor de los vasos cerebrales, lo que sugiere
la puesta en marcha de mecanismos reguladores compensatorios del proceso

neurodegenerativo 2%,
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Sin embargo, se ha descrito el secuestro de VEGF en las placas de amiloide
cerebrales, que podria reducir la cantidad de VEGF local disponible que es necesaria
para ejercer sus acciones neuroprotectora y angiogénica *'*2, Patel y cols demostraron
que AB1-42 soluble puede unirse a VEGFR-2 y asi impedir la union de VEGF con su
receptor >, Estos datos sugieren que tratamientos proangiogénicos o aquellos que

interfieran con la unién de AB-VEGFR?2 podrian ser beneficiosos en la EA.

2.2.2.- El o6xido nitrico en la fisiopatologia de la demencia vascular y la

enfermedad de Alzheimer.

El NO es una molécula que en condiciones fisioldgicas actia como segundo
mensajero en el SNC y se forma a partir de L-arginina y O, en una reaccion catalizada
por la oxido nitrico sintasa (NOS). En esta reaccion se producen cantidades
equimoleculares de NO y citrulina. El NO ejerce sus acciones fisioldégicas aumentando
los niveles de cGMP vy, ademas, estd implicado en la regulacion del FSC y en los
fenomenos de memoria y aprendizaje. Existen tres isoformas de NOS: la neuronal
(nNOS o NOS1), la inducible (iNOS o NOS2) y la endotelial (eNOS o NOS3). nNOS se
expresa predominantemente en las neuronas, iNOS en las células gliales (astrocitos,
microglia y macrofagos) y eNOS en las células endoteliales, aunque en la actualidad se
sabe que tanto las células endoteliales como las neuronas pueden expresar iNOS, y que

se puede encontrar nNOS en los astrocitos

. nNOS y eNOS son expresadas
constitutivamente (cNOS) y ambas estan reguladas por el calcio, mientras que iNOS no

estd presente normalmente en tejido sano y su activacion es independiente del calcio.

En la isquemia cerebral, el aumento de NO puede tener efectos beneficiosos o
perjudiciales dependiendo del tiempo transcurrido desde el inicio del dafio isquémico, la
isoforma de NOS y la fuente celular de NO. En los primeros 30 minutos, el NO liberado
por eNOS es neuroprotector al actuar como un potente vasodilatador y mantener el
FSC, ejerciendo ademads efectos antioxidantes, antiinflamatorios y antiaterogénicos *%.
NO también regula la recaptacion de glucosa y la sensibilidad a insulina, interviene en
la neovascularizacion mediante la movilizacion de células progenitoras endoteliales
circulantes desde la médula oOsea e interactia con dos rutas importantes en la

supervivencia neuronal: cascadas Ras/Raf/MEK/ERK y PI3 quinasa/Akt 2%¢2%,
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Como contraste, la pérdida de eNOS favorece la agregacion plaquetaria, la
proliferacion y migracion de CMVL, la sintesis de colageno tipo I y II, la adhesion

leucocitaria al endotelio y el incremento de la tension arterial 2217,

Para llevar a cabo su actividad enzimatica, los dominios oxigenasa (N-terminal)
y reductasa (C-terminal) de eNOS deben unirse en una reaccidon que requiere la
presencia de flavina adenina dinucleotido (FAD), flavina mononucledtido (FMN),
nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADPH) y del complejo Ca**-calmodulina
(CaM) en el dominio oxigenasa y de hemo, L-arginina y tetrahidrobiopterina (BH4) en
el dominio reductasa. Una vez constituida, la actividad de eNOS es regulada por la
fosforilacion diferencial de los residuos serina (Ser) o treonina (Thr). La proteina eNOS
se localiza en el aparato de Golgi y en la membrana plasmatica de las caveolas, a
diferencia de nNOS, que es citosolica. En su estado basal, la proteina eNOS se
encuentra acoplada a Cav-1 en la caveola y fosforilada constitutivamente por PKC en
Thr495, lo que previene su asociacion con CaM. En respuesta a la estimulacion celular,
eNOS y Cav-1 se disocian (con la colaboracion de dinamina) y Thr495 es
desfosforilado, permitiendo a CaM unirse y activar la enzima y los residuos de serina
activadores (pej, Ser1177) son fosforilados. En las células endoteliales expuestas al
estrés de cizalladura del flujo sanguineo pulsatil, eNOS se localiza en las uniones
intercelulares donde puede interactuar con PECAM-1 y la proteina adaptadora Gab-1,
que a su vez actia como anclaje para quinasas como PKA. Ademés de PKA, muchas
otras quinasas como Akt, PKC y quinasa de la proteina activada por adenosin

monofosfato (AMPK) regulan la actividad de eNOS mediante la fosforilacion de los

residuos Ser y Thr en diferentes sitios (Figura 9) *'%2!!,
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Figura 9. Descripcion de los residuos de fosforilacion de eNOS vy su influencia en la actividad enzimatica
(modificado de Fleming, 2010) *'*.
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La administracién del precursor de NO (L-arginina) o de los donantes de NO
(nitroprusiato sodico y 3-morfolinosidnonimina) en los primeros 30 minutos tras la
isquemia cerebral reduce el tamafio del infarto al mejorar el FSC en el area de
penumbra, aunque el efecto protector se pierde si los farmacos se administran después
de estos 30 minutos. Asimismo, los ratones deficientes en eNOS son mas vulnerables al
dafio isquémico. Estos datos sugieren que el aumento de la produccion de NO a nivel

vascular solo tiene un efecto protector en estadios iniciales tras la isquemia °2"7-2%,

En condiciones fisiologicas, el NO derivado de nNOS constituye una molécula
fundamental en procesos de plasticidad neuronal, aprendizaje y memoria. nNOS se
localiza fundamentalmente en cerebelo, hipotalamo, estriado e hipocampo. Sin
embargo, la sobreactivacion de nNOS por excitotoxicidad o isquemia es neurotoxica. La
activacion de nNOS se produce 10 minutos después de una isquemia focal y recupera
los niveles normales una hora después del dafio. Cuando de forma experimental se usan
ratones deficientes en la proteina nNOS y se someten a una isquemia, tanto permanente

como transitoria, estos animales son mas resistentes al dafio 2°°212-14,

El NO sintetizado por la expresion de novo de iNOS contribuye a la progresion
del dano isquémico. iINOS alcanza su méaxima expresion en astrocitos, macrofagos,
neuronas, endotelio y polimorfonucleares del area del infarto a las 12-48 horas del inicio
de la isquemia *'*. Los mecanismos que inducen la expresion de iNOS son numerosos y
complejos **. Entre ellos, estan la mayoria de las citoquinas proinflamatorias (IL-1,
TNF-a, interferon y y la enzima convertidora de TNF-o [TACE]) y el factor de
transcripcion nuclear kB (NF-kB), que se activan tras la isquemia cerebral; el factor
inducible por hipoxia (HIF-1) y la activacion de los receptores NMDA por el glutamato.
La administracion del inhibidor de la iNOS aminoguanidina tras la isquemia focal en
ratas reduce el volumen de infarto y el déficit neurologico, e inhibe la disminucion de

los niveles de ATP y el incremento de glutamato cerebral inducidos en la isquemia .

Los efectos toxicos del NO parecen estar relacionados con la formacion de
peroxinitrito (ONOQO"). El NO producido en grandes cantidades reacciona tres veces
mas rapidamente con el anidon superdxido (O,7), dando lugar a ONOO", que con la

enzima detoxificadora superoxido dismutasa, que genera peroxido de hidrégeno (H,O,).
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ONOO tiene mayor capacidad oxidante que O,", produciendo entre otros efectos
deletéreos peroxidacion lipidica, dafio a proteinas por nitracion de tirosina, oxidacion y
nitrosilacion de grupos sulfidrilo y rotura del ADN. Si esta tltima es lo suficientemente
severa, la activacion de la enzima de reparacion nuclear poli-ADP ribosa polimerasa
(PARP) provoca una disminucién masiva de las reservas energéticas de la célula y
estimula la sintesis de factores proinflamatorios a través de NK-kB. Ademas, el ONOO

es capaz de inducir la liberacion de neurotransmisores !

Las principales fuentes de O,", a través del cual se llega a formar el ONOO", son
las siguientes: a) la metabolizacion del 4acido araquidonico por las enzimas
ciclooxigenasa, lipooxigenasa y epooxigenasa; b) la degradacion de los nucleodtidos de
adenina por las enzimas xantina oxidasa y NADPH oxidasa; c) la inhibicién de la
respiracion mitocondrial por inhibicion de la enzima citocromo c oxidasa; y d) el
desacoplamiento de eNOS en condiciones de escasez de L-arginina (p.¢j., la activacion

de la arginasa endotelial por TNF-a) y/o del cofactor BH, (cuya sintesis esta limitada

por GTP ciclohidrolasa) (Figura 10) 21521, m
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Asimismo, la accion nociva del NO puede darse a través de otros mecanismos
como la inhibicién de enzimas antioxidantes (como la glutation peroxidasa y citocromo
¢ oxidasa de la cadena respiratoria mitocondrial) **, la nitrosilacion de enzimas (como
PKC, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa y caspasas) o mediante la interaccion con

el hierro presente en grupos hemo o no hemo de enzimas (como el citocromo P450) ',
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Por ultimo, el NO induce la fusion de vesiculas sinapticas a la membrana, con
liberacion de neurotransmisores como el glutamato a la hendidura sindptica,

contribuyendo aun mas al dafio por excitotoxicidad '3'2"7,

El estrés oxidativo, es decir, la exposicion de las células a concentraciones
anormalmente elevadas de ROS (O,", H,0,) y especies reactivas de nitrogeno (RNS)
(NO, ONOQ), ademas de a los radicales libres generados del metabolismo normal,
parece ser un elemento crucial en el desarrollo de DV y EA *'*#!, La oxidacion lleva a
la produccién de alteraciones de la BHE y esto hace que los vasos cerebrales queden
expuestos a los efectos nocivos de numerosas sustancias, como prostaglandinas
circulantes, factores procoagulantes, productos de glicosilacion derivados de reacciones
no enzimaticas bajo condiciones de estrés oxidativo sobre la glucosa y las proteinas
(advanced glycated products) y productos de peroxidacion lipidica. La ruta
NO/O,/ONOO" también puede desencadenar apoptosis (a través de p53, p21"#, Bax y
CD95), degeneracion de neuronas y disfuncion de las células endoteliales en la
microvasculatura cerebral . La disminucion de la ruta NO/cGMP reduciria el aporte
de sangre y oxigeno cerebral y favoreceria la adhesion plaquetaria y agregacion
leucocitaria, y de este modo disminuiria la resistencia neuronal a la isquemia. En el
cerebro normal, este desequilibrio entre el NO protector y el estrés nitrosidativo
citotoxico es compensado por la superoxido dismutasa y otros antioxidantes; en DV y
EA, estos mecanismos defensivos parecen ser insuficientes. En la EA, se ha demostrado
ademas que AP puede estimular la produccion de NO por iNOS directamente y por
eNOS y/o nNOS a través del incremento del Ca*" intracelular en cortex e hipocampo, y

este proceso aumenta ain mas los niveles de ONOO™ citotoxico **.

2.3.- La muerte celular en la demencia vascular y la enfermedad de

Alzheimer.

La muerte neuronal puede tener lugar de forma controlada (muerte celular
programada) mediante la activacion de unas cisteina proteasas denominadas caspasas
(muerte celular tipo I o apoptosis) o mediante la activacion de otras cisteina proteasas
conocidas como calpainas y/o catepsinas (muerte celular tipo II o autofagia) o puede

tener lugar de forma incontrolada (muerte celular tipo III o necrosis) ***.
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La apoptosis constituye un proceso celular genéticamente controlado por el que
las células inducen su propia muerte en respuesta a una serie de estimulos. La apoptosis
es muchas veces un proceso fisioldogico. Se estima que mas de la mitad de las neuronas
del SNC de los vertebrados son eliminadas mediante apoptosis durante el desarrollo
embrionario y la temprana maduracion postnatal para ajustarlas a las células diana que
requieren inervacion. En la edad adulta, juega un papel fundamental en la remodelacién
de los tejidos y la regulacion de la respuesta inmunitaria **?%, Las consecuencias de una
incorrecta respuesta apoptotica son graves: la incapacidad de las células de iniciar la
apoptosis en respuesta al dafio sufrido por el ADN estd implicada en el desarrollo de
tumores, mientras que la inapropiada activacion del fenémeno apoptotico se ha visto
que contribuye al desarrollo de enfermedades neurodegenerativas como la EA %27, Por lo

tanto no es de extrafiar que el proceso apoptético esté estrechamente regulado.

La apoptosis se desencadena como respuesta a diferentes estimulos: déficit de
factor de crecimiento y neurotrofinas, glutamato, Ca*’, radicales libres, TNF-a, dafios
tanto en el ADN como en la mitocondria, etc ***. La neurona apoptdtica sufre entonces
una serie de cambios morfoldgicos definidos que la diferencian de la neurona necrotica:
la célula se redondea y retrae de las vecinas (se pierden las uniones célula a célula),
aparecen gran cantidad de invaginaciones en la membrana citoplasmatica, la cromatina
se condensa, el nicleo se fragmenta y finalmente las invaginaciones citoplasmaticas se
cierran haciendo que la célula se divida en pequefios fragmentos rodeados de membrana
(cuerpos apoptoticos) que son retirados por fagocitosis sin provocar una respuesta
inflamatoria **°. A diferencia de las células necroticas, donde la membrana plasmatica
resulta dafiada en etapas tempranas, la célula apoptdtica mantiene intacta la membrana
plasmatica hasta las ultimas etapas de la muerte y asi evita el vertido de su contenido

intracelular potencialmente peligroso para las células vecinas >,

Los cambios morfoldgicos caracteristicos de la apoptosis son producidos por una
cascada de eventos proteoliticos en la que participa una familia de proteasas cisteinil-
aspartato llamadas caspasas. Hasta el momento se han identificado 11 miembros de la
familia de las caspasas en humanos, reconociéndose tres categorias funcionales:
caspasas iniciadoras, efectoras e inflamatorias. Las caspasas iniciadoras (2, 8, 9 y 10)

activan a las efectoras, y las efectoras (3, 6 y 7) escinden otras proteinas *'.
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Las caspasas 1, 4, 5 y 14 estdn mas involucradas en la regulacién de las
citoquinas inflamatorias, aunque pueden promover de forma indirecta la activacion de
rutas de muerte apoptotica ?'. En general, las caspasas se sintetizan como proenzimas o

zimoOgenos inactivos (procaspasas) que se activan por dos rutas apoptdticas principales:

La via extrinseca de la apoptosis requiere de la estimulacion de receptores de
membrana que poseen un dominio intracitoplasmatico, el dominio de muerte (DD).
Estos receptores pertenecen a la superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral
(TNFR), cuyos principales miembros son TNFR1, Fas/CD95 (Apo-1), DR3 (Apo-3),
DR4, DRS (Apo-2) y DR6. Cada uno de estos receptores cuenta con uno o varios
ligandos para su activacion: FasL es el ligando de Fas, TNF puede activar a TNFR1, el
ligando TRAIL (ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF-a) puede activar a
DR4 y DR, etc. Una vez que se une el ligando a su receptor, se reclutan unas proteinas
adaptadoras (pej, FADD en el caso de Fas) responsables de la union y la activacion de
las caspasas 8 6 10. El complejo formado por el DD, FADD vy la caspasa 8 recibe el
nombre de complejo de sefializacion de induccidon de muerte (DISC). Las caspasas 8 6
10 actiian a su vez sobre las caspasas efectoras, y éstas sobre sus respectivos blancos,

principalmente citoesqueleto y ADN 2,

La via intrinseca depende de la liberacion al citosol de proteinas mitocondriales
del espacio intermembrana. La mitocondria tiene un papel importante en la apoptosis
como reservorio de multiples proteinas apoptogénicas: citocromo c, “segundo activador
de caspasas derivado de la mitocondria/ proteina de union a proteinas inhibidoras de
apoptosis (IAP) con bajo punto isoeléctrico” (Smac/DIABLO), factor inductor de
apoptosis (AIF), endonucleasa G, procaspasas 2, 3, 8 y 9, y la proteasa de serina
mitocondrial de codificacion nuclear, HtrA2/Omi. Respondiendo al estrés celular, estos
factores se liberan desde la mitocondria a través de los poros de transicion de
permeabilidad mitocondrial (mPTP). El citocromo c, junto con la procaspasa 9, el
factor-1 de actividad proteasa apoptotico (Apaf-1) y el ATP forman el apoptosoma, el
cual cataliza la activacion de procaspasa-9 a caspasa-9. A su vez, la caspasa-9 activa a
las caspasas efectoras, que originan la fragmentacion de ADN mediante la activacion de
la endonucleasa DNasa activada por caspasas (CAD). La caspasa-3 también cataliza a

PARP, de este modo se inhibe el consumo de ATP y se mantiene el apoptosoma >3,
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Por otra parte, la liberacion de Smac/DIABLO y HtrA2/Omi anula la inhibicion
de caspasa-9 y caspasa-3, con lo que contribuye a la apoptosis. La apertura de los mPTP

esta regulada por varias proteinas de la familia Bcl-2 ",

La familia de proteinas Bcl-2 se caracteriza por poseer dominios homoélogos a
Bcl-2 (nombre del primer miembro descubierto, de linfoma de células B) conocidos
como dominios BH. Estas proteinas se dividen en tres subfamilias: una con miembros
de funcién antiapoptdtica denominada subfamilia Bcl-2 que incluye a los miembros
Bcl-2, Bel-xl, Bel-w, Mcl-1 y Al, todos con los cuatros dominios BH, y dos subfamilias
de miembros proapoptoticos: la subfamilia Bax que incluyen a Bax, Bok y Bak con tres
dominios BH y la subfamilia BH3-only que incluye a Bim, Bid, Bik, Bmf, Bad, Hrk,
PUMA (modulador de apoptosis sobre regulado por p53) y NOXA que como su nombre
indica solo poseen un dominio BH3 ****, Estas proteinas estin sujetas a diferentes
mecanismos de control, como en el caso de Bax y PUMA, cuya expresion puede ser

inducida por la accion del factor de transcripcion p53 .

La proteina p53, codificada por el gen supresor tumoral 7p353, es un factor de
transcripcion que regula importantes procesos celulares, tales como el control del ciclo
celular, la reparacion del ADN, la senescencia y la apoptosis *’. Los niveles de la
proteina p53 se someten a un control férreo que resulta en una vida media corta (10-30
minutos). En condiciones normales, los niveles de p53 son bajos en la mayoria de tipos
celulares, incluidas las neuronas **. Ello se debe a que el extremo amino-terminal de
p53 interacciona con la E3 ubiquitina proteina ligasa MDM-2 (murine double minute-
2), o su homologo en humanos HDM2, que dirige la translocacion de p53 desde el

nucleo al citosol donde esta proteina es ubiquitinada y degradada via proteosoma **’.

La acumulacion y activacion transcripcional de p53 ocurre rapidamente en
respuesta a una amplia variedad de insultos que incluyen dafio al ADN, estrés oxidativo,
compromiso metabolico o excitotoxicidad (Figura 11). Dependiendo del estimulo
estresante inicial, la activacion de p53 tiene lugar a través de distintas rutas que pueden
interactuar entre ellas **’. Los mecanismos moleculares que median la activacion de p53
en condiciones de estrés celular incluyen la fosforilacion y acetilacion de p53, la

interferencia con el sistema HDM2/MDM?2 o la inhibicién de la actividad proteosomica.
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Figura 11. Muerte neuronal dependiente de p53 (modificado de Culmsee y Mattson, 2005) **7.

Las funciones biologicas de p53 se deben, en gran parte, a su papel de factor de

transcripcion. La detencion del ciclo celular por p53 en la transicion G1/S se atribuye a

la induccion del inhibidor de quinasas dependientes de ciclina, p2

1"y la reparacion

del ADN, a Gadd45 **. Por el contrario, p53 puede inducir apoptosis por activacion

transcripcional de los siguientes genes proapoptdticos

a)

b)

©)

d)

236,237.

NOXA, PUMA y Bax. Se translocan a la mitocondria, donde median la apertura de
los mPTP y la liberacion de factores apoptoticos, incluidos citocromo ¢ y AIF.
Proteina inducida por acetato p53 1 (p53AIP), Peg3/Pwl, Siah-1a (un inhibidor de
p-catenina) y SIVA. Acthan de un modo similar mediante la interaccién con
miembros proapoptoticos de la familia Bel-2 a nivel de la mitocondria.

Genes inducibles por p53 (PIG). Los PIG participan en procesos como oxidacion
celular y expresiéon de receptores de muerte (Fas/CD95, DR5 o PIDD). Bid
interviene en la apoptosis inducida por receptores de muerte tras ser proteolizada por
la caspasa-8, dando lugar a la forma truncada tBid que provoca la insercion de Bax
en la membrana mitocondrial, intercomunicando la via extrinseca con la intrinseca.
La proteina con un dominio de muerte inducida por p53 (PIDD) tras autoproteolisis
genera un fragmento (PIDD-CC) capaz de interaccionar con la caspasa 2 formando
un complejo proteico (PIDDsoma) que regula la apoptosis inducida por estrés **!
Apaf-1. Promueve la apoptosis tras la formacion del apoptosoma con el citocromo ¢
y la caspasa-9.

Perp. Un nuevo tipo de efector letal regulado por p53 que, a diferencia de las

proteinas que poseen BH3, se localiza en la membrana plasmatica, no en mitocondria.
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p53 también puede promover la apoptosis por represion transcripcional de
factores de supervivencia como Bcl-2, MnSOD y las IAP’s expresados por el factor
nuclear kB (NF-xB) . p53 y NF-kB compiten por unirse a los cofactores histona acetil

) 242

transferasa p300 y proteina de union a CREB (CBP)“*, cuya disponibilidad en el nucleo

es limitada. Asi la activacion de p53 interfiere en la transcripcion mediada por NF-«xB.

Ademas del control transcripcional de la maquinaria de muerte celular, una
fraccion estabilizada de p53 puede translocarse a la mitocondria formando complejos
con Bax, Bak o Bcl-xL, condicionando directamente la liberacion de citocromo ¢ y la
activacion de caspasas 2%, Este proceso sucede en las sinapsis y serviria para acelerar

y amplificar la respuesta mediada por transcripcion, en principio mas lenta **.

El factor de transcripcion p53 esta implicado en la apoptosis neuronal tras la
isquemia cerebral **’. La activacion de p53 en neuronas y astroglia se produce 3 horas
después de la isquemia, alcanza su maxima expresion a las 12 horas y disminuye a las
24 horas *°. Los niveles de p53 son especialmente elevados en la periferia del infarto
(“area de penumbra”) en la isquemia cerebral focal, en las neuronas del hipocampo CA1
tras la isquemia cerebral global transitoria (tCGI) y en la isquemia prosencefalica
transitoria ***°, El incremento de p53 se correlaciona con el grado y la duracion del
dafio isquémico®'. También se eleva p53 en el area perihematoma de las hemorragias
intraparenquimatosas 2. De modo similar, la hipoxia induce la expresion de p53 en el
endotelio cerebral. La administracion del inhibidor selectivo de p53 pifitrina (PFT) a las
3-6 horas del inicio de la isquemia reduce el tamafio del infarto en modelos animales **.
PFT también protege a las neuronas hipocampicas frente a la deprivacion de oxigeno ***.

Asimismo, los ratones deficientes en p53 son menos vulnerables al dafio isquémico >,

El papel de p53 en la EA se ha reforzado por el hallazgo de una mayor
inmunorreactividad para p53 en las neuronas dafiadas de pacientes con EA. En modelos
de roedores, el aumento de p53 neuronal se asocia con la expresion citoplasmica de Ap.
También se han detectado niveles elevados de p53 en cerebros de pacientes con
sindrome de Down y una mayor vulnerabilidad de las neuronas que expresan la forma
mutada de presenilina-1 a la muerte mediada por p53. La contribucion de un cambio

conformacional de p53 en los pacientes con EA esta por esclarecer® %%,
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Por ultimo, el p53 también modula la autofagia. La autofagia proporciona
energia y estructuras metabdlicas a las células reciclando los organulos dafiados o
envejecidos y los agregados proteicos y, de este modo, favorece la supervivencia celular
ante condiciones de estrés. Los efectos del p53 sobre la autofagia parecen depender de
su localizacion intracelular. El p53 nuclear puede estimular la autofagia mediante la
induccion de la transcripcion del modulador de la autofagia regulada por dafios
(DRAM, Damage-Regulated Autophagy Modulator), una proteina que se cree se
localiza en la membrana lisosoémica, o inhibiendo la actividad de las proteinas mTOR
(Mammalian Target of Rapamycin) mientras que el p53 citoplasmdtico inhibe la
induccion de la autofagia activando las mTOR *%'*%*, Por lo tanto, el equilibrio entre la
apoptosis y la via autofagia-lisosémica puede determinar el destino de las neuronas

afectadas por enfermedades neurodegenerativas.

3.- Genética de la demencia vascular y la enfermedad de

Alzheimer.

3.1.- Genética de la demencia vascular.

A pesar de que la DV constituye la segunda forma mas frecuente de demencia
tras la EA, los estudios sobre su base genética han sido limitados en comparaciéon con
aquellos sobre EA. Hasta el momento la investigacion genética en DV se ha centrado
principalmente en el ictus y sus fenotipos intermedios, como la leucoaraiosis o la
patologia carotidea *®. Se conoce la agregacion familiar y alta heredabilidad de estos

rasgos intermedios 2%

. En 2006, Leblanc y cols sefalan que los determinantes
genéticos de DV podrian incluir genes que confieren riesgo de enfermedad
cerebrovascular (ECV) y genes que determinan respuestas del tejido cerebral a la ECV
(p.ej., unidad neurovascular mas o menos susceptible al dafio o a la capacidad de
autorreparacion tras el dafio isquémico agudo o cronico) *°. Si bien se ha progresado en
identificar genes del ictus, poco se ha avanzado en el descubrimiento de genes de otro

tipo *°. El estudio de las causas genéticas de DV podria ser una herramienta diagndstica

y fuente de nuevas dianas terapéuticas.

3.1.1.- Enfermedades monogénicas causantes de demencia vascular.
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Varias alteraciones monogénicas con defectos genéticos bien conocidos se
asocian con DV. La causa mas frecuente de DV hereditaria es la arteriopatia cerebral
autosémica dominante con infartos subcorticales y leucoencefalopatia (CADASIL). Se
trata de una enfermedad hereditaria autosémico dominante (AD), poco frecuente,
caracterizada por presentar migraia con aura e infartos lacunares de repeticion que

27 La causa de la

evolucionan a DV subcortical y manifestaciones psiquidtricas
enfermedad es la mutacion en el gen NOTCH3 del cromosoma 19p13.1 2%, Todas las
mutaciones identificadas hasta la fecha se localizan en los primeros 23 exones que
codifican la porcion extracelular del receptor Notch3. Las mutaciones son
estereotipadas y en un 95% de los casos éstas suponen una sustitucion de un aminoéacido
por otro, lo cual conduce a la ganancia o pérdida de un residuo de cisteina en las

repeticiones en tdndem de factores similares a los factores de crecimiento epidérmico

(EGF) de la porcion extracelular del receptor Notch3 .

Como consecuencia de este desemparejamiento de los residuos de cisteina, se
altera la disposicion espacial de la proteina Notch3 en las células musculares lisas del
tejido arterial y se favorece su depdsito en la pared de los vasos de mediano y pequefio
calibre de diferentes 6rganos como bazo, corazon, rifion, intestino, musculo y piel. Se

desconoce el motivo de porqué sus manifestaciones clinicas se centran en el SNC *°,

El 78% de las 200 mutaciones en el gen NOTCH3 descritas hasta la actualidad
se encuentran en los exones 3, 4, 6, 11 y 19. Las mutaciones en poblacion europea se

localizan con mayor frecuencia en el exon 4 y posteriormente en los exones 3, 5, 6 'y

11277 siendo el ex6n 3 el segundo sitio de mutacion mas frecuente en las poblaciones

francesa, britanica y alemana, y el exon 11, en poblacion holandesa (Figura 12). En
cambio, en asiaticos el exdn 4 no es el sitio de mutacion mas frecuente ">,

Figura 12. Distribucién de las mutaciones en los exones de Notch3 y su estructura proteica. La
distribucion fue incorporada de las poblaciones europeas. Repeticiones EGF, repeticiones del factor
similar al factor de crecimiento epidérmino; TM, transmembrana (modificado de Kim y cols, 2011) .
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Otra DV de herencia mendeliana es la angiopatia amiloide cerebral (AAC), que
supone el acimulo de amiloide en el parénquima cerebral y en las paredes del arbol
vascular cerebral, que en algunos casos ocasiona la rotura de dichos vasos y, por tanto,
la apariciéon de hemorragias cerebrales y DV. La AAC hereditaria es mucho menos
frecuente, suele comenzar a una edad menos avanzada y muestra manifestaciones
clinicas mas variadas que la forma esporadica. El trastorno puede deberse a mutaciones
en genes relacionados con la sintesis o el metabolismo de AP, donde también se ubican
mutaciones que producen EA familiar, como en el gen de la proteina precursora del
amiloide (APP, del cromosoma 21), que incluye la duplicaciéon y las mutaciones
flamenca (Ala21Gly), holandesa (Glu22Gln), artica (Glu22Gly), italiana (Glu22Lys), de
Piamonte (Leu34Val) y de Iowa (Asp23Asn) **?”°, 0 en el gen de la presenilina 1
(PSENI, del cromosoma 14) o de la presenilina 2 (PSEN2, del cromosoma 1) 2.

Existen mutaciones en otros genes que provocan AAC hereditaria por deposito
de proteinas amiloideas diferentes de AP. Entre estas alteraciones genéticas estan la de
la  transtirretina  (ATTR, cromosoma 18), que produce amiloidosis
oculomeningovascular 'y manifestaciones clinicas variables, como demencia,
convulsiones, episodios ictales, hemorragia subaracnoidea, amiloidosis en el vitreo
ocular, sordera, ataxia, mielopatia, radiculopatia, polineuropatia y neuropatia
disautonomica **'; la cistatina C (ACys, del cromosoma 20), que ocasiona hemorragia
cerebral hereditaria por amiloidosis de tipo islandesa **; la gelsolina (AGel, cromosoma
9), que causa amiloidosis familiar de tipo finlandés **; la proteina prionica celular
patogena (PrP*, cromosoma 20), que produce manifestaciones clinicas variables, a
veces como un sindrome de Gerstmann-Striussler-Scheinker **’; y mutaciones en el gen
BRI2 (cromosoma 13), que producen el depdsito de la proteina ABri, causando la
demencia britdnica familiar, que cursa con paraparesia o tetraparesia espdstica, ataxia
cerebelosa, infartos lacunares y leucoaraiosis; o de la proteina ADan, causando la
demencia danesa familiar o heredoencefalopatia otooftalmologica, con -cataratas,

retinopatia, sordera, ataxia progresiva, psicosis paranoide y demencia #2284,

Otros ejemplos de enfermedades monogénicas en las que la DV es un
componente importante del espectro fenotipico de las mismas se recogen en la

tabla 14 28527,
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Tabla 14. Otras enfermedades monogénicas causantes de DV.

Enfermedad Gen Cromosoma Herencia'

CARASIL (arteriopatia cerebral de herencia AR con HTRA1 10926.3 AR

infartos subcorticales y leucoencefalopatia)

Anemia de células falciformes HBB y otros genes de 11pl5.4 AR
la hemoglobina

Enfermedad de Fabry Galactosidasa [GLA] Xq22 XL-R

Homocisteinuria Cistationin B-sintetasa, 21q22.3, AR
MTHRF 1p36.22

HERNS (vasculopatia cerebrorretiniana, TREX1 3p21.31 AD

endoteliopatia hereditaria con retinopatia, nefropatia

e ictus)

' AR, autosdmica recesiva; AD, autosémica dominante; XL-R, recesiva ligada a X

Estas enfermedades monogénicas pueden ser utiles para el estudio de la DV
porque conforman cohortes de pacientes que comparten una patologia vascular comun,
eliminando la heterogeneidad en la etiologia de la enfermedad que encontramos en
poblacion general . Los descubrimientos llevados a cabo en ellas pueden contribuir a la

mejor comprension de los mecanismos patogénicos que ocasionan DV.

3.1.2.- Polimorfismos genéticos en demencia vascular.

El término polimorfismo se emplea para definir a aquellas mutaciones que
aparecen en mas del 1% de la poblacion. Entre los polimorfismos se incluyen los SNPs
(single nucleotide polymorphism), que se originan como resultado de la sustitucion de
una sola base, las VNTRs (variable number of tandem repeats) y las STRs (simple
tandem repeats) que se producen como resultado de una inserciéon o deleccion de una
seccion del ADN, y los polimorfismos de grandes inserciones/delecciones. El genoma
humano contiene entorno a 10-20 millones de SNPs. Los SNPs que se localizan en
regiones codificantes, aproximadamente 100.000-300.000 SNPs, al producir variaciones
de aminodcidos, pueden originar una proteina variante (variante polimoérfica) y causar

cambios del fenotipo #%2%,

La DV esporadica podria ser causada por efectos tanto individuales como
epistaticos de multiples genes bajo varias influencias ambientales. Tal complejidad se
traduce en la dificultad que tienen los genetistas para descubrir determinantes genéticos,
y la incompleta penetrancia de la DV hace tal descubrimiento ain mas dificil. Las
aproximaciones tipicas para identificar factores genéticos son los analisis de ligamiento

y los estudios de asociacion 7.
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Los andlisis de ligamiento para enfermedades tan complejas han tenido menos
¢xito en el descubrimiento de determinantes genéticos que los estudios de asociacion.
No obstante, la mayoria de las descripciones de asociaciones genéticas con DV se
limitan a uno o dos estudios por cada gen candidato (Tabla 15). Ademas, la
significacion de estas asociaciones con algunos genes candidatos no se ha reproducido,
como es el caso de la enzima convertidora de angiotensina I (ECA-I) **°. Sélo dos
metaanalisis han sugerido que los sujetos portadores del alelo €4 de la apolipoproteina E
(ApoE)*' y aquellos de origen asiatico con el genotipo TT del polimorfismo C677T de

la 5,10-metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR)**tenian un mayor riesgo para la DV.

Esta inconsistencia en los resultados puede ser causada por diferencias genéticas
propias de la estructura de la poblacion, distintas exposiciones ambientales y/o por
asociaciones con falsos positivos o falsos negativos. Algunas asociaciones con falsos
negativos se sospechan en estudios con un pequefio tamafio muestral, en los que es
improbable conseguir un cierto grado de poder estadistico (<0.8). Sin embargo, el poder
estadistico puede variar, incluso con el mismo tamafio muestral, debido a una diversidad
de factores: la proporcion de casos con respecto a los controles, la prevalencia de la

enfermedad, la frecuencia del alelo de riesgo y el desequilibrio de ligamiento®””.

La incorporacion de la epistasis al analisis de la DV explicaria una gran porcioén
de la variacion fenotipica. Sin embargo, los estudios de asociacién con multiples genes
en DV son practicamente anecdodticos. Fung y cols observaron que el genotipo -110CC
en la region promotora de HSP 70-1 (OR=3.22) y el genotipo -1031TC en la region
promotora de TNF-a (OR=2.32) se asocian con susceptibilidad para la DV de forma
individual, pero que el genotipo combinado TC/CC de TNF-a y CC de HSP 70-1
suponia un incremento significativo del riesgo para la DV (OR=10.09, P<0.05) **. Otro
ejemplo es la asociacion de los alelos (CGG)s de VLDLR y ApoE &4 con DV ***, Kim y
cols analizaron simultaneamente la susceptibilidad para DV de 12 genes candidatos y
encontraron que la accion simultanea de las secuencias missense ProlOLeu del gen
TGF-B1 y T235M del gen de la angiotensina indicaba una epistasis sinergistica
considerable **. Este mismo efecto se ha observado entre la familia con secuencia
similar 134, miembro B (FAM134B, rs10041159) y la superfamilia de receptores del
TNF, miembro 19 (TNFRSF19, rs9317882) (P<0.05) en un estudio posterior **°.
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Tabla 15. Polimorfismos genéticos asociados con riesgo para DV

Gen (simbolo,
localizacion)

Interleuquina-1la
(IL-1a, 2q14)
Interleuquina-1b
(IL-1b, 2q14)
Interleuquina-6 (7p21)
Factor de necrosis
tumoral o (TNF-a,
6p21.3)

Factor de crecimiento
transformante f3-1
(TGFp1, 19q13.1)

Metaloproteinasa de
matriz 1 (11q22-q23)
Metaloproteinasa de
matriz 3 (11923)
Metaloproteinasa de
matriz 9 (MMP-9,
20q11.2-13.1)

Molécula de adhesion
intracelularl (ICAM1,
19p13.3-13.2)
Apolipoproteina E
(ApoE, 19q13.2)

Paraoxonasa 1 (PONI1,
7q21.3)

Paraoxonasa 2 (PON2,
7921.3)

Factor de transcripcion
de union al elemento
regulador del esterol 2
(SREBF2, 22q13)
Receptor de
lipoproteinas de muy
baja densidad (9p24)
Enzima convertidora
de angiotensina
I(ECA-I, 17q23.3)
Angiotensinégeno
(1g42-43)

Glutation S-
transferasa ®-1
(GSTO-1, 10g25.1)
Proteina de shock
térmico 70-1 (6p21.3)
Receptor del factor de
crecimiento tipo
insulina 1 (IGF-1R,
15926.3)

5,10-
metilentetrahidrofolato
reductasa (MTHFR,
1p36.3)

Polimorfismo
ID

C-889T
C-511T

G-174C
I. T-1031C

II. C-857T
Prol0Leu
G-1607GG
- 1171

5A/6A
C-1562T

Lys469Glu

e4

I. T-107C
I1.GIn192Arg
Cys311Ser

G34995T

~ 19 (CGG)n

287 bp

Ins/Del

T235M

Alal40Asp

A-110C

G3179A

Ala222Val

Localizacion

Promotora

Promotora

Promotora
Promotora

Promotora
Exon

Promotora

Promotora

Promotora

Exon

Promotora

Promotora
Exon
Exon

Intron

5"UTR

Intron

Exon

Exon

Promotora

Exon

Exon

Ins/Del, insercion/deleccion; UTR, region no traducida.

Factor de
riesgo

CT

TT

GG
T, CuTur, Tu T

C]C[[h

Leu

Leu/Leu

2G

2G2G, 2G1G
S5A, 5A5A

T, TT

ESEB

e4

TiT,, Argn
T;Argnh
Ser

GT

(CGG)5

Del

M, MM+ TM

Asp/Asp

TT

Referencias®
Autor

Wang (2007)*’

Yucesoy
(2006)**

Pola (2002)*°

McCusker
(2001)**
Fung (2005)**

Kim (2006)*""

Peila (2007)*
Flex (2006)*®

Flex (2006)™

Flex (2006)**

Pola (2002)**

Davidson
(2006)**
Baum (2006)**

Helbecque
(2004)*"
Janka (2002)*®

Kim (2005)*

Helbecque
(2001)**

Pandey
(2009)*"°

Kim (2006)""

Kolsch
(2004)*'>

Fung (2005)**

Garcia (2006)*"

Zuliani
(2001)**
Chapman
(1998)*"

Pais
China
Japon
Italia
Reino

Unido,
China

Corea del
Sur,
Japon
Italia

Italia

Italia

Italia

Reino
Unido,
China
Francia

Hungria

Corea del
Sur

Francia

India

Corea del
Sur

Alemania

China

Suecia

Italia

Israel

Casos/
Controles
82/209
104/517

122/134
81/235

57/109
207/207

99/491
193/223

193/223

193/223

107/115

89/766

144/251

24/242

55/51

207/207

47/179

80/170

207/207

97/280

57/109

75/209

60/54

41/4

64



Capitulo 1. INTRODUCCION

*El superindice h indica haplotipo, los subindices en niimeros romanos (I, II, o III) indican el nimero de locus, y el
subindice en numero arabigo (5) indica el nimero de repeticiones.

®Los articulos fiables y/o recientes son preferentemente citados al considerar el criterio diagnostico, el ajuste por
factores de riesgo, la clasificacion por subtipos y el tamafio de muestra para los casos.

A parte de los estudios de asociacion de genes candidatos, la gran revolucion en
genética de los ultimos anos ha sido la apariciéon de los estudios de asociacion de
genoma completo (Genome Wide Association Studies, GWAS) con los nuevos arrays
de alta densidad que permiten screenings rapidos de entre 100.000 y 1.000.000 SNPs?>'¢.
Recientemente, un consorcio internacional de genética e ictus (CHARGE) ha realizado
GWAS de leucoaraoisis e identificado un nuevo locus en el cromosoma 17g25 3.
También se tendra que confirmar si el reciente hallazgo derivado de un estudio de

GWAS relacionando DV con rs12007229, localizado en el cromosoma X y proximo al

gen del receptor androgénico (AR), puede ser replicado por grupos independientes *'%.

No obstante, existe otro abordaje que no necesita recursos humanos y
financieros tan grandes y, por sus caracteristicas, posee un gran potencial de generar
resultados mas enfocados en los problemas clinicos, con aplicabilidad a corto plazo: los
estudios basados en las vias fisioldgicas y fisiopatologicas de los sistemas biologicos.
Como hemos mencionado, hasta ahora en la DV se han estudiado genes candidatos

implicados en el metabolismo lipidico, la angiotensina y la inflamacion, principalmente.

3.2.- Genética de la enfermedad de Alzheimer.

3.2.1.- Formas monogénicas de enfermedad de Alzheimer.

Aunque la EA es generalmente un trastorno esporadico, en cuya aparicion
interviene una susceptibilidad genética, existen casos familiares relacionados con
mutaciones en una serie de genes. El 60% de las formas tempranas de la enfermedad
con debut clinico antes de los 60 afios son formas familiares de la enfermedad, que se

319 Hasta el momento se

transmiten con herencia dominante y penetrancia casi completa
han identificado mutaciones determinantes de EA familiar de inicio temprano en los
genes de la presenilina 1 (PSENT1), la presenilina 2 (PSEN2) o la proteina precursora de

amiloide (APP) (http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/) **°.

3.2.1.1.- Enfermedad de Alzheimer y mutaciones en el gen APP (21q.21.3-q22.05).
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La implicacion de un gen localizado en el brazo largo del cromosoma 21 se
sospecho por la asociacion entre el sindrome de Down (trisomia 21) y la EA, asi como
por los resultados preliminares de los estudios de ligamiento y se confirmo tras
encontrar varias mutaciones en el gen APP en una serie de familias con EA de origen
britanico y japonés **'. Hasta hoy se han descrito 32 mutaciones distintas en 86 familias
diferentes **°. Estas mutaciones se producen en menos del 10-15% de los casos de EA
familiar de inicio temprano **2. Las mutaciones de APP en la region N-terminal generan
una mayor cantidad total de AP mientras que las mutaciones en el C-terminal dan lugar
a una mayor cantidad de péptido AP, el cual tiene una mayor tendencia a agregarse y
acumularse en placas amiloides. La media de edad de inicio de la EA oscila entre los 48
y los 55 afos. La penetrancia de estas mutaciones es casi completa a los 60 afios,
aunque existen casos documentados de ausencia de penetrancia ligada al haplotipo
protector APOE ¢€2; en cambio, la presencia de un alelo APOE &4 puede favorecer una

aparicion precoz de la enfermedad "%,

3.2.1.2.- Enfermedad de Alzheimer y mutaciones en los genes PSEN1 (14q.24.3) y
PSEN2 (1q42.1).

Las mutaciones en los genes PSEN1 y PSEN2 representan el 18-50% y <5% de
los casos de EA familiar de inicio temprano, respectivamente. Existe una homologia del
84% entre los productos de los genes PSEN1 y PSEN2, que son proteinas
transmembrana de 467 y 448 aminoacidos. Las presenilinas constituyen un cofactor de
la y-secretasa, necesario para la sintesis de los péptidos AP. Las mutaciones en estos
loci alteran el procesamiento AP, incrementando la relacion APs/AP4 y favoreciendo el
deposito de péptidos AP *'°*%. Se han identificado 177 mutaciones (la mayoria en los
exones 5y del 8 al 11) en el gen PSEN1 en 392 familias de diferentes origenes étnicos,
mientras que para el gen PSEN2 se han detectado 14 mutaciones en 23 familias rusas,
italianas y holandesas *******%, Los defectos en PSEN1 causan las formas mas severas y
tempranas de EA, con una gran variabilidad en la edad de inicio (25-65 afios), mientras
que en las mutaciones del gen PSEN2, la edad de inicio suele ser mayor (45-88 afios)**.
En estas familias, el genotipo ApoE no parece influir en la edad de aparicién de la
EA*". La afasia con mioclonias, las crisis epilépticas y la semiologia extrapiramidal son

rasgos fenotipicos caracteristicos de las mutaciones en el gen PSEN1 **,
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En las familias con mutaciones del gen PSENT1 la penetrancia es practicamente
completa a los 60 afios, mientras que en aquellas con mutaciones del gen PSEN2 se han

constatado casos de no penetrancia por encima de los 80 afios y fenocopias *".

3.2.2.- Polimorfismos genéticos en enfermedad de Alzheimer.

Mas del 90% de los casos de EA parecen ser esporadicos y tener una edad de
inicio tardia (>60 afios). El principal factor de riesgo genético asociado a la EA de inicio
tardio sigue siendo, casi 20 afnos después de su descubrimiento, un polimorfismo del
gen ApoE, aunque hasta hoy se han realizado mas de 1395 estudios de asociacion con

mas de 2973 polimorfismos en 695 genes candidatos (Figura 13) *'.
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Figura 13. Genes/loci que contienen al menos un polimorfismo que muestra una OR total
significativa para EA en el analisis de todos los estudios.
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Estos se clasifican del siguiente modo: genes/loci con SNP descubiertos en estudios de asociacion (A) o
GWAS (0), genes/loci de riesgo (amarillo) o protectores (verde) para EA. Paralelamente se muestran en
rojo las regiones asociadas a EA en los analisis de ligamiento (modificado de http://www.alzgene.org) *'.

La apolipoproteina E es una glucoproteina plasmatica implicada en el transporte
de colesterol y otros lipidos en los diferentes tejidos. Es la principal apolipoproteina que
se encuentra en el tejido cerebral, fundamentalmente en las células de la glia,
interviniendo en los procesos de crecimiento y regeneracion del tejido nervioso durante
su desarrollo y tras diferentes tipos de lesiones, asi como en el metabolismo del Af
cerebral **®. El gen que codifica la ApoE se localiza en el cromosoma 19q13 y codifica
la sintesis de una proteina de 299 aminoécidos con tres variantes polimorficas o alelos:
€2 —cisteina en los codones 112 y 158—, €3 —cisteina en el codon 112— y €4 —arginina en
el codon 112— **. La frecuencia del alelo ApoE &4 varia entre etnias pero,
independientemente del grupo étnico, los portadores de ApoE €4 son mds frecuentes
entre los casos con EA familiar de comienzo tardio o esporadica (entre el 36-52%) que
entre los controles (entre el 11-16%) *°. La presencia de uno o dos alelos 4 se asocia a
un mayor riesgo de EA y esta relacion es “dependiente de dosis”, de tal manera que las
personas homocigotas 44 tienen de 5 a 15 veces mas riesgo de padecer la enfermedad
y un comienzo mas precoz que los heterocigotos, estos ultimos tienen 3 veces mas
riesgo de padecer la enfermedad *'***. La asociacion de ApoE ¢4 y EA también se ha
descrito en formas de inicio precoz familiares **2. El alelo &4 esta relacionado con un
mayor deposito de AP en las placas seniles y en los vasos **. A pesar de que la
asociacion genética mas replicada para la EA de inicio tardio es la variante €4 del gen

de la APOE, se ha estimado que esta contribuye como maximo al 25,5% del riesgo **.

En los ultimos afios se han prodigado los GWAS, gracias a la culminacion del
proyecto HapMap en 2002 y a la generaciéon de una extensa base de datos con
polimorfismos comunes (definidos por tener su alelo menos frecuente una frecuencia
superior al 5%) ***. Ademas de confirmar que la asociacion de ApoE con la EA es la
mas fuerte y universal, estos estudios han revelado la existencia de otros genes de
susceptibilidad con un peso mas reducido como la clusterina (CLU, del cromosoma 8p),
PICALM (phosphatidylinositol-binding clathrin assembly protein, del cromosoma 11q)

y el receptor 1 del componente del complemento 3b/4b (CR1, del cromosoma 1q) **>*°,
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La clusterina es una molécula que enlaza el A soluble de manera especifica y
reversible, formando complejos que cruzan la BHE, y puede regular la toxicidad de A
y su conversion en formas insolubles. PICALM esta involucrada en la endocitosis
mediada por la clatrina —proteina cuya funcion principal es recubrir las vesiculas en el
proceso de transporte entre membranas—, un paso esencial en el trafico intracelular de
proteinas y lipidos, tales como nutrientes, factores de crecimiento y
neurotransmisores **. El mecanismo de accion de estas proteinas sugiere que la EA de
aparicion tardia se asocia a un defecto en el aclaramiento del péptido AB. Sin embargo,
APOE, CLU, CR1 y PICALM contribuirian como méaximo al 42% del riesgo de EA de
inicio tardio **’. Por lo tanto, son necesarios mas estudios para la identificacion de

nuevos genes relacionados con la susceptibilidad a padecer la EA.

3.3.- Polimorfismos de genes implicados en el sistema endotelial y la

muerte celular en la demencia vascular y la enfermedad de Alzheimer.

3.3.1.- Polimorfismos del gen del factor de crecimiento endotelial

vascular (VEGFA).

El gen del VEGF se encuentra en el cromosoma 6p21.3 y esta constituido por
siete intrones y ocho exones con un tamafio de 14 kb que presentan splicing alternativo™®,
Se han descrito al menos 30 SNPs en el gen que codifica VEGF **°. De estos, cuatro son
polimorfismos relativamente comunes: —2578 A>C (1s699947), —1154G>A (rs1570360)
y —634G>C (1s2010963) se localizan en la region promotora; y +936C>T (rs3025039),
en la region 3 no traducida (UTR 37). Los alelos -25784, -11544 y -634G parecen estar
asociados a una menor expresion de VEGF, mientras que el alelo +9367 se correlaciona

con niveles bajos de VEGF en sangre en algunos estudios *****,

Estos polimorfismos se relacionan con diversas enfermedades dependientes de la
angiogénesis, que incluyen el aborto recurrente, la preeclampsia, la endometriosis, el
riesgo y el pronostico de varios tumores (pej, cancer de colon, gastrico o de mama), la
retinopatia diabética, la enfermedad arterial coronaria y la aterosclerosis ***7%, Estos
polimorfismos también se han estudiado en relacion con el ictus isquémico, aunque solo

en poblacion asiatica y con resultados contradictorios.
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En el estudio de Fu y cols **, los sujetos portadores del haplotipo ACC en
—1154G>A, +936C>T y —2578A>C tenian un riesgo menor de desarrollar ictus,
mientras que en otro estudio de Kim y cols ** los alelos -2578C y +936T se relacionaron
con la oclusion tromboética multiple de pequefios vasos. La asociacion entre los

polimorfismos de VEGF y los niveles de homocisteina plasmatica fue débil.

En relacion con las enfermedades neurodegenerativas cronicas, los alelos
-25784, -11544 y -634G se identificaron como factor de riesgo genético para esclerosis
lateral amiotrofica (ELA) en algunas poblaciones caucasicas, pero no en otras **73%,
Borroni y cols observaron un mayor riesgo de pardlisis supranuclear progresiva,
degeneracion corticobasal y DLFT en los individuos portadores del haplotipo AGG en
—2578A>C, —1190G>A y —1154G>A en una poblacion italiana ****'. Kim y cols
analizaron tres polimorfismos del gen VEGF en 207 pacientes con DV y 207 sujetos
controles coreanos. A pesar de que las variantes de la secuencia individuales no
mostraron ninguna asociacion significativa con DV (P>0.05), se descubrieron sus
efectos interactivos. En especial, el haplotipo GTC en G-1154A, C-7T y C13553T
mostr6 la asociacion mas significativa con una OR de 1.87 (P<0.05) **?. Las frecuencias

alélicas de VEGF pueden variar entre distintas poblaciones, sugiriendo la necesidad de

ampliar los estudios de DV a poblacion caucésica *.

Por tltimo, el genotipo AA del polimorfismo —2578 A>C del gen VEGFA se ha
asociado con un mayor riesgo de desarrollar EA en tres estudios caucasicos, pero otros
cuatro estudios —tres caucdsicos y uno asiatico— no han reproducido estos hallazgos. El
unico estudio asiatico llevado a cabo hasta la fecha encontr6 que los portadores del alelo

1154G tenian un mayor riesgo de EA %,

3.3.2.- Polimorfismos del gen del receptor del factor de crecimiento

endotelial vascular (VEGFR2).

El gen VEGFR2 o KDR (del inglés kinase insert domain receptor) contiene 28
exones que abarcan 45 kb y se ha localizado en el cromosoma 4ql2. Existen tres
polimorfismos comunes en la regién promotora, rs2071559, 1s9994560 y rs7667298,
que estan en desequilibrio de ligamiento, y otros dos en la region codificante, rs2305948

(exon 7) y rs1870377 (exo6n 11).
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De ellos, las variantes mas investigadas en los estudios de asociacion en base a
sus funciones biologicas potenciales son rs2071559, rs2305948 y rs1870377. La
sustitucion de una sola base en rs2071559 (—604A>G) podria afectar la union del factor
transcripcional E2F (implicado en la regulacion del ciclo celular, interactuando con la
proteina Rb pl107) a la region, alterando la expresion de VEGFR2. Las variantes
exonicas 152305948 (+1192G>A) y rs1870377 (+1719A>T) dan lugar a un cambio
aminoacido no sindénimo en Val297Ile y His472Gln en el tercer y quinto dominio
extracelular semejante a inmunoglobulina, respectivamente, que reducen un 50% la

354,355

capacidad de union del ligando VEGF al receptor

Recientes estudios de casos y controles en poblacion asidtica han encontrado una
asociacion significativa entre estos polimorfismos del gen VEGFR2 y el riesgo de

¢ observaron que los

enfermedad arterial coronaria e ictus *******® Oh y cols *
individuos con el alelo +/7/97T tenian un mayor riesgo de ictus isquémico y, en el
analisis por subgrupos, de enfermedad de pequefio vaso. En otro estudio chino */, el
alelo +77/924 no solo se asociaba con mayor susceptibilidad a padecer un ictus,
especialmente hemorrdgico, sino que también era un factor prondstico de recurrencia
del ictus, a diferencia del alelo —604G, que parecia ejercer una funcion protectora. En
cambio, Han y cols *** han descrito un mayor riesgo de infarto cerebral silente en

varones jovenes (<65 afios) coreanos portadores del alelo —604G. No existen estudios de

polimorfismos del gen VEGFR2 en DV o EA.

3.3.3.- Polimorfismos del gen de la sintasa del 6xido nitrico (NOS3).

El gen de la eNOS se encuentra en el cromosoma 7q36.1 y estd constituido por
25 intrones y 26 exones con un tamafio de 21 kb que codifican un mRNA de 4052
nucleodtidos **. Desde su caracterizacion en 1993, se han identificado gran numero de

360

polimorfismos, incluyendo VNTRs, repeticiones de dinucleotidos (CA)n y SNPs

Uno de los polimorfismos mas estudiados es un SNP en la region promotora
(T-786C) (rs2070744). Estudios in vitro indican que la sustitucion de la timina por la
citosina en la posicion -786 reduce en cerca de 50% la actividad transcripcional por una
mayor union de la proteina de replicacion Al (RPA1), que actia como una proteina

represora génica en individuos con el alelo raro **'.
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Otro polimorfismo en el gen de la eNOS ampliamente estudiado es un VNTR
ubicado en el intron 4 (repeticion de 27pb). Los alelos mas frecuentes presentan cuatro
copias (variante a, mas rara) o cinco copias (variante b, mas comun). Zhang y cols *¢3%
han propuesto que este polimorfismo regularia la expresion de la eNOS por la
formacion de repeticiones intronicas cortas de RNA (sirRNA). Las células endoteliales
con cinco copias presentan cantidades mayores de sirRNA y menores niveles de mRNA

de la eNOS que las células con cuatro copias.

Un tercer polimorfismo, un SNP ubicado en el exon 7 del gen de la eNOS, se
caracteriza por un cambio de guanina por timina en la posicion 894 del gen (894G>T), y
la consecuente sustitucion de glutamato (alelo mds comun) por aspartato (alelo mas
raro) en el residuo 298 de la proteina eNOS (GIu298Asp) (rs1799983) **. Algunos
estudios recientes muestran que la proteina eNOS que presenta el aminoacido Asp en la
posicion 298 sufre una metabolizacion mas rapida que aquella que en su lugar presenta
el aminoacido Glu y, ademas, se producen cambios en la estructura primaria de la

proteina que podrian alterar la funcionalidad de la enzima****%,

Varios de esos polimorfismos se han asociado a enfermedades cardiovasculares
como hipertension arterial, sindrome metabolico, preeclampsia, cardiopatia isquémica,
insuficiencia cardiaca o patologia carotidea, entre otras ****"°, Los resultados en el ictus
no son concordantes. Algunos estudios sugieren una posible relacion del alelo 8947 y la

371372 Otros describen un

variante 4a, mientras que otros no encuentran asociacion
efecto protector de la variante 4a en el ictus lacunar *”. Estos resultados contradictorios
posiblemente reflejan diferencias reales entre distintos origenes étnicos. Por ejemplo, la
variante §94T es mas frecuente en caucésicos (34.5%) que en afroamericanos (15.5%) o
asiaticos (8.6%) *™*. Sin embargo, el efecto de la heterogeneidad en el fenotipo analizado
(ictus isquémico vs enfermedad de pequeio vaso) o la edad de los pacientes (jovenes vs

ancianos) no puede excluirse. La extension de la enfermedad de pequefio vaso en la

enfermedad de Fabry también estéa afectada por los SNP 894G>T y 4b/a *”.

En la EA, 6 estudios apoyan la asociacion entre el polimorfismo 894G>T y la
EA esporadica de inicio tardio —incluidos 4 caucésicos, uno en descendientes africanos

y uno asiatico— y 16 estudios —incluidos 2 espafioles— no la apoyan *’°.
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Recientemente, Morris y cols *”’

observaron que los pacientes mayores de 75
afios supervivientes de un ictus homocigotos para el alelo T (Asp/Asp) del
polimorfismo 894G>T tenian 3 veces mas riesgo de desarrollar demencia en un periodo
de 5 afos. Se precisan nuevos estudios para aseverar la existencia de una asociacion
entre el gen eNOS y la DV, ya que el estudio de Morris evallia demencia postictus (no

solo DV). El alelo +894T también se ha relacionado con una predisposicion a demencia

frontotemporal ",

3.3.4.- Polimorfismos en el gen de la proteina supresora tumoral P53.

El gen Tp53 esta constituido por 393 codones distribuidos en 11 exones que
ocupan cerca de 20 kb en el brazo corto del cromosoma 17 (Figura 14). El gen TP53
desempefia un papel fundamental en el desarrollo tumoral, pues se encuentra mutado en

aproximadamente el 50% de los tumores *”
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Figura 14. Organizac1on del gen Tp53. Los exones (E) estan numerados progresivamente en la barra
principal y los intrones (I) se magnifican como flechas; la longitud de ambos se expresa en pares de
bases.

La mayoria de los SNPs en el gen Tp53 se localizan en regiones no codificantes.
El polimorfismo intréonico mejor caracterizado de Tp53 es una insercion de 16 pares de
bases en el intron 3 (Insl6bp, 1s17878362), que se ha asociado con un incremento en el
riesgo de padecer ciertos canceres; sin embargo, esta asociacion podria ser consecuencia
de su proximidad con el polimorfismo en el coddén 72 del exon 4 (Arg72Pro,
rs1042522) %, Por tanto, el polimorfismo Arg72Pro del gen Tp53 es el tnico asociado a

apoptosis que ha sido validado y sujeto a un analisis sistematico **

El codén 72 se localiza en el exon 4 en el segmento de Tp53 que codifica un
dominio rico en prolina, que parece esencial para la funcién de p53 y, en particular, para
su capacidad de inducir apoptosis **'°*2, Este dominio contiene un sitio polimorfico
comun, especifico de humanos, y tiene una secuencia CCC, que codifica un residuo de

prolina (Pro72), o bien CGC, que codifica una arginina (Arg72)**.
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En 1994, Beckman y cols *** detectaban que la frecuencia del alelo Pro variaba
con la latitud, siendo mas elevada en areas con intensa exposicion a la luz solar y mas
baja en paises europeos nordicos. Estudios posteriores mostraron que habia diferencias
en la funcion de la proteina, dependientes de esa variacion génica. Asi, la variante
Arg72 de p53 tenia una capacidad de inducir apoptosis en células proliferativas

normales y tumorales superior a la variante Pro72 **°%,

Esto determina la relacion del polimorfismo Arg72Pro con la edad de comienzo,

progresion y supervivencia en diferentes tipos de cancer ***°%

. La mayoria de los
estudios sugieren que la mayor actividad apoptotica de la variante Arg72 es
consecuencia de su mayor facilidad para translocarse a la mitocondria, condicionando
directamente la liberacion de citocromo c y la activacién de caspasas y, por tanto, no

dependiente de sus efectos transcripcionales **°2*7,

Recientemente, GOomez y cols **

relacionaron el genotipo Arg/Arg del
polimorfismo Arg72Pro de Tp53 con mal prondstico funcional tras un ictus isquémico o
hemorragico. Ademads, estos autores demostraron en cultivos neuronales que la variante
Arg72, a diferencia de la variante Pro72, interactua directamente con la Bcl-xL
mitocondrial y activa la via apoptotica intrinseca, incrementando la vulnerabilidad a la
muerte celular apoptdtica inducida por la isquemia. De modo similar, Martinez-Lucas y

388

cols °*° relacionaron el genotipo Arg/Arg del polimorfismo Arg72Pro de Tp53 con mal

pronostico funcional tras traumatismo craneoencefalico.

Sin embargo, la relacion del polimorfismo Arg72Pro con las enfermedades
neurodegenerativas cronicas es menos clara. Chattopadhyay y cols observaron un mayor
riesgo de enfermedad de Huntington en individuos portadores del genotipo Arg/Arg del

3% pero un estudio posterior de Arning y cols contradijo este hallazgo *°. En

gen Tp5
la EA esporddica, dos estudios no encontraron asociacion entre el polimorfismo
Arg72Pro y el riesgo, la edad de inicio o la progresion en EA, s6lo Scacchi y cols han

asociado el genotipo Pro/Pro de este polimorfismo con EA esporadica *".

No existen estudios del polimorfismo Arg72Pro del gen Tp53 en DV.

74



HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

75



Capitulo 2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1.- HIPOTESIS

Las demencias constituyen la primera causa de incapacidad y dependencia en
individuos mayores de 65 afios. A causa del progresivo envejecimiento de la poblacion,
el impacto médico, social y econdomico de las demencias es alto en nuestra sociedad *'°.
Sin embargo, la enfermedad de Alzheimer (EA) y la demencia vascular (DV), las
formas mas frecuentes de demencia en la poblacion espafiola ', siguen siendo una
incognita y un reto cientifico por resolver. De hecho, los estudios sobre DV son

limitados.

La aparicion de la demencia, en general, puede estar vinculada a ciertos perfiles
genéticos, factores de riesgo vascular, enfermedades comorbidas y factores
sociodemogréaficos, culturales y de modo de vida. El conocimiento de estas asociaciones
puede constituir un punto clave para avanzar en la prevencion primaria, comprender
mejor la etiologia, identificar mas facilmente la demencia y desarrollar nuevas dianas

terapéuticas.

A pesar de su diversidad clinica y anatomopatoldgica, EA y DV comparten
ciertos mecanismos patogénicos fundamentales, incluidos el compromiso de la barrera
hematoencefalica, el estrés oxidativo y la muerte celular programada. Por ello, en la
identificacion de los genes que confieren susceptibilidad a desarrollar demencia, los

genes relacionados con estos procesos podrian tener gran relevancia.

Entre los genes implicados en la alteracion de la barrera hematoencefilica,
VEGFA y VEGFR-2 son dos genes candidatos para demencia potencialmente
interesantes. VEGFA interactiia con el receptor VEGFR-2 en las células endoteliales
para promover la angiogénesis y la supervivencia neuronal, entre otras funciones '**'*.
Ademas, se ha observado un alto nivel de VEGFA en LCR en pacientes con DV y
EA™. No obstante, la asociacion de polimorfismos individuales con demencia se limita

a tres estudios del polimorfismo -2578 A>C del gen VEGFA en pacientes con EA >

Los polimorfismos del gen VEGFR2 nunca se han investigado en demencia.
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El gen eNOS expresa una proteina involucrada en el estrés oxidativo ** y, por
tanto, también podria considerarse como un gen candidato para demencia. Se ha
descrito un aumento de la expresion de eNOS en cerebros con EA *, aunque la posible
relacion del polimorfismo 894G>T del gen eNOS con la demencia esta por

esclarecer *’.

Por ultimo, la proteina proapoptotica p53 puede desempefiar un papel critico en
la regulacion de la muerte neuronal en varias enfermedades neurodegenerativas *’.
Recientemente se demostrd que una diferente capacidad apoptotica condicionada por el
polimorfismo Arg72Pro del gen 7p53 tiene repercusion en el prondstico funcional de
los pacientes tras un ictus **’, pero no existen estudios en DV vy los estudios en EA son

anecdoticos ¥,

Para comprobar la hipdtesis de que determinadas variables sociodemograficas,
factores de riesgo vascular y polimorfismos genéticos relacionados con la funcion
endotelial y la muerte celular pueden variar la susceptibilidad al riesgo de padecer

demencia, se plantea la realizacion de un estudio epidemioldgico caso-control.
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2.- OBJETIVOS

2.1.- Objetivo principal

En este trabajo pretendemos determinar si existe un mayor riesgo de desarrollar
demencia vascular (DV) o enfermedad de Alzheimer (EA) en funcién de las diferentes
variantes de los polimorfismos —460C>T y —2578A>C del gen VEGFA, —604A>G del
gen VEGFR2, 894G>T del gen eNOS y Arg72Pro del gen Tp53.

2.2.- Objetivos secundarios

1) Analizar las posibles diferencias en la distribucion de las variables
sociodemograficas y los factores de riesgo vascular entre pacientes con DV, EA
e individuos sin deterioro cognitivo. En el grupo de DV, también analizamos las
diferencias entre los subtipos de DV (DV multiinfarto o cortical y DV

subcortical).
2) Describir la comorbilidad asociada a las distintas formas de demencia.

3) Estudiar el rendimiento cognitivo, el nivel funcional y la sintomatologia

psicopatologica en los distintos tipos de demencia.

4) Determinar si existe un mayor riesgo de desarrollar DV cortical o DV
subcortical en funciéon de las diferentes variantes de los polimorfismos

estudiados.

5) Analizar la posible relacion de la edad con las variantes genéticas estudiadas.
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1.- Disefio y ambito de estudio.

Para alcanzar los objetivos planteados, disefiamos un estudio observacional de
casos y controles, en el que los sujetos fueron seleccionados en funcién de la presencia

(casos) o no (controles) de demencia.

Los sujetos del estudio fueron reclutados en las areas sanitarias del Hospital
Universitario de Salamanca y del Hospital Nuestra Sefiora de Sonsoles de Avila. El
Area de Salud de Salamanca, segun los datos del INE, tenia adscrita con fecha 1 de
enero de 2012 una poblacion de 350.018 habitantes, de los cuales 85.182 (un 24,33%
del total) eran mayores de 65 afios. El Area de Salud de Avila contaba con 171.647
habitantes, de los cuales 41.519 (el 24,18%) tenian mas de 65 afios . Salamanca y Avila
ocupan el octavo y noveno lugar, respectivamente, entre las provincias con mayor
proporcion de personas mayores en Espafa. Por lo tanto, las demencias constituyen un
motivo de consulta ambulatoria frecuente en los Servicios de Neurologia de los

hospitales previamente mencionados.

En la presente tesis doctoral se diseiid una primera fase de recogida de datos
clinicos, junto con las muestras biologicas. Posteriormente se proyectd una segunda fase

de trabajo de laboratorio. Finalmente se procesaron los resultados de ambas fases.

2.- Muestra.
2.1.- Pacientes.

Se seleccionaron 160 pacientes con el diagndstico de demencia vascular (grupo
DV) vistos en el Servicio de Neurologia del Hospital Universitario de Salamanca entre
septiembre de 2005 y enero de 2007 y en la Seccidon de Neurologia del Hospital Nuestra
Sefiora de Sonsoles de Avila desde marzo hasta septiembre de 2011. Preferentemente
fueron pacientes valorados en Consultas externas de Neurologia no monograficas. El
diagnostico de DV probable se realizd por un neurdlogo atendiendo a los criterios
DSM-IV ¥ y NINDS-AIREN ¥ tras la anamnesis, la exploracion fisica, el estudio
neuropsicologico —incluido el examen mini-mental (MMSE) *** — y los estudios de

neuroimagen (TC y/o RM cerebral).
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Se habian aplicado, ademas, los andlisis recomendados por The Quality
Standards Subcommittee of the American Academy of Neurology ***: hemograma,
electrolitos (incluido calcio), uremia, glucemia, creatinina, pruebas de funcioén hepatica,

T4 libre, TSH y vitamina B12.

No se incluyeron en el estudio pacientes que presentaron rasgos de DV y EA
(demencia mixta). Ademads, los pacientes con tumores o enfermedades inflamatorias

cronicas fueron excluidos.

Los pacientes con DV se agruparon segun la forma clinico-patologica:

« DV cortical (DVC): Los casos con infartos corticales en arterias
cerebrales de calibre mediano-grande (infartos aterotrombdticos, embolia
arterio-arterial, cardioembolia o infartos en territorios fronterizos). Es la
forma de DV que mas se ajusta al patron clasico de demencia de inicio
agudo y evolucion escalonada con empeoramientos relacionados con
nuevos eventos vasculares y periodos de mejoria o estabilizacion.

« DV subcortical (DVSC): Incluye los pacientes con infartos lacunares o
lesiones vasculares de la sustancia blanca periventricular y profunda por
enfermedad de los vasos pequefios cerebrales. La instauracion del cuadro
puede ser insidiosa y su curso lento y progresivo. Puede haber episodios
agudos de déficit neurologico focal, pero muchos pacientes con DV

subcortical nunca tienen “ictus clinicos”.

Los casos de DV por infarto estratégico se catalogaron como DV cortical (por
ejemplo, demencia por infarto del giro angular, hipocampo, 16bulo frontal o parietal) o

DV subcortical (por ejemplo, tdlamo, nucleo caudado o cépsula interna).

Para homogeneizar la muestra, se descartaron 3 pacientes con demencia
atribuible a hipoperfusion y/o hipoxia o demencia por hemorragia cerebral. Se
rechazaron 2 pacientes con tumores, 1 con enfermedad de Crohn y 4 debido a que la
cantidad de ADN obtenido era insuficiente y no permitia el estudio genético completo.
El niimero final de casos con DV analizados es de 150 (74 con DV cortical y 76 con DV

subcortical).
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Por otra parte, se selecciond un segundo grupo de 160 pacientes con enfermedad
de Alzheimer (grupo EA) que habian sido atendidos en Consultas externas del Servicio
de Neurologia del Hospital Universitario de Salamanca y en consultas externas de la
Seccion de Neurologia del Hospital Nuestra Sefiora de Sonsoles de Avila y/o que
acudian a talleres de estimulacion cognitiva o se encontraban institucionalizados en el
Centro de Referencia Estatal de atencién a personas con enfermedad de Alzheimer y
otras demencias de Salamanca, en el Centro de la Asociacion de Familiares de enfermos
de Alzheimer de Avila o en el Centro Residencial Decanos de Avila entre mayo de 2011
y enero de 2012. El diagndstico de EA probable se realizd por un neurdlogo segtn los
criterios del National Institute on Aging y la Alzheimer's Association * tras la anamnesis,
la exploracion fisica, el estudio neuropsicologico —incluido el examen mini-mental
(MMSE) **>—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**.

Los pacientes con eventos cerebrovasculares (ECV), tumores o enfermedades

inflamatorias cronicas fueron excluidos.

De los pacientes detectados con EA se excluyeron 4 por no disponer de los datos
clinicos estudiados, 2 por tumores, 2 que presentaron un evento cerebrovascular tras el

diagnostico de EA y 5 debido a que la cantidad de ADN obtenido era insuficente.

2.2.- Controles.

Se seleccionaron 160 sujetos mayores de 70 afos, en los que no existia evidencia
clinica o psicométrica de deterioro cognitivo (grupo no demencia). Preferentemente
fueron sujetos vistos en Consultas de Valoracion Preanestésica para cirugias
oftalmologicas y traumatologicas, todos ellos originarios de la misma zona geografica
que los pacientes con DV y EA. El periodo de inclusiéon abarco desde junio hasta
noviembre de 2011. Ocho sujetos con historia de enfermedad neurologica —incluida
enfermedad cerebrovascular—, enfermedad psiquidtrica, infarto de miocardio,
enfermedad vascular periférica, enfermedades inflamatorias cronicas o tumores fueron
excluidos. Otros dos sujetos rehusaron participar en el estudio. Al final, se incluyeron

en el presente trabajo 150 controles.
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2.3.- Aspectos éticos.

Se obtuvo de todos los pacientes o sus representantes legales (en caso de
incapacitacion del paciente) y de los sujetos control un documento de consentimiento
informado para la participacion en este estudio y para la extraccion de 10 ml de sangre

periférica mediante venopuncion (Anexo I).

Se mantuvo la confidencialidad de los datos personales y géneticos respetando
en todo momento lo establecido por la legislacion aplicable (Ley Organica 15/1999, de
13 de diciembre, de proteccion 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 informacidon y documentacion clinica y Ley 8/2003, de 8 de abril, sobre
derechos y deberes de las personas en relacion con la salud en Castilla y Leén). Se
cumplieron los principios éticos basicos de la investigacion con muestras biologicas
recogidos en la declaracion de Helsinki y en el informe Belmont asi como los
contenidos en la Declaracion Universal de la Unesco referentes al genoma humano. De
igual manera se dio cumplimiento a la Ley Organica para la regulacion del tratamiento

automatizado de datos de caracter personal.

Con independencia de la participacién en el presente estudio, en los pacientes
diagnosticados de demencia se llevo a cabo un seguimiento y reevaluaciones periodicas
en Consultas externas de Neurologia. En ellas, se propuso el tipo de intervencion
adecuada al estadio de la enfermedad por medio de estrategias terapéuticas
farmacologicas etiologicas, sintomaticas y paliativas, y estrategias terapéuticas no
farmacologicas, como estimulacién cognitiva, con arreglo a lo dispuesto en las Guias

del Grupo de Estudio de Demencias de la Sociedad Espafiola de Neurologia ***.

3.- Métodos.

3.1.- Recogida de datos.

Se elabor6 un protocolo de recogida de datos para todos los sujetos de la muestra

(Anexo II). El protocolo fue cumplimentado por la autora de este estudio.
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Los datos utilizados en el estudio para la caracterizacion de los pacientes, asi
como la informacidon necesaria para las variables objeto de andlisis se obtuvieron a
través de una consulta activa de los documentos de la Historia Clinica relativa a los
pacientes y de una entrevista semiestructurada realizada por un neurdlogo. En la
anamnesis, ademas de recoger los datos facilitados por el paciente, se requirié el poder
contar con un observador o cuidador fiable. La entrevista también incluia una

exploracion neuroldgica y una evaluacion neuropsicologica.

A continuacioén se exponen los principales datos recogidos en este estudio y la

definicion de las variables incluidas.

3.1.1.- Datos de identificacion.

Se recogieron datos basicos de identificacion: nombre y apellidos (iniciales),
edad, fecha y lugar de nacimiento, sexo, numero de historia clinica y coédigo de
referencia de la muestra de sangre extraida en el laboratorio de Medicina Molecular de

la Facultad de Medicina de la Universidad de Salamanca.

3.1.2.- Datos sociodemograficos.

Se tomaron en consideracion las siguientes variables: estado civil, nivel

educativo, dominancia manual, ocupacion, ambito de residencia y situacion vital.

Debido a la dificultad de evaluar los afios completos de estudios, por la ausencia
de escolarizacion obligatoria y el absentismo escolar de la primera mitad de siglo XX,
se codifico esta variable en cuatro niveles: sujetos con escolarizacion inferior a los 8
afios de edad, estudios terminados a los 8-13 afos, individuos que habian alcanzado el

certificado de estudios primarios y aquellos con educacidon secundaria o universitaria.

Para evaluar la dominancia manual («derecha» o «izquierda») nos basamos en el
Inventario de lateralidad manual de Edimburgo **°. El sujeto debia indicar qué mano
usaba preferentemente para realizar acciones como escribir, dibujar, usar unas tijeras, un

cepillo de dientes, una cuchara o abrir una caja.
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La ocupacion se codificd con la «clasificacion nacional de ocupaciones-1994»
(CON-94) *¢. Se tomo en consideracion el empleo que mas tiempo ocupo al sujeto. Se
resumieron en el nivel «cuello blanco» los grupos 1 a 4 del CON-94 y el grupo 5,
excepto los servicios de proteccion. En el nivel de «cuello azul» se incluyeron los
grupos 7 (artesanos y trabajadores cualificados de las industrias), 8 (operadores de
instalaciones y maquinaria), 9 (trabajadores no cualificados, excepto peones agricolas-
ganaderos) y los servicios de proteccion clasificados en el grupo 5. EI nivel
correspondiente a «labores del hogar» era el de los sujetos —generalmente amas de casa—
dedicados al cuidado de su hogar. Por ultimo, dentro del grupo «agricultores» se
incluyeron el grupo 6 (trabajadores cualificados por cuenta propia de la agricultura) y

los peones agricolas-ganaderos que forman parte del grupo 9.

Se consideraron residentes en ambito urbano los sujetos que vivian en
municipios de més de 10.000 habitantes (Salamanca y Avila capital, Santa Marta, Béjar

y Ciudad Rodrigo); el resto fueron considerados como sujetos residentes en medio rural.

Se preguntd al paciente y/o familiar o cuidador por la situacion vital, es decir, el
lugar de vivienda habitual del paciente -al menos en los dos tltimos meses- quedando
las posibilidades: a) vive solo, con su conyuge, con sus hijos u otros familiares o amigos

y b) institucionalizado en residencia sociosanitaria.

3.1.3.- Datos clinicos.

En todos los sujetos participantes en el estudio, se investigd sobre la presencia
de los siguientes factores de riesgo cardiovascular:

«  Antecedente de hipertension arterial: cifras de presion arterial > 140/90 mmHg,
tomadas en dos o mas medidas y en mas de dos ocasiones separadas mas de dos
semanas, o diagndstico de hipertension arterial previo al tratamiento con
antihipertensivos.

«  Antecedente de diabetes mellitus: presencia de sintomas con el hallazgo casual
de un nivel de glucemia > 200 mg/dL (11,1 mmol/L), glucemia en ayunas > 126
mg/dL (7 mmol/L), glucemia a las dos horas tras sobrecarga oral de 75 g de
glucosa > 200 mg/dL (11,1 mmol/L) o diagndstico previo de diabetes con

tratamiento antidiabético.

85



Capitulo 3. PACIENTES Y METODOS

«  Antecedente de dislipemia: colesterol total > 190 mg/dL o colesterol-LDL > 115
mg/dL, o diagndstico previo y en tratamiento por este motivo con dieta o
hipolipemiantes.

« Antecedente de tabaquismo: cualquier habito tabaquico activo, o exfumadores
desde hace menos de cinco afios.

«  Antecedente de enolismo: ingesta etilica diaria > 40 g/dia. En la Tabla 16 se
presentan las equivalencias de gramos de alcohol y volumen de las bebidas para

calcular el nivel de consumo de alcohol.

Tabla 16. Contenido de alcohol de las bebidas alcoholicas de uso mas frecuente **’

Bebida Dosis Contenido de alcohol (gramos)
quinto o caia 10
Cerveza
mediana 15
vaso pequefio (100 ml) 10
Vino de mesa
vaso grande (200 ml) 20
Carajillo vaso pequefio 8
Vinos dulces vaso pequeiio 14
Cava copa 10
Vermut vaso pequefio 10
Licores/combinados copa/vaso 22
Licor de frutas vaso pequefio (chupito) 6

También se recogieron los fArmacos de prescripcion cronica en los sujetos de la
muestra 'y, entre ellos, los tratamientos antihipertensivos, antidiabéticos,

hipolipemiantes, antiagregantes y/o anticoagulantes.

Segln interrogatorio al cuidador y registro en historia clinica se investigaron una

serie de comorbilidades en los pacientes con demencia, entre las que se incluyen:

«  Antecedente de obesidad: indice de masa corporal > 25 kg/m?, perimetro
abdominal > 88 cm en mujeres y > 102 cm en hombres o sobrepeso superior al
10% del peso ideal.

« Historia de enfermedad cardiovascular —cardiopatia isquémica, insuficiencia
cardiaca, valvulopatia, enfermedad vascular periférica—, fibrilacion auricular y

otras arritmias.
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« Otras condiciones médicas: estados de hipercoagulabilidad o antecedentes de
trombosis venosa profunda/tromboembolismo pulmonar/abortos espontaneos,

insuficiencia renal cronica, sindrome de apnea durante el suefio.

« Historia cerebrovascular:

- Accidente isquémico transitorio (AIT) previo. El TIA Working Group
define el AIT como un episodio breve de disfuncién neuroldgica, con
sintomas clinicos que tipicamente duran menos de una hora, sin
evidencia de infarto en las técnicas de neuroimagen **.

- Ictus hemorragico previo.

- Ictus isquémico previo, localizacion y tamafio, recurrencia...
Aproximacion al diagnostico etiologico del ictus isquémico segin los
criterios del Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment (TOAST) **°
(Anexo III).

3.1.4.- Variables calculadas.

a) Escala de ictus del National Institute of Health ** (Anexo IV)

La escala del National Institute of Health (NIHSS) se aplicé a los pacientes
con antecedente de enfermedad cerebrovascular. Dicha medicion fue realizada por
la doctoranda, que habia obtenido previamente la certificacion internacional de
capacitacion por la American Stroke Association para la evaluacion de la NIHSS. La
escala NIHSS consta de 15 items que aportan informacion en relacion al déficit
neurologico. Es la escala mas utilizada para valorar la severidad del ictus. Una de las

categorizaciones de la escala NIHSS establece los siguientes rangos *':

m NIHSS 0: sin déficit m NIHSS 6-15: moderado
m NIHSS 1: déficit minimo m NIHSS 16-20: déficit importante
m NIHSS 2-5: leve m NIHSS > 20: grave

b) Clinical Dementia Rating de Hughes **** (Anexo V)

El estadio evolutivo de la demencia se evalud mediante la Clinical Dementia

Rating (CDR) de Hughes.
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Se asigna a cada item (memoria, orientacion...) la puntuaciéon que le
corresponda (0, 0.5, 1, 2 6 3) de acuerdo con la casilla de la tabla que encaje mejor
con el estado clinico del paciente. La afectacion del area "memoria" tiene primacia
para determinar el estadio general. Si al menos otras tres areas son calificadas con la
misma puntuacion que la memoria, el grado de afectacion de ésta es el que define el
estadio general. Sin embargo, si tres 0 mas categorias se gradiian 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 ** (Anexo VI)

El estado cognitivo se valord con el Mini Mental State Examination
(MMSE). Este instrumento de evaluacion fue disefiado en 1975 por Folstein y cols.
Constituye el test breve de cribado (screening cognitivo) mas difundido en clinica e

investigacion.

Evalua una serie de aspectos fundamentales de las capacidades cognitivas
como la orientaciéon (espacio y tiempo), registro mnésico, atencion y célculo,
recuerdo, lenguaje (comprension, denominacidn, lectura, escritura) y praxis
constructiva. La puntuacion va de 0 a 30. Las puntuaciones sucesivamente menores,
indican grados progresivos de alteracion cognitiva. El punto de corte para la
demencia se establece usualmente en 24 puntos, entre 23-21 sugiere una demencia
leve, entre 20 y 11 una demencia moderada y menor de 10 una demencia severa. Si
hay que anular algin punto; por ejemplo, a causa de ceguera o hemiplejia, se
recalcula proporcionalmente: multiplicando el total de puntos obtenidos por 30 y

dividiendo ese resultado entre la mayor puntuacion posible.

Los rendimientos en el MMSE estan influenciados por la escolaridad y la
edad y, por lo tanto, se requiere adaptar los puntos de corte a las caracteristicas

sociodemograficas de los pacientes.
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Blesa y cols **

establecieron que en los sujetos de 76 o mas afios se debia
incrementar el resultado del MMSE en un punto y disminuirlo en un punto para
aquellos de 50 afios o0 menos. En cuanto a la escolarizacion, se demuestra que una
educacion entre 9 y 17 afios no influye, mientras que en los que tienen una
educacion superior a 17 afios debe restarse un punto y afiadirlo a los que tienen 8

afios o0 menos de escolarizacion.

El MMSE test tiene la ventaja de su brevedad, facil administracion y baja
variabilidad. El tiempo de administraciéon es de aproximadamente 10 minutos.
Permite una valoracion grosera y rapida de los pacientes con demencia y también es

util para controlar la progresion de los trastornos cognitivos.

d) Inventario Neuropsiquidtrico de Cummings **° (Anexo VII)

El Inventario Neuropsiquiatrico (NPI) de Cummings permite obtener
informacion sobre la presencia de sintomas neuropsiquiatricos y conductuales en
pacientes con enfermedades neuroldgicas, principalmente demencias. Incluye 12

items, que evaltan 12 areas de comportamiento.

La informacion del inventario se obtiene de las respuestas de un cuidador
bien informado, y a ser posible, que viva con el paciente. Las respuestas se refieren
a comportamientos nuevos desde la aparicion de la enfermedad. Asi pues, las
preguntas hacen referencia a los cambios en el comportamiento de cada paciente.
No se contemplan aquellos comportamientos presentes antes de la enfermedad y que
todavia se mantienen, pero si si se ha producido algin cambio (por ejemplo, el
paciente siempre ha estado apatico, pero la apatia ha aumentado considerablemente

durante el periodo de estudio).

Cada item cuenta con una pregunta filtro inicial que identifica la presencia
del sintoma en el Gltimo 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 gravedad.
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La puntuacion total del NPI es el resultado de sumar las puntuaciones de
todos los sintomas. El rango oscila de 0 hasta un méaximo de 144, de forma que
cuanto mayor es el valor, mas severa es la psicopatologia. El estrés emocional en el

cuidador no lo hemos reflejado en nuestro estudio.

e) Escala de Lawton y Brody de independencia en las actividades instrumentales

de la vida diaria **° (Anexo VIII)

Las actividades instrumentales de la vida diaria (AIVD) son actividades
funcionales necesarias para adaptarse independientemente al medio ambiente, como:
escribir, leer, cocinar, limpiar, comprar, lavar, planchar, usar el teléfono, manejar la
medicacion y el dinero, realizar tareas o trabajos fuera de la casa, usar el trasporte
publico y salir fuera de su entorno local. Se entrevist6 al familiar y/o cuidador con el
fin de conocer el nivel de autosuficiencia del paciente. Para evaluar la habilidad para
desarrollar las AIVD se utilizo la escala de Lawton y Brody, cuyos valores oscilan

entre 0-8 y miden 8 actividades instrumentales.

f) indice de Barthel de actividades basicas de la vida diaria *’ (Anexo IX)

Las actividades basicas de la vida diaria (ABVD) son aquellas actividades
funcionales esenciales para el autocuidado: comer, vestirse, moverse, asearse,
bafiarse y continencia de esfinteres. También se entrevistd al familiar y/o cuidador
con el fin de conocer datos sobre las actividades de la vida diaria del paciente. La
capacidad funcional para ABVD se midio6 con el indice de Barthel (IB). El IB es una
escala ordinal con una puntuacion total de 0-100. Cortes intermedios del IB nos
ayudan a evaluar el grado de dependencia (0-20 total; 21-40 severa; 41-60

moderada; 61-90: leve, y > 90 independiente en domicilio).
3.1.5.- Pruebas complementarias realizadas.

0 Determinaciones en suero

En los sujetos clasificados como dementes se habian realizado las siguientes
determinaciones en suero: hemograma completo, bioquimica, determinaciones de

vitamina B12, 4cido folico y hormonas tiroideas.
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o Estudio de neuroimagen

En todos los casos habia sido realizada en el Servicio de Radiologia del

Hospital Clinico de Salamanca o del Hospital Nuestra Sefiora de Sonsoles una TC

y/o una RM cerebral (Siemens, 1.5 Teslas). El protocolo de adquisicion de imagenes

en los casos con RM cerebral incluyd secuencias axiales en T2 y FLAIR, y

secuencias axiales y coronales en T1. Ademas de valorar la presencia de patologia

cerebrovascular, este estudio permitia excluir otras patologias que pudieran cursar

con deterioro cognitivo. En la evaluacion del estudio de neuroimagen se siguieron

los criterios NINDS-AIREN vy, por lo tanto, se registraron los siguientes parametros:

Infarto territorial, es decir, aquél que afecta al cortex cerebral y/o las
estructuras subcorticales subyacentes en un territorio arterial mayor (o en
mas de uno). Puede ser mas o menos extenso dependiendo de la localizacion
de la oclusion arterial y de la efectividad de la circulacion colateral. En la
fase aguda se presenta como una lesion edematosa que puede asociar
transformacion hemorragica, y en fase cronica evoluciona a una lesion
necrotica, cavitada, con atrofia focal secundaria. Las lesiones extensas
pueden presentar margenes bien delimitados coincidiendo con el territorio
arterial afecto, y las lesiones menos extensas pueden presentar la clasica
imagen en cufia dibujando el territorio irrigado por la rama arterial ocluida.
Este parametro se califico en los pacientes segtn las siguientes opciones:

- Ausencia de infarto.

- Infarto de la arteria cerebral anterior (ACA).

- Infarto de la arteria cerebral media (ACM).

- Infarto del territorio posterior.

- Infarto en dos o maés territorios.

Infarto en territorio frontera: pequefos infartos unicos, o mas
frecuentemente multiples y “arrosariados”, localizados en la region
fronteriza entre territorios vasculares. Este parametro se califico en los
pacientes segun las siguientes opciones:

- Ausencia de infarto.
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- Infarto frontera cortical: entre territorios corticales de ACM y ACA
—frontera anterior— o entre territorio de ACM vy arteria cerebral
posterior (ACP) —frontera posterior—.

- Infarto frontera interno: entre territorios de arterias perforantes
profundas (lenticuloestriadas, Heubner y coroidea anterior) y

territorios arteriales superficiales, basicamente de ACM.

Infarto lacunar: se caracteriza por su pequeio tamafio (<15 mm de
didmetro), bordes irregulares, localizacion cerebral profunda y frecuente
cavitacion. Es secundario a la oclusion de arterias perforantes profundas.
Puede localizarse en ganglios basales, cdpsula interna, sustancia blanca
profunda hemisférica y tronco cerebral (basicamente en protuberancia).
Aparece como una lesion hipodensa en la TC, y en la RM es hipointenso con
halo hiperintenso en las secuencias FLAIR e hiperintenso en secuencias T2.
Este parametro se calificd en los pacientes segun las siguientes opciones:

- Ausencia de infarto.

- Un solo infarto.

- Varios ipsilaterales.

- Varios bilaterales.
No se contabilizaron los espacios perivasculares dilatados que, aunque tienen
una apariencia similar, carecen de halo hiperintenso en FLAIR y su

morfologia es esférica y de bordes regulares.

Infarto talamico: se incluyen infartos > 3 mm (lacunares y no lacunares) en
la region talamica. Este parametro se califico segln las siguientes opciones:
- Ausencia de infarto.

- Presencia de infarto.

Leucoaraiosis: las lesiones de sustancia blanca se presentan como
hipodensidades en la TC e hiperintensidades en las secuencias T2 de la RM.
Para el estudio de la leucoaraiosis se aplico la escala ARWMC (age related
white matter changes) de la European Task Force, también denominada

escala de Wahlund "', que es valida tanto para la RM como para la TC.
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Siguiendo esta escala se cuantificaron las lesiones mayores de 5 mm, hipodensas
en la TC o hiperintensas en FLAIR y T2 en la RM. No se tuvieron en cuenta los
ribetes y caps periventriculares menores de 10 mm de espesor. Las lesiones
hiperintensas se puntuaron de 0 a 3 (0: no lesioén; 1: dos o mas lesiones no
confluentes; 2: lesiones confluentes; 3: hiperintensidad difusa de sustancia
blanca, con o sin implicacién de las fibras en U) en cinco regiones cerebrales
diferentes por cada hemisferio: frontal, parieto-occipital, temporal, ganglios
basales e infratentorial (Figura 15). Como ya adelantamos en la introduccion, en
la escala de la “Task Force” europea se ha propuesto como umbral de demencia
una puntuaciéon de al menos 3 (lesiones difusas) en dos areas y al menos otras
dos éreas con puntuacion de 2 (lesiones parcheadas-confluentes) '“. En nuestro
estudio, el diagnostico de DV subcortical por lesiones vasculares de la sustancia

blanca periventricular y profunda se realizé atendiendo a este criterio.

Figura 15. Ejemplos de puntuaciones 1, 2,y
3 para TC y RM. Para una puntuacién de 1,
se observa una tnica lesion en la TC (A) (ver
flecha); o RM (B), lesiones adicionales son
clasificadas como 2; ejemplos de wuna
puntuacion de 2 se muestran en C y D (ver
flechas); una puntuacién de 3 se muestra en E
y F (modificado de Wahlund y cols, 2001) '*!

Atrofia: Este parametro se calificd segun las siguientes opciones:
- No atrofia.
- Difusa.
- Localizada.

- Subcortical.
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3.2.- Estudio genético.

3.2.1.- Obtencion del ADN a partir de sangre periférica.

Se extrajo una muestra de 10 ml de sangre periférica de cada individuo mediante
venopuncion en la region antecubital tras la obtencion del consentimiento informado.
Las muestras fueron enviadas a la Unidad de Medicina Molecular, perteneciente al
Departamento de Medicina de la Universidad de Salamanca, donde se obtuvo el ADN

para su posterior estudio mediante el siguiente procedimiento:

Las células nucleadas de la sangre se aislaron mediante centrifugacion repetida y
lisis eritrocitaria con solucidon hipotdnica (centrifugacion de la sangre total en S0mL de
agua bidestilada -ddH,O- durante 30 minutos, a 4°C 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; S0mM Tris-HCI pH: 7.5; 25mM
KCl; 5mM MgCl,) y se precipitaron mediante centrifugacion a 580 g durante 20

minutos.

El boton de células nucleadas de la sangre se resuspendié en tampén Fornace a
una concentracion estimada de 5x10° células/mL, tras lo cudl se afiadi6 EDTA (4cido
etilendiamino-tetraacético, concentracion final 10 mM), SDS (dodecil sulfato sodico,
concentracion final 1%) y Proteinasa K (Boehringer Mannheim, concentracion final 50
pg/mL). La mezcla se incubd a 55 °C durante 8-16 horas **® tras la cual se procedié a

purificar el ADN con fenol y cloroformo.

La concentracion y el grado de contaminacion proteica del ADN asi obtenido, se
calculd tras medir su absorbancia a 260 y 280 nm, respectivamente, en un

espectrofotometro (GeneQuant, Pharmacia®) por medio de la siguiente formula:

pg de ADN/mL = (D.O.2) X (factor de dilucion) x (50)

Nota: 50 es un factor de correccion introducido ya que una unidad de densidad optica con una luz

incidente de 260 nm es el valor de absorbancia que tienen 50 ug de ADN/mL.
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El cociente D.0O.,60/D.0.25 se utiliza para determinar el grado de contaminacion
proteica, considerando como valores adecuados un cociente entre 1.65 y 2.0. Valores
inferiores a los sefialados indican contaminacion por proteinas o por solventes
organicos, realizdndose en estos casos una nueva purificacion del ADN. Valores
superiores parecen indicar un exceso de ARN, el cudl se elimin6 tratando la solucion de

ADN con ARNasa y purificando nuevamente segtin el método antes descrito.

La muestra de ADN con una concentracion aproximada entre 1,000 y 1,500
pg/mL, se almacend en tubos eppendorf a -20°C, con el fin de evitar tanto la

degradacion progresiva del ADN como su posible contaminacidon por microorganismos.

3.2.2.- Estudio de los polimorfismos TP53 Arg72Pro, VEGFA
—460C>T y -2578A>C, VEGFR2 —604A>G y eNOS 894G>T.

Un polimorfismo se caracteriza porque diferentes individuos presentan distintos
nucledtidos o variantes en una posicion concreta del genoma, que se denomina /ocus. A
cada posible variante se le denomina alelo. Si se trata de un polimorfismo por cambio de
un solo nucledtido, Single Nucleotide Polymorphism (SNP), normalmente seran 2 los
posibles alelos en un locus: por ejemplo, el cambio de C por T (C>T). Si el locus
corresponde a un cromosoma autosémico (del 1 al 22), cada individuo es portador de 2
alelos, uno en cada copia del cromosoma, que se heredan del padre y madre de manera
independiente. Asi, las 3 posibilidades de parejas de alelos o genotipos para el SNP del
ejemplo serian TT, CT y CC. Los individuos con los 2 alelos idénticos son homocigotos
y los que tienen diferentes alelos, heterocigotos. En general se considera variante al

alelo menos frecuente, pero esto puede diferir de una poblacion a otra.

Los estudios de discriminacion alélica se realizan fundamentalmente mediante
dos métodos: el andlisis de los polimorfismos en la longitud de los fragmentos de
restriccion (RFLP) y la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
(qQRT-PCR). El polimorfismo Arg72Pro de TP53 se estudié mediante RFLP, mientras
que los polimorfismos —460C>T y —2578 A>C del gen VEGFA, —604A>G de VEGFR2
y 894G>T de eNOS se analizaron mediante qQRT-PCR.
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3.2.3.- Discriminacion alélica mediante PCR-RFLP.

El analisis de los fragmentos de restriccion de longitud polimoérfica (RFLP) se
basa en la fragmentacion de una molécula de ADN mediante enzimas de restriccion, las
cuales solo actlan si estd presente la secuencia nucleotidica especifica que cada una de
ellas reconoce (diana de restriccion). Cuando un polimorfismo altera una secuencia
puede distorsionar una de estas dianas o generar una nueva, modificando el tamafno de
los fragmentos de restriccion. La electroforesis en gel de agarosa permite visualizar los

fragmentos y saber asi si una muestra presenta o no un determinado polimorfismo **.

Previamente a la digestion con enzimas de restriccion es necesario aumentar el
nimero de moléculas del ADN a estudio, para lo que se utiliza la reaccion en cadena de
la polimerasa o PCR. Mediante esta técnica se consigue la amplificacion de forma
logaritmica de secuencias de ADN de hasta 600 pb de longitud *'°. Para ello, junto con
la muestra de ADN a estudio, se precisan dos oligonucle6tidos cebadores (o primers) de
secuencia complementaria a las regiones que flanquean aquella que se quiere amplificar.
Se necesita ademas una polimerasa resistente a altas temperaturas que generalmente se
obtiene de la bacteria Thermus aquaticus, y se denomina Taq polimerasa. Esta enzima
es capaz de sintetizar una nueva molécula de ADN a partir de los oligonucledtidos
provistos, utilizando como molde la cadena de ADN que se desea amplificar. Para ello,
es necesario anadir a la reaccion los dNTPs (desoxirribonucledtidos trifosfato) que el
enzima ird ensamblando y enriquecer el medio de la reaccion con un tampdén que
proporcione el medio adecuado para la estabilizacion de la polimerasa, para lo que debe
estar enriquecido en cloruro magnésico. La reaccion tiene lugar mediante
modificaciones ciclicas de la temperatura. Consiste en un primer paso de 3-5 minutos a
92°C para favorecer la desnaturalizacion del material de partida, seguido de al menos 30
ciclos de temperatura variable durante los que se produce la sintesis de las nuevas
cadenas de ADN. Los ciclos se inician a 92°C para favorecer la separacion de las hebras
formadas en el ciclo anterior, otro paso a una temperatura variable entre 50 y 65°C a la
que se favorece el anillamiento de los primers y por ultimo, unos minutos a 72°C para
favorecer la extension por la polimerasa, que a partir de los primers va extendiendo la
cadena. Una vez completados todos los ciclos, se hace un paso final de extension,

durante 5-7 minutos a 72°C.
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La temperatura mas variable es la que se emplea para el anillamiento, ya que
debe modificarse segun las caracteristicas de los primers. Tras repetir estos ciclos de
temperatura entre 30 y 40 veces, se obtienen millones de secuencia idénticas a la
inicial *".

En este trabajo, las reacciones de amplificacion se realizaron con los productos
comerciales para PCR Supermix® (Gibco-BRL) y Master Mix® (Promega), a los que se
afiadieron entre 1 pL y 4 pL de la mezcla de los dos oligonucledtidos flanqueantes y 1
uL del ADN obtenido por el método anteriormente descrito (concentracion = 0,1-0,2

pg/mL).

Para asegurar que no existia contaminacion y que las reacciones eran especificas
para cada muestra de partida, se emple6 como control una preparaciébn que contenia
todos los reactivos citados excepto ADN molde. Todas las reacciones de amplificacion
se llevaron a cabo en un termociclador automatico y se incluy6 siempre en paralelo un
control negativo de la reaccion. Para evitar la contaminacion de las muestras con otros
ADN, la manipulacion post-PCR se realizd en un laboratorio distinto de donde

habitualmente se realiza la extraccion del ADN y de donde se prepararon las reacciones.

Los productos de PCR se visualizaron mediante luz ultravioleta tras realizar
electroforesis en geles de agarosa al 2% en tampon TBE 0,5X (TBE: 0,089 M Tris
base/0,089 M écido borico) tefiidos con bromuro de etidio (0,5 pg/mL).

Una vez conseguida la amplificacion de las muestras, se procedio al analisis de
los polimorfismos empleando endonucleasas de restriccion. Se incubaron 7-17 pL del
producto de PCR con 10 unidades de la endonucleasa de restriccion correspondiente y
2 uL de tampon de digestion a la temperatura especifica de cada enzima durante un
tiempo que varia de 4-7 horas. Posteriormente, los fragmentos se visualizaron
realizando una nueva electroforesis en gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio **

(Esquema 1A).
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EXTRACCION DE ADN
[ Preparar mezda
de reaccion
=4
v

Proceso PCR

l

Fd Gel de Agarosa
U
]
-
i;i
e Preparar
mezcla de
digestion
- Gel de agarosa
i < =
£5
- :
b —
< ';'
o Discriminacion
alélica de cada
muestra
o
0
2] E Programa
]
=0 5P55v.110
Z <
5
23

Esquema 1A) Discriminacion alélica mediante digestion con enzimas de restriccion.

3.2.3.1.- Analisis del polimorfismo Arg72Pro del gen de la proteina supresora

tumoral P53 (rs1042522).

El gen de la TP53 estd localizado en el brazo corto del cromosoma 17,
localizacion 17p13.1 [OMIM *191170]. El polimorfismo Arg72Pro del gen TP53
consiste en el cambio de una citosina (C) por una guanina (G) en la secuencia de ADN,
lo que se traduce en el cambio del aminodcido Arginina por Prolina en la posicion

727,
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La mutacién de C por G destruye un sitio de corte de la enzima BstU-I, de tal
manera que el alelo Arginina (C) tiene dos fragmentos de 165 y 126 pb mientras que el

alelo Prolina (G) solo tiene un fragmento de 291 pb.

El andlisis del polimorfismo se realiz6 mediante amplificacion por PCR de un

fragmento de 291 bp del exon 4 *2, utilizdndose los oligonucledtidos cebadores:

5'-TGC CGT TCC CCC TGA CAT CT-3' (sentido)
5'-CTG ACC GTG CAA GTC ACA GA-3' (antisentido)

La reaccion de amplificacion se llevo a cabo en el termociclador automatico de

acuerdo al siguiente esquema:

12,5 ul del compuesto comercial PCR Mastermix ©, que proporciona los
reactivos necesarios para la amplificacion.

« 1 pl del oligonucleotido cebador “primer” Forward.

« 1 pl del oligonucleotido cebador “primer” Reverse.
9,5 ml de agua destilada.

« 1 ul=10ng de ADN molde (concentracion = 10-20 pg/ml).

Como control se utilizd un tubo eppendorf conteniendo PCR Mastermix® y

oligonucledtidos, sin ADN molde.

Las amplificaciones se realizaron en las siguientes condiciones:

N°de ciclos Temperatura Tiempo Proceso
1 95°C S minutos  Desnaturalizacion
40 95 °C 30 segundos Desnaturalizacion
58°C 30 segundos Anillamiento
72 °C 30 segundos Extension
1 72 °C 10 minutos Extension

Tras este proceso se amplifico un fragmento de 291 pb que se visualizé mediante

electroforesis en un gel de agarosa al 2 % (Figura 16).
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Figura 16. Electroforesis de la amplificacion por PCR del exén 4 de TP53.

A continuacion se digirio el producto de PCR con la endonucleasa de restriccion
BstU-1 (Bsh12361, Fermentas Life Sciences, Burlington, Ontario, Canada). La digestion

se llevo a cabo incubando a 37 °C durante 6 horas:

« 10 pl del producto de PCR.

« 10 unidades de la endonucleasa de restriccion BstU-I.
+ 2 ul de tampon de digestion Tango (R").

« 7 ul de agua destilada.

Este enzima, que reconoce la secuencia es 5'...CG*CG...3' presente en el alelo
salvaje pero no en el polimorfismo, genera dos fragmentos de 165 pb y 126 pb, que
fueron separados y visualizados tras realizar electroforesis en geles de agarosa al 3%.
Para monitorizar la migracion del ADN en el gel, se incluyeron dos colorantes en el
tampon de carga: azul de bromofenol y xileno-cianol. Tras la electroforesis, se realizd
una foto con una camara digital Kodak DC-40 bajo iluminacion ultravioleta, usando el

programa Kodak Digital Science ID.

Asi, los genotipos generados son:
- 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
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Para excluir contaminacién cruzada, todos los experimentos fueron realizados en

ambientes especialmente diseniados para PCR y siempre incluyendo controles negativos.

Figura 17. Diferenciacion genotipica del polimorfismo en el exon 4 de TP53 tras la digestion con BstU-I.
Se observan los tres genotipos posibles, homocigoto Prolina (carril 6), homocigoto Arginina (carriles 1,2,

4) y heterocigoto Arginina/Prolina (3,5).
n° carril 1 2 3 4 5 6

291 pb

165pb  [126 pb

291 pb —

165 pb —
126 pb—>

3.2.4.- Discriminacion alélica mediante qRT-PCR.

Higuchi describi6 en 1993 una técnica que permitia detectar los productos de la
PCR a medida que se iban acumulando y la denomind Real Time-PCR (QRT-PCR) *".
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 adiccion de sustancias intercalantes del ADN como el bromuro de etidio, mientras
que el otro emplea sondas que emiten fluorescencia al hibridar con la secuencia
complementaria. En la Tabla 17 se relacionan los fluorocromos mas empleados y sus
espectros de excitacion y emision. En este caso, se han empleado sondas TaqgMan®,
marcadas con los fluorocromos VIC y FAM, uno para cada alelo de los genes
estudiados. Estas sondas, complementarias para una secuencia especifica, presentan un
donador en el extremo 5 y un aceptor (quencher) en el extremo 3 que absorbe la
fluorescencia emitida por el donador cuando los extremos de la sonda estdn proximos,

lo que sucede mientras la sonda esta intacta ****,
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Tabla 17. Principales moléculas fluorescentes empleadas como marcadores en la PCR con sondas

Taqman®.

Fluorocromo Max hate (Nm) Max hem (nm)
Cascade blue (varios) 3T74-403 422-430
YOYO-1 4a1 500
Bodipy 503 512
Fluoresceina (FITC) 494 520
SYER Green | 497 520
TOTO-1 513 532

| FAM 495 535 Il
Luciferina 430 540
I VIC 538 554 I
JUE 925 200
HEX 530 560
Cy3 552 365
POPO-3 534 a7
Rodamina 540 370
NED 553 575
TAMRA 260 580
Naranja de acridina 460,502 526,650
Cy5 643 667
Quantum Red/Red 670 480,565 670
Bromuro de etidio 526 605
ROX 580 605
Red 613 480,565 613
ana de Tﬂjaﬁ 596 Gl5
Homodimero de etidio 534 616
Yodure de propidio 536 GLT
IRD 700 685 705
CyT7 743 767
IRD 800 745 849

Ademas de estas sondas, la QRT-PCR precisa de los mismos elementos que una
PCR convencional (oligonucledtidos o primers, dNTPs, Taq polimerasa y solucion
tampon). Durante el anillamiento, tanto los oligonucle6tidos como las sondas
fluorescentes se unen a las cadenas de ADN. Taq polimerasa tiene ademas actividad
5’-3” exonucleasa de modo que si mientras realiza la extensiéon de una molécula de
ADN a partir de un primer, encuentra una sonda unida a esa cadena, la hidroliza. Al
separarse el fluorocromo y el aceptor, la fluorescencia ya no es absorbida, de modo que
la fluorescencia liberada tras la excitacion de la muestra con un laser es detectada por el

lector **#'* (Figura 16).
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Legand
Monfluoreacent
@ VIC dys quencher AmpliTag
Gold DNA
Minor grocwvs Polymermzs
@ 6-FAM dye binder

Figura 16. Mecanismo de la PCR con sondas Taqman®.

El incremento de ADN en cada ciclo se corresponde con un aumento de
hibridacion de las sondas, lo que conlleva un aumento en la misma proporcion de
fluorescencia emitida (Figura 17). El empleo de estas sondas garantiza la
especificidad de la deteccion y permite identificar polimorfismos o mutaciones

puntuales.
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Figura 17. Emision de fluorescencia en una QRT-PCR a medida que tienen lugar los ciclos de
amplificacion (StepOne®).
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Nuestro estudio se realizd en un termociclador StepOne de Applied Biosystems®

que dispone de varios canales de lectura y permite detectar la emision de distintos
fluorocromos a la vez. De esa manera, se pueden usar varias sondas marcadas con
distintos fluorocromos, para identificar los diferentes alelos descritos en cada uno de los

genes estudiados *"**'* (Esquema 1B).
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muestra

I

Programa
SPSSv.11.0
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Esquema 1B) Discriminacion alélica mediante PCR con sondas Tagman.
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3.2.4.1.- Analisis de los polimorfismos —460 C>T (rs833061) y —-2578 A>C

(rs699947) del gen del factor de crecimiento endotelial vascular A.

El gen que codifica el factor de crecimiento endotelial vascular A (VEGFA) se
encuentra en el brazo corto del cromosoma 6, localizacion 6p21.1 [OMIM *192240]. Se
estudiaron los polimorfismos por cambio de un solo nucleétido, Single Nucleotide
Polymorphism (SNP) del gen localizados en la region promotora, en la posicion — 460,
cuyo cambio es citosina (C) por timina (T), y en la posicion — 2578, cuyo cambio es

adenina (A) por citosina (C).

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 afadi6 0.5 ul del preparado comercial
TagMan® SNP Genotyping Assays, que contiene los primers con las sondas y 0.5 ul de
ADN y 4.25 ul de H20, para un volumen final de 10 pl. Las secuencias de las sondas y

los primers utilizados para el estudio de cada SNP fueron:

Primers

Sondas TagMan® (VIC/FAM)

Ensayo
(Foward/Reverse)

VEGFA C 1647381 10 GAGTGTGTGCGTGTGGGGTTGAGGG|C/T| | Fw: GAGTGTGTGCGTGTGGGGTTGAGGG Rv:
—460C>T - - GTTGGAGCGGGGAGAAGGCCAGGGG | GTTGGAGCGGGGAGAAGGCCAGGGG
VEGFA GCCAGCTGTAGGCCAGACCCTGGCAJA/C] | Fw: GCCAGCTGTAGGCCAGACCCTGGCA Rv:

C_8311602_10

—2578A>C

GATCTGGGTGGATAATCAGACTGAC

GATCTGGGTGGATAATCAGACTGAC

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 ADN problema.

Las amplificaciones se llevaron a cabo en las siguientes condiciones:

N° de ciclos
1
40

Temperatura Tiempo Proceso
60 °C 30 segundos Desnaturalizacién
95 °C 10 minutos  Desnaturalizacion
95°C 15 segundos Anillamiento
60 °C 1 minuto Extension
60 °C 30 segundos Extension
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La lectura de fluorescencia se realiz6 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

determinacion del alelo presente en cada una de las muestras.

En la figura 18 se muestra la representacion grafica de la deteccion de

fluorescencia para el polimorfismo VEGFA —460C>T.

Figura 18: Discriminacion alélica de VEGFA —460C>T (Allelic Discrimination Programme, Applied Biosystem).
Grafico de discriminacion alélica para VEGFA —460C>T
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Cada uno de los puntos representa una muestra estudiada. En el caso de los
individuos T/T, solo se une la sonda marcada con FAM (representado en azul), mientras
que en el caso de los individuos C/C, 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 ADN que se emplean como control.

En la figura 19 se muestra el polimorfismo VEGFA —2578A>C.

Figura 19: Discriminacion alélica de VEGFA —2578A>C (Allelic Discrimination Programme, Applied Biosystem).

Grafico de discriminacion alélica para VEGFA -2578A>C
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En el caso de los individuos C/C, solo se une la sonda marcada con FAM
(representado en azul); en el caso de los individuos A/A, solo se une la sonda marcada
con VIC (rojo); y el sistema representa en verde los genotipos A/C en el que se unen
ambas sondas. Los cuadraditos negros representan las muestras sin ADN que se

emplean como control.

3.2.4.2.- Analisis del polimorfismo —604A>G (rs2071559) del gen del receptor del

factor de crecimiento endotelial vascular.

El gen que codifica el receptor del factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGFR2), también conocido como KDR (del inglés kinase insert domain receptor), se
encuentra en el brazo largo del cromosoma 4, localizacion 4q12 [OMIM *191306]. Se
estudi6o el polimorfismo por cambio de un solo nucleodtido, Single Nucleotide
Polymorphism (SNP) del gen localizado en la region promotora, en la posicion — 604,

cuyo cambio es adenina (A) por guanina (G).

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 afadi6 0.5 ul del preparado comercial
TagMan® SNP Genotyping Assays, que contiene los primers con las sondas y 0.5 ul de

ADN y 4.25 ul de H20, para un volumen final de 10 pl. Las secuencias de las sondas y
los primers utilizados para el estudio del SNP —604A>G del gen VEGFR?2 fueron:

® Primers
Sondas TagMan™ (VIC/FAM)
(Foward/Reverse)
VEGFR2 c GAAAACGCACTTGCCCAGTTCGCCA[A/G] | Fw: GAAAACGCACTTGCCCAGTTCGCCA
15869271_10
-604A>G | ~ - CATTCCCGCTATTTCCCAAAATATT Rv: CATTCCCGCTATTTCCCAAAATATT

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 ADN problema.

Las amplificaciones se llevaron a cabo en las mismas condiciones que en el

estudio de los polimorfismos 460 C>T y —2578 A>C del gen VEGFA.
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La lectura de fluorescencia se realiz6 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

determinacion del alelo presente en cada una de las muestras.

En la figura 20 se muestra la representacion grafica de la deteccion de

fluorescencia para el polimorfismo VEGFR2 —604A>G.

Figura 20: Discriminacion alélica de VEGFR2 —604A>G (Allelic Discrimination Programme, Applied Biosystem).

Grafico de discriminacion alélica para VEGFR2 —604A>G
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Cada uno de los puntos representa una muestra estudiada. En el caso de los
individuos G/G, solo se une la sonda marcada con FAM (representado en azul); en el
caso de los individuos A/A, solo se une la sonda marcada con VIC (rojo); y el sistema

representa en verde los genotipos A/G en el que se unen ambas sondas.

3.2.4.3.- Analisis del polimorfismo 894G>T (rs1799983) del gen de la sintasa del

oxido nitrico endotelial.

El gen que codifica la eNOS, también denominada NOS3, se encuentra en el
brazo largo del cromosoma 7, localizacion 7q36.1 [OMIM *163729]. Se estudi6 el
polimorfismo por SNP del gen localizado en el exon 7, en la posicion 894, cuyo cambio
es guanina (G) por timina (T), lo que se traduce en la sustitucion de glutamato (Glu) por

aspartato (Asp) en el residuo 298 de la proteina eNOS.

Para la realizacion de PCR a tiempo real, las secuencias de las sondas y los

primers empleados para el estudio del SNP 894G>T del gen eNOS fueron:

® Primers
Sondas TagMan™ (VIC/FAM)
(Foward/Reverse)
eNOS C 3219460 20 CCCTGCTGCTGCAGGCCCCAGATGA|G/T] Fw: CGGTCGCTTCGACGTGCT
894G>T - - CCCCCAGAACTCTTCCTTCTGCCC Rv: CCAGTCAATCCCTTTGGTGTC

La reaccion de amplificacion se llevo a cabo en el termociclador automatico

(Biosystem Step one®), de acuerdo al siguiente esquema:

« 5 ul del compuesto comercial PCR TagMan®, que proporciona el enzima
necesaria para la amplificacion (polimerasa Taq).

« 0,04 pl sonda marcada con fluorocromo VIC.

« 0,04 ul sonda marcada con fluorocromo FAM.

« 1 ul del oligonucleétido cebador “primer” Forward.

« 1 pl del oligonucleotido cebador “primer” Reverse.

« 2,42 pl de agua destilada.

« 0,5 ul =5 ng de DNA molde (concentracion = 10-20 pg/ml).
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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 ADN problema.

Las amplificaciones se realizaron en las siguientes condiciones:

N°de ciclos Temperatura Tiempo Proceso
1 60 °C 30 segundos Desnaturalizacion
40 95 °C 10 minutos  Desnaturalizacion
95°C 15 segundos Anillamiento
60 °C 1 minuto Extension
1 60 °C 30 segundos Extension

La lectura de fluorescencia se realizd 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

determinacion del alelo presente en cada una de las muestras.

En la figura 21 se muestra la representacion grafica de la deteccion de
fluorescencia para el polimorfismo eNOS 894G>T. Cada uno de los puntos representa
una muestra estudiada. En el caso de los individuos T/T, solo se une la sonda marcada
con FAM (representado en azul); en el caso de los individuos G/G, solo se une la sonda
marcada con VIC (rojo); y el sistema representa en verde los genotipos G/T en el que se
unen ambas sondas. Los cuadraditos negros representan las muestras sin ADN que se

emplean como control.
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Figura 21. Discriminacion alélica de eNOS 894G>T (Allelic Discrimination Programme, Applied Biosystem).

Grafico de discriminacion alélica para eNOS 894G>T
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4.- Analisis estadistico de los resultados.

Se disefio un formulario especifico para la recogida de datos en la base de datos
informatica formato Microsoft Office Access, version 2003. El analisis estadistico se
practico mediante el paquete informatico SPSS, version 21 (SPSS Inc, Chicago, IL,

Estados Unidos).
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El estudio estadistico se inici6 con el analisis descriptivo de todas aquellas

variables demograficas y clinicas recogidas para el estudio tanto en la muestra de casos

con demencia vascular y enfermedad de Alzheimer como en la muestra de controles sin

demencia. Para variables categoricas nominales y ordinales se calcul6 la proporcion de

pacientes en cada categoria, y para las variables cuantitativas se utilizaron la media y

desviacion estandar cuando la distribucion era normal, y la mediana y cuartiles en caso

contrario.

Se completd el estudio estadistico con un apartado de estadistica inferencial

donde se

realizaron distintas comparaciones entre variables. En la realizacion del

estudio se utilizaron los siguientes test estadisticos:

Para comprobar que variables seguian una distribucion normal se utilizo
el test de Kolmogorov-Smirnov.

Si las variables son cualitativas utilizamos el andlisis de tablas de
contingencia, con el test Chi-cuadrado (y?) 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.

Para comparar dos variables continuas se utilizo 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 correlacion, el coeficiente de correlacion
lineal de Pearson y su analogo no paramétrico de Spearman, para

establecer la relacion entre dos variables continuas.

Durante todo el analisis estadistico se utilizd un nivel de significacion para

probabilidades menor de 0,05.
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Dada la importancia de evaluar que la muestra no estaba sesgada por una
distribucion estratificada de las variantes polimoérficas debidas a un apareamiento no
aleatorio, se explor6 la frecuencia alélica de las muestras mediante un chi cuadrado con
las frecuencias alélicas esperadas por el principio de Hardy-Weinberg. El analisis de
equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) en las poblaciones muestreadas se corrobord
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 comprobé mediante el test
exacto de Fisher con el paquete estadistico GENEPOP 3.4 y cadenas de Markov.
También con este programa y cadenas de Markov, se determind la existencia de
diferencias en las frecuencias alélicas (test exacto de Fisher) y genotipicas (test exacto
basado en log-likelihood) entre las submuestras de dementes 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 analisis 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 correccion de Bonferroni para comparaciones multiples.

Para este andlisis los datos se procesaron con el paquete estadistico SPSS.

También es posible analizar este tipo de datos, asumiendo un modelo genético

preestablecido. Se van a analizar los siguientes modelos:

a) Modelo dominante. Se hace la suposicion de que portar un determinado
alelo incrementa el riesgo de padecer la enfermedad. Por ejemplo, se supone
que una unica copia de A es suficiente para modificar el riesgo y que ser
portador de 2 copias lo modifica en igual magnitud; es decir, heterocigotos
AB y homocigotos AA tienen el mismo riesgo. Se puede comparar la

combinacion de estos 2 genotipos respecto a los homocigotos BB.
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b) Modelo recesivo. Se hace la suposicion de que portar dos copias de un alelo
incrementa el riesgo de padecer la enfermedad. Por ejemplo, se supone que
son necesarias 2 copias de A para modificar el riesgo; por tanto,
heterocigotos AB y homocigotos BB tienen el mismo riesgo. Se compara la

combinacion de ellos respecto a los homocigotos AA.

¢) Modelo codominante. Es el mas general. Cada genotipo proporciona un
riesgo de enfermedad diferente y no aditivo. Se comparan heterocigotos y
homocigotos variantes por separado respecto a los homocigotos del genotipo

mas frecuente.

No es facil hallar un criterio para establecer el modelo de herencia mas adecuado
para un polimorfismo concreto. Por ello, comparamos el ajuste del modelo
codominante, que es el mas general (2 parametros), con los demas modelos (1
pardmetro). Estas comparaciones se realizaron mediante el test de la razon de
verosimilitudes. También se calcularon las OR de asociacion entre cada genotipo y la

enfermedad y los correspondientes intervalos de confianza (IC) del 95%.
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1.- Descripcion de 1a muestra.

Tal y como se describid en el capitulo anterior (Pacientes y Métodos), hemos
estudiado 150 casos de demencia vascular, 147 casos de enfermedad de Alzheimer y
150 sujetos control sin demencia. De los 150 pacientes diagnosticados de demencia
vascular se observo que 74 eran casos de demencia vascular multiinfarto o cortical y 76

casos de demencia vascular subcortical.

1.1.- Caracteristicas epidemiologicas de la muestra.

1.1.1.- Sexo.

La distribucion de los sujetos incluidos en nuestro estudio en funcion del género
se muestra en la tabla 18 y en la figura 22. Para los grupos con demencia vascular y sin
demencia tenemos un porcentaje de hombres (50,7%) y mujeres (49,3%) muy similar.
Sin embargo, el porcentaje de mujeres (63,3%) es mas alto que el de hombres (36,7%)
para el grupo con enfermedad de Alzheimer. Hemos encontrado diferencias

estadisticamente significativas en el género para los tres grupos (p=0,021).

Tabla 18. Distribucion de los sujetos de la muestra por sexo

Demencia Vascular Enfermedad Alzheimer No demencia
N (%) N (%) N (%)
Sexo* Hombre 76 (50,7%) 54 (36,7%) 76 (50,7%)
Mujer 74 (49,3%) 93 (63,3%) 74 (49,3%)

*Diferencia significativa entre pacientes con demencia vascular, enfermedad de Alzheimer y controles sin demencia

(p<0.05, test x2).

Figura 22. Porcentaje de hombres y mujeres en los grupos de estudio
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En cuanto a la diferencia de género dentro del grupo de pacientes con demencia
vascular, se observd un mayor porcentaje de hombres (58,11%) entre los pacientes con
demencia vascular multiinfarto o cortical y de mujeres (56,58%) en los pacientes con
demencia vascular subcortical —ver tabla 19 y figura 23—, sin diferencias

estadisticamente significativas (p=0,072).

Tabla 19. Distribucion por sexos segun el subtipo de demencia vascular

Demencia Vascular cortical Demencia Vascular subcortical
N (%) N (%)
Sexo Hombre 43 (58,11%) 33 (43,42%)
Mujer 31 (41,89%) 43 (56,58%)

Fgura 23. Porcentaje de hombres y mujeres segin el subtipo de demencia vascular

M DV cortical
100 B DV subcortical
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1.1.2.- Edad.

La edad media de los individuos con demencia vascular es de 78,6 afios
(desviacion estandar [DE] de 7,2 afios); la de los pacientes con enfermedad de
Alzheimer de 79,8 anos (DE de 6,9 afios) y la de los individuos sin demencia de 81,2
afios (DE de 5 afios). Hemos encontrado diferencias estadisticamente significativas para

los tres grupos del estudio (p=0,002).

El rango o intervalo se situa entre los 53 y los 92 afios en los dos grupos con
demencia. En el grupo control sin demencia el sujeto més joven tenia 70 afios y el mas

anciano 94 anos (ver tabla 20).
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Tabla 20. Edad en el momento de inclusion en el estudio de los sujetos de la muestra*

IC para la media al

Error 95%
Media DE . . Mediana Minimo Maxi
tpico  y imite Limite aximo
inferior  superior
Demencia 786 72 058 774 79.7 79 53 92
vascular
Alzheimer 79,8 6,9 0,56 78,6 80,9 81 53 92
No demencia 81,2 5 0,40 80,4 82,0 81 70 94

*Diferencia significativa entre pacientes con demencia vascular, enfermedad de Alzheimer y controles sin demencia

(p<0.05, ANOVA).

En la tabla 21 y la figura 24 se representa la distribucion segtn intervalos de
edad. El grupo de edad comprendida entre los 75 y los 84 afios incluye a mas de la
mitad de los individuos con y sin demencia. Sin embargo, en el grupo con demencia
vascular la proporcion de sujetos con una edad menor o igual a 80 afios es superior
(60%) que en el grupo con enfermedad de Alzheimer (48,3%) y que en el grupo sin
demencia (48%). Cabe recordar que en la seleccion de los individuos control se requeria
una edad igual o mayor a 70 afios para la participacion en este estudio, con el objetivo
de disminuir la probabilidad de incluir sujetos que pudieran desarrollar demencia en un
futuro. Como se menciond en la introduccion, el factor que mas contribuye de manera

independiente a la demencia es la edad avanzada.

Tabla 21. Frecuencias absolutas y relativas segun los grupos de edad

Grupos de edad (afios) Demencia Vascular Enfermedad Alzheimer No demencia
N (%) N (%) N (%)
<65 8 (5,3%) 8 (5,4%) 0
65-69 6 (4%) 5(3.,4%) 0
70-74 23 (15,3%) 12 (8,2%) 13 (8,7%)
75-79 42 (28%) 34 (23,1%) 42 (28%)
80-84 41 (27,3%) 52 (35,4%) 55 (36,7%)
85-89 25 (16,7%) 29 (19,7%) 33 (22%)
=90 53,3%) 7 (4,8%) 7 (4,7%)
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Frecuencia Figura 24. Distribucién por edad de los sujetos en estudio
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Si observamos los datos de edad seglin el sexo de los participantes en el estudio,
las mujeres tenian mayor edad que los varones: 79,93 (DE=7,8) y 77,74 (DE=6,4) afios,
respectivamente, en el grupo de demencia vascular; 80,24 (DE=7,0) y 78,93 (DE=6,7)
afios, respectivamente, en el grupo con enfermedad de Alzheimer; y 81,34 (DE=5,2) y

81,11 (DE=4,8) afios, respectivamente, en el grupo sin demencia.

En la figura 25 vienen representadas las edades medias de los tres grupos a

estudio segmentadas por sexo.

Figura 25. Edades medias segmentadas por sexo de los sujetos a estudio

82 & Demencia vascular

g1 V— ¢ & Alzheimer
“¥-No demencia

80
Edad media (arios) 79
78
77
76

75
Hombres Mujeres

Sexo

120



Capitulo 4. RESULTADOS

Dentro del grupo de pacientes con demencia vascular, la edad media de los
individuos con DV multiinfarto o cortical es de 78,2 afios (DE=7,6) y la de aquellos con
DV subcortical es de 78,9 afios (DE=6,7). No hemos encontrado diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos (p=0,573). El rango o intervalo se
sitia entre los 53 y los 91 afos en el grupo con DV cortical. En el grupo con DV

subcortical el sujeto mds joven tenia 59 afios y el mas anciano 92 afios (ver tabla 22).

Tabla 22. Edad en el momento de inclusion en el estudio segun el subtipo de demencia vascular

IC para la media al

95%
Media DE 'f,rf"r Mediana Minimo Maximo
IPICO 1 imite Limite
inferior  superior
DYV cortical 78,2 7,6 0,88 76,5 80,0 79 53 91
LN . 78,9 6,7 0,77 77,4 80,4 79 59 92
subcortical

En la tabla 23 y la figura 26 se representa la distribucion segtn intervalos de
edad en los dos subgrupos. En el grupo con DV cortical la proporcién de sujetos con
una edad menor o igual a 80 afios es ligeramente superior (62,2%) que en el grupo con
DV subcortical (57,9%). En general, la distribucion de los pacientes por rangos de edad
es similar en ambos subgrupos, salvo en el grupo de edad comprendida entre los 80 y 84

afios, en el que predominan los pacientes con DV subcortical.

Tabla 23. Frecuencias absolutas y relativas segun los grupos de edad

Grupos de edad (afios) Demencia Vascular cortical Demencia Vascular subcortical
N (%) N (%)
<65 4 (5,4%) 4 (5,3%)
65-69 4 (5,4%) 2 (2,6%)
70-74 11 (14,9%) 12 (15,8%)
75-79 22 (29,7%) 20 (26,3%)
80-84 16 (21,6%) 25 (32,9%)
85-89 15 (20,3%) 10 (13,2%)
=90 2 (2,7%) 3 (3,9%)
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Frecuencia Figura 26. Distribucion por edad segiin el subtipo de demencia vascular
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En la figura 27 vienen representadas las edades medias de los dos subgrupos de
demencia vascular segmentadas por sexo. Las mujeres tenian mayor edad que los
varones: 79,10 (DE=5,7) y 77,60 (DE=8,8) afios, respectivamente, en el grupo de DV
cortical; y 79,65 (DE=6,9) y 77,91 (DE=6,5) afios, respectivamente, en el grupo con DV

subcortical.

Figura 27. Edades medias segmentadas por sexo segun el subtipo de demencia vascular
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1.1.3.- Nivel educativo.

El nivel educativo fue recogido en funcion de la edad a la que se abandonaron
los estudios y/o los titulos obtenidos y, de este modo, se dividié en cuatro categorias. En
general, los sujetos del estudio presentaron un nivel educativo medio-bajo (ver tabla

24).
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El 48,7% de los individuos sin demencia sabian leer y escribir, pero no habian
completado sus estudios primarios. Esta cifra ascendia al 52,7% en los pacientes con
demencia vascular y al 61,2% en los casos con enfermedad de Alzheimer. Al analizar
los datos estadisticamente pudimos observar que el nivel de instruccion era mayor en

los individuos sanos con una diferencia estadisticamente significativa (p=0,006).

Tabla 24. Distribucion del nivel de instruccion en los sujetos de la muestra

Demencia Enfermedad No demenci
Vascular Alzheimer o0 de oe ca
N (%) N (%) N (%)
Nivel < 8 aios 43 (28,7%) 31 (21,1%) 21 (14%)
educativo®
8-13 afios 36 (24%) 59 (40,1%) 52 (34,7%)
Estudios primarios 59 (39,3%) 52 (35,4%) 65 (43,3%)
Educacion secundaria/ 12 (8%) 5(3,4%) 12 (8%)

universitaria

*Diferencia significativa entre pacientes con demencia vascular, enfermedad de Alzheimer y controles sin demencia

(p<0.05, test x2).

Dentro del grupo con demencia vascular, los pacientes no difieren en escolaridad
de forma significativa (p=0,223). No habian finalizado los estudios primarios el 50% de

los individuos con DV cortical y el 55,3% en aquellos con DV subcortical.

Tabla 25. Distribucion del nivel de instruccion segun el subtipo de demencia vascular

. . Demencia Vascular
Demencia Vascular cortical

. subcortical
N (%) N (%)
Nivel < 8 afios 18 (24,3%) 25 (32,9%)
educativo
8-13 aiios 19 (25,7%) 17 (22,4%)
Estudios primarios 28 (37,8%) 31 (40,8%)
Educacion secundaria/ 9 (12,2%) 3(3,9%)

universitaria

1.1.4.- Otras variables sociodemograficas.

También se tomaron en consideracion en nuestro estudio las siguientes variables
sociodemograficas: estado civil, ocupacion, dominancia manual, &mbito de residencia

(rural o urbano) y situacion vital (institucionalizacion: si/no) —ver tabla 26—.

123



Capitulo 4. RESULTADOS

Tabla 26. Distribucion de otros factores sociodemograficos en la muestra a estudio

Demencia Enfermedad No demencia:
Vascular Alzheimer ’
N (%) N (%) N (%)
Estado civil* Soltero 22 (14,7%) 18 (12,2%) 9 (6%)
Casado 86 (57,3%) 59 (40,1%) 100 (66,7%)
Viudo 42 (28%) 69 (46,9%) 41 (27,3%)
Divorciado 0 1 (0,7%) 0
Ocupacién Cuello blanco 33 (22%) 25 (17%) 27 (18%)
Cuello azul 31 (20,7%) 24 (16,3%) 23 (15,3%)

Hogar 59 (39,3%) 78 (53,1%) 65 (43,3%)
Agricultura 27 (18%) 20 (13,6%) 35(23,3%)
Dominancia manual Diestro 147 (98%) 145 (98,6%) 148 (98,7%)
Zurdo 3 (2%) 2 (1,4%) 2 (1,3%)
Ambito Rural 78 (52%) 73 (49,7%) 76 (50,7%)
Urbano 72 (48%) 74 (50,3%) 74 (49,3%)
Institucionalizacion* No 108 (72%) 104 (70,7%) 148 (98,7%)
Si 42 (28%) 43 (29,3%) 2 (1,3%)

*Diferencia significativa entre pacientes con demencia vascular, enfermedad de Alzheimer y controles sin demencia

(p<0.05, test x2).

En cuanto al estado civil, la mayoria de los sujetos sin demencia y con demencia
vascular estaban casados — 66,7% y 57,3%, respectivamente —, a diferencia de los
pacientes con enfermedad de Alzheimer, en los que predominaban los viudos (46,9%)
seguidos de los casados (40,1%). Se encontré una diferencia estadisticamente muy

significativa para los tres grupos (p<0,001).

También se clasificé a los individuos en funciéon de su ocupacion en cuatro
categorias. Se tomo en consideracion el empleo que mas tiempo ocup6 al sujeto. De este
modo, observamos que la categoria mas frecuente era “labores del hogar” en todos los
grupos, seguida de la categoria “cuello blanco” en los pacientes con demencia y de
“agricultura” en los sujetos sin demencia, aunque sin evidenciar diferencias
significativas entre grupos (p=0,143). Por otra parte, el porcentaje de sujetos con

dominancia manual «derecha» se situd entorno al 98% en los tres grupos.
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No observamos diferencias estadisticamente significativas en cuanto al dmbito
residencial (p=0,921). En los tres grupos, aproximadamente la mitad de los individuos

pertenecian al &mbito rural y, la otra mitad, al &mbito urbano.

La presencia de demencia vascular o enfermedad de Alzheimer constituian

predictores significativos de institucionalizacion (p<0,0001) en nuestro estudio.

En la tabla 27, desglosamos las mismas variables sociodemograficas en los

pacientes con DV cortical y subcortical.

Tabla 27. Distribucion de otros factores sociodemogridficos segun el subtipo de demencia vascular

. . Demencia Vascular
Demencia Vascular cortical

subcortical
N (%) N (%)
Estado civil Soltero 13 (17,6%) 9 (11,8%)
Casado 41 (55,4%) 45 (59,2%)
Viudo 20 (27%) 22 (28,9%)
Divorciado 0 0
Ocupacion* Cuello blanco 19 (25,7%) 14 (18,4%)
Cuello azul 12 (16,2%) 19 (25,0%)
Hogar 22 (29,7%) 37 (48,7%)
Agricultura 21 (28,4%) 6 (7,9%)
Dominancia manual Diestro 73 (98,6%) 74 (97,4%)
Zurdo 1 (1,4%) 2 (2,6%)
Ambito Rural 38 (51,4%) 40 (52,6%)
Urbano 36 (48,6%) 36 (47,4%)
Institucionalizacion No 53 (71,6%) 55 (72,4%)
Si 21 (28,4%) 21(27,6%)

*Diferencia significativa entre pacientes con demencia vascular cortical y subcortical (p<0.05, test x2).

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos al
analizar la ocupacion (p=0,002). El resto de variables —el estado civil (p=0,612), el
ambito residencial (p=0,875) o la situacion vital (institucionalizacion: si/no) (p=0,919)—

no mostraron diferencias significativas con respecto al subtipo de demencia vascular.
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1.1.5.- Factores de riesgo vascular.

La valoracion de los factores de riesgo vascular en cada uno de los grupos de
estudio se presenta en la tabla 28 y en la figura 28. En el grupo con demencia vascular,
encontramos que 127 pacientes (61 hombres y 66 mujeres) tenian antecedentes de
hipertension arterial (HTA), 55 (26 hombres y 29 mujeres) de diabetes mellitus (DM) y
85 (40 hombres y 45 mujeres) de hipercolesterolemia. En el grupo con enfermedad de
Alzheimer 67 pacientes (24 hombres y 43 mujeres) tenian HTA, 17 (6 hombres y 11
mujeres) DM y 55 (18 hombres y 37 mujeres) hipercolesterolemia. En el grupo control
107 sujetos (50 hombres y 57 mujeres) tenian HTA, 36 (17 hombres y 19 mujeres) DM
y 58 (32 hombres y 26 mujeres) hipercolesterolemia.

Tabla 28. Distribucion de los factores de riesgo vascular en la muestra a estudio

Demencia Vascular E:lfzel::iliid No demencia
N (%) N (%) N (%)
Hipertension arterial* No 23 (15,3%) 80 (54,4%) 43 (28,7%)
Si 127 (84,7%) 67 (45,6%) 107 (71,3%)
Diabetes mellitus* No 95 (63,3%) 130 (88,4%) 114 (76%)
Si 55 (36,7%) 17 (11,6%) 36 (24%)
Hipercolesterolemia®* No 65 (43,3%) 92 (62,6%) 92 (61,3%)
Si 85 (56,7%) 55 (37,4%) 58 (38,7%)

*Diferencia significativa entre pacientes con demencia vascular, enfermedad de Alzheimer y controles sin

demencia (p<0.05, test x2).
Fgura 28. Porcentaje de los factores de riesgo vascular enlos grupos de estudio
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La presencia de factores de riesgo vascular fue significativamente mayor en el
grupo con demencia vascular. En la muestra estudiada existe una mayor frecuencia de
antecedentes de HTA (p<0,0001), DM (p<0,0001) y dislipemia (p=0,001) en pacientes

con demencia vascular al compararlos con el grupo Alzheimer y con el grupo control.

En relacién con el tratamiento recibido (figura 29), 118 pacientes (79,7%) con
demencia vascular estaban con tratamiento antihipertensivo —39 pacientes (26%) en
monoterapia, 48 (32%) en biterapia, 21 (14%) con tres farmacos y 10 (6,7%) con
cuatro—. Los antihipertensivos mas empleados eran diuréticos, seguidos de inhibidores
de la enzima convertidora de angiotensina (IECA) y antagonistas receptores de
angiotensina-II (ARA-II) —ver tabla 29—. En el grupo sin demencia 104 pacientes
(69,3%) recibian tratamiento antihipertensivo —53 pacientes (35,3%) en monoterapia, 39
(26%) en biterapia y 12 (8%) con 3 farmacos—. Por ultimo, solo 61 pacientes (41,5%)
con enfermedad de Alzheimer precisaron terapia antihipertensiva —32 pacientes (21,8%)
en monoterapia, 16 (10,9%) en biterapia y 13 (8,8%) con 3 farmacos—. El perfil de
medicacion antihipertensiva utilizada en el grupo con enfermedad de Alzheimer y en el
grupo control era muy similar al de los pacientes con demencia vascular, salvo por el

predominio de los ARA-II frente a los IECA.

Figura 29. Porcentaje de sujetos con tratamiento médico de los factores de riesgo vascular en la muestra a estudio
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Tabla 29. Tratamiento antihipertensivo en la muestra a estudio

Demencia Vascular  Enfermedad Alzheimer No demencia
N (%) N (%) N (%)
Diuréticos 82 (54,7%) 35 (23,8%) 63 (42%)
Betabloqueantes 14 (9,3%) 10 (6,8%) 5(3,3%)
Calcioantagonistas 24 (16%) 9 (6,1%) 19 (12,7%)
IECA 56 (37,3%) 17 (11,6%) 26 (17,3%)
ARAII 32 (21,3%) 25 (17%) 47 (31,3%)
Alfabloqueantes 6 (4%) 2 (1,4%) 1 (0,7%)
Alfabetabloqueantes 7 (4,7%) 3(2,1%) 5(3,3%)

Los sujetos hipertensos con demencia vascular tenian cifras mayores de tension
arterial sistolica (TAS) y de tension arterial diastolica (TAD) — 151,3 (DE=21,7) y 86,7
(DE=12,6) mmHg respectivamente — que la poblacién hipertensa control — 139,0
(DE=17,8) y 72,2 (DE=9,8) mmHg — y que los pacientes hipertensos con enfermedad de
Alzheimer — 132,6 (DE=21,6) y 73,6 (DE=12,5) mmHg respectivamente —. Estas
diferencias eran estadisticamente significativas para las cifras de TAS (p=0,003) vy,
especialmente, para las de TAD (p<0,0001). Ello indica una mayor presencia de HTA

refractaria en el grupo demencia vascular con respecto al resto.

Dentro del grupo de diabéticos, hemos distinguido entre los
insulinodependientes y los no insulinodependientes, como puede verse en la figura 29.
36 pacientes (24%) con demencia vascular estaban en tratamiento con antidiabéticos
orales y 24 (16%) con insulina; 34 sujetos (22,7%) sin demencia recibian antidiabéticos
orales y 4 (2,7%) insulina; mientras que solo 14 pacientes (9,5%) con enfermedad de
Alzheimer eran tratados con antidiabéticos orales y 5 (3,4%) con insulina. Por lo tanto,
en la poblacién de pacientes con demencia vascular se registré un mayor porcentaje de
diabéticos insulinodependientes que en la de control y con enfermedad de Alzheimer.
Ademas, los sujetos diabéticos del grupo control y con enfermedad de Alzheimer tenian
mejor control glucémico —glucemia basal media de 134,0 (DE=39.4) y 148,5 (DE=46.,5)
mg/dL respectivamente— en comparaciéon con los diabéticos del grupo demencia

vascular —glucemia basal media de 198,2 (DE=55,7) mg/dL— (p=0,004).
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60 pacientes (40%) con demencia vascular, 54 (36%) sin demencia y 46 (31,3%)
con enfermedad de Alzheimer trataban su dislipemia con estatinas. Estos fueron los
resultados del perfil lipidico en la muestra de pacientes con hipercolesterolemia:
colesterol total 198.,8 + 48,1 mg/dL (LDL 117,4 + 39,5 y HDL 47,1 + 17,6 mg/dL) y
triglicéridos 141,1 £ 59,2 mg/dL en el grupo con demencia vascular; colesterol total
189,1 £ 31,9 mg/dL (LDL 109,2 + 33,6 y HDL 51,4 + 15,7 mg/dL) y triglicéridos
124,0 + 50,7 mg/dL en el grupo con enfermedad de Alzheimer; y colesterol total 178,2
+ 32,9 mg/dL (LDL 104,6 £23,3 y HDL 44,6 + 14,6 mg/dL) y triglicéridos 121,4 &+ 54,1
mg/dL en el grupo sin demencia. Por lo tanto, los sujetos dislipémicos de los grupos sin
demencia y con enfermedad de Alzheimer tenian mejor control de su perfil lipidico que
aquellos con demencia vascular. Sin embargo, estas diferencias no eran estadisticamente

significativas en ninguna de las cuatro variables (p>0,05).

Por ultimo, en la figura 29 se muestra la descripcion de los datos referentes al
tratamiento con antiagregantes plaquetarios y anticoagulantes orales en los tres grupos
de estudio. 112 pacientes (74,7%) con demencia vascular tomaban antiagregantes y 32
(21,3%) anticoagulantes; 24 sujetos (16%) sin demencia recibian antiagregantes y 6
(4%) anticoagulantes; y 39 pacientes (26,5%) con enfermedad de Alzheimer eran
tratados con antiagregantes y 13 (8,8%) con anticoagulantes. Tal y como se recoge en la
tabla 30, la mayoria de los sujetos recibieron 4cido acetilsalicilico (AAS) como
tratamiento antigregante. Sin embargo, mas de un tercio de los pacientes con demencia
vascular antiagregados tomaban clopidogrel debido, en la mayoria de los casos, a la
reiteracion de eventos cardiovasculares o cerebrovasculares estando bajo tratamiento

con AAS.

Tabla 30. Tratamiento antiagregante en la muestra a estudio

Demencia Vascular  Enfermedad Alzheimer No demencia
N (%) N (%) N (%)
Acido acetilsalicilico 70 (46,7%) 35 (23,8%) 22 (14,7%)
Clopidogrel 40 (26,7%) 2 (1,4%) 2 (1,3%)
Trifusal 2 (1,3%) 2 (1,4%) 0
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Cuando se compararon los factores de riesgo vascular segiin el subtipo de
demencia vascular, encontramos que 61 pacientes (33 hombres y 28 mujeres) tenian
antecedentes de HTA, 27 (15 hombres y 12 mujeres) de DM y 35 (19 hombres y 16
mujeres) de hipercolesterolemia en el grupo con DV cortical; mientras que 66 pacientes
(28 hombres y 38 mujeres) tenian HTA, 28 (11 hombres y 17 mujeres) DM y 50 (21
hombres y 29 mujeres) hipercolesterolemia en el grupo con DV subcortical (ver tabla 31
y diagrama de barras de la figura 30). Se observd que, a pesar de que existia un mayor
porcentaje de pacientes con antecedentes de HTA en el grupo con DV subcortical, esta
diferencia no era estadisticamente significativa (p=0,301); sin embargo, si lo fue en el
caso del antecedente de hipercolesterolemia (p=0,017), més prevalente en la DV

subcortical. La frecuencia del antecedente DM era similar en ambos grupos (p=0,549).

Tabla 31. Distribucion de los factores de riesgo vascular segun el subtipo de demencia vascular

Demencia Vascular cortical Demencia Vascular subcortical
N (%) N (%)
Hipertension arterial No 13 (17,6%) 10 (13,2%)
Si 61 (82,4%) 66 (86,8%)
Diabetes mellitus No 47 (63,5%) 48 (63,2%)
Si 27 (36,5%) 28 (36,8%)
Hipercolesterolemia®* No 39 (52,7%) 26 (34,2%)
Si 35 (47,3%) 50 (65,8%)

*Diferencia significativa entre pacientes con demencia vascular cortical y subcortical (p<0.05, test x2).

Figura 30. Porcentaje de los factores de riesgo vascular segun el subtipo de demencia vascular
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En relacion con el tratamiento recibido (figura 31), 55 pacientes (74,3%) con
DV cortical estaban con tratamiento antihipertensivo —17 pacientes (23,0%) en
monoterapia, 24 (32,4%) en biterapia, 11 (14,9%) con tres farmacos y 3 (4,0%) con
cuatro— En el grupo con DV subcortical 63 pacientes (83,0%) recibian tratamiento
antihipertensivo — 22 pacientes (28,9%) en monoterapia, 24 (31,5%) en biterapia, 10
(13,5%) con tres farmacos y 7 (9,1%) con cuatro—. Los antihipertensivos mas
empleados eran diuréticos, seguidos de IECA y ARA-II en ambos grupos
—ver tabla 32—

Figura 31. Porcentaje de sujetos con tratamiento médico de los factores de riesgo vascular segin el subtipo de demencia vascular
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Tabla 32. Tratamiento antihipertensivo segun el subtipo de demencia vascular

Demencia Vascular cortical Demencia Vascular subcortical
N (%) N (%)
Diuréticos 38 (51,4%) 44 (57,9%)
Betabloqueantes 6 (8,1%) 8 (10,5%)
Calcioantagonistas 8 (10,8%) 16 (21,1%)
IECA 26 (35,1%) 30 (39,5%)
ARAII 19 (25,7%) 13 (17,1%)
Alfabloqueantes 3 (4,1%) 3 (3,9%)
Alfabetabloqueantes 2 (2,7%) 5 (6,6%)
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Los pacientes hipertensos con DV cortical tenian cifras menores de TAS y TAD
— 150,5 (DE=19,5) y 84,7 (DE=7,3) mmHg respectivamente — que la poblacion
hipertensa con DV subcortical — 152,2 (DE=24,3) y 89,1 (DE=11,5) mmHg —. No se
demostraron diferencias estadisticamente significativas en las cifras de TAS (p=0,655)
ni en las de TAD (p=0,285). Por lo tanto, se observo una elevada presencia de HTA

refractaria en ambos grupos.

Dentro del grupo de diabéticos, 18 pacientes (24,3%) con DV cortical estaban en
tratamiento con antidiabéticos orales y 10 (13,5%) con insulina; mientras que 18
pacientes (23,7%) con DV subcortical eran tratados con antidiabéticos orales y 14
(18,4%) con insulina (figura 31). Los pacientes diabéticos con DV subcortical tenian
mejor control glucémico —glucemia basal media de 195,2 (DE=47,8)— en comparacion
con los diabéticos del grupo DV cortical —glucemia basal media de 201,4 (DE=63,6)

mg/dL—, no siendo estas diferencias estadisticamente significativas (p=0,604).

25 pacientes (33,8%) con DV cortical y 35 (46,1%) con DV subcortical trataban
su dislipemia con estatinas. Los resultados del perfil lipidico en el grupo con DV
cortical fueron: colesterol total 200,3 + 42,6 mg/dL (LDL 121,3 + 34,9 y HDL 46,8 +
16,5 mg/dL) y triglicéridos 149,6 = 54,0 mg/dL. En el grupo con DV subcortical se
registraron: colesterol total 197,7 + 52,3 mg/dL (LDL 114,4 + 42,8 y HDL 47,2 + 18,5
mg/dL) y triglicéridos 134,8 £ 62,7 mg/dL. Es decir, se evidencid un mejor control
lipidico en los pacientes dislipémicos con DV subcortical, aunque no se demostraron

diferencias significativas en ninguna de las cuatro variables analizadas (p>0,05).

En la figura 31 también se muestran los datos referentes al tratamiento con
antiagregantes plaquetarios y anticoagulantes orales en los dos subtipos de demencia
vascular. 55 pacientes (74,7%) con DV cortical tomaban antiagregantes y 17 (23%)
anticoagulantes; mientras que 57 pacientes (75%) con DV subcortical eran tratados con
antiagregantes y 15 (19,7%) con anticoagulantes. Tal y como se recoge en la tabla 33, la
mayoria de los sujetos recibieron AAS como tratamiento antigregante. Sin embargo, un
45,5% de los pacientes con DV cortical antiagregados tomaban clopidogrel debido, en
la mayoria de los casos, a la reiteracion de eventos cerebrovasculares estando bajo

tratamiento con AAS, como veremos mas adelante.
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Tabla 33. Tratamiento antiagregante segun el subtipo de demencia vascular

Demencia Vascular cortical Demencia Vascular subcortical
N (%) N (%)
Acido acetilsalicilico 29 (39,2%) 41 (53,9%)
Clopidogrel 25 (33,8%) 15 (19,7%)
Trifusal 1(1,3%) 1(1,3%)

1.1.6.- Habitos toxicos.

Los resultados obtenidos en cuanto a la exposicion al tabaco en los grupos
estudiados, muestran una mayor frecuencia de tabaquismo en los pacientes con
demencia vascular (34,7%) en comparacion con los sujetos sin demencia (24,7%) y
aquellos con enfermedad de Alzheimer (16,3%) —ver tabla 34 y figura 32—. Esta

asociacion es significativa (p=0,001).

Entre los fumadores y ex fumadores se recogieron datos con respecto a la
cantidad de cigarrillos que consumian, obteniéndose una media de 36 cigarrillos al dia
(DE=15,7) —mediana 40 cigarrillos— en el grupo con demencia vascular, que era
superior a la media de 22 cigarrillos al dia (DE=15,2) —mediana 20 cigarrillos— en

aquellos con Alzheimer y sin demencia (p=0,023).

Del total de 113 sujetos fumadores de la muestra, tan solo 5 eran mujeres (2 con

demencia vascular y 3 con enfermedad de Alzheimer).

Al analizar el abuso de alcohol, en el grupo de pacientes con demencia vascular
y, en menor medida, en el grupo con enfermedad de Alzheimer, el porcentaje de sujetos
con antecedente de enolismo (17,3% y 7,5%, respectivamente) es mucho mayor que
entre los del grupo control (4%) —tabla 34 y figura 32—. Por lo tanto, en nuestro estudio
encontramos una fuerte asociacion entre una ingesta etilica diaria > 40 g/dia y la

demencia (p<0,0001).

Del total de 43 sujetos con antecedente de etilismo, solo uno era una mujer, en

concreto, un caso de demencia vascular.
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Tabla 34. Distribucion de los habitos toxicos en la muestra a estudio

Demencia Vascular Enfermedad Alzheimer No demencia
N (%) N (%) N (%)
Tabaquismo* No 98 (65,3%) 123 (83,7%) 113 (75,3%)
Si 52 (34,7%) 24 (16,3%) 37 (24,7%)
Abuso de alcohol*  No 124 (82,7%) 136 (92,5%) 144 (96%)
Si 26 (17,3%) 11 (7,5%) 6 (4%)

*Diferencia significativa entre pacientes con demencia vascular, enfermedad de Alzheimer y controles sin

demencia (p<0.05, test ¥2).

Figura 32. Porcentaje de los habitos téxicos en los grupos de estudio
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En cambio, entre los pacientes con DV cortical y subcortical no observamos
diferencias estadisticamente significativas en cuanto al antecedente de tabaquismo
(p=0,644) o enolismo (p=0,613) —tabla 35 y figura 33— Tampoco se encontraron
diferencias en la cantidad de cigarrillos que consumian los fumadores (p=0,961). En la

DV subcortical, todos los sujetos con habito tabaquico o abuso de alcohol eran varones.

Tabla 35. Distribucion de los factores de riesgo vascular segun el subtipo de demencia vascular

Demencia Vascular cortical Demencia Vascular subcortical
N (%) N (%)
Tabaquismo No 47 (63,5%) 51 (67,1%)
Si 27 (36,5%) 25 (32,9%)
Abuso de alcohol No 60 (81,1%) 64 (84,2%)
Si 14 (18,9%) 12 (15,8%)
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Figura 33. Porcentaje de los habitos toxicos segiin el subtipo de demencia vascular

100

80

60

40

20

Tabaquismo

i

Abuso de alcohol

B DV cortical
B pv subcortical

1.2.- Caracteristicas clinicas de los pacientes con demencia.

1.2.1.- Comorbilidad.

La tabla 36 muestra la frecuencia de distintas comorbilidades en los grupos con

demencia vascular y enfermedad de Alzheimer.

Tabla 36. Comorbilidades médicas segun el tipo de demencia

Obesidad*

Fibrilacion auricular*
Valvulopatia mitral/aértica*
Cardiopatia isquémica*
Insuficiencia cardiaca®
Enfermedad arterial periférica”
TVP/TEP*

Bradiarritmia”

Insuficiencia renal cronica’
Sindrome de apnea del suefio
AIT previo

Ictus isquémico previo

Ictus hemorragico previo

Demencia Vascular

N (%)
44 (29,3%)
47 (31,3%)
43 (28,7%)
31 (20,7%)
62 (41,3%)

18 (12%)
22 (14,7%)
24 (16%)
39 (26%)
7 (4,7%)
20 (13,3%)
109 (72,7%)
11 (7,3%)

Enfermedad Alzheimer

N (%)
19 (12,9%)
13 (8.8%)
7 (4,8%)
10 (6,8%)
15 (10,2%)
1(0,7%)
5 (3,4%)
3 (2%)
3 (2%)
2 (1,4%)
0
0
0

P

0,001
<0,0001
<0,0001

0,001
<0,0001
<0,0001

0,001
<0,0001
<0,0001

0,173

*Diferencia significativa entre pacientes con demencia vascular y enfermedad de Alzheimer (p<0.05, test

%2 o test exacto de Fisher).
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44 pacientes (14 varones y 20 mujeres) con demencia vascular y 19 pacientes (2
varones y 17 mujeres) con enfermedad de Alzheimer eran obesos o tenian sobrepeso,

siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p=0,001).

En el andlisis de antecedentes personales de enfermedad cardiovascular
observamos diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) a favor de los pacientes
con demencia vascular. En la muestra estudiada existe una mayor frecuencia de
antecedentes de insuficiencia cardiaca en pacientes con demencia vascular (41,3%) al
compararlos con el grupo Alzheimer (10,2%). 31 pacientes con demencia vascular
tenian antecedentes de cardiopatia isquémica (14 con historia de angor y 17 de infarto
agudo de miocardio), mientras que solo 10 pacientes con enfermedad de Alzheimer
habian padecido una enfermedad coronaria (2 con angor y 8 con infarto agudo de
miocardio previos). 18 pacientes (13 varones y 5 mujeres) con demencia vascular y 1
paciente (varon) con enfermedad de Alzheimer estaban diagnosticados de enfermedad
arterial periférica; 7 de ellos habian precisado someterse a una revascularizacion

quirurgica.

Existia diagndstico de fibrilacion auricular (FA) en 47 pacientes con demencia
vascular; 27 eran casos de FA cronica y 20 de FA paroxistica. De ellos, 26 recibian
tratamiento anticoagulante y 21 antiagregacion. El 49% tenia una FA de causa valvular.
En el grupo con enfermedad de Alzheimer, 13 pacientes presentaban FA, 2 eran casos
de FA cronica y 11 de FA paroxistica; 10 estaban en tratamiento con anticoagulantes
orales, uno con antigregantes plaquetarios y dos sin tratamiento; el 30,8% tenia una FA
de causa valvular. Ademas, en 24 pacientes con demencia vascular se habian registrado
bradiarritmias, precisandose en 8 de los 24 casos la instauracion de un marcapasos. En
el grupo con enfermedad de Alzheimer se recogid el diagnostico de bradiarritmia en 3

pacientes, uno de los cuales era portador de un marcapasos.

39 pacientes (26%) con demencia vascular tenian insuficiencia renal cronica, es
decir, un filtrado glomerular inferior o igual a 60 ml/min durante un periodo superior a
tres meses, con o sin evidencia de lesion renal. Al relacionar la insuficiencia renal y la
presencia de HTA o DM, se observd que 36 pacientes (92,3%) eran hipertensos y 17
(43,6%) eran diabéticos.
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En el grupo con enfermedad de Alzheimer, 3 pacientes (2%) tenian insuficiencia

renal crénica; uno era hipertenso y ninguno diabético.

Otras condiciones médicas registradas fueron los antecedentes de trombosis
venosa profunda y tromboembolismo pulmonar en 22 pacientes con demencia vascular
y 5 con enfermedad de Alzheimer; y un sindrome de apnea del sueiio en 7 pacientes (1

mujer y 6 varones) con demencia vascular y 2 (varones) con enfermedad de Alzheimer.

Por tultimo, se investigd sobre la existencia de antecedentes de enfermedad
cerebrovascular (ECV). Tal y como se describio en el capitulo anterior, los pacientes

con ECV fueron excluidos del grupo con enfermedad de Alzheimer en nuestro estudio.

20 pacientes (13,3%) con demencia vascular refirieron un accidente isquémico
transitorio (AIT) previo, es decir, un episodio de disfuncién neurologica con sintomas
clinicos de menos de una hora de duracion, sin evidencia de infarto en las técnicas de
neuroimagen. Por sexos, 12 eran varones y 8 eran mujeres. Todos ellos tuvieron ademas
ictus isquémicos, por lo que cumplen con el criterio NINDS-AIREN de evidencia de

relevante ECV a través de iméagenes del cerebro (TC o RM).

11 pacientes (7,3%) con demencia vascular habian sufrido una hemorragia
intracerebral. Las hemorragias intracerebrales se clasificaron como hipertensivas en 7
pacientes (5 varones y 2 mujeres) y secundarias a anticoagulantes en 4 pacientes (2
varones y 2 mujeres). Al igual que sucedia en el grupo con AIT previo, todos los
pacientes con hemorragia intracerebral tuvieron también uno o mas ictus isquémicos. La
demencia se habia iniciado en los 3 meses siguientes a un infarto cerebral registrado vy,
por lo tanto, se consideraron casos de demencia vascular isquémica. Como adelantamos
en el capitulo sobre Pacientes y Métodos, las demencias por hemorragia cerebral fueron

excluidas de nuestro estudio en un intento de homogeneizar la muestra.

109 pacientes (72,7%) con demencia vascular tenian antecedentes de ictus
isquémico previo (57 varones y 52 mujeres). Las caracteristicas de los infartos
cerebrales (localizacion, tamafio, etiologia y recurrencia) en estos pacientes se

desarrollaran mas adelante.
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La tabla 37 muestra la frecuencia de las distintas comorbilidades en funcion del

subtipo de demencia vascular.

Tabla 37. Comorbilidades médicas segun el subtipo de demencia vascular

Demencia Vascular Demencia Vascular

cortical subcortical P

N (%) N (%)
Obesidad 21 (28,4%) 23 (30,3%) 0,800
Fibrilacion auricular 25 (33,8%) 22 (28,9%) 0,523
Valvulopatia mitral/aértica 24 (32,4%) 19 (25%) 0,314
Cardiopatia isquémica 13 (17,6%) 18 (23,7%) 0,355
Insuficiencia cardiaca 29 (39,2%) 33 (43,4%) 0,599
Enfermedad arterial periférica 11 (14,9%) 7 (9,2%) 0,287
TVP/TEP 13 (17,6%) 9 (11,8%) 0,322
Bradiarritmia 12 (16,2%) 12 (15,8%) 0,943
Insuficiencia renal cronica 21 (28,4%) 18 (23,7%) 0,512
Sindrome de apnea del sueiio 4 (5,4%) 3 (3,9%) 0,717
AIT previo” 16 (21,6%) 4 (5,3%) 0,018
Ictus isquémico previo* 70 (94,6%) 39 (51,3%) <0,0001
Ictus hemorragico previo 10 (13,5%) 1 (1,3%) 0,004

*Diferencia significativa entre pacientes con demencia vascular cortical y subcortical (p<0.05, test x2 o

test exacto de Fisher).

En el andlisis de antecedentes personales de ECV observamos diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) a favor de los pacientes con DV cortical. Por lo
tanto, en la muestra estudiada existe una mayor frecuencia de AIT (21,6% frente a
5,3%; p=0,018), ictus isquémico (94,6% frente a 51,3%; p<0,0001) e ictus hemorragico
(13,5% frente a 1,3%; p=0,004) en pacientes con DV cortical al compararlos con el
grupo DV subcortical. En el resto de las comorbilidades médicas, no se encontraron

diferencias significativas entre ambos grupos (p>0,05).

A continuacién, se exponen las caracteristicas de los infartos cerebrales
(localizacion, etiologia y recurrencia) en los pacientes con demencia vascular de nuestro

estudio —ver tabla 38—.
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Atendiendo a la localizacion de los infartos cerebrales en el momento del
diagndstico de demencia vascular, 41 pacientes (37,6%) tenian afectacion del
hemisferio izquierdo, 35 (32,1%) bilateral y 33 (30,3%) del hemisferio derecho. En los
pacientes con DV cortical predominaban los infartos cerebrales bilaterales y, en
aquellos con DV subcortical, las lesiones isquémicas en hemisferio izquierdo, sin que

esta diferencia fuese significativa (p=0,315).

Como también se muestra en la tabla 38, la distribucion de los grupos
etiologicos de los infartos fue: 27,5% indeterminados, 26,6% aterotromboticos, 22,9%
cardioembdlicos, 18,3% lacunares y 4,6% otros. 13 de los 30 infartos clasificados como
indeterminados se incluyeron en esta categoria ante la coexistencia de varias etiologias
posibles (por ejemplo, aterotromboética y cardioembolica). En nuestro estudio, los
infartos cerebrales de causa rara fueron atribuidos a trastornos sistémicos
(conectivopatias y alteraciones de la coagulacion). Al analizar la etiologia del ictus en
funcion del subtipo de DV, se observd que en los pacientes con DV cortical los
aterotrombdticos eran los mas frecuentes (35,7%) seguidos de los indeterminados
(32,9%); sin embargo, en los sujetos con DV subcortical mas de la mitad de los casos

eran de causa lacunar. Estas diferencias eran estadisticamente significativas (p<<0,001).

Tabla 38. Caracteristicas del ictus isquémico segun el subtipo de demencia vascular

Demencia Vascular DV cortical DV subcortical
n=109 n=70 n=39
N (%) N (%) N (%)
Localizacion de Izquierdo 41 (37,6%) 24 (34,3%) 17 (43,6%)
ictus
(hemisferio) Derecho 33 (30,3%) 20 (28,6%) 13 (33,3%)
Bilateral 35 (32,1%) 26 (37,1%) 9 (23,1%)
Etiologia del Aterotrombético 29 (26,6%) 25 (35,7%) 4 (10,3%)
ictus (TOAST)"
Cardioembolico 25 (22,9%) 20 (28,6%) 5(12,8%)
Lacunar 20 (18,3%) 0 20 (51,3%)
Indeterminado 30 (27,5%) 23 (32,9%) 7 (17,9%)
Otros 5 (4,6%) 2 (2,9%) 3 (7,7%)
Recurrencia del Si 65 (59,6%) 51 (72,9%) 14 (35,9%)
ictus’
No 44 (40,4%) 19 (27,1%) 25 (64,1%)

*Diferencia significativa entre pacientes con demencia vascular cortical y subcortical (p<0.05, test 2 o test

exacto de Fisher).
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Un porcentaje muy elevado (59,6%) de los pacientes con DV y antecedente de
ictus presentaron ictus recurrente —ver tabla 38—. 46 pacientes (70,8%) habian tenido un
segundo ictus, 11 (16,9%) tres ictus, 5 (7,7%) cuatro ictus y 3 (4,6%) cinco ictus. Los
resultados obtenidos en el andlisis estadistico en cuanto a la recurrencia de ictus en
funcién del subtipo de DV, muestran una menor frecuencia de recurrencia en los

pacientes con DV subcortical. Esta asociacion es significativa (p<0,0001).

La cuantificacion del defecto neuroldogico mediante la NIHSS se realizé en el
momento de la entrevista en aquellos pacientes con antecedentes de ictus isquémico
(tabla 39 y figura 34). La mediana de la puntuacion de la escala NIHSS fue de 5 con un
rango [0-16]. En el grupo con DV cortical la mediana de la puntuacion de la NIHSS (8)
fue mucho mayor que en el grupo con DV subcortical (4), con una diferencia

estadisticamente significativa (p=0,004).

Tabla 39. Gravedad clinica del ictus (NIHSS) segun el subtipo de demencia vascular*

IC para la media al

95%
Media DE :E’rl:or Mediana Minimo Maximo
IPICO 1 imite Limite
inferior  superior

DYV cortical 8,0 5,1 0,61 6,8 9.3 8 0 16
L . 5,1 40 0,63 3,8 6,4 4 0 14
subcortical

DYV total 7,0 49 0,47 6,0 7,9 5 0 16

*Diferencia significativa entre pacientes con demencia vascular cortical y subcortical (p<0.05, test Mann-
Whitney-Wilcoxon).
Figura 34A) Puntuacion NIHSS en demencia vascular y 34B) Comparacion de la puntuacion
NIHSS segun el subtipo de demencia vascular.
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En las figuras 35 y 36 se representa la distribucion topografica de las lesiones en
neuroimagen que se asociaron a demencia vascular en nuestro estudio. En la mayoria de
los pacientes con DV cortical se observaron infartos de gran vaso en areas de asociacion
de la arteria cerebral media como la parietotemporal o la temporooccipital (incluyendo
el gyrus angularis) (38%) o en territorios carotideos frontera como el frontal superior o
el parietal (35%) (figura 35). Los infartos en territorios de la arteria cerebral posterior
(ACP) fueron menos frecuentes (19%) asi como los infartos de la arteria cerebral

anterior (ACA) bilateral (8%).

Figura 35. Porcentaje de los diferentes tipos (localizacion) de infartos de gran vaso
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En el grupo con DV subcortical, un 80% de los pacientes tenian una

combinacion de diferentes formas de enfermedad de pequefio vaso. La mayoria de los
casos correspondian a lesiones de sustancia blanca (WHM) con infartos lacunares. La
existencia de WHM o infartos lacunares de forma aislada fue menos frecuente. Los
infartos talamicos se observaron en un 28% de los pacientes, pero en todos ellos se

asociaron a WHM (11%), a infartos lacunares (4%) o bien a ambos (13%) (figura 37).

Figura 36. Distribucion de las diferentes formas de enfermedad de pequefio vaso.
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1.2.2.- Evaluacion de la demencia.

La edad media de inicio de la demencia vascular fue de 74,2 afios (DE=7,4 afios)
con un rango que abarca desde los 50 hasta los 89 afios. Para los individuos con
enfermedad de Alzheimer la edad media de su inicio fue de 75,5 afios (DE=6,8 afios)
con un intervalo que comprende desde los 50 hasta los 90 afios (ver tabla 40). No hemos

encontrado diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos (p=0,142).

Tabla 40. Edad de inicio de la demencia segun grupo demencia vascular o enfermedad de Alzheimer

IC para la media al

Error 95%
Media DE tioi Mediana Minimo Maximo
IPICO 1 imite Limite
inferior  superior
LT 742 74 060 73,1 75,4 76 50 89
vascular
Alzheimer 75,4 6,8 0,56 74,3 76,6 76 50 90

En la figura 37 se representa la distribucion segun intervalos de edad de inicio de
la demencia. El grupo de edad comprendida entre los 75 y los 79 afios incluye a més de
un tercio de los individuos en los dos grupos. Sin embargo, en el grupo con demencia
vascular la proporcidon de pacientes que debutaron con demencia antes de los 75 afios es

superior (46%) que en el grupo con enfermedad de Alzheimer (35%).

Frecuencia Figura 37. Distribucion por edad de inicio de la demencia en los pacientes a estudio
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Si observamos los datos de edad segtn el sexo de los participantes en el estudio,
las mujeres presentaban una edad media de inicio de la demencia ligeramente mas tardia
que los varones —75,0 (DE=6,6) y 73,5 (DE=8,0) aiios, respectivamente, en el grupo de
demencia vascular; y 75,7 (DE=6,6) y 75,1 (DE=7,2) afos, respectivamente, en el grupo

con enfermedad de Alzheimer—.

El tiempo de evolucion medio de la demencia vascular fue de 4,3 afios (DE=2,8
afios) con un intervalo que se situa entre 1 afio y 13 afios. Para los individuos con
enfermedad de Alzheimer el tiempo medio de evolucién también fue de 4,3 afios
(DE=2,3 afios) con un rango que oscila desde 1 afio hasta los 10 afos (tabla 41 y figura
38). Por lo tanto, no hemos encontrado diferencias estadisticamente significativas en

cuanto al tiempo de evolucion de la demencia entre ambos grupos (p=0,926).

Tabla 41. Tiempo de evolucion de la demencia segun grupo demencia vascular o enfermedad de
Alzheimer

IC para la media al

95%
Media DE f':rl:or Mediana Minimo Maximo
IPICO y imite Limite
inferior  superior
Demencia 43 26 021 38 47 4 1 13
vascular
Alzheimer 43 23 0,18 3,9 4.7 4 1 10

Figura 38. Comparacion del tiempo de evolucion de la demencia entre demencia vascular y

enfermedad de Alzheimer.
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Por sexos, las mujeres presentaban un tiempo de evolucion medio de la
demencia ligeramente superior al de los varones —4,6 (DE=2,3) y 3,8 (DE=2,2) afos,
respectivamente—, en el grupo con enfermedad de Alzheimer; sin embargo, estas
diferencias entre mujeres y hombres desaparecian en el grupo con demencia vascular

—4,4 (DE=2,6) y 4,2 (DE=3,0) afios, respectivamente—.

La severidad de la demencia se evalu6 mediante la Clinical Dementia Rating
(CDR) de Hughes. En la tabla 42 y la figura 39 vienen representados los porcentajes
para la variable estadio CDR en cada uno de los grupos. Un 32,7% de los pacientes con
demencia vascular presentaron un grado de demencia leve, un 42,7% moderado y un
24,7% grave; mientras que un 33,3% de los pacientes con enfermedad de Alzheimer
tenian un grado de demencia leve, un 35,4% moderado y un 31,3% grave. No se
observaron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la severidad de la

demencia entre ambos grupos (p=0,335).

Tabla 42. Estadio evolutivo de la demencia segun grupo demencia vascular o enfermedad de Alzheimer

Demencia Vascular Enfermedad Alzheimer
N (%) N (%)
Leve 49 (32,7%) 49 (33,3%)
Estadio CDR Moderado 64 (42,7%) 51 (35,4%)
Grave 37 (24,7%) 47 (31,3%)

Figura 39. Estadio evolutivo de la demencia segun el tipo de demencia
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En la demencia vascular, el porcentaje de individuos en cada uno de los estadios
evolutivos CDR era similar para ambos sexos. En cambio, en la enfermedad de
Alzheimer, casi la mitad de los hombres (46,3%) tenian un grado leve de demencia,

mientras que este porcentaje disminuia a un 25,8% en el caso de las mujeres (tabla 43).

Tabla 43. Distribucion por sexos del estadio evolutivo de la demencia

Demencia Vascular Enfermedad Alzheimer
N (%) N (%)
Leve 23 (30,3%) 25 (46,3%)
fg Estadio CDR Moderado 35 (46,1%) 13 (24,1%)
5 Grave 18 (23,7%) 16 (29,6%)
Leve 26 (35,1%) 24 (25,8%)
;i Estadio CDR Moderado 29 (39,2%) 39 (41,9%)
E Grave 19 (25,7%) 30 (32,3%)

Dentro del grupo de pacientes con demencia vascular, la edad media de inicio de
la DV cortical fue de 73,6 afios (DE=7,7 afios) con un rango que abarca desde los 50
hasta los 87 afios. Para los individuos con DV subcortical la edad media de su inicio fue
de 74,6 afios (DE=7,1 afios) con un intervalo que comprende desde los 50 hasta los 89
afnos (ver tabla 44). No hemos encontrado diferencias estadisticamente significativas

entre ambos grupos (p=0,533).

Tabla 44. Edad de inicio de la demencia segun el subtipo de demencia vascular

IC para la media al

Error 95%
Media DE tii Mediana Minimo Maximo
IPICO 1 imite Limite
inferior  superior
DV cortical 73,6 7,7 0,89 72,1 75,6 74 50 87
DV . 74,6 7,1 0,81 73,0 76,2 76 50 89
subcortical

En la figura 40 se representa la distribucion seglin intervalos de edad de inicio de

la demencia, que fue similar en ambos subtipos de demencia vascular.
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Frecuencia Figura 40. Distribucion por edad de inicio de la demencia segun el subtipo de demencia vascular
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Si observamos los datos de la edad de inicio segun el sexo, las mujeres
presentaban una edad media de inicio de la demencia mas tardia que los varones —75,3
(DE=5,8) y 72,9 (DE=8,7) afos, respectivamente—, en el grupo con DV cortical; pero
estas diferencias entre mujeres y hombres desaparecian en la DV subcortical —74,8

(DE=7,2) y 74,4 (DE=7,1) afios, respectivamente—.

El tiempo de evolucion medio de la DV cortical fue de 4,3 afios (DE=3,1 afios)
con un intervalo que se sitia entre 1 afio y 10 afos. Para los individuos con DV
subcortical el tiempo medio de evolucion también fue de 4,3 afios (DE=2,5 afios) con un
rango que oscila desde 1 afio hasta los 13 afios (tabla 45 y figura 41). Por lo tanto, no
hemos encontrado diferencias estadisticamente significativas en cuanto al tiempo de

evolucion de la demencia entre ambos grupos (p=0,848).

Tabla 45. Tiempo de evolucion de la demencia segun el subtipo de demencia vascular

IC para la media al

Error 95%
Media DE tini Mediana Minimo Maximo
IPICO yimite  Limite
inferior  superior
DV cortical 43 3,1 0,36 3,6 5,1 4 1 10
L . 43 2,5 0,29 3,7 4.9 4 1 13
subcortical
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Figura 41. Comparacion del tiempo de evolucion de la demencia segin el subtipo de demencia

vascular.
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Por sexos, las mujeres presentaban un tiempo de evolucion medio de la
demencia superior al de los varones —4,9 (DE=2,7) y 3,5 (DE=2,0) afos,
respectivamente— en la DV subcortical. A la inversa, las mujeres presentaban un tiempo
de evolucion medio de la demencia inferior al de los varones —3.8 (DE=2,4) y 4,7

(DE=3,5) afnos, respectivamente— en la DV cortical.

En la tabla 46 y la figura 42 vienen representados los porcentajes para la variable
estadio CDR en cada uno de los subtipos de DV. Un 33,3% de los pacientes con DV
cortical presentaron un grado de demencia leve, un 35,4% moderado y un 31,3% grave;
mientras que un 24,3% de los pacientes con DV subcortical tenian un grado de
demencia leve, un 44,6% moderado y un 31,1% grave. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas en cuanto a la severidad de la demencia entre ambos

grupos (p=0,059).

Tabla 46. Estadio evolutivo de la demencia segun el subtipo de demencia vascular

Demencia Vascular Demencia Vascular
cortical subcortical
N (%) N (%)
Estadio CDR Leve 25 (33,3%) 18 (24,3%)
Moderado 26 (35,4%) 34 (44,6%)
Grave 23 (31,3%) 24 (31,1%)
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Figura 42. Estadio evolutivo de la demencia segun el subtipo de demencia vascular
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En la DV subcortical, el porcentaje de individuos en cada uno de los estadios
evolutivos CDR era similar para ambos sexos. En cambio, en la DV cortical, mas de la
mitad de los hombres (51,2%) tenian un grado moderado de demencia, mientras que

este porcentaje disminuia a un 35,5% en el caso de las mujeres (tabla 47).

Tabla 47. Distribucion por sexos del estadio evolutivo de la demencia

Demencia Vascular Demencia Vascular
cortical subcortical
N (%) N (%)
Leve 9 (20,9%) 14 (42,4%)
_02 Estadio CDR Moderado 22 (51,2%) 13 (39,4%)
5 Grave 12 (27,9%) 6 (18,2%)
Leve 9 (29,0%) 17 (39,5%)
g Estadio CDR Moderado 11 (35,5%) 18 (41,9%)
§ Grave 11 (35,5%) 8 (18,6%)

1.2.2.1.- Analisis descriptivo del rendimiento cognitivo.

La mediana de la puntuacion en el Mini Mental State Examination (MMSE) fue
de 16 [rango: 4-25] en el grupo con demencia vascular y de 15 [rango: 2-24] en el grupo
con enfermedad de Alzheimer —ver tabla 48 y figura 43A—. Al medir el nivel de
deterioro cognitivo a través del MMSE no observamos diferencias estadisticamente

significativas (p=0,586) entre los dos grupos.
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Tabla 48. Mini Mental State Examination (MMSE) segun grupo demencia vascular o enfermedad de
Alzheimer

IC para la media al

Error 95%
Media DE tini Mediana Minimo Maximo
IPICO 1 imite Limite
inferior  superior
e 153 57 046 143 16,2 16 4 25
vascular
Alzheimer 14,7 6,2 0,51 13,7 15,8 15 2 24

La mediana de la puntuaciéon en el MMSE fue de 15 [rango: 4-24] en los
pacientes con DV cortical y de 18 [rango: 5-25] en aquellos con DV subcortical —ver
tabla 49 y figura 43B-. Tampoco encontramos diferencias estadisticamente

significativas entre ambos grupos (p=0,065).

Tabla 49. Mini Mental State Examination (MMSE) segun el subtipo de demencia vascular

IC para la media al

95%
Media DE f’:rl:or Mediana Minimo Maximo
IPICO y imite Limite
inferior  superior
DV cortical 14,4 5,7 0,66 13,1 15,7 15 4 24
bV 161 56 064 1438 17,4 18 5 25
subcortical

Figura 43A) Comparacion de la puntuacion MMSE entre demencia vascular y enfermedad de

Alzheimer y 43B) Comparacion de la puntuacién MMSE segtin el subtipo de demencia vascular.
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Al comparar las puntuaciones obtenidas en cada una de las funciones cognitivas
valoradas en el MMSE no se encontraron diferencias significativas entre grupos,
excepto la existencia de peores puntuaciones en el recuerdo diferido en los pacientes
con enfermedad de Alzheimer frente a aquellos con demencia vascular (p<0,0001) y en

el lenguaje en los casos con DV cortical frente a aquellos con DV subcortical (p=0,004).

1.2.2.2.- Analisis descriptivo del nivel funcional.

Para evaluar la habilidad en el desarrollo de las actividades instrumentales de la
vida diaria (AIVD) se utiliz6 la escala de Lawton y Brody. La mediana de la puntuacion
en el indice de Lawton fue de 0 [rango: 0-4] tanto en el grupo con demencia vascular
como en la enfermedad de Alzheimer —ver tabla 50 y figura 44A—. Por lo tanto, al medir
las AIVD a través del indice de Lawton no observamos diferencias estadisticamente

significativas (p=0,823) entre los dos grupos.

Tabla 50. Grado de dependencia para AIVD segun grupo demencia vascular o Alzheimer

IC para la media al

95%
Media DE Erljor Mediana Minimo Maximo
IPICO 1 imite Limite
inferior  superior
e 105 146 0,12 082 1,29 0 0 4
vascular
Alzheimer 1,16 1,57 0,13 0,90 1,41 0 0 4

La mediana de la puntuacion en el indice de Lawton fue de 0 [rango: 0-4] en el
grupo con DV cortical y de 1 [rango: 0-4] en la DV subcortical —ver tabla 51 y figura
44B-. Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre ellos (p=0,005),

obteniendo mejores puntuaciones en cuanto a las AIVD en el grupo con DV subcortical.

Tabla 51. Grado de dependencia para AIVD segun el subtipo de demencia vascular*

IC para la media al

95%
Media  DE E‘T"r Mediana Minimo  Maximo
IPICO 1 imite Limite
inferior  superior
DV cortical 0,7 1,3 0,15 0,4 1,0 0 0 4
e . 1,3 1,5 0,17 1,0 1,7 1 0 4
subcortical

*Diferencia significativa entre pacientes con demencia vascular cortical y subcortical (p<0.05, test Mann-

Whitney-Wilcoxon).
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Figura 44A) Comparacion del indice de Lawton entre demencia vascular y enfermedad de

Alzheimer y 44B) Comparacion del indice de Lawton segtin el subtipo de demencia vascular.
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La tabla 52 y la figura 45 muestran la situacién funcional para las actividades
basicas de la vida diaria (ABVD) de los grupos estudiados (puntuacion en el indice de
Barthel): un 15,33% de los pacientes tenian una puntuacion de > 90 (independientes en
domicilio), el 46% de 61-90 (dependencia leve), un 14% de 41-60 (moderada), el
13,33% de 21-40 (grave) y un 11,33% de 0-20 (total) en el grupo con demencia
vascular; mientras que el 8,16% de los pacientes tenian una puntuacion de > 90
(independientes en domicilio), un 44,21% de 61-90 (dependencia leve), el 17% de 41-
60 (moderada), un 17,68% de 21-40 (grave) y el 12,92% de 0-20 (total) en el grupo con

enfermedad de Alzheimer. No se encontraron diferencias significativas entre ambos

grupos (p=0,310).

Tabla 52. Grado de dependencia para ABVD segun grupo demencia vascular o enfermedad de Alzheimer

Demencia Vascular Enfermedad Alzheimer
N (%) N (%)
Grado de Independencia 23 (15,33%) 12 (8,16%)
dependencia
Leve 69 (46%) 65 (44,21%)
Moderada 21 (14%) 25 (17%)
Grave 20 (13,33%) 26 (17,68%)
Total 17 (11,33%) 19 (12,92%)
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Figura 45. Grado de dependencia para ABVD segun el tipo de demencia
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La tabla 53 y la figura 46 muestran la situacion funcional para las ABVD seglin
el subtipo de DV: un 8,10% de los pacientes tenian una puntuacion de > 90
(independientes en domicilio), el 43,24% de 61-90 (dependencia leve), un 16,21% de
41-60 (moderada), el 18,92% de 21-40 (grave) y un 13,51% de 0-20 (total) en el grupo
con DV cortical; mientras que el 22,36% de los pacientes tenian una puntuacion de > 90
(independientes en domicilio), un 48,68% de 61-90 (dependencia leve), el 11,84% de
41-60 (moderada), un 7,89% de 21-40 (grave) y el 9,21% de 0-20 (total) en el grupo con
DV subcortical. Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre ellos
(p=0,045), obteniendo mejores puntuaciones en cuanto a las ABVD en el grupo con DV

subcortical.

Tabla 53. Grado de dependencia para ABVD segun el subtipo de demencia vascular

Demencia Vascular Demencia Vascular
cortical subcortical
N (%) N (%)
Grado de Independencia 6 (8,10%) 17 (22,36%)
dependencia®
Leve 32 (43,24%) 37 (48,68%)
Moderada 12 (16,21%) 9 (11,84%)
Grave 14 (18,92%) 6 (7,89%)
Total 10 (13,51%) 7 (9,21%)

*Diferencia significativa entre pacientes con demencia vascular cortical y subcortical (p<0.05, test x2).
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Figura 46. Grado de dependencia para ABVD segun subtipo de demencia vascular
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Considerando cada actividad bésica de la vida diaria por separado, algunas
limitaciones, como el aseo, la alimentacion y el control de esfinteres, no diferian
significativamente entre los distintos tipos de demencia (p>0,05). Sin embargo, se
observd una mayor limitacion para la deambulacion (p=0,009) en los pacientes con
demencia vascular frente a aquellos con enfermedad de Alzheimer; y para la
deambulacion (p=0,023), el bano (p=0,001) y el vestido (p=0,002) en los casos con DV

cortical frente a aquellos con DV subcortical.

1.2.2.3.- Analisis descriptivo de la sintomatologia psicopatologica.

La mediana de la puntuacion en el Inventario Neuropsiquidtrico (NPI) de
Cummings fue de 48 [rango: 0-132] en el grupo con demencia vascular y de 48 [rango:
0-108] en el grupo con enfermedad de Alzheimer —ver tabla 54 y figura 47A—. Al medir
las sintomatologia psicopatoldogica a través del NPI no observamos diferencias
estadisticamente significativas (p=0,508) entre los dos grupos.

Tabla 54. Inventario Neuropsiquidtrico (NPI) de Cummings segiin grupo demencia vascular o
enfermedad de Alzheimer

IC para la media al

95%
Media DE ::’rl:or Mediana Minimo Maximo
IPICO 1 imite Limite
inferior  superior
LOLCH 49,6 288 235 449 543 48 0 132
vascular
Alzheimer 46,8 30,1 2,48 41,8 51,7 48 0 108
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La mediana de la puntuacion en el NPI fue de 48 [rango: 0-132] en los pacientes
con DV cortical y de 42 [rango: 0-132] en aquellos con DV subcortical —ver tabla 55 y
figura 47B—. Tampoco encontramos diferencias estadisticamente significativas entre

ambos grupos (p=0,651).

Tabla 55. Inventario Neuropsiquiatrico (NPI) de Cummings segun el subtipo de demencia vascular

IC para la media al

Error 95%
Media DE tini Mediana  Minimo Maximo
IPICO 1 imite Limite
inferior  superior
DYV cortical 50,3 27,7 3,22 439 56,7 48 0 132
LI . 49,0 30,0 3,44 42,1 55,8 42 0 132
subcortical

Figura 47A) Comparacion de la puntuacion NPI entre demencia vascular y enfermedad de

Alzheimer y 47B) Comparacion de la puntuacion NPI segiin el subtipo de demencia vascular.
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La tabla 56 y la figura 48 comparan la prevalencia de los sintomas
neuropsiquiatricos recogidos en el NPI entre los participantes con demencia vascular y
aquellos con enfermedad de Alzheimer. La prevalencia de clinica neuropsiquidtrica,
definida como la presencia de al menos un sintoma clinicamente significativo (con
puntuacién NPI >4), es del 97,3% en el grupo con demencia vascular y del 92,5% en el

grupo con enfermedad de Alzheimer.
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Los pacientes con demencia vascular presentaron una mayor prevalencia de

euforia (p=0,026) y labilidad (p=0,003), y aquellos con enfermedad de Alzheimer, una

mayor prevalencia de conducta motora sin fin (p=0,011). La prevalencia del resto de los

sintomas neuropsiquiatricos recogidos en el NPI fue similar en los dos grupos.

Tabla 56. Distribucion de los sintomas neuropsiquiatricos segun grupo demencia vascular o Alzheimer

Demencia Vascular [N (%)] Alzheimer [N (%)]

Delirios 47 (31,3%) 58 (39,5%) 0,143
Alucinaciones 45 (30%) 44 (29,9%) 0,990
Agitacion 67 (44,7%) 68 (46,3%) 0,783
Depresion 79 (52,7%) 76 (51,7%) 0,868
Ansiedad 58 (38,7%) 67 (45,6%) 0,228
Euforia* 14 (9,3%) 4 (2,7%) 0,026
Apatia 74 (49,3%) 66 (44,9%) 0,444
Desinhibicion 32 (21,3%) 23 (15,6%) 0,207
Labilidad* 98 (65,3%) 71 (48,3%) 0,003
Conducta sin fin* 33 (22%) 52 (35,4%) 0,011
Trastornos del sueiio 105 (70%) 96 (65,3%) 0,387
Trastornos del apetito 37 (24,7%) 35 (23,8%) 0,863

*Diferencia significativa entre pacientes con demencia vascular y enfermedad Alzheimer (p<0.05, test x2)

Figura 48. Porcentaje de pacientes con sintomas neuropsiquiatricos segun tipo de demencia
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La tabla 57 muestra la prevalencia de cada sintoma neuropsiquiatrico recogido

en el NPI en pacientes con demencia vascular y enfermedad de Alzheimer clasificados

por la severidad de su demencia segun el estadio CDR.

Tabla 57. Distribucion de los sintomas neuropsiquidtricos en pacientes con demencia vascular y

enfermedad de Alzheimer clasificados por severidad de la demencia

CDR=1 CDR=2
Dominio NPI Dy EA Dy EA
n=49 n=49 n=64 n=51
N (%) N (%) N (%) N (%)
4 11 21 19
Delirios*
(8,2%) (22,4%) (32,8%) (37,3%)
3 5 22 17
Alucinaciones *3
(6,1%) (10,2%) (34,4%) (33,3%)
o . 7 7 33 24
Agitacion*}
(14,3%) (14,3%) (51,6%) (47,1%)
» 29 29 30 27
Depresion
(59,2%)  (59,2%) (46,9%) (52,9%)
19 27 22 21
Ansiedad
(38,8%) (55,1%) (34,4%) (41,2%)
2 1 6 2
Euforia
(4,1%)  (2,0%)  (94%)  (3,9%)
i 22 22 33 27
Apatia
(44,9%) (44,9%) (51,6%) (52,9%)
6 5 11 10
Desinhibicion*
(12,2%) (10,2%) (17,2%) (19,6%)
26 15 43 29
Labilidad*}
(53,1%) (30,6%) (67,2%) (56,9%)
. 7 11 14 23
Conducta sin fin
(14,3%) (22,4%) (21,9%) (45,1%)
Trastornos del 27 19 48 37
suefo*} (55,1%) (38,8%) (75%) (72,5%)
Trastornos del 5 7 13 15
apetito® (10,2%) (14,3%) (20,3%) (29,4%)

CDR=3
DV EA
n=37 n=47
N (%) N (%)
22 28
(59,5%)  (59,6%)
20 22
(54,1%)  (46,8%)
27 37
(73,0%)  (78,7%)
20 20
(54,1%)  (42,6%)
17 19
(45,9%)  (40,4%)
6 1
(16,2%)  (2,1%)
19 17
(51,4%)  (36,2%)
15 8
(40,5%)  (17,0%)
29 27
(78,4%)  (57.4%)
12 18
(32,4%)  (38,3%)
30 40
(81,1%)  (85,1%)
19 13
(51,4%)  (27,7%)

CDR, clinical dementia rating, DV, demencia vascular, EA, enfermedad de Alzheimer.
*Diferencia significativa en la prevalencia de los distintos grupos CDR entre pacientes con demencia vascular
(p<0.05, test 2 o test exacto de Fisher); } diferencia significativa en la prevalencia de los distintos grupos CDR entre

pacientes con enfermedad de Alzheimer (p<0.05, test 2 o test exacto de Fisher).

DV
n=150

<0,0001

<0,0001

<0,0001

0,422

0,516

0,160

0,751

0,004

0,047

0,132

0,017

<0,0001

EA
N=147

0,001

<0,0001

<0,0001

0,310

0,260

0,824

0,331

0,425

0,010

0,059

<0,0001

0,159
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En pacientes de ambos grupos, la prevalencia de delirios, alucinaciones,
agitacion, labilidad y trastornos del suefio se incrementa significativamente con la
severidad de la demencia (p<0,05). Las diferencias también fueron estadisticamente
significativas para la prevalencia de desinhibicion y trastornos del apetito en pacientes
con demencia vascular (p<0,05). No existieron diferencias en la prevalencia de
depresion, ansiedad, euforia, apatia o conducta motora sin fin entre los distintos estadios

evolutivos CDR en ninguno de los dos grupos a estudio (p>0,05).

En cuanto al tratamiento de las alteraciones psicoconductuales, 52 pacientes
(34,7%) con demencia vascular y 63 pacientes (42,9%) con enfermedad de Alzheimer
tenian prescrito un farmaco neuroléptico, siendo risperidona y quetiapina los mas
frecuentes. Los antidepresivos eran usados por 56 pacientes (37,3%) con demencia
vascular y 68 (46,3%) con enfermedad de Alzheimer, predominando los inhibidores
selectivos de la recaptacion de la serotonina y la trazodona. Respecto a los ansioliticos,
eran utilizados por 61 pacientes (40,7%) con demencia vascular y 51 (34,7%) con
enfermedad de Alzheimer; en la mayoria de los casos se trataba de benzodiacepinas de
vida media corta administradas por breves periodos de tiempo. Habian recibido
hipnoticos, bien zolpidem o clometiazol, 24 pacientes (16%) con demencia vascular y
21 (14,3%) con enfermedad de Alzheimer. 25 pacientes (16,7%) diagnosticados de
demencia vascular y 7 (4,8%) de enfermedad de Alzheimer tomaban antiepilépticos. Por
ultimo, en 117 pacientes (79,6%) con enfermedad de Alzheimer se administraban
inhibidores de la colinesterasa (donepezilo, rivastigmina y galantamina) y/o

memantina.

La tabla 58 y la figura 49 comparan la prevalencia de los sintomas
neuropsiquiatricos recogidos en el NPI entre los participantes con demencia vascular
cortical y subcortical. La prevalencia de clinica neuropsiquiatrica, definida como la
presencia de al menos un sintoma clinicamente significativo (con puntuacion NPI >4),
es del 98,6% en el grupo con DV cortical y del 96,1% en el grupo con DV subcortical.
Los pacientes con DV cortical presentaron una mayor prevalencia de desinhibicion
(p=0,038) frente a aquellos con DV subcortical. La prevalencia del resto de los sintomas

neuropsiquiatricos recogidos en el NPI fue similar en los dos grupos.
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Tabla 58. Distribucion de los sintomas neuropsiquidtricos segun el subtipo de demencia vascular

. . Demencia Vascular
Demencia Vascular cortical

subcortical P
N (%) N (%)
Delirios 23 (31,1%) 24 (31,6%) 0,948
Alucinaciones 22 (29,7%) 23 (30,3%) 0,943
Agitacion 35 (47,3%) 32 (42,1%) 0,523
Depresion 37 (50%) 42 (55,3%) 0,519
Ansiedad 29 (39,2%) 29 (38,2%) 0,897
Euforia 10 (13,5%) 4 (5,3%) 0,098
Apatia 32 (43,2%) 42 (55,3%) 0,141
Desinhibicion* 21 (28,4%) 11 (14,5%) 0,038
Labilidad 49 (66,2%) 49 (64,5%) 0,823
Conducta sin fin 16 (21,6%) 17 (22,4%) 0,912
Trastornos del suefio 56 (75,7%) 49 (64,5%) 0,134
Trastornos del apetito 15 (20,3%) 22 (28,9%) 0,218

*Diferencia significativa entre pacientes con demencia vascular cortical y subcortical (p<0.05, test x2).

Figura 49. Porcentaje de pacientes con sintomas neuropsiquiatricos segiin subtipo de demencia vascular
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La tabla 59 muestra la prevalencia de cada sintoma neuropsiquiatrico recogido

en el NPI en pacientes con demencia vascular cortical y subcortical clasificados por la

severidad de su demencia segln el estadio CDR.

Tabla 59. Distribucion de los sintomas neuropsiquidtricos en pacientes con DV cortical y DV subcortical

Dominio NPI

Delirios™

Alucinaciones*}

Agitacién*]

Depresion

Ansiedad

Euforia

Apatia

Desinhibicion

Labilidad*

Conducta sin
fin

Trastornos del
suefof

Trastornos del
apetito™

clasificados por severidad de la demencia

CDR=1 CDR=2 CDR=3 p
DVC DVSC DVC DVSC DVC DVSC
DVC DVSC
n=25 n=18 n=26 n=34 n=25 n=18
n=74 n=76
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
1 3 8 13 14
<0,0001 0,002
(4,0%) (16,7%) (30,8%) (38,2%) (60,9%) (33,3%)
2 8 14 13 7
0,001 0,001
(4,0%) (11,1%) (30,8%) (41,2%) (56,5%) (29,2%)
4 3 14 19 17 10
0,003 <0,0001
(16,0%) (16,7%) (53,8%) (55,9%) (73,9%) (41,7%)
13 16 13 17 11 9
0,079 0,730
(52,0%) (88,9%) (50,0%) (50,0%) (47,8%) (37,5%)
8 11 9 13 12 5
0,149 0,853
(32,0%) (61,1%) (34,6%) (38,2%) (52,2%) (20,8%)
2 4 2 4 2
0 0,803 0,129
(8,0%) (15,4%) (5,9%) (17,4%) (8,3%)
7 15 14 19 11 8
0,842 0,586
(28,0%) (83,3%) (53,8%) (55,9%) (47,8%) (33,3%)
4 2 8 3 9 6
0,383 0,004
(16,0%) (11,1%) (30,8%) (8,8%) (39,1%) (25,0%)
8 18 22 21 19 10
0,037 0,608
(32,0%)  (100%) (84,6%) (61,8%) (82,6%) (41,7%)
3 4 6 8 7 5
0,462 0,197
(12,0%) (22,2%) (23,1%) (23,5%) (30,4%) (20,8%)
12 15 25 23 19 11
0,498 0,049
(48,0%) (83,3%) (96,2%) (67,6%) (82,6%) (45,8%)
1 4 5 8 9 10
0,018 <0,0001
(4,0%)  (22,2%) (19,2%) (23,5%) (39,15) (41,7%)

NP1, Neuropsychiatric Inventory, CDR, clinical dementia rating, DVC, demencia vascular cortical, DVSC, demencia

vascular subcortical.

*Diferencia significativa en la prevalencia de los distintos grupos CDR entre pacientes con demencia vascular
cortical (p<0.05, test 2 o test exacto de Fisher); } diferencia significativa en la prevalencia de los distintos grupos
CDR entre pacientes con demencia vascular subcortical (p<0.05, test x2 o test exacto de Fisher).
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En pacientes de ambos grupos, la prevalencia de delirios, alucinaciones,
agitacion y trastornos del apetito se incrementa significativamente con la severidad de la
demencia (p<0,05). Las diferencias también fueron estadisticamente significativas para
la prevalencia de labilidad en pacientes con DV cortical, y para la prevalencia de
desinhibicion y trastornos del suefio en aquellos con DV subcortical (p<0,05). No
existieron diferencias en la prevalencia de depresion, ansiedad, euforia, apatia o
conducta motora sin fin entre los distintos estadios evolutivos CDR en ninguno de los

dos grupos a estudio (p>0,05).

En cuanto al tratamiento de las alteraciones psicoconductuales, 27 pacientes
(36,5%) con DV cortical y 25 pacientes (32,9%) con DV subcortical tenian prescrito un
farmaco neuroléptico. Los antidepresivos eran usados por 25 pacientes (33,8%) con DV
cortical y 31 (40,8%) con DV subcortical. Respecto a los ansioliticos, eran utilizados
por 31 pacientes (41,9%) con DV cortical y 30 (39,5%) con DV subcortical. Habian
recibido hipndticos 14 pacientes (18,9%) con DV cortical y 10 (13,2%) con DV
subcortical. 15 pacientes (20,3%) diagnosticados de DV cortical y 10 (13,2%) de DV

subcortical tomaban antiepilépticos.

2.- Analisis de las variables genéticas.

Al observar la existencia de diferencias entre los distintos grupos, para
comprobar la representatividad de la muestra objeto de estudio respecto de la poblacién
general, especialmente de los sujetos sin demencia (grupo control), se realizé un estudio
de equilibrio de Hardy-Weinberg. Una vez comprobada la representatividad de la
muestra, analizamos la posible relacion existente entre distintos polimorfismos de los
genes VEGFA, VEGFR2, eNOS, TP53 y la presencia de demencia vascular o
enfermedad de Alzheimer, realizando un estudio comparativo entre los sujetos sin
demencia (grupo control) y los sujetos con demencia vascular y enfermedad de
Alzheimer pertenecientes a las areas sanitarias de Salamanca y Avila. Dentro del grupo
con demencia vascular, también analizamos la posible relacion existente entre las
variantes genéticas que se pretende estudiar y la presencia de demencia vascular cortical
o demencia vascular subcortical. Los resultados observados para cada gen se exponen a

continuacion de forma individualizada.
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2.1.- Analisis de los polimorfismos VEGFA —460C>T y —2578A>C.

Hemos estudiado dos polimorfismo del gen VEGFA: —-460C>T, que produce un
cambio de una citosina (C) por una timina (T) dando lugar a tres posibles genotipos:
CC, CT, TT; y —2578A>C, que consiste en un cambio de una adenina (A) por una
citosina (C) dando lugar a tres posibles genotipos: AA, AC, CC.

En ambos polimorfismos, 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=0,327).

2.1.1.- Estudio comparativo de los polimorfismos VEGFA —460C>T y
—2578A>C entre enfermedad de Alzheimer, demencia vascular y no

demencia.

La tabla 60 resume la distribucion genotipica y alélica de los polimorfismos
VEGFA —460C>T y —2578A>C en los 147 casos con enfermedad de Alzheimer y 150
controles sin demencia. No hemos encontrado diferencias en la frecuencia de los
diferentes genotipos y alelos de VEGFA —460C>T entre pacientes con enfermedad de
Alzheimer y controles, ni en VEGFA -2578A>C.

Tabla 60. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas en enfermedad de Alzheimer y controles

CONTROLES N(%) ALZHEIMERN(%) OR (IC-95 %) P

7 Alelo T 149 (49,67%) 169 (57,48%) 1,17 (0,99-1,38)

S 0,056

g AleloC 151 (50,33%) 125 (42,52%) 1

% Homocigoto TT 40 (26,67%) 50 (34,01%)

E Heterocigoto CT 69 (46%) 69 (46,94%) 0,171
Homocigoto CC 41 (27,33%) 28 (19,05%)

(/{ Alelo C 149 (49,67%) 169 (57,48%) 1,17 (0,99-1,38)

< 0,056

§ Alelo A 151 (50,33%) 125 (42,52%) 1

o

é' Homocigoto CC 40 (26,67%) 50 (34,01%)

Cé Heterocigoto AC 69 (46%) 69 (46,94%) 0,171
Homocigoto AA 41 (27,33%) 28 (19,05%)
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Se ha estudiado la influencia de las variables género y edad en la distribucion
genotipica y alélica de los polimorfismos VEGFA —460C>T y —2578A>C. Para ello,
antes se ha comprobado que se cumple el principio de equilibrio de Hardy-Weinberg en
la muestra de controles (como representantes de la poblacion general) para cada uno de
los grupos de edad (<80 afios, p=1 y >80 anos, p=0,175) y también para el género
(hombres, p=0,847 y mujeres, p=0,254) por lo que cualquiera de los grupos de controles
en funcién de la edad o el género pueden considerarse asimismo representativos de la

poblacién general sin demencia.

Al realizar un anélisis de regresion logistica, para controlar por las variables de
edad y género, se observa que el genotipo homocigoto TT para VEGFA —460C>T y el
genotipo homocigoto CC para VEGFA —2578A>C se relacionan con la enfermedad de
Alzheimer. La presencia del genotipo TT para VEGFA —460C>T multiplica por 2,025
las probabilidades de padecer enfermedad de Alzheimer, siendo este resultado
significativo (p=0,034) e idéntico al observado con el genotipo CC para VEGFA
—2578 A>C (ver tabla 61).

Tabla 61. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas en enfermedad de Alzheimer y controles y

andlisis multivariante del riesgo de enfermedad de Alzheimer asociado al alelo y a los genotipos

Controles; n/N(%)  Alzheimer; n/N(%) OR (IC- 95%) p
= Homocigoto TT* 40/150 (26,67%)  50/147 (34,01%) 2,025 0,034*
O . ’ (1,054-3,891) ;
2
T | Heterocigoto CT* 69/150 (46%) 69/147 (46,94%) 1,550 0,153
= g ° 70 (0,849-2,828) ’
o
S Alelo VEGFA . . 1,414 )
B || Al ¥ 49,67% 57,48% (Lo2siosg 0036
Q  Homocigoto CC°  40/150 (26,67%)  50/147 (34,01%) 2,025 0,034*
2 : ’ (1,054-3,891) ’
2
& || Heterocigoto AC® 69/150 (46%) 69/147 (46,94%) 1,550 0,153
= - ° i (0,849-2,828) ;
o
©  Alelo VEGFA \ . 1,414 ,
> _2578/C" 49.67% S7.48% (1,023-1,956) 036

* Regresion logistica multivariante del genotipo ajustada por edad y sexo (grupo de referencia homocigoto CC).
 Regresion logistica multivariante del alelo T ajustada como variable continua (0 = homocigoto CC; 1 =
Heterocigoto CT y 2 = Homocigoto TT), ajustado por edad y sexo.

¢ Regresion logistica multivariante del genotipo ajustada por edad y sexo (grupo de referencia homocigoto AA).
4 Regresion logistica multivariante del alelo C ajustada como variable continua (0 = homocigoto AA; 1 =
Heterocigoto AC y 2 = Homocigoto CC), ajustado por edad y sexo.

*Diferencia significativa entre pacientes con enfermedad de Alzheimer y controles (p<0.05).
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Asimismo, el ser portador del alelo T en el polimorfismo VEGFA —460C>T o el
ser portador del alelo C en el polimorfismo VEGFA —2578A>C se relaciona con el
hecho de tener Alzheimer ya que la presencia del alelo T para VEGFA —460C>T o la
presencia del alelo C para VEGFA —2578 A>C multiplican por 1,41 la probabilidad de
tener Alzheimer y ello tiene lugar con resultados significativos (p=0,036), como se

aprecia en la tabla 61.

Como se observa en las tablas 60 y 61, los resultados obtenidos son idénticos
para los dos polimorfismos del mismo gen (VEGFA). Por lo tanto, la correlacion
(desequilibrio de ligamiento) entre los polimorfismos —460C>T (rs833061) y
—2578A>C (rs699947) es muy alta.

En la tabla 62 se presentan los tres modelos principales de herencia posibles.

Tabla 62. Analisis del riesgo de los polimorfismos VEGFA —460C>T y VEGFA —25784>C en funcion

del modelo de herencia

Controles;

Alzheimer;

7 o,
Modelo Genotipo N(%) N(%) OR IC del 95% p

TT 40 (26,67%) = 50 (34,01%) 1
. Codominante CT 69 (46%) 69 (46,94%) 0,765  (0,444-1,319) 0,335
A
1 CcC 41 (27,33%)  28(19,05%) 0,494  (0,257-0,948)  0,034*
\&
: TT 40 (26,67%) = 50 (34,01%) 1
= Dominante
% CT-CC 110 (73,33%) 97 (65,99%) 0,663  (0,399-1,102) 0,113
>

CC 41 (27,33%) @ 28 (19,05%) 1

Recesivo
CT-TT 109 (72,67%) 119 (80,95%) 1,771  (0,982-3,021) 0,058

CcC 40 (26,67%) = 50 (34,01%) 1
o  Codominante AC 69 (46%) 69 (46,94%) 0,765  (0,444-1,319) 0,335
A
S AA 41(27,33%)  28(19,05%) 0,494 (0,257-0,948)  0,034*
in
¢ CcC 40 (26,67%) = 50 (34,01%) 1
é Dominante
T AC-AA  110(73,33%) 97 (65,99%) 0,663  (0,399-1,102) 0,113
=
> AA 41(27,33%)  28(19,05%) 1

Recesivo
AC-CC | 109 (72,67%) 119 (80,95%) 1,771  (0,982-3,021) 0,058

*Diferencia significativa entre pacientes con enfermedad de Alzheimer y controles (p<0.05).
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Para el polimorfismo VEGFA —460C>T, el modelo codominante muestra que
los individuos homocigotos CC tienen un riesgo disminuido de tener enfermedad de
Alzheimer, practicamente la mitad (0,49) y se alcanza la significacion estadistica
(p=0,034). Los heterocigotos CT tienen un riesgo aumentado al igual que los
homocigotos TT en el modelo recesivo (p=0,058). Del mismo modo, para el
polimorfismo VEGFA -2578A>C, el modelo codominante muestra que los individuos
homocigotos AA tienen un riesgo disminuido de tener enfermedad de Alzheimer,
practicamente la mitad (0,49) y se alcanza la significacion estadistica (p=0,034). Los
heterocigotos AC tienen un riesgo aumentado al igual que los homocigotos CC en el

modelo recesivo (p=0,058).

Estos hallazgos nos permiten concluir que los portadores del alelo T y del
genotipo homocigoto TT en el polimorfismo VEGFA —460C>T y los portadores del
alelo C y del genotipo homocigoto CC en el polimorfismo VEGFA —-2578A>C tienen
aumentado el riesgo de padecer enfermedad de Alzheimer, y que ello sucede

independientemente de la edad y del género.

La comparacion entre los 150 pacientes con demencia vascular y los 150 sujetos
del grupo control no mostrd diferencias significativas en la distribucion de los alelos y

genotipos para los polimorfismos -460C>T y —2578 A>C del gen VEGFA (tabla 63).

Tabla 63. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas en Demencia Vascular y controles

CONTROLES N(%) DV N(%) OR (IC-95 %) p
= AleloT 149 (49,67%) 164 (54,67%) 1,106
1 (0,941-1,299) 0,220
€ Al C 151 (50,33%) 136 (45,33%) 1
<
& Homocigoto TT 40 (26,67%) 49 (32,67%)
=
”  Heterocigoto CT 69 (46%) 66 (44%) 0,484
Homocigoto CC 41 (27,33%) 35 (23,33%)
9 Alelo C 149 (49,67%) 164 (54,67%) 1,106
< (0,941-1,299) 0,220
v Alelo A 151 (50,33%) 136 (45,33%) 1
o
< Homocigoto CC 40 (26,67%) 49 (32,67%)
Q
E Heterocigoto AC 69 (46%) 66 (44%) 0,484
Homocigoto AA 41 (27,33%) 35(23,33%)
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Al realizar un analisis de regresion logistica, para controlar por las variables de
edad y género, tampoco se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
los dos grupos para los polimorfismos VEGFA —460C>T y VEGFA -2578A>C
(p>0,05). Por lo tanto, no hay evidencias de que portar un determinado alelo o genotipo
en estos polimorfismos modifique el riesgo de padecer demencia vascular, como se

aprecia en la tabla 64.

Tabla 64. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas en Demencia Vascular y controles y

analisis multivariante del riesgo de Demencia Vascular asociado al alelo y a los genotipos

Controles; n/N(%) DV; n/N(%) OR (IC- 95%) p
&~ Homocigoto CC*  41/150 2733%)  35/150 (23,33%) 0,704 0,274
O ; : (0,375-1,320) ;
2
T Heterocigoto CT* 69/150 (46%) 66/150 (44%) 0,807 0,445
= g ° ® (0,465-1,399) ’
T}
=  Alelo VEGFA o N 0,838
2 eror 50,33% 45,33% 06121147 0,270
R Homocigoto AA® 41/150 (27,33%) 35/150 (23,33%) 0,704 0,274
< ’ ’ (0,375-1,320) ’
2
S Heterocigoto AC® 69/150 (46%) 66/150 (44%) 0,807 0,445
él g o ° (0,465-1,399) ;
]
S Alelo VEGFA , , 0,838
> _2578/A¢ 50,33% 45,33% (0,612-1,147) 0,270

* Regresion logistica multivariante del genotipo ajustada por edad y sexo (grupo de referencia homocigoto
TT).

> Regresion logistica multivariante del alelo C ajustada como variable continua (0 = homocigoto TT; 1 =
Heterocigoto CT y 2 = Homocigoto CC), ajustado por edad y sexo.

¢ Regresion logistica multivariante del genotipo ajustada por edad y sexo (grupo de referencia homocigoto
CQO).

4 Regresion logistica multivariante del alelo A ajustada como variable continua (0 = homocigoto CC; 1 =
Heterocigoto AC y 2 = Homocigoto AA), ajustado por edad y sexo.

En la tabla 65 se analiza el modelo de herencia, apreciandose que en ninguno de
los casos (codominante, dominante o recesivo) se alcanza la significacion estadistica

para VEGFA —460C>T o VEGFA —2578A>C (p>0,05).
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VEGFA -460C>T

VEGFA -2578A>C

Modelo

Codominante

Dominante

Recesivo

Codominante

Dominante

Recesivo

Genotipo

TT
CT
CcC
TT
CT-CC
cC
CT-TT
CcC
AC
AA
CcC
AC-AA
AA

AC-CC

Controles;N(%)

40 (26,67%)
69 (46%)
41 (27,33%)
40 (26,67%)
110 (73,33%)
41 (27,33%)
109 (72,67%)
40 (26,67%)
69 (46%)
41 (27,33%)
40 (26,67%)
110 (73,33%)
41 (27,33%)
109 (72,67%)

DV; N(%)
49 (32,67%)
66 (44%)
35 (23,33%)
49 (32,67%)
101 (67,33%)
35 (23,33%)
115 (76,67%)
49 (32,67%)
66 (44%)
35 (23,33%)
49 (32,67%)
101 (67,33%)
35 (23,33%)
115 (76,67%)

OR
1
0,807
0,704
1
0,768
1
1,249
1
0,807
0,704
1
0,768
1

1,249

IC del 95%

(0,465-1,399)
(0,375-1,320)

(0,461-1,279)

(0,732-2,129)

(0,465-1,399)

(0,375-1,320)

(0,461-1,279)

(0,732-2,129)

Tabla 65. Analisis del riesgo de los polimorfismos VEGFA en funcion del modelo de herencia

p

0,445

0,274

0,310

0,415

0,445

0,274

0,310

0,415

Cuando comparamos la distribucion de los polimorfismos —460C>T vy

—2578 A>C del gen VEGFA entre los pacientes con demencia vascular y aquellos con

enfermedad de Alzheimer, no observamos diferencias significativas (tabla 66).

VEGFA-460C>T

VEGFA-2578A>C

Tabla 66. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas en Alzheimer y Demencia Vascular

Alelo T

Alelo C
Homocigoto TT
Heterocigoto CT
Homocigoto CC
Alelo C

Alelo A
Homocigoto CC
Heterocigoto AC

Homocigoto AA

ALZHEIMER N(%)

169 (57,48%)
125 (42,52%)
50 (34,01%)
69 (46,94%)
28 (19,05%)
169 (57,48%)
125 (42,52%)
50 (34,01%)
69 (46,94%)
28 (19,05%)

DV N(%)
164 (54,67%)
136 (45,33%)
49 (32,67%)
66 (44%)
35(23,33%)
164 (54,67%)
136 (45,33%)
49 (32,67%)
66 (44%)
35 (23,33%)

P

0,489

0,662

0,489

0,662

166



Capitulo 4. RESULTADOS

En la tabla 67 se analiza el modelo de herencia, aprecidndose que en ninguno de

los tres modelos se alcanzan diferencias estadisticamente significativas (p>0,05).

VEGFA -460C>T

VEGFA -2578A>C

Modelo

Codominante

Dominante

Recesivo

Codominante

Dominante

Recesivo

Genotipo

TT

CT

CcC

TT

CT-CC

CcC

CT-TT

CcC

AC

AA

CC

AC-AA

AC-CC

ALZHEIMER; N(%)

50 (34,01%)
69 (46,94%)
28 (19,05%)
50 (34,01%)
97 (65,99%)
28 (19,05%)
119 (80,95%)
50 (34,01%)
69 (46,94%)
28 (19,05%)
50 (34,01%)
97 (65,99%)
28 (19,05%)
119 (80,95%)

DV; N(%)
49 (32,67%)
66 (44%)
35 (23,33%)
49 (32,67%)
101 (67,33%)
35 (23,33%)
115 (76,67%)
49 (32,67%)
66 (44%)
35 (23,33%)
49 (32,67%)
101 (67,33%)
35(23,33%)
115 (76,67%)

Tabla 67. Analisis del riesgo de los polimorfismos VEGFA en funcion del modelo de herencia

P

0,662

0,806

0,366

0,662

0,806

0,366

En las figuras 50 y 51 se resume la distribucion de las frecuencias alélicas y

genotipicas del polimorfismo —460C>T del gen VEGFA en pacientes con demencia

vascular, enfermedad de Alzheimer y controles sin demencia.

Fig. 50. Distribucion de las frecuencias alélicas del polimorfismo VEGFA -460C>T
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Figura 51. Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo VEGFA -460C>T

100 W Homocigoto TT
B Heterocigoto CT

m .
80 Homocigoto CC

60

0 /

Demencia vascular Alzheimer No demencia

En las figuras 52 y 53 se resume la distribucién de las frecuencias alélicas y

genotipicas del polimorfismo —2578 A>C del gen VEGFA en pacientes con demencia

vascular, enfermedad de Alzheimer y controles sin demencia.
Figura 52. Distribucion de las frecuencias alélicas del polimorfismo VEGFA -2578A>C

M Alelo C
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80

60
40
20
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Figura 53. Distribucién de las frecuencias genotipicas del polimorfismo VEGFA -2578A>C
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2.1.2.- Estudio comparativo de los polimorfismos VEGFA —460C>T y

—2578A>C segun el subtipo demencia vascular cortical o subcortical.

Al comparar la distribucion de los polimorfismos entre los 74 pacientes con

demencia vascular cortical (DVC) y los 147 con enfermedad de Alzheimer no

encontramos diferencias significativas, tampoco por modelos de herencia (tablas 68,69).

VEGFA-460C>T

VEGFA-2578A>C

VEGFA -460C>T

VEGFA -2578A>C

Tabla 68. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas en Alzheimer y DV cortical

Alelo T

Alelo C

Homocigoto TT
Heterocigoto CT

Homocigoto CC

Alelo C

Alelo A

Homocigoto CC
Heterocigoto AC

Homocigoto AA

Tabla 69. Andlisis del riesgo de los polimorfismos VEGFA en funcion del modelo de herencia

Modelo

Codominante

Dominante

Recesivo

Codominante

Dominante

Recesivo

ALZHEIMER N(%)

Genotipo

TT
CT
CcC
TT
CT-CC
cC
CT-TT
CcC
AC
AA
CC
AC-AA
AA

AC-CC

169 (57,48%)
125 (42,52%)
50 (34,01%)
69 (46,94%)
28 (19,05%)
169 (57,48%)
125 (42,52%)
50 (34,01%)
69 (46,94%)

28 (19,05%)

ALZHEIMER; N(%)

50 (34,01%)
69 (46,94%)
28 (19,05%)
50 (34,01%)
97 (65,99%)
28 (19,05%)
119 (80,95%)
50 (34,01%)
69 (46,94%)
28 (19,05%)
50 (34,01%)
97 (65,99%)
28 (19,05%)

119 (80,95%)

DVC N(%)
80 (54,05%)
68 (45,95%)
24 (32,43%)
32 (43,24%)
18 (24,33%)
80 (54,05%)
68 (45,95%)
24 (32,43%)
32 (43,24%)

18 (24,33%)

DVC; N(%)
24 (32,43%)
32 (43,24%)
18 (24,33%)
24 (32,43%)
50 (67,57%)
18 (24,33%)
56 (75,67%)
24 (32,43%)
32 (43,24%)
18 (24,33%)
24 (32,43%)
50 (67,57%)
18 (24,33%)
56 (75,67%)

P

0,493

0,656

0,493

0,656

Y

0,656

0,814

0,362

0,656

0,814

0,362
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Cuando comparamos la distribucién de los polimorfismos VEGFA —460C>T y
—2578A>C entre los 76 pacientes con demencia vascular subcortical (DVSC) y los 147

con enfermedad de Alzheimer, tampoco observamos diferencias significativas (tabla 70)

Tabla 70. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas en Alzheimer y DV subcortical

ALZHEIMER N(%) DVSC N(%) P
? Alelo T 169 (57,48%) 84 (55,26%)
O 0,654
§ Alelo C 125 (42,52%) 68 (44,74%)
% Homocigoto TT 50 (34,01%) 25 (32,89%)
E Heterocigoto CT 69 (46,94%) 34 (44,74%) 0,842
Homocigoto CC 28 (19,05%) 17 (22,37%)
Q/e Alelo C 169 (57,48%) 84 (55,26%)
< 0,654
2 Alelo A 125 (42,52%) 68 (44,74%)
&
é' Homocigoto CC 50 (34,01%) 25 (32,89%)
é’ Heterocigoto AC 69 (46,94%) 34 (44,74%) 0,842

Homocigoto AA

28 (19,05%)

17 (22,37%)

En la tabla 71 se analiza el modelo de herencia, apreciandose que en ninguno de

los tres modelos se alcanzan diferencias estadisticamente significativas (p>0,05).

Tabla 71. Andlisis del riesgo de los polimorfismos VEGFA en funcion del modelo de herencia

Modelo Genotipo ALZHEIMER; N(%) DVSC; N(%) P
TT 50 (34,01%) 25(32,89%)
= Codominante CT 69 (46,94%) 34 (44,74%) 0,842
A
g CC 28 (19,05%) 17 (22,37%)
)
b TT 50 (34,01%) 25 (32,89%)
é Dominante 0,867
(é? CT-CC 97 (65,99%) 51(67,11%)
> CC 28 (19,05%) 17 (22,37%)
Recesivo 0,558
CT-TT 119 (80,95%) 59 (77,63%)
CC 50 (34,01%) 25 (32,89%)
&) Codominante AC 69 (46,94%) 34 (44,74%) 0,842
A
é AA 28 (19,05%) 17 (22,37%)
w
¢ CC 50 (34,01%) 25 (32,89%)
é Dominante 0,867
&) AC-AA 97 (65,99%) 51(67,11%)
=
> AA 28 (19,05%) 17 (22,37%)
Recesivo 0,558
AC-CC 119 (80,95%) 59 (77,63%)
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La comparacion entre los pacientes con DV cortical (DVC) y el grupo control
mostré que no existen diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la

distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas de estos polimorfismos (tabla 72).

Tabla 72. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas en pacientes con DV cortical y controles

CONTROLES N(%) DVC N(%) P
? Alelo T 149 (49,67%) 80 (54,05%)
Q 0,382
§ Alelo C 151 (50,33%) 68 (45,95%)
% Homocigoto TT 40 (26,67%) 24 (32,43%)
E Heterocigoto CT 69 (46%) 32 (43,24%) 0,660
Homocigoto CC 41 (27,33%) 18 (24,33%)
Q  Alelo C 149 (49,67%) 80 (54,05%)
< 0,382
§ Alelo A 151 (50,33%) 68 (45,95%)
o
é' Homocigoto CC 40 (26,67%) 24 (32,43%)
Cé Heterocigoto AC 69 (46%) 32 (43,24%) 0,660

Homocigoto AA 41 (27,33%) 18 (24,33%)

En la tabla 73 se analiza el modelo de herencia, apreciandose que en ninguno de

los tres modelos se alcanzan diferencias estadisticamente significativas (p>0,05).

Tabla 73. Analisis del riesgo de los polimorfismos VEGFA en funcion del modelo de herencia

Modelo Genotipo CONTROLES; N(%) DVC; N(%) P
TT 40 (26,67%) 24 (32,43%)
- Codominante CT 69 (46%) 32 (43,24%) 0,660
A
8 CcC 41 (27,33%) 18 (24,33%)
)
b TT 40 (26,67%) 24 (32,43%)
é Dominante 0,369
8 CT-CC 110 (73,33%) 50 (67,57%)
> CC 41 (27,33%) 18 (24,33%)
Recesivo 0,631
CT-TT 109 (72,67%) 56 (75,67%)
CC 40 (26,67%) 24 (32,43%)
&) Codominante AC 69 (46%) 32 (43,24%) 0,660
A
§ AA 41 (27,33%) 18 (24,33%)
wn
& CC 40 (26,67%) 24 (32,43%)
é Dominante 0,369
8 AC-AA 110 (73,33%) 50 (67,57%)
> AA 41 (27,33%) 18 (24,33%)
Recesivo 0,631
AC-CC 109 (72,67%) 56 (75,67%)
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La comparacion entre los pacientes con DV subcortical (DVSC) y el grupo

control mostrd que tampoco existen diferencias significativas en cuanto a la distribucion

de las frecuencias alélicas y genotipicas de estos polimorfismos (tabla 74).

VEGFA-460C>T

VEGFA-2578A>C

Alelo T

Alelo C

Homocigoto TT
Heterocigoto CT

Homocigoto CC

Alelo C

Alelo A

Homocigoto CC
Heterocigoto AC

Homocigoto AA

CONTROLES N(%)

149 (49,67%)
151 (50,33%)
40 (26,67%)
69 (46%)
41 (27,33%)
149 (49,67%)

Tabla 74. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas en DV subcortical y controles

151 (50,33%)
40 (26,67%)
69 (46%)
41 (27,33%)

DVSC N(%) p
84 (55,26%)

0,261
68 (44,74%)
25 (32,89%)
34 (44,74%) 0,554
17 (22,37%)
84 (55,26%)

0,261
68 (44,74%)
25 (32,89%)
34 (44,74%) 0,554
17 (22,37%)

En la tabla 75 se analiza el modelo de herencia, apreciandose que en ninguno de

los tres modelos se alcanzan diferencias estadisticamente significativas (p>0,05).

VEGFA -460C>T

VEGFA -2578A>C

Modelo

Codominante

Dominante

Recesivo

Codominante

Dominante

Recesivo

Genotipo
TT
CT
cC
TT

CT-CC
cC
CT-TT
CcC
AC
AA
CcC
AC-AA
AA

AC-CC

CONTROLES; N(%)

40 (26,67%)
69 (46%)
41 (27,33%)
40 (26,67%)
110 (73,33%)
41 (27,33%)
109 (72,67%)
40 (26,67%)
69 (46%)
41 (27,33%)
40 (26,67%)
110 (73,33%)
41 (27,33%)

109 (72,67%)

DVSC; N(%)
25 (32,89%)
34 (44,74%)
17 (22,37%)
25 (32,89%)
51(67,11%)
17 (22,37%)
59 (77,63%)
25 (32,89%)
34 (44,74%)
17 (22,37%)
25 (32,89%)
51(67,11%)
17 (22,37%)

59 (77,63%)

Tabla 75. Analisis del riesgo de los polimorfismos VEGFA en funcion del modelo de herencia

p

0,554

0,328

0,419

0,554

0,328

0,419

172



Capitulo 4. RESULTADOS

Al comparar, dentro del grupo de pacientes con demencia vascular, la
distribucion de los polimorfismos entre los que presentan DV cortical (DVC) y los que

tienen DV subcortical (DVSC), no observamos diferencias significativas (tabla 76).

Tabla 76. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas en DV cortical y DV subcortical

DVC N(%) DVSC N(%) P
Alelo T 80 (54,05%) 84 (55,26%)
0,833
Alelo C 68 (45,95%) 68 (44,74%)
Homocigoto TT 24 (32,43%) 25(32,89%)
Heterocigoto CT 32 (43,24%) 34 (44,74%) 0,959
Homocigoto CC 18 (24,33%) 17 (22,37%)
Q  AleloC 80 (54,05%) 84 (55,26%)
< 0,833
§ Alelo A 68 (45,95%) 68 (44,74%)
o
é' Homocigoto CC 24 (32,43%) 25 (32,89%)
é’ Heterocigoto AC 32 (43,24%) 34 (44,74%) 0,959
Homocigoto AA 18 (24,33%) 17 (22,37%)

En la tabla 77 se analiza el modelo de herencia, apreciandose que en ninguno de

los tres modelos se alcanzan diferencias estadisticamente significativas (p>0,05).

Tabla 77. Andlisis del riesgo de los polimorfismos VEGFA en funcion del modelo de herencia

Modelo Genotipo DVC; N(%) DVSC; N(%) P
TT 24 (37,5%) 25 (32,89%)
- Codominante CT 32 (31,7%) 34 (44,74%) 0,959
A
g CC 18 (30,5%) 17 (22,37%)
=
b TT 24 (32,43%) 25 (32,89%)
é Dominante 0,952
8 CT-CC 50 (67,57%) 51(67,11%)
> CC 18 (24,32%) 17 (22,37%)
Recesivo 0,777
CT-TT 56 (75,68%) 59 (77,63%)
CC 24 (37,5%) 25 (32,89%)
&) Codominante AC 32 (31,7%) 34 (44,74%) 0,959
A
é AA 18 (30,5%) 17 (22,37%)
0
<@ CC 24 (32,43%) 25 (32,89%)
é Dominante 0,952
AC-AA 50 (67,57%) 51(67,11%)
Q
=
> AA 18 (24,32%) 17 (22,37%)
Recesivo 0,777
AC-CC 56 (75,68%) 59 (77,63%)
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En las figuras 54 y 55 se resume la distribucion de las frecuencias alélicas y

genotipicas del polimorfismo VEGFA -460C>T en V cortical y DV subcortical.
Figura 54. Frecuencias alélicas del polimorfismo VEGFA -460C>T segun subtipo de DV
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Figura 55. Frecuencias genotipicas del polimorfismo VEGFA -460C>T seguin subtipo DV
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En las figuras 56 y 57 se resume la distribucion de las frecuencias alélicas y
genotipicas del polimorfismo VEGFA -2578C>T en DV cortical y DV subcortical.

Figura 56. Frecuencias alélicas del polimorfismo VEGFA -2578A>C segun subtipo de DV
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Figura 57. Frecuencias genotipicas del polimorfismo VEGFA -2578A>C segtin subtipo DV
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2.1.3- Analisis multivariante del riesgo de enfermedad de Alzheimer

asociado al alelo y a los genotipos para la edad.

Como se observa en las tablas 78 y 79, el alelo T para el polimorfismo VEGFA
—460C>T y el alelo C para el polimorfismo VEGFA —-2578 A>C son significativamente
mas frecuentes en pacientes con enfermedad de Alzheimer del grupo de mayores de 80
afios (p=0,037) y no alcanzan significacion estadistica en el grupo con edad < 80 afios

(p=0,551).

Tabla 78. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas estudiadas en pacientes con enfermedad de

Alzheimer (casos) y sin demencia (controles) en funcion de la variable edad

VEGFA-460C>T Controles; N(%) Alzheimer; N(%) OR (IC-95 %) P
Alelo T 72 (50%) 76 (53,52%) 1
g AleloC 72 (50%) 66 (46,48%) 0,868 (0,546-1,381) 053!
E Homocigoto TT 18 (25%) 22 (30,99%)
¢\>/°| Heterocigoto CT 36 (50%) 32 (45,07%) 0,720
Homocigoto CC 18 (25%) 17 (23,94%)
Alelo T 77 (49,36%) 93 (61,18%) |
0,037*
g AleloC 79 (50,64%) 59 (38,82%) 0,618 (0,972-3,930)
E Homocigoto TT 22 (28,20%) 28 (36,84%)
Y Heterocigoto CT 33 (42,31%) 37 (48,68%) 0,076

Homocigoto CC

23 (29,49%)

11 (14,47%)

*Diferencia significativa entre pacientes con enfermedad de Alzheimer y controles (p<0.05).
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Tabla 79. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas estudiadas en pacientes con enfermedad

de Alzheimer (casos) y sin demencia (controles) en funcion de la variable edad

VEGFA -2578A>C Controles; N(%)  Alzheimer; N(%) OR (IC-95 %) P

Alelo C 72 (50%) 76 (53,52%) 1

g AleloA 72 (50%) 66 (46,48%) 0,868 (0,546-1,381) 0331

E Homocigoto CC 18 (25%) 22 (30,99%)

:’o' Heterocigoto AC 36 (50%) 32 (45,07%) 0,720
Homocigoto AA 18 (25%) 17 (23,94%)
Alelo C 77 (49,36%) 93 (61,18%) 1

0,037*

g AleloA 79 (50,64%) 59 (38,82%) 0,618 (0,972-3,930)

E Homocigoto CC 22 (28,20%) 28 (36,84%)

0: Heterocigoto AC 33 (42,31%) 37 (48,68%) 0,076
Homocigoto AA 23 (29,49%) 11 (14,47%)

*Diferencia significativa entre pacientes con enfermedad de Alzheimer y controles (p<0.05).

A diferencia de lo que sucede con los alelos, el analisis de los genotipos en
funcion de la edad no muestra diferencias significativas entre controles y pacientes con
Alzheimer mayores de 80 afios (p=0,076) ni en el grupo con edad < 80 afios (p=0,720)

en los polimorfismos VEGFA estudiados.

Al realizar un andlisis de regresion logistica, el genotipo homocigoto CC para
VEGFA —460C>T y el genotipo homocigoto AA para VEGFA 2578 A>C solo parecen
modificar el riesgo de tener enfermedad de Alzheimer para los individuos mayores de
80 afos. Estos resultados se recogen en las tablas 80 y 81. La presencia del genotipo
homocigoto CC y del heterocigoto CT para VEGFA —460C>T suponen un riesgo 0,37 y
0,82 veces menor respectivamente de padecer demencia tipo Alzheimer entre los
mayores de 80 afios, aunque solo en el caso del genotipo homocigoto CC se alcanza
significacion estadistica (p=0,033; p=0,597), siendo este resultado idéntico al observado
con el genotipo AA para VEGFA 2578 A>C. Ello refuerza los resultados ya sefialados
de que ser portador del alelo C en el polimorfismo VEGFA —460C>T o el ser portador
del alelo A en el polimorfismo VEGFA -2578A>C puede actuar como un factor
protector frente a la enfermedad de Alzheimer para este grupo de edad. Para los

individuos < 80 afios, los resultados no son estadisticamente significativos.
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En cuanto a la presencia del alelo C para VEGFA —460C>T o la presencia del
alelo A para VEGFA —-2578A>C, éstos suponen un riesgo 0,85 veces menor de padecer
enfermedad de Alzheimer en el caso de los sujetos con edad < 80 afios y un riesgo 0,62
veces menor en el caso de los individuos mayores de 80 afios. Los resultados solo

muestran significacion estadistica (p=0,042) para el segundo grupo.

Tabla 80. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas en pacientes con enfermedad de
Alzheimer y controles y analisis multivariante del riesgo de enfermedad de Alzheimer asociado al alelo y

a los genotipos para los dos grupos de edad

Controles; Alzheimer; o
VEGFA-460C>T n/N(%) n/N(%) OR (IC del 95%) p
Homocigoto CC* 18/72 (25%) 17/71 (23,94%) 0,741 (0,296-1,855) 0,522
S
'S Heterocigoto CT* 36/72 (50%) 32/71 (45,07%) 0,713 (0,324-1,568) 0,400
=
o
Yl | A0 VNG 50% 53,52% 0,856 (0,542-1,353) 0,506
—460/T
Homocigoto CC* 23/78 (29,49%) 11/76 (14,47%) 0,366 (0,145-0,924)  0,033*
S
'S Heterocigoto CT* 33/78 (42,31%) 37/76 (48,68%) 0,818 (0,388-1,724) 0,597
=
3
8 || A DVTRE S 49,36% 61,18% 0,625 (0,397-0,983)  0,042*
—460/T
* Regresion logistica multivariante del genotipo ajustada por sexo (grupo de referencia homocigoto TT).
® Regresion logistica multivariante del alelo T ajustada como variable continua (0 = homocigoto TT; 1 = Heterocigoto

CT y 2 = Homocigoto CC), ajustado por sexo.

Tabla 81. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas en pacientes con enfermedad de
Alzheimer y controles y andlisis multivariante del riesgo de enfermedad de Alzheimer asociado al alelo y

a los genotipos para los dos grupos de edad

VEGFA Controles; Alzheimer; o
2578A>C n/N(%) n/N(%) LELUC GEL2E) P
Homocigoto AA* 18/72 (25%) 17/71 (23,94%) 0,741 (0,296-1,855) 0,522
S
'S Heterocigoto AC* 36/72 (50%) 32/71 (45,07%) 0,713 (0,324-1,568) 0,400
=
o
vi Alelo VEGFA o N
—460/C" 50% 53,52% 0,856 (0,542-1,353) 0,506
Homocigoto AA® 23/78 (29,49%) 11/76 (14,47%) 0,366 (0,145-0,924) 0,033*
S
'S Heterocigoto AC* 33/78 (42,31%) 37/76 (48,68%) 0,818 (0,388-1,724) 0,818
S
o
A Alelo VEGFA o o %
—460/C" 49,36% 61,18% 0,625 (0,397-0,983) 0,042

* Regresion logistica multivariante del genotipo ajustada por sexo (grupo de referencia homocigoto CC).

® Regresion logistica multivariante del alelo C ajustada como variable continua (0 = homocigoto CC; 1 =
Heterocigoto AC y 2 = Homocigoto AA), ajustado por sexo.

*Diferencia significativa entre pacientes con enfermedad de Alzheimer y controles (p<0.05).
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En las tablas 82 y 83 se analizan los modelos de herencia para los dos grupos de
edad que hemos seleccionado. Para los individuos con edad <80 afios tanto en el modelo
dominante como en el codominante y en el recesivo, los individuos CC para VEGFA
—460C>T y los individuos AA para VEGFA -2578A>C, tienen un menor riesgo de
padecer enfermedad de Alzheimer, no alcanzandose significacion estadistica para

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

Para los individuos mayores de 80 afios se aprecia que tanto en el modelo
dominante como en el codominante los individuos CC para VEGFA —460C>T y los
individuos AA para VEGFA -2578 A>C tienen un riesgo disminuido de tener demencia
tipo Alzheimer: 0,36 veces menos en el codominante y 0,66 menos en el dominante y en
el primer caso se alcanza significacion estadistica (p=0,033). A la inversa, en el modelo
recesivo, para el SNP VEGFA —460C>T, al agrupar a los portadores del alelo T (CT +
TT) y compararlos con los homocigotos para C (CC) comprobamos que la expresion del

alelo T es mas frecuente en el grupo con enfermedad de Alzheimer (p=0,033).

Tabla 82. Analisis del riesgo del polimorfismo VEGFA-460C>T en funcion del modelo de herencia

Controles; Alzheimer;

. (1)
Modelo Genotipo N(%) N(%) OR IC del 95% p
TT 18 (25%) 22 (30,99%) 1
Codominante CT 36 (50%) 32 (45,07%) 0,713 0,324-1,568 0,400
2 CC 18 (25%) 17 (23,94%) 0,741 0,296-1,855 0,522
=
; TT 18 (25%) 22 (30,99%) 1
® Dominante
v CT-CC 54 (75%) 49 (69,01%) 0,690 0,356-1,338 0,272
cC 18 (25%) 17 (23,94%) 1
Recesivo
CT-TT 54 (75%) 54 (76,06%) 1,089 0,505-2,345 0,828
TT 22 (28,20%) 28 (36,84%) 1
Codominante CT 33 (42,31%) 37 (48,68%) 0,818 0,388-1,724 0,597
2 CC 23 (29,49%) 11 (14,47%) 0,366 0,145-0,924 0,033*
=
S TT 22 (28,20%) 28 (36,84%) 1
® Dominante
4 CT-CC 56 (71,80%) 48 (63,16%) @ 0,633 0,316-1,269 0,198
CC 23 (29,49%) 11 (14,47%) 1
Recesivo
CT-TT 55(70,51%) 65 (85,53%) 2,429 1,074-5,490 0,033*

*Diferencia significativa entre pacientes con enfermedad de Alzheimer y controles (p<0.05).
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Del mismo modo, para el polimorfismo VEGFA —2578A>C, al agrupar a los
portadores del alelo C (AC + CC) y compararlos con los homocigotos para A (AA)
comprobamos que la expresion del alelo C es mas frecuente en el grupo de pacientes

con enfermedad de Alzheimer (p=0,033).

Tabla 83. Analisis del riesgo del polimorfismo VEGFA-2578A4>C en funcion del modelo de herencia

Controles; Alzheimer;

3 (1)
Modelo Genotipo N(%) N(%) OR IC del 95% p
cC 18 (25%) 22 (30,99%) 1
Codominante AC 36 (50%) 32 (45,07%) 0,713 0,324-1,568 0,400
2 AA 18 (25%) 17 (23,94%) 0,741 0,296-1,855 0,522
=
; CC 18 (25%) 22 (30,99%) 1
® Dominante
i AC-AA 54 (75%) 49 (69,01%) 0,690 0,356-1,338 0,272
AA 18 (25%) 17 (23,94%) 1
Recesivo
AC-CC 54 (75%) 54 (76,06%) 1,089 0,505-2,345 0,828
CC 22 (28,20%) 28 (36,84%) 1
Codominante AC 33 (42,31%) 37 (48,68%) 0,818 0,388-1,724 0,597
2 AA 23 (29,49%) 11 (14,47%) 0,366 0,145-0,924 0,033*
=
; CcC 22 (28,20%) @ 28 (36,84%) 1
® Dominante
A AC-AA 56 (71,80%) 48 (63,16%) @ 0,633 0,316-1,269 0,198
AA 23 (29,49%) 11 (14,47%) 1
Recesivo
AC-CC 55(70,51%) 65 (85,53%) 2,429 1,074-5,490 0,033*

*Diferencia significativa entre pacientes con enfermedad de Alzheimer y controles (p<0.05).

2.2.- Analisis del polimorfismo VEGFR2 —604A>G.

Hemos estudiado un polimorfismo (VEGFR2 —-604A>G) que produce un cambio
de una adenina (A) por una guanina (G) dando lugar a tres posibles genotipos: AA, AG,
GG.

En este polimorfismo, 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=0,237).
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2.2.1.- Estudio comparativo del polimorfismo VEGFR2 —604A>G entre

enfermedad de Alzheimer, demencia vascular y no demencia.

La tabla 84 resume la distribucion genotipica y alélica del polimorfismo
VEGFR2 —-604A>G en los 147 casos con enfermedad de Alzheimer y 150 controles sin
demencia. No hemos encontrado diferencias estadisticamente significativas en la
frecuencia de los diferentes genotipos y alelos de VEGFR2 —604A>G entre pacientes

con enfermedad de Alzheimer y controles (p>0,05).

Tabla 84. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas estudiadas en pacientes con enfermedad

de Alzheimer (casos) y sin demencia (controles)

f;%f:fé CONTROLES N(%) ALZHEIMER N(%)  OR (IC del 95 %) P
Alelo A 158 (52,67%) 154 (52,38%) )
Alelo G 142 (47,33%) 140 (47,62%) L012(0733-139)
Homocigoto AA 38 (25,33%) 46 (31,29%)
Heterocigoto AG 82 (54,67%) 62 (42,18%) 0,096
Homocigoto GG 30 (20%) 39 (26,53%)

Se ha estudiado la influencia de las variables género y edad en la distribucion
genotipica y alélica de este polimorfismo. Para ello, antes se ha comprobado que se
cumple el principio de equilibrio de Hardy-Weinberg en la muestra de controles (como
representantes de la poblacion general) para cada uno de los grupos de edad (<80 afios,
p= 0,238 y >80 anos, p=0,597) y también para el género (hombres, p=0,646 y mujeres,
p=0,201) por lo que cualquiera de los grupos de controles en funcién de la edad o el
género pueden considerarse asimismo representativos de la poblacion general sin

demencia.

Al realizar un andlisis de regresion logistica, para controlar por las variables de
edad y género, considerando al alelo mas frecuente —el alelo A— como referencia, no se
encuentran diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos. Por lo tanto,
no hay evidencias de que portar el alelo A del polimorfismo VEGFR2 —604A>G

disminuya el riesgo de tener enfermedad de Alzheimer, como se aprecia en la tabla 85.
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Tabla 85. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas en pacientes con enfermedad de
Alzheimer (casos) y sin demencia (controles) y analisis multivariante del riesgo de enfermedad de

Alzheimer asociado al alelo y a los genotipos

VEGFR2 -604A>G Controles; n/N(%) Alzheimer; n/N(%)  OR (IC del 95%) p
. a 1,034
Homocigoto GG 30/150 (20%) 39/147 (26,53%) (0.535-1,998) 0,921
. a 0,608
Heterocigoto AG 82/150 (54,67%) 62/147 (42,18%) (0.350-1,056) 0,077
Alelo VEGFR2 o o 0,990
_604/A 52,67% 52,38% (0.714-1,372) 0,952

* Regresion logistica multivariante del genotipo ajustada por edad y sexo (grupo de referencia homocigoto AA).
® Regresion logistica multivariante del alelo A ajustada como variable continua (0 = homocigoto AA; 1 =
Heterocigoto AG y 2 = Homocigoto GG), ajustado por edad y sexo.

En la tabla 86 se analiza el modelo de herencia, apreciandose que en ninguno de

los tres modelos se alcanzan diferencias estadisticamente significativas (p>0,05).

Tabla 86. Analisis del riesgo del polimorfismo VEGFR2-6044A>G en funcion del modelo de herencia

Modelo Genotipo Co;:s/ool)es; Alz;;(eoi/lor;er; OR IC del 95% p
AA 38 (25,33%) 46 (31,29%) 1
Codominante AG 82 (54,67%) 62 (42,18%) 0,608 (0,350-1,056) 0,077
GG 30 (20%) 39 (26,53%) 1,034 (0,535-1,998) 0,921
AA 38(25,33%) 46 (31,29%) 1
Dominante

AG-GG 112 (74,67%) 101 (68,71%) 0,719 (0,428-1,208) 0,213
GG 30 (20%) 39 (26,53%) 1

Recesivo
AG-AA 120 (80%) 108 (73,47%) 0,705 (0,404-1,230) 0,218

La comparacion entre los 150 pacientes con demencia vascular y los 150 sujetos
control mostré que existen diferencias significativas en la distribucion genotipica entre
ambos grupos (p=0,023) (tabla 87). En el grupo con demencia vascular se observa una
mayor proporcion de genotipo GG (33,3% versus 20%) y, en el grupo de controles, una
mayor proporcion de genotipo AA (25,3% versus 24,7%), lo que puede interpretarse
como que el hecho de ser portador del genotipo homocigoto GG constituye un factor de
riesgo para la demencia vascular, mientras que en sentido contrario el genotipo AA

puede actuar con un factor protector frente a la demencia vascular.
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También se ha podido observar que el alelo G es mas frecuente en pacientes con
demencia vascular (54,3% versus 47,3%) y el A lo es en controles (52,7% versus

45,7%), pero en este caso no se alcanza significacion estadistica (p=0,087).

Tabla 87. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas en Demencia Vascular y controles

VEGFR2 -604A>G  CONTROLES N(%) DV N(%) OR (IC del 95 %) P
Alelo A 158 (52,67%) 137 (45,67%) 0755 (0.548-1041)
Alelo G 142 (47,33%) 163 (54,33%) 1

Homocigoto AA 38 (25,33%) 37 (24,67%)

Heterocigoto AG 82 (54,67%) 63 (42%) 0,023*
Homocigoto GG 30 (20%) 50 (33,33%)

*Diferencia significativa entre pacientes con demencia vascular y controles (p<0.05).

Al realizar un anélisis de regresion logistica, para controlar por las variables de
edad y género, considerando al alelo mas frecuente —el alelo G— como referencia, se
observa que tanto el genotipo heterocigoto AG como el genotipo homocigoto AA
modifican el riesgo de sufrir demencia vascular. La presencia del genotipo heterocigoto
AG supone un riesgo 0,57 veces menor de tener demencia vascular y la existencia del
genotipo homocigoto AA un riesgo 0,48 veces menor, aunque solo los resultados del
genotipo AA son significativos (p=0,012). Ello refuerza los resultados ya sefialados
anteriormente de que ser portador del genotipo AA puede actuar como factor protector

para la demencia vascular, como se aprecia en la tabla 88.

Tabla 88. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas en Demencia Vascular y controles y

andlisis multivariante del riesgo de Demencia Vascular asociado al alelo y a los genotipos

VEGFR2

-604A>G Controles; n/N(%) DV; n/N(%) OR (IC del 95%) p
Homocigoto AA 38/150 (25,33%) 37/150 (24,67%) n 22’308 51) 0,012*
Heterocigoto AG 82/150 (54,67%) 63/150 (42%) o 28%5- le ) 0,095
Alelo VEGFR2 . . 0,752
C04/G" 47,33% 54,33% (0.540-1.044) 0,088

* Regresion logistica multivariante del genotipo ajustada por edad y sexo (grupo de referencia homocigoto GG).
® Regresion logistica multivariante del alelo G ajustada como variable continua (0 = homocigoto GG; 1 =
Heterocigoto AG y 2 = Homocigoto AA), ajustado por edad y sexo.

*Diferencia significativa entre pacientes con demencia vascular y controles (p<0.05).
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En la tabla 89 se analiza el modelo de herencia, apreciandose que tanto en el
modelo dominante como en el codominante los individuos GG tienen un incremento del
riesgo de tener demencia vascular, 1,75 veces mas en el caso del codominante y 1,08
veces mas en el dominante, aunque en ninguno de los dos casos se alcanza la
significacion estadistica (p=0,095; p=0,763). En cambio, al analizar los resultados
empleando el modelo recesivo, comprobamos que los sujetos con el alelo A (AA + AG)
frente a los homocigotos para G (GG) son significativamente mas frecuentes en el grupo

control (p=0,014), lo que sugiere que el modelo recesivo de herencia es el adecuado.

Estos hallazgos nos permiten concluir que los portadores del genotipo
homocigoto AA tienen diminuido el riesgo de padecer demencia vascular, y que ello

sucede independientemente de la edad y del género.

Tabla 89. Analisis del riesgo del polimorfismo VEGFR2-6044>G en funcion del modelo de herencia

Modelo Genotipo Controles; N(%) DV; N(%) OR IC del 95% P
AA 38 (25,33%) 37 (24,67%) 1
Codominante AG 82 (54,67%) 63 (42%) 0,842 (0,474-1,494) 0,556
GG 30 (20%) 50 (33,33%) 1,752 (0,908-3,384) 0,095
AA 38 (25,33%) 37 (24,67%) 1
Dominante
AG-GG 112 (74,67%) 113 (75,33%) 1,086 (0,635-1,860) 0,763
GG 30 (20%) 50 (33,33%) 1
Recesivo
AG-AA 120 (80%) 100 (66,67%) 0,509 (0,297-0,872) 0,014*

*Diferencia significativa entre pacientes con demencia vascular y controles (p<0.05).

Cuando comparamos la distribucion del polimorfismo —604A>G del gen
VEGFR2 entre los pacientes que presentan demencia vascular y aquellos con

enfermedad de Alzheimer, no observamos diferencias significativas (tabla 90).

Tabla 90. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas en Demencia Vascular y Alzheimer

VEGFR2 -604A>G ALZHEIMER N(%) DV N(%) P

Alelo A 154 (52,38%) 137 (45,67%)
Alelo G 140 (47,62%) 163 (54,33%) o102
Homocigoto AA 46 (31,29%) 37 (24,67%)
Heterocigoto AG 62 (42,18%) 63 (42%) 0,315
Homocigoto GG 39 (26,53%) 50 (33,33%)
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En la tabla 91 se analiza el modelo de herencia, aprecidndose que en ninguno de

los tres modelos se alcanzan diferencias estadisticamente significativas (p>0,05).

Tabla 91. Andlisis del riesgo del polimorfismo VEGFR2-604A>G en funcion del modelo de herencia

Modelo

Genotipo

Alzheimer; N(%)

DV; N(%) p

AA 46 (31,29%) 37 (24,67%)

Codominante AG 62 (42,18%) 63 (42%) 0,315
GG 39 (26,53%) 50 (33,33%)
AA 46 (31,29%) 37 (24,67%)

Dominante 0,203
AG-GG 101 (68,71%) 113 (75,33%)
GG 39 (26,53%) 50 (33,33%)

Recesivo 0,201
AG-AA 108 (73,47%) 100 (66,67%)

En las figuras 58 y 59 se resume la distribucién de las frecuencias alélicas y
genotipicas del polimorfismo —604A>G del gen VEGFR2 en pacientes con demencia

vascular, enfermedad de Alzheimer y controles sin demencia.

Figura 58. Distribucién de las frecuencias alélicas del polimorfismo VEGFR2 -604A>G
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Figura 59. Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo VEGFR2 -604A>G
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2.2.2.- Estudio comparativo del polimorfismo VEGFR2 -604A>G

segun el subtipo demencia vascular cortical o subcortical.

Al comparar, dentro del grupo de pacientes, la distribucion del polimorfismo
entre los que presentan demencia vascular cortical (DVC) y los que tienen enfermedad

de Alzheimer, no encontramos diferencias estadisticamente significativas (tabla 92).

Tabla 92. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas en Alzheimer y DV cortical

VEGFR2 -604A>G ALZHEIMER N(%) DVC N(%) P
Alelo A 154 (52,38%) 79 (53,38%)
0,843
Alelo G 140 (47,62%) 69 (46,62%)
Homocigoto AA 46 (31,29%) 24 (32,43%)
Heterocigoto AG 62 (42,18%) 31 (41,89%) 0,983
Homocigoto GG 39 (26,53%) 19 (25,68%)

En la tabla 93 se analiza el modelo de herencia, apreciandose que en ninguno de

los tres modelos se alcanzan diferencias estadisticamente significativas (p>0,05).

Tabla 93. Analisis del riesgo del polimorfismo VEGFR2-604A>G en funcion del modelo de herencia

Modelo Genotipo Alzheimer; N(%) DVC; N(%) P

AA 46 (31,29%) 24 (32,43%)

Codominante AG 62 (42,18%) 31 (41,89%) 0,983
GG 39 (26,53%) 19 (25,68%)
AA 46 (31,29%) 24 (32,43%)

Dominante 0,864
AG-GG 101 (68,71%) 50 (67,57%)
GG 39 (26,53%) 19 (25,68%)

Recesivo 0,892
AG-AA 108 (73,47%) 55(74,32%)

Cuando comparamos, dentro del grupo de pacientes, la distribucion de los alelos
y genotipos entre los que presentan demencia vascular subcortical (DVSC) y los que
tienen enfermedad de Alzheimer, encontramos diferencias estadisticamente
significativas (tabla 94). El alelo G es significativamente mas frecuente en pacientes con
DV subcortical (61,8% versus 47,6%) y el A lo es en enfermedad de Alzheimer (52,4%
versus 38,2%) (p=0,004). El genotipo homocigoto GG es significativamente mas
frecuente en DV subcortical (40,8% versus 26,5%) y el AA lo es en el grupo de
enfermedad de Alzheimer (31,3% versus 17,1%) (p=0,029).
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Tabla 94. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas en Alzheimer y DV subcortical

VEGFR2 —-604A>G ALZHEIMER N(%) DVSC N(%) P
Alelo A 154 (52,38%) 58 (38,16%)
0,004*
Alelo G 140 (47,62%) 94 (61,84%)
Homocigoto AA 46 (31,29%) 13 (17,10%)
Heterocigoto AG 62 (42,18%) 32 (42,11%) 0,029*
Homocigoto GG 39 (26,53%) 31 (40,79%)

*Diferencia significativa entre pacientes con enfermedad de Alzheimer y DV subcortical (p<0.05).

En la tabla 95 se analiza el modelo de herencia, apreciandose que tanto en el
modelo dominante (p=0,023) como en el codominante (p=0,029) y en el recesivo

(p=0,030) se alcanza la significacion estadistica.

Tabla 95. Analisis del riesgo del polimorfismo VEGFR2-604A>G en funcion del modelo de herencia

Modelo Genotipo Alzheimer; N(%) DVSC; N(%) P

AA 46 (31,29%) 13 (17,10%)

Codominante AG 62 (42,18%) 32 (42,11%) 0,029*
GG 39 (26,53%) 31 (40,79%)
AA 46 (31,29%) 13 (17,10%)

Dominante 0,023*
AG-GG 101 (68,71%) 63 (82,90%)
GG 39 (26,53%) 31 (40,79%)

Recesivo 0,030*
AG-AA 108 (73,47%) 45 (59,21%)

*Diferencia significativa entre pacientes con DV subcortical y enfermedad de Alzheimer (p<0.05).

La comparacion entre los pacientes con DV cortical (DVC) y el grupo control
mostr6 que no existen diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la

distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas de este polimorfismo (tabla 96).

Tabla 96. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas en DV cortical y controles

VEGFR2 -604A>G CONTROLES N(%) DVC N(%) OR (IC del 95 %) P
Alelo A 158 (52,67%) 79 (53,38%) 0,972 (0,655-1,442) 0.887
Alelo G 142 (47,33%) 69 (46,62%) 1
Homocigoto AA 38 (25,33%) 24 (32,43%)

Heterocigoto AG 82 (54,67%) 31 (41,89%) 0,198
Homocigoto GG 30 (20%) 19 (25,68%)
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En la tabla 97 se analiza el modelo de herencia, apreciandose que en ninguno de

los tres modelos se alcanzan diferencias estadisticamente significativas (p>0,05).

Tabla 97. Analisis del riesgo del polimorfismo VEGFR2-6044A>G en funcion del modelo de herencia

Modelo Genotipo C0§:£/ool)es; DVC; N(%) OR IC del 95% p
AA 38 (25,33%) 24 (32,43%) 1
Codominante AG 82 (54,67%) 31 (41,89%) 0,676 (0,342-1,336) 0,260
GG 30 (20%) 19 (25,68%) 1,058 (0,477-2,347) 0,889
AA 38 (25,33%) 24 (32,43%) 1
Dominante

AG-GG 112 (74,67%) 50(67,57%) 0,782 (0,415-1,474) 0,447
GG 30 (20%) 19 (25,68%) 1
Recesivo

AG-AA 120 (80%)  55(74,32%) 0,740 (0,375-1,458) 0,384

Si se ha podido observar la existencia de diferencias estadisticamente
significativas en la distribucion de los alelos y de los genotipos entre el grupo control y
el grupo de DV subcortical (DVSC). El alelo G es significativamente mas frecuente en
DV subcortical (61,8% versus 47,3%) y el A lo es en controles (52,7% versus 38,2%)
(p=0,004). Ello significa que ser portador del alelo G parece estar relacionado con la
DV subcortical. El genotipo homocigoto GG también es significativamente mas
frecuente en pacientes con DV subcortical (40,8% versus 20%) y el AA lo es en el
grupo de controles (25,3% versus 17,1%) (p=0,004) —ver tabla 98— Este resultado
puede interpretarse como que el hecho de ser portador del genotipo GG constituye un
factor de riesgo para la DV subcortical, mientras que en sentido contrario el genotipo

homocigoto AA puede actuar con un factor protector frente a la DV subcortical.

Tabla 98. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas en DV subcortical y controles

VEGFR2 —604A>G CONTROLES N(%) DVSC N(%) OR (IC del 95 %) P
Alelo A 158 (52,67%) 58 (38,16%) 0,555 (0,372-0,826) .
Alelo G 142 (47,33%) 94 (61,84%) | 0.004
Homocigoto AA 38 (25,33%) 13 (17,10%)

Heterocigoto AG 82 (54,67%) 32 (42,11%) 0,004*
Homocigoto GG 30 (20%) 31 (40,79%)

*Diferencia significativa entre pacientes con DV subcortical y controles (p<0.05).
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En la tabla 99 se analiza el modelo de herencia, apreciandose que tanto en el
modelo dominante como en el codominante los individuos GG tienen un riesgo
aumentado de tener DV subcortical (DVSC), practicamente el triple en el caso del
codominante (2,9) y 1,6 veces mas en el dominante y en el primer caso se alcanza la
significacion estadistica (p=0,011; p=0,193). Asimismo, al analizar los resultados
empleando el modelo recesivo, comprobamos que el alelo A (AA + AG) es
significativamente mas frecuente en el grupo control (p=0,002), lo que sugiere que el

modelo recesivo de herencia es el adecuado.

Tabla 99. Analisis del riesgo del polimorfismo VEGFR2 —6044>G en funcion del modelo de herencia

Modelo Genotipo Controles; N(%) DVSC; N(%) OR IC del 95% P
AA 38 (25,33%) 13 (17,10%) 1
Codominante AG 82 (54,67%) 32 (42,11%) 1,135 (0,530-2,434) 0,744
GG 30 (20%) 31 (40,79%) 2,908 (1,277-6,625) 0,011*
AA 38 (25,33%) 13 (17,10%) 1
Dominante
AG-GG 112 (74,67%) 63 (82,90%) 1,607 (0,787-3,283) 0,193
GG 30 (20%) 31 (40,79%) 1
Recesivo
AG-AA 120 (80%) 45 (59,21%) 0,376 (0,201-0,701) 0,002*

*Diferencia significativa entre pacientes con DV subcortical y controles (p<0.05).

Cuando comparamos, dentro del grupo de pacientes con demencia vascular, la
distribucion de los alelos y genotipos entre los que presentan DV cortical (DVC) y
aquellos con DV subcortical (DVSC), encontramos diferencias significativas (tabla
100). El alelo G es significativamente mas frecuente en DV subcortical (57,7% versus
46,6%) y el A lo es en DV cortical (53,4% versus 42,3%) (p=0,008). El genotipo
homocigoto GG es significativamente mas frecuente en DV subcortical (40,8% versus

25,7%) y el AA lo es en el grupo de DV cortical (32,4% versus 17,1%) (p=0,046).

Tabla 100. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas en DV cortical y DV subcortical

VEGFR2 -604A>G DVC N(%) DVSC N(%) P
Alelo A 79 (53,38%) 58 (42,34%)
0,008*
Alelo G 69 (46,62%) 94 (57,67%)
Homocigoto AA 24 (32,43%) 13 (17,10%)
Heterocigoto AG 31 (41,89%) 32 (42,10%) 0,046*
Homocigoto GG 19 (25,68%) 31 (40,80%)

*Diferencia significativa entre pacientes con DV subcortical y DV cortical (p<0.05).
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En la tabla 101 se analiza el modelo de herencia, apreciandose que tanto en el
modelo dominante (p=0,029) como en el codominante (p=0,046) y practicamente en el

recesivo (p=0,050) se alcanza la significacion estadistica.

Tabla 101. Analisis del riesgo del polimorfismo VEGFR2-6044>G en funcion del modelo de herencia

Modelo Genotipo DVC; N(%) DVSC; N(%) P

AA 24 (32,43%) 13 (17,10%)

Codominante AG 31 (41,89%) 32 (42,11%) 0,046*
GG 19 (25,68%) 31 (40,79%)
AA 24 (32,43%) 13 (17,10%)

Dominante 0,029*
AG-GG 50 (67,57%) 63 (82,90%)
GG 19 (25,68%) 31 (40,79%)

Recesivo 0,050
AG-AA 55 (74,32%) 45 (59,21%)

*Diferencia significativa entre pacientes con DV subcortical y DV cortical (p<0.05).

En las figuras 60 y 61 se resume la distribucion de las frecuencias alélicas y
genotipicas del polimorfismo VEGFR2 —604A>G en DV cortical y DV subcortical.

Figura 60. Frecuencias alélicas del polimorfismo VEGFR2 -604A>G segun subtipo DV
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Figura 61. Frecuencias genotipicas del polimorfismo VEGFR2 -604A>G seguin subtipo DV
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2.2.3- Analisis multivariante del riesgo de enfermedad de Alzheimer

asociado al alelo y a los genotipos para la edad.

La comparacion entre los sujetos con enfermedad de Alzheimer y los controles
no mostr6 diferencias significativas para este polimorfismo en el grupo de mayores de

80 afios ni en < 80 afios (tabla 102), tampoco por modelos de herencia (tabla 103).

Tabla 102. Distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas en Alzheimer y controles en funcion de edad

VEGFR2 -604A>G CONTROLES N(%) ALZHEIMER N(%) OR (IC 95 %) P
Alelo A 47 (39,83%) 64 (45,07%) 1,239
(0,755-2,034) 0,395
2 AleloG 71 (60,17%) 78 (54,93%) 1
=
:°: Homocigoto AA 16 (22,22%) 17 (23,94%)
VI
Heterocigoto AG 41 (56,95%) 30 (42,26%) 0,149
Homocigoto GG 15 (20,83%) 24 (33,80%)
Alelo A 85 (54,49%) 90 (59,21%) 1
0,825 0,403
2 AleloG 71 (45,51%) 62 (40,79%) (0,525-1,295)
=
0;;‘ Homocigoto AA 22 (28,21%) 29 (38,16%)
A Heterocigoto AG 41 (52,56%) 32 (42,10%) 0,360
Homocigoto GG 15 (19,23%) 15 (19,74%)

Tabla 103. Analisis del riesgo del polimorfismo VEGFR2-6044>G en funcion del modelo de herencia

Modelo Genotipo  Controles; N(%)  Alzheimer; N(%) OR IC del 95% p
AA 16 (22,22%) 17 (23,94%) 1
Codominante AG 41 (56,95%) 30 (42,26%) 0,689 0,300-1,585 0,381
2 GG 15 (20,83%) 24 (33,80%) 1,501 0,584-3,853 0,399
=]
:,3: > AA 16 (22,22%) 17 (23,94%) 1
ominante
Vi AG-GG 56 (77,78%) 54 (76,06%) 0,907 0,415-1,981 0,806
GG 15 (20,83%) 24 (33,80%) 1
Recesivo
AG-AA 57 (79,17%) 47 (66,20%) 0,517 0,243-1,101 0,087
AA 22 (28,21%) 29 (38,16%) 1
Codominante AG 41 (52,56%) 32 (42,10%) 0,599 0,287-1,248 0,171
2 GG 15 (19,23%) 15 (19,74%) 0,853 0,338-2,155 0,737
=]
g AA 22 (28,21%) 29 (38,16%) 1
°/$ Dominante
AG-GG 56 (71,79%) 47 (61,84%) 0,663 0,333-1,320 0,242
GG 15 (19,23%) 15 (19,74%) 1
Recesivo
AG-AA 63 (80,77%) 61 (80,26%) 0,866 0,382-1,964 0,731
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2.3.- Analisis del polimorfismo eNOS 894G>T.

El polimorfismo que estudiamos (eNOS 894G>T) consiste en un cambio de una

guanina (G) por una timina (T) dando lugar a tres posibles genotipos: GG, GT, TT.

En este polimorfismo, antes de realizar el andlisis 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=0,299).

2.3.1.- Estudio comparativo del polimorfismo eNOS 894G>T entre

enfermedad de Alzheimer, demencia vascular y no demencia.

La comparacion entre los 147 pacientes con enfermedad de Alzheimer y los 150
sujetos del grupo control mostrd que existen diferencias significativas en la distribucion

alélica entre ambos grupos (p=0,041) (tabla 104).

Se ha podido observar que el alelo T es mas frecuente en pacientes con
enfermedad de Alzheimer (43,9% versus 35,6%) y el G lo es en controles (64,3% versus
56,1%), lo que puede interpretarse como que el hecho de ser portador del alelo T
constituye un factor de riesgo para la demencia tipo Alzheimer, mientras que en sentido
contrario el alelo G puede actuar con un factor protector frente a la enfermedad de
Alzheimer. Ademas, en el grupo de pacientes con enfermedad de Alzheimer se observa
una mayor proporcion de genotipo TT (20,4% versus 14,7%) y, en el grupo de
controles, una mayor proporcion de genotipo GG (43,3% versus 32,6%), pero en este

caso no se alcanza significacion estadistica (p=0,133).

Tabla 104. Distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas en enfermedad de Alzheimer y controles

eNOS 894G>T CONTROLES N(%)  ALZHEIMER N(%) OR (IC del 95 %) P
Alelo G 193 (64,33%) 165 (56,12%) 1
0,041*
Alelo T 107 (35,67%) 129 (43,88%) 1,410 (1,014-1,961)
Homocigoto GG 65 (43,33%) 48 (32,65%)
Heterocigoto GT 63 (42%) 69 (46,94%) 0,133
Homocigoto TT 22 (14,67%) 30 (20,41%)

*Diferencia significativa entre pacientes con enfermedad de Alzheimer y controles (p<0.05).
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Se ha estudiado la influencia de las variables género y edad en la distribucion
genotipica y alélica del polimorfismo eNOS 8§94G>T. Para ello, antes se ha comprobado
que se cumple el principio de equilibrio de Hardy-Weinberg en la muestra de controles
(como representantes de la poblacion general) para cada uno de los grupos de edad (<80
afios, p=0,410 y >80 afios, p=0,517) y también para el género (hombres, p=0,269 y
mujeres, p=0,757) por lo que cualquiera de los grupos de controles en funcion de la
edad o el género pueden considerarse asimismo representativos de la poblacion general

sin demencia.

Al realizar un analisis de regresion logistica, para controlar por las variables de
edad y género, se observa que el genotipo TT se relaciona con la enfermedad de
Alzheimer. La presencia del genotipo homocigoto TT multiplica por 1,89 las
probabilidades de padecer enfermedad de Alzheimer, aunque este resultado no llega a
alcanzar significacion estadistica (p=0,065). El ser portador del alelo T se relaciona con
el hecho de tener enfermedad de Alzheimer ya que la presencia del alelo T multiplica
por 1,41 la probabilidad de tener demencia tipo Alzheimer y ello tiene lugar con

resultados significativos (p=0,041), como se aprecia en la tabla 105.

Tabla 105. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas estudiadas en pacientes con enfermedad
de Alzheimer (casos) y sin demencia (controles) y andlisis multivariante del riesgo de enfermedad de

Alzheimer asociado al alelo y a los genotipos

eNOS 894G>T Controles; n/N(%) Alzheimer; n/N(%) OR (IC del 95%) p
. a 1,891
Homocigoto TT 22/150 (14,67%) 30/147 (20,41%) (0,962-3,720) 0,065
. a 1,566
Heterocigoto GT 63/150 (42%) 69/147 (46,94%) (0,933-2,629) 0,090
Alelo eNOS N o 1,407 *
894/G" 64,33% 56,12% (1,014-1,953) 0,041

* Regresion logistica multivariante del genotipo ajustada por edad y sexo (grupo de referencia homocigoto GG).

® Regresion logistica multivariante del alelo G ajustada como variable continua (0 = homocigoto GG; 1 =
Heterocigoto GT y 2 = Homocigoto TT), ajustado por edad y sexo.

*Diferencia significativa entre pacientes con enfermedad de Alzheimer y controles (p<0.05).

En la tabla 106 se aprecia que tanto en el modelo dominante como en el
codominante los individuos TT tienen un riesgo aumentado de tener demencia tipo
Alzheimer, practicamente el doble en el caso del codominante (1,89) y 1,65 veces mas

en el dominante y en el segundo caso se alcanza la significacion estadistica (p=0,042).
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Tabla 106. Analisis del riesgo del polimorfismo eNOS 894G>T en funcion del modelo de herencia

Modelo Genotipo Controles; N(%) Alzheimer; N(%) OR IC del 95% P
GG 65 (43,33%) 48 (32,65%) 1
Codominante GT 63 (42%) 69 (46,94%) 1,566  (0,933-2,629) 0,090
TT 22 (14,67%) 30 (20,41%) 1,891  (0,962-3,720) 0,065
GG 65 (43,33%) 48 (32,65%) 1
Dominante
GT-TT 85 (56,67%) 99 (67,35%) 1,652 (1,018-2,680) 0,042*
TT 22 (14,67%) 30 (20,41%) 1
Recesivo
GT-GG 128 (85,33%) 117 (79,59%) 0,674 (0,365-1,245) = 0,208

*Diferencia significativa entre pacientes con enfermedad de Alzheimer y controles (p<0.05).

Estos hallazgos nos permiten concluir que los portadores del alelo T tienen
aumentado el riesgo de padecer enfermedad de Alzheimer, y que ello sucede

independientemente de la edad y del género.
La comparacion entre los 150 pacientes con demencia vascular y los 150 sujetos

del grupo control no mostr6 diferencias estadisticamente significativas en la distribucion

de los alelos y genotipos para el polimorfismo 894G>T del gen eNOS (tabla 107).

Tabla 107. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas en Demencia Vascular y controles

eNOS 894G>T  CONTROLES N(%) DV N(%) OR (IC del 95 %) p
Alelo G 193 (64,33%) 182 (60,67%) 1

Alelo T 107 (35,67%) 118 (39,33%) 1,169 (0,840-1,628) 034
Homocigoto GG 65 (43,33%) 56 (37,33%)

Heterocigoto GT 63 (42%) 70 (46,67%) 0,570
Homocigoto TT 22 (14,67%) 24 (16%)

Al realizar un analisis de regresion logistica, para controlar por las variables de
edad y género, considerando al alelo mas frecuente —el alelo G— como referencia,
tampoco se encuentran diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos
(p>0,05). Por lo tanto, no hay evidencias de que portar el alelo G o el genotipo GG

modifiquen el riesgo de demencia vascular, como se aprecia en la tabla 108.
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Tabla 108. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas en Demencia Vascular y controles y

analisis multivariante del riesgo de Demencia Vascular asociado al alelo y a los genotipos

eNOS 894G>T Controles; n/N(%) DV; n/N(%) OR (IC del 95%) p
Homocigoto TT* 22/150 (14,67%) 24/150 (16%) 1,236 (0,780-2,142) 0,550
Heterocigoto GT* 63/150 (42%) 70/150 (46,67%) 1,292 (0,780-2,142) 0,320
Alelo eNOS 894/G® 64,33% 60,67% 1,150 (0,826-1,600) 0,408

* Regresion logistica multivariante del genotipo ajustada por edad y sexo (grupo de referencia homocigoto GG).
> Regresion logistica multivariante del alelo G ajustada como variable continua (0 = homocigoto GG; 1 =
Heterocigoto GT y 2 = Homocigoto TT), ajustado por edad y sexo.

En la tabla 109 se analiza el modelo de herencia, apreciandose que en ninguno

de los casos se alcanza la significacion estadistica (p>0,05).

Tabla 109. Andalisis del riesgo del polimorfismo eNOS 894G>T en funcion del modelo de herencia

Modelo Genotipo Controles; N(%) DV; N(%) OR IC del 95% p
GG 65 (43,33%) 56 (37,33%) 1
Codominante GT 63 (42%) 70 (46,67%) 1,292 (0,780-2,142) 0,320
TT 22 (14,67%) 24 (16%) 1,236 (0,617-2,478) 0,550
GG 65 (43,33%) 56 (37,33%) 1
Dominante
GT-TT 85 (56,67%) 94 (62,67%) 1,752 (0,796-2,051) 0,311
TT 22 (14,67%) 24 (16%) 1
Recesivo
GT-GG 128 (85,33%) 126 (84%) 0,926  (0,487-1,760) 0,814

Cuando comparamos la distribucion del polimorfismo 894G>T del gen eNOS

entre los que presentan demencia vascular y los que tienen enfermedad de Alzheimer,

no observamos diferencias estadisticamente significativas (tabla 110).

Tabla 110. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas en Demencia Vascular y Alzheimer

eNOS 894G>T ALZHEIMER N(%) DV N(%)
Alelo G 165 (56,12%) 182 (60,67%)
Alelo T 129 (43,88%) 118 (39,33%) 020!
Homocigoto GG 48 (32,65%) 56 (37,33%)
Heterocigoto GT 69 (46,94%) 70 (46,67%) 0,533
Homocigoto TT 30 (20,41%) 24 (16%)

En la tabla 111 se analiza el modelo de herencia, apreciandose que en ninguno

de los tres modelos se alcanzan diferencias estadisticamente significativas (p>0,05).
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Tabla 111. Analisis del riesgo del polimorfismo eNOS 894G>T en funcion del modelo de herencia

Modelo Genotipo Alzheimer; N(%) DV; N(%) P
GG 48 (32,65%) 56 (37,33%)
Codominante GT 69 (46,94%) 70 (46,67%) 0,533
TT 30 (20,41%) 24 (16%)
GG 48 (32,65%) 56 (37,33%)
Dominante 0,325
GT-TT 99 (67,35%) 94 (62,67%)
TT 30 (20,41%) 24 (16%)
Recesivo 0,398
GT-GG 117 (79,59%) 126 (84%)

En las figuras 62 y 63 se resume la distribucion de las frecuencias alélicas y
genotipicas del polimorfismo 894G>T del gen eNOS en pacientes con demencia

vascular, enfermedad de Alzheimer y controles sin demencia.

Figura 62. Distribucion de las frecuencias alélicas del polimorfismo eNOS 894G>T

H Alelo G
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M AleloT

80

p_-

Demencia vascular Alzheimer No demencia

Figura 63. Distribucién de las frecuencias genotipicas del polimorfismo eNOS 894G>T

100 B Homocigoto GG
B Heterocigoto GT
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2.3.2.- Estudio comparativo del polimorfismo eNOS 894G>T segun el

subtipo demencia vascular cortical o subcortical.

Al comparar la distribucion del polimorfismo entre los pacientes con demencia

vascular cortical (DVC) y aquellos con enfermedad de Alzheimer, no encontramos

diferencias significativas (tabla 112), tampoco por modelos de herencia (tabla 113).

Tabla 112. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas en Alzheimer y DV cortical

eNOS 894G>T
Alelo G
Alelo T
Homocigoto GG
Heterocigoto GT

Homocigoto TT

ALZHEIMER N(%)

165 (56,12%)
129 (43,88%)
48 (32,65%)
69 (46,94%)

30 (20,41%)

DVC N(%)
93 (62,84%)
55 (37,16%)
29 (39,19%)
35 (47,30%)

10 (13,51%)

P

0,176

0,387

Tabla 113. Analisis del riesgo del polimorfismo eNOS 894G>T en funcion del modelo de herencia

Modelo

Codominante

Dominante

Recesivo

Genotipo
GG
GT
TT
GG

GT-TT
TT

GT-GG

Alzheimer; N(%)
48 (32,65%)
69 (46,94%)
30 (20,41%)
48 (32,65%)
99 (67,35%)
30 (20,41%)

117 (79,59%)

DVC; N(%)
29 (39,19%)
35 (47,30%)
10 (13,51%)
29 (39,19%)
45 (60,81%)
10 (13,51%)

64 (86,49%)

p

0,387

0,336

0,209

Cuando comparamos la distribucion del polimorfismo entre los que presentan

demencia vascular subcortical (DVSC) y los que tienen enfermedad de Alzheimer,

tampoco encontramos diferencias estadisticamente significativas (tabla 114).

Tabla 114. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas en Alzheimer y DV subcortical

eNOS 894G>T
Alelo G
Alelo T
Homocigoto GG
Heterocigoto GT

Homocigoto TT

ALZHEIMER N(%)

165 (56,12%)
129 (43,88%)
48 (32,65%)
69 (46,94%)

30 (20,41%)

DVSC N(%)
89 (58,55%)
63 (41,45%)
27 (35,53%)
35 (46,05%)

14 (18,42%)

P

0,623

0,891
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En la tabla 115 se analiza el modelo de herencia, apreciandose que en ninguno

de los tres modelos se alcanzan diferencias estadisticamente significativas (p>0,05).

Tabla 115. Analisis del riesgo del polimorfismo eNOS 894G>T en funcion del modelo de herencia

Modelo Genotipo Alzheimer; N(%) DVSC; N(%) P

GG 48 (32,65%) 27 (35,53%)

Codominante GT 69 (46,94%) 35 (46,05%) 0,891
TT 30 (20,41%) 14 (18,42%)
GG 48 (32,65%) 27 (35,53%)

Dominante 0,667
GT-TT 99 (67,35%) 49 (64,47%)
TT 30 (20,41%) 14 (18,42%)

Recesivo 0,724
GT-GG 117 (79,59%) 62 (81,58%)

La comparacion entre los pacientes con DV cortical (DVC) y el grupo control
mostré que no existen diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la
distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas de este polimorfismo (tabla 116),

tampoco por modelos de herencia (tabla 117).

Tabla 116. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas en DV cortical y controles

eNOS 894G>T CONTROLES N(%) DVC N(%) OR (IC del 95 %) P
Alelo G 193 (64,33%) 93 (62,84%) 1
Alelo T 107 (35,67%) 55 (37,16%) 1,067 (0,709-1,605) 0737
Homocigoto GG 65 (43,33%) 29 (39,19%)
Heterocigoto GT 63 (42%) 35 (47,30%) 0,753
Homocigoto TT 22 (14,67%) 10 (13,51%)

Tabla 117. Analisis del riesgo del polimorfismo eNOS 894G>T en funcion del modelo de herencia

Modelo Genotipo  Controles; N(%) DVC; N(%) OR IC del 95% P
GG 65 (43,33%) 29 (39,19%) 1
Codominante GT 63 (42%) 35 (47,30%) 1,325 (0,710-2,471) 0,376
TT 22 (14,67%) 10 (13,51%) 1,066 (0,436-2,608) 0,889
GG 65 (43,33%) 29 (39,19%) 1
Dominante
GT-TT 85 (56,67%) 45 (60,81%) 1,258 (0,698-2,266) 0,445
TT 22 (14,67%) 10 (13,51%) 1
Recesivo
GT-GG 128 (85,33%) 64 (86,49%) 1,088 (0,475-2,493) 0,842
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La comparacion entre los pacientes con DV subcortical (DVSC) y el grupo
control mostré que tampoco existen diferencias significativas en cuanto a la distribucion

de las frecuencias alélicas y genotipicas de este polimorfismo (tabla 118).

Tabla 118. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas en DV subcortical y controles

eNOS 894G>T CONTROLES N(%) DVSC N(%) OR (IC del 95 %) P
Alelo G 193 (64,33%) 89 (58,55%) 1
Alelo T 107 (35,67%) 63 (41,45%) 1,277 (0,856-1,905) o
Homocigoto GG 65 (43,33%) 27 (35,53%)
Heterocigoto GT 63 (42%) 35 (46,05%) 0,498
Homocigoto TT 22 (14,67%) 14 (18,42%)

En la tabla 119 se analiza el modelo de herencia, apreciandose que en ninguno

de los tres modelos se alcanzan diferencias estadisticamente significativas (p>0,05).

Tabla 119. Analisis del riesgo del polimorfismo eNOS 894G>T en funcion del modelo de herencia

Modelo Genotipo Controles; N(%) DVSC; N(%) OR IC del 95% P
GG 65 (43,33%) 27 (35,53%) 1
Codominante GT 63 (42%) 35 (46,05%) 1,335 (0,715-2,492) 0,365
TT 22 (14,67%) 14 (18,42%) 1,504 (0,661-3,419) 0,331
GG 65 (43,33%) 27 (35,53%) 1
Dominante
GT-TT 85 (56,67%) 49 (64,47%) 1,379 (0,770-2,471) 0,280
TT 22 (14,67%) 14 (18,42%) 1
Recesivo
GT-GG 128 (85,33%) 62 (81,58%) 0,504 (0,367-1,638) 0,504

Al comparar la distribucion del polimorfismo entre los pacientes que presentan
demencia vascular cortical (DVC) y subcortical (DVSC) no observamos diferencias

significativas (tabla 120), tampoco por modelos de herencia (tabla 121).

Tabla 120. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas en DV cortical y DV subcortical

eNOS 894G>T DVC N(%) DVSC N(%) P
Alelo G 93 (62,84%) 89 (58,55%)
0,520
Alelo T 55(37,16%) 63 (41,45%)
Homocigoto GG 29 (39,19%) 27 (35,53%)
Heterocigoto GT 35 (47,30%) 35 (46,05%) 0,701
Homocigoto TT 10 (13,51%) 14 (18,42%)
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Tabla 121. Analisis del riesgo del polimorfismo eNOS 894G>T en funcion del modelo de herencia

Modelo Genotipo
GG
Codominante GT
TT
GG
Dominante
GT-TT
TT
Recesivo
GT-GG

DVC; N(%)
29 (39,19%)
35 (47,30%)
10 (13,51%)
29 (39,19%)
45 (60,81%)
10 (13,51%)
64 (86,49%)

DVSC; N(%)
27 (35,53%)
35 (46,05%)
14 (18,42%)
27 (35,53%)
49 (64,47%)
14 (18,42%)
62 (81,58%)

p

0,701

0,643

0,412

En las figuras 64 y 65 se resume la distribucién de las frecuencias alélicas y

genotipicas del polimorfismo 894G>T del gen eNOS en pacientes con demencia

vascular cortical y demencia vascular subcortical.

Figura 64. Frecuencias alélicas del polimorfismo eNOS 894G>T segun subtipo DV
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Figura 65. Frecuencia genotipicas del polimorfismo eNOS 894G>T segtin subtipo DV
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2.3.3- Analisis multivariante del riesgo de enfermedad de Alzheimer

asociado al alelo y a los genotipos para la edad.

Como se observa en la tabla 122, el alelo T es significativamente mas frecuente
en pacientes con enfermedad de Alzheimer del grupo de mayores de 80 afios (p<<0,0001)
y no alcanza significacioén estadistica en el grupo con edad < 80 anos (p=0,483). A
diferencia de lo que sucede con los alelos, el analisis de los genotipos en funcion de la
edad no muestra diferencias significativas entre controles y pacientes con Alzheimer

mayores de 80 afios (p=0,074) ni en el grupo con edad < 80 anos (p=0,770).

Tabla 122. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas estudiadas en pacientes con enfermedad

de Alzheimer (casos) y sin demencia (controles) en funcion de la variable edad

eNOS 894G>T CONI\?(I;)(;LES ALZ;II(E/(I)I)“ER OR (IC del 95 %) P

Alelo G 92 (63,89%) 85 (59,86%) 1
s AleloT 52 (36,11%) 57 (40,14%) 1,186 (0,736-1,913) 0483
E Homocigoto GG 31 (43,05%) 28 (39,44%)
:7' Heterocigoto GT 30 (41,67%) 29 (40,84%) 0,770

Homocigoto TT 11 (15,28%) 14 (19,72%)

Alelo G 101 (64,74%) 80 (45,45%) 1

0,0001%

g AleloT 55 (35,26%) 96 (54,54%) 2,204 (1,416-3,431)
E Homocigoto GG 34 (43,59%) 20 (26,32%)
y Heterocigoto GT 33 (42,31%) 40 (52,63%) 0,074

Homocigoto TT

11 (14,10%)

16 (21,05%)

*Diferencia significativa entre pacientes con enfermedad de Alzheimer y controles (p<0.05).

Al realizar un analisis de regresion logistica, considerando al alelo T como
referencia, la presencia del genotipo homocigoto GG supone un riesgo 0,409 veces
menor de padecer enfermedad de Alzheimer para los individuos mayores de 80 afios,
aunque no se alcanza significacion estadistica (p=0,069). Estos resultados se recogen en
la tabla 123. Para los individuos < 80 afios, al realizar un analisis de regresion logistica,
considerando al alelo G como referencia, los resultados no son estadisticamente

significativos.
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El andlisis de los alelos permite observar que la presencia del alelo G supone un
riesgo 0,606 veces menor de padecer enfermedad de Alzheimer en el caso de los
individuos mayores de 80 afios, siendo este resultado significativo (p=0,037). En
cambio, en el estudio de los alelos no se observan diferencias significativas entre

controles y pacientes con enfermedad de Alzheimer en los sujetos con edad < 80 afios.

Tabla 123. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas en enfermedad de Alzheimer y controles

y analisis multivariante del riesgo de enfermedad de Alzheimer asociado al alelo y a los genotipos para los

dos grupos de edad
Controles; Alzheimer; o p

eNOS 894G>T N N OR (IC del 95%)

Homocigoto TT* 11/72 (1528%) 1471 (19,72%) 140 (0,55-3,61) 0,480
(=}
= Heterocigoto GT* 3072 (41,67%)  29/71 (40,84%) 1,07 (0,52-445) 0,850
(—)
(~7)
v ‘;;f‘l/%ﬁNOS 63,89% 59,86% 1,163 (0,739-1,829) 0,514

* Regresion logistica multivariante del genotipo ajustada por sexo (grupo de referencia homocigoto GG).
® Regresion logistica multivariante del alelo G ajustada como variable continua (0 = homocigoto GG; 1 =
Heterocigoto GT y 2 = Homocigoto TT), ajustado por sexo.

Controles; Alzheimer; o p
eNOS 894G>T N N OR (IC del 95%)
Homocigoto GG* 34/78 (43,59%)  20/76 (2632%) 0,409 (0,156-1,071) 0,069
(=}
= | Heterocigoto GT* 3378 (4231%)  40/76 (52,63%) 0,773 (0,351-2,178) 0,773
(—)
(~7)
A ‘;;Z'/‘;SNOS 35,26% 54,54% 0,606 (0,379-0.971)  0,037*

* Regresion logistica multivariante del genotipo ajustada por sexo (grupo de referencia homocigoto TT).

® Regresion logistica multivariante del alelo T ajustada como variable continua (0 = homocigoto TT; 1 = Heterocigoto
GT y 2 = Homocigoto GG), ajustado por sexo.

*Diferencia significativa entre pacientes con enfermedad de Alzheimer y controles (p<0.05).

En la tabla 124 se analizan los modelos de herencia para los dos grupos de edad
que hemos seleccionado. Para los individuos con edad <80 afios tanto en el modelo
dominante como en el codominante y en el recesivo los individuos GG tienen un menor
riesgo de padecer enfermedad de Alzheimer, no alcanzandose significacion estadistica
para ninguno de los tres modelos (p>0,05). Para los individuos mayores de 80 afios se
aprecia que tanto en el modelo dominante como en el codominante los individuos TT
tienen un riesgo aumentado de tener demencia tipo Alzheimer que es de 2,44 veces mas
en el codominante y 2,22 veces mas en el dominante y en el segundo caso se alcanza

significacion estadistica (p=0,024).
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Tabla 124. Analisis del riesgo del polimorfismo eNOS 894G>T en funcion del modelo de herencia

. Controles; Alzheimer; o
Modelo Genotipo N(%) N(%) OR IC del 95% p
GG 31 (43,05%) 28 (39,44%) 1
Codominante GT 30 (41,67%) 29 (40,84%) 1,07 0,52-4,45 0,850
2 TT 11 (15,28%) 14 (19,72%) 1,40 0,55-3,61 0,480
=
g GG 31 (43,05%) 28 (39,44%) 1
® Dominante
i GT-TT 41 (56,95%) 43 (60,56%) 1,16 0,59-2,27 0,663
TT 11 (15,28%) 14 (19,72%) 1
Recesivo
GT-GG 61 (84,72%) 57 (80,28%) 0,74 0,31-1,76 0,493
GG 34 (43,59%) 20 (26,32%) 1
Codominante GT 33 (42,31%) 40 (52,63%) 2,14 1,03-4,45 0,043*
2 TT 11 (14,10%) 16 (21,05%) 2,44 0,93-6,40 0,069
3=
g GG 34 (43,59%) 20 (26,32%) 1
€ Dominante
A GT-TT 44 (56,41%) 56 (73,68%) 2,22 1,11-4,43 0,024*
TT 11 (14,10%) 16 (21,05%) 1
Recesivo
GT-GG 67 (85,90%) 60 (78,95%) 0,30 0,27-1,50 0,636

*Diferencia significativa entre pacientes con enfermedad de Alzheimer y controles (p<0.05).

2.3.4- Analisis multivariante del riesgo de enfermedad de Alzheimer
asociado al alelo y a los genotipos para la hipertension arterial.

Como se observa en la tabla 125, tanto para el grupo con hipertension arterial
(HTA) como para el grupo sin hipertension arterial, la comparacion entre los pacientes

con enfermedad de Alzheimer y el grupo control no mostré diferencias estadisticamente

significativas en la distribucion de los alelos y genotipos para este polimorfismo.

En la tabla 126 se analiza el modelo de herencia, apreciandose que en ninguno

de los tres modelos se alcanzan diferencias estadisticamente significativas (p>0,05).
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Tabla 125. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas en pacientes con enfermedad de

Alzheimer(casos) y sin demencia (controles) en funcion de la variable hipertension arterial

eNOS 894G>T

Alelo G

S

‘z AleloT

g

% Homocigoto GG

=7

= q

2 Heterocigoto GT
Homocigoto TT
Alelo G

=

2 AleloT

g

L Homocigoto GG

=7

=  Heterocigoto GT

/)

Homocigoto TT

CONTROLES

N(%)
52 (60,46%)
34 (39,54%)
19 (44,19%)
14 (32,56%)
10 (23,25%)
141 (65,89%)
73 (34,11%)
46 (42,99%)
49 (45,80%)
12 (11,21%)

ALZHEIMER

N(%)
90 (56,25%)
70 (43,75%)
28 (35%)
34 (42,5%)
18 (22,5%)
75 (55.97%)
59 (44,03%)
20 (29,85%)
35 (52,24%)
12 (17,91%)

OR (IC del 95 %)

1,190 (0,689-2,028)

1,519 (0,98-2,37)

1

1

P

0,524

0,514

0,064

0,168

Tabla 126. Analisis del riesgo del polimorfismo eNOS 894G>T en funcion del modelo de herencia

No hipertension

Si hipertension

Modelo

Codominante

Dominante

Recesivo

Codominante

Dominante

Recesivo

Genotipo

GG
GT
TT
GG
GT-TT
TT
GT-GG
GG
GT
TT
GG
GT-TT
TT
GT-GG

Controles;
N(%)

19 (44,19%)
14 (32,56%)
10 (23,25%)
19 (44,19%)
24 (55,81%)
10 (23,25%)
33 (76,75%)
46 (42,99%)
49 (45,80%)
12 (11,21%)
46 (42,99%)
61 (57,01%)
12 (11,21%)
95 (88,79%)

Alzheimer;
N(%)

28 (35%)
34 (42,5%)
18 (22,5%)

28 (35%)
52 (65%)
18 (22,5%)
62 (77,5%)

20 (29,85%)

35 (52,24%)
12 (17,91%)

20 (29,85%)

47 (70,15%)
12 (17,91%)

55 (82,09%)

OR

1

1,68

1,43

1,57

0,90

1,67
2,19

1,78

0,61

IC del 95%

0,68-4,14

0,52-3,93

0,71-3,50

0,36-2,25

0,83-3,34
0,84-5,74

0,92-3,43

0,25-1,46

p

0,262

0,492

0,268

0,818

0,148
0,110

0,085

0,265
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2.4.- Analisis del polimorfismo TP53 Arg72Pro.

Hemos estudiado un polimorfismo (TP53 Arg72Pro) que produce un cambio de
una Arginina (Arg) por una Prolina (Pro) dando lugar a tres posibles genotipos:

Arg/Arg, Arg/Pro, Pro/Pro.

En este polimorfismo, 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=0,788).

2.4.1.- Estudio comparativo del polimorfismo TPS53 Arg72Pro entre

enfermedad de Alzheimer, demencia vascular y no demencia.

La comparaciéon entre los pacientes con enfermedad de Alzheimer y el grupo
control mostrd que existen diferencias significativas en la distribucion de los alelos y de
los genotipos entre ambos grupos (p=0,001; p=0,006) (tabla 127). El alelo Arg es
significativamente mas frecuente en pacientes con enfermedad de Alzheimer (82,65%
versus 71,33%) y el Pro lo es en controles (28,67% versus 17,35%). Ello significa que
ser portador del alelo Arg parece estar relacionado con la enfermedad de Alzheimer. El
genotipo homocigoto Arg/Arg es significativamente mas frecuente en pacientes con
enfermedad de Alzheimer (68,7% versus 51,3%) y el Pro/Pro lo es en el grupo de
controles (8,7% versus 3,4%), lo que puede interpretarse también como que el hecho de
ser portador del genotipo homocigoto Arg/Arg constituye un factor de riesgo para la
demencia tipo Alzheimer, mientras que en sentido contrario el genotipo homocigoto

Pro/Pro puede actuar con un factor protector frente a la demencia tipo Alzheimer.

Tabla 127. Distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas en enfermedad de Alzheimer y controles

TP53 Arg72Pro CONTROLES;N(%) ALZHEIMER;N(%) OR (IC del 95 %) P
Alelo Arg 214 (71,33%) 243 (82,65%) 1 001*
Alelo Pro 86 (28,67%) 51 (17,35%) 0,522 (0,353-0,773) 0-001
Homocigoto Arg/Arg 77 (51,33%) 101 (68,71%)

Heterocigoto Arg/Pro 60 (40%) 41 (27,89%) 0,006*
Homocigoto Pro/Pro 13 (8,67%) 5(3,4%)

*Diferencia significativa entre pacientes con enfermedad de Alzheimer y controles (p<0.05).
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Se ha estudiado la influencia de las variables género y edad en la distribucion
genotipica y alélica del polimorfismo TP53 Arg72Pro. Para ello, antes se ha
comprobado que se cumple el principio de equilibrio de Hardy-Weinberg en la muestra
de controles (como representantes de la poblacion general) para cada uno de los grupos
de edad (<80 afios, p=0,925 y >80 afios, p=0,779) y también para el género (hombres,
p=0,784 y mujeres, p=0,930) por lo que cualquiera de los grupos de controles en
funcion de la edad o el género pueden considerarse asimismo representativos de la

poblacién general sin demencia.

Al realizar un anélisis de regresion logistica, para controlar por las variables de
edad y género, considerando al alelo mas frecuente —el alelo Arg— como referencia, se
observa que tanto el genotipo heterocigoto Arg/Pro como el genotipo homocigoto
Pro/Pro modifican el riesgo de sufrir enfermedad de Alzheimer. La presencia del
genotipo heterocigoto Arg/Pro supone un riesgo 0,48 veces menor de tener enfermedad
de Alzheimer y la existencia del genotipo homocigoto Pro/Pro un riesgo 0,26 veces
menor. En ambos casos se alcanza la significacion estadistica (p=0,017; p=0,006). Ello
refuerza los resultados ya sefialados anteriormente de que ser portador del alelo Arg se
relaciona con el hecho de padecer Alzheimer y, a la inversa, la presencia del alelo Pro
disminuye a la mitad la probabilidad de tener Alzheimer y con resultados altamente

significativos (p=0,001), como se aprecia en la tabla 128.

Tabla 128. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas estudiadas en pacientes con enfermedad
de Alzheimer (casos) y sin demencia (controles) y andlisis multivariante del riesgo de enfermedad de

Alzheimer asociado al alelo y a los genotipos

TP53 Arg72Pro Controles; n/N(%) Alzheimer; n/N(%) OR (IC del 95%) p
Er"o‘;‘l;’:?"t" 13/150 (8,67%) 5/147 (3,4%) (0,03%58,378 " 0,017*
;‘f;‘/"lr,‘;f;,g““’ 60/150 (40%) 41/147 (27,89%) (0’28;:{3’981 2 0,006*
=y 71,33% 82,65% 03350049 O001"

* Regresion logistica multivariante del genotipo ajustada por edad y sexo (grupo de referencia homocigoto
Arg/Arg).

 Regresion logistica multivariante del alelo Arg ajustada como variable continua (0 = homocigoto
Arg/Arg; 1 = Heterocigoto Arg/Pro y 2 = Homocigoto Pro/Pro), ajustado por edad y sexo.

* Diferencia significativa entre pacientes con enfermedad de Alzheimer y controles (p<0.05).
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En la tabla 129 se analiza el modelo de herencia, apreciandose que tanto en el
modelo dominante como en el codominante los individuos Pro/Pro presentan una
disminucion del riesgo de tener enfermedad de Alzheimer, 0,48 veces menor en el caso
del codominante y 0,28 veces menor en el dominante, y en los dos casos se alcanza la
significacion estadistica (p=0,017; p=0,001). 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 (2,92), frente a los homocigotos

para Pro (Pro/Pro), aunque no se alcanza la significacion estadistica (p=0,051).

Tabla 129. Analisis del riesgo del polimorfismo TP53 Arg72Pro en funcion del modelo de herencia

. Controles; Alzheimer; o
Modelo Genotipo N(%) N(%) OR IC del 95% p
Arg/Arg 77 (51,33%) 101 (68,71%) 1

Codominante  Arg/Pro 60 (40%)  41(27,89%) 0,489 (0,294-0,814) 0,006

Pro/Pro 13 (8,67%) 5(3,4%) 0,263 (0,088-0,784) 0,017*
Arg/Arg  77(51,33%) 101 (68,71%) 1
Dominante
Arg/Pro - o o *
Pro/Pro 73 (48,67%) 46 (31,29%) 0,488 (0,275-0,729) 0,001
Pro/Pro 13 (8,67%) 5(3.4%) 1
Recesivo Arg/Pro -

137 (91,33%) 142 (96,6%) 2,918 (0,997-8,541) 0,051
Arg/Arg

* Diferencia significativa entre pacientes con enfermedad de Alzheimer y controles (p<0.05).

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.

La comparacion entre los pacientes con demencia vascular y el grupo control
mostré que existen diferencias significativas en la distribucion alélica entre ambos
grupos (p=0,030) (tabla 130). En el grupo de pacientes con demencia vascular se
observa una mayor proporcion de alelo Arg (79,0% versus 71,3%) y, en el grupo de
controles, una mayor proporcion del alelo Pro (28,7% versus 21,0%), lo que puede
interpretarse como que el hecho de ser portador del alelo Arg constituye un factor de
riesgo para la demencia vascular, mientras que en sentido contrario el alelo Pro puede

actuar con un factor protector frente a la demencia vascular.
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También se ha podido observar que el genotipo Arg/Arg es mas frecuente en
pacientes con demencia vascular (64,0% versus 51,3%) y el Pro/Pro lo es en controles

(8,7% versus 6,0%), pero en este caso no se alcanza significacion estadistica (p=0,084).

Tabla 130. Distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas en Demencia Vascular y controles

TP53 Arg72Pro CONTROLES; N(%) DV; N(%) OR (IC del 95 %) P
Alelo Arg 214 (71,33%) 237 (79%) 1
0,030*
Alelo Pro 86 (28,67%) 63 (21%) 0,661 (0,455-0,961)
Homocigoto Arg/Arg 77 (51,33%) 96 (64%)
Heterocigoto Arg/Pro 60 (40%) 45 (30%) 0,084
Homocigoto Pro/Pro 13 (8,67%) 9 (6%)

* Diferencia significativa entre pacientes con demencia vascular y controles (p<0.05).

Al realizar un anélisis de regresion logistica, para controlar por las variables de
edad y género, considerando al alelo mas frecuente —el alelo Arg— como referencia, se
observa que tanto el genotipo heterocigoto Arg/Pro como el genotipo homocigoto
Pro/Pro modifican el riesgo de sufrir demencia vascular. La presencia del genotipo
heterocigoto Arg/Pro supone un riesgo 0,59 veces menor de tener demencia vascular y
la existencia del genotipo homocigoto Pro/Pro un riesgo 0,54 veces menor, aunque solo
los resultados del genotipo Arg/Pro son significativos (p=0,038). Ello refuerza los
resultados ya sefialados anteriormente de que ser portador del alelo Arg se relaciona con
el hecho de padecer demencia vascular y, a la inversa, la presencia del alelo Pro
disminuye en un tercio (0,66) la probabilidad de tener demencia vascular y con

resultados significativos (p=0,032), como se aprecia en la tabla 131.

Tabla 131. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas en Demencia Vascular y controles y

analisis multivariante del riesgo de Demencia Vascular asociado al alelo y a los genotipos

TP53 Arg72Pro Controles; n/N(%) DV; n/N(%) OR (IC del 95%) p
HOILE 13/150 (8,67%) 9/150 (6%) (0’2(1)’35_163 so) 0186
E:;j;‘;zig"“’ 60/150 (40%) 45/150 (30%) (0,3(5)85- 2?972) 0,038*
Arg 7133% 7% 0450965 OO

* Regresion logistica multivariante del genotipo ajustada por edad y sexo (grupo de referencia homocigoto Arg/Arg).

® Regresion logistica multivariante del alelo Arg ajustada como variable continua (0 = homocigoto Arg/Arg; 1 =
Heterocigoto Arg/Pro y 2 = Homocigoto Pro/Pro), ajustado por edad y sexo.

* Diferencia significativa entre pacientes con demencia vascular y controles (p<0.05).
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En la tabla 132 se analiza el modelo de herencia, aprecidndose que tanto en el
modelo dominante como en el codominante los individuos Pro/Pro presentan una
disminucién del riesgo de tener demencia vascular, 0,53 veces menor en el caso del
codominante y 0,58 veces menor en el dominante, y en el segundo caso se alcanza la

significacion estadistica (p=0,024).

Tabla 132. Analisis del riesgo del polimorfismo TP53 Arg72 Pro en funcion del modelo de herencia

Modelo Genotipo Controles; N(%) DV; N(%) OR IC del 95% p
Arg/Arg 77 (51,33%) 96 (64%) 1
Codominante Arg/Pro 60 (40%) 45 (30%) 0,588  (0,356-0,972) 0,038*
Pro/Pro 13 (8,67%) 9 (6%) 0,536  (0,213-1,350) 0,186
Arg/Arg 77 (51,33%) 96 (64%) 1
Pominante Ai)rrgo/ /PPr;)O— 73 (48,67%) 54 (36%) 0,579  (0,360-0,930)  0,024*
Pro/Pro 13 (8,67%) 9 (6%) 1
Recesivo Arg/Pro -
Arg/Arg 137 (91,33%) 141 (94%) 1,527  (0,619-3,770) 0,358

* Diferencia significativa entre pacientes con demencia vascular y controles (p<0.05).

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.

Cuando comparamos, dentro del grupo de pacientes, la distribucion del
polimorfismo Arg72Pro del gen TP53 entre los que presentan demencia vascular y los

que tienen enfermedad de Alzheimer, no observamos diferencias estadisticamente

significativas (tabla 133).

Tabla 133. Distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas en Demencia Vascular y Alzheimer

TP53 Arg72Pro ALZHEIMER N(%) DV N(%) P
Alelo Arg 243 (82,65%) 237 (79%)
0,258
Alelo Pro 51 (17,35%) 63 (21%)
Homocigoto Arg/Arg 101 (68,71%) 96 (64%)
Heterocigoto Arg/Pro 41 (27,89%) 45 (30%) 0,490
Homocigoto Pro/Pro 5(3,4%) 9 (6%)
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En la tabla 134 se analiza el modelo de herencia, apreciandose que en ninguno

de los tres modelos se alcanzan diferencias estadisticamente significativas (p>0,05).

Tabla 134. Andlisis del riesgo del polimorfismo TP53 Arg72Pro en funcion del modelo de herencia

Modelo Genotipo Alzheimer; N(%) DV; N(%) P
Arg/Arg 101 (68,71%) 96 (64%)
Codominante Arg/Pro 41 (27,89%) 45 (30%) 0,490
Pro/Pro 5 (3,4%) 9 (6%)
Arg/Arg 101 (68,71%) 96 (64%)
Dominante 0,391
Arg/Pro - Pro/Pro 46 (31,29%) 54 (36%)
Pro/Pro 5(3,4%) 9 (6%)
Recesivo 0,291
Arg/Pro - Pro/Pro 142 (96,6%) 141 (94%)

En las figuras 66 y 67 se resume la distribucion de las frecuencias alélicas y
genotipicas del polimorfismo Arg72Pro del gen TP53 en pacientes con demencia

vascular, enfermedad de Alzheimer y controles sin demencia.

Figura 66. Distribucion de las frecuencias alélicas del polimorfismo TP53 Arg72Pro

100 I Alelo Arg
Il Alelo Pro
80
60
40
20
0 el
Demencia vascular Alzheimer No demencia

Figura 67. Distribucién de las frecuencias genotipicas del polimorfismo TP53 Arg72Pro

100 M Homocigoto Arg/Arg
M Heterocigoto Arg/Pro
Homocigoto Pro/Pro

80
60
40
20
' o '/
0
Demencia vascular Alzheimer No demencia
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2.4.2.- Estudio comparativo del polimorfismo TP53 Arg72Pro segun el

subtipo demencia vascular cortical o subcortical.

Al comparar, dentro del grupo de pacientes, la distribucion del polimorfismo

entre los que presentan demencia vascular cortical (DVC) y los que tienen enfermedad

de Alzheimer, no encontramos diferencias estadisticamente significativas (tabla 135).

Tabla 135. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas estudiadas en pacientes con Demencia

Vascular cortical y enfermedad de Alzheimer

TP53 Arg72Pro ALZHEIMER N(%) DVC N(%) P
Alelo Arg 243 (82,65%) 120 (81,08%)
0,684
Alelo Pro 51 (17,35%) 28 (18,92%)
Homocigoto Arg/Arg 101 (68,71%) 48 (64,86%)
Heterocigoto Arg/Pro 41 (27,89%) 24 (32,43%) 0,768
Homocigoto Pro/Pro 5(3,4%) 2 (2,7%)

En la tabla 136 se analiza el modelo de herencia, apreciandose que en ninguno
de los tres modelos (dominante, codominante o recesivo) se alcanzan diferencias

estadisticamente significativas (p>0,05).

Tabla 136. Andlisis del riesgo del polimorfismo TP53 Arg72Pro en funcion del modelo de herencia

Modelo Genotipo Alzheimer; N(%) DVC; N(%) p
Arg/Arg 101 (68,71%) 48 (64,86%)
Codominante Arg/Pro 41 (27,89%) 24 (32,43%) 0,768
Pro/Pro 5 (3,4%) 2 (2,7%)
Arg/Arg 101 (68,71%) 48 (64,86%)
Dominante 0,565
Arg/Pro - Pro/Pro 46 (31,29%) 26 (35,14%)
Pro/Pro 5(3,4%) 2 (2,7%)
Recesivo 0,780

Arg/Pro - Arg/Arg 142 (96,6%) 72 (97,3%)

Cuando comparamos la distribucién del polimorfismo entre los que presentan
demencia vascular subcortical (DVSC) y los que tienen enfermedad de Alzheimer,

tampoco encontramos diferencias estadisticamente significativas (tabla 137).
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Tabla 137. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas en DVSC y enfermedad de Alzheimer

TPS3 Arg72Pro ALZHEIMER N(%) DVSC N(%) P
Alelo Arg 243 (82,65%) 117 (76,97%)
Alelo Pro 51 (17,35%) 35 (23,03%) 0300
Homocigoto Arg/Arg 101 (68,71%) 48 (63,16%)
Heterocigoto Arg/Pro 41 (27,89%) 21 (27,63%) 0,185
Homocigoto Pro/Pro 5 (3,4%) 7 (9,21%)

En la tabla 138 se analiza el modelo de herencia, apreciandose que en ninguno

de los tres modelos se alcanzan diferencias estadisticamente significativas (p>0,05).

Tabla 138. Andlisis del riesgo del polimorfismo TP53 Arg72Pro en funcion del modelo de herencia

Modelo Genotipo Alzheimer; N(%) DVSC; N(%) p
Arg/Arg 101 (68,71%) 48 (63,16%)
Codominante Arg/Pro 41 (27,89%) 21 (27,63%) 0,185
Pro/Pro 5(3,4%) 7 (9,21%)
Arg/Arg 101 (68,71%) 48 (63,16%)
Dominante 0,404
Arg/Pro - Pro/Pro 46 (31,29%) 28 (36,84%)
Pro/Pro 5(3,4%) 7 (9,21%)
Recesivo 0,068
Arg/Pro - Arg/Arg 142 (96,6%) 69 (90,79%)

La comparacion entre los pacientes con DV cortical (DVC) y el grupo control
mostré que existen diferencias significativas en la distribucion alélica entre ambos
grupos (p=0,027) (tabla 139). En el grupo de pacientes con DV cortical se observa una
mayor proporcion de alelo Arg (81,1% versus 71,3%) y, en el grupo de controles, una
mayor proporcion del alelo Pro (28,7% versus 18,9%), lo que puede interpretarse como
que el hecho de ser portador del alelo Arg constituye un factor de riesgo para la DV
cortical, mientras que en sentido contrario el alelo Pro puede actuar con un factor
protector frente a la DV cortical. También se ha podido observar que el genotipo
Arg/Arg es mas frecuente en pacientes con DV cortical (64,9% versus 51,3%) y el
Pro/Pro lo es en controles (8,7% versus 2,7%), pero en este caso no se alcanza

significacion estadistica (p=0,081).
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Tabla 139. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas estudiadas en pacientes con Demencia

Vascular cortical (casos) y sin demencia (controles)

TP53 Arg72Pro CONTROLES N(%) DVC N(%) OR (IC del 95 %) P
Alelo Arg 214 (71,33%) 120 (81,08%) 1
0,027*
Alelo Pro 86 (28,67%) 28 (18,92%) 0,581 (0,359-0,940)
Homocigoto Arg/Arg 77 (51,33%) 48 (64,86%)
Heterocigoto Arg/Pro 60 (40%) 24 (32,43%) 0,081
Homocigoto Pro/Pro 13 (8,67%) 2 (2,7%)

* Diferencia significativa entre pacientes con demencia vascular cortical y controles (p<0.05).

Al realizar un andlisis de regresion logistica, para controlar por las variables de
edad y género, considerando al alelo Pro como referencia, se observa que tanto el
genotipo heterocigoto Arg/Pro como el genotipo homocigoto Arg/Arg se relacionan con
la condicidon de DV cortical. La presencia del genotipo heterocigoto Arg/Arg multiplica
por 2,91 las probabilidades de tener DV cortical y la existencia del genotipo homocigoto
Arg/Pro las multiplica por 4,56, aunque en ninguno de los casos se alcanza la
significacion estadistica (p>0,05). No obstante, el ser portador del alelo Arg se relaciona
con el hecho de padecer DV cortical y la presencia del alelo Arg multiplica por 1,77 la
probabilidad de tener DV cortical con resultados significativos (p=0,026), como se

aprecia en la tabla 140.

Tabla 140. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas estudiadas en pacientes con Demencia
vascular cortical (casos) y sin demencia (controles) y analisis multivariante del riesgo de Demencia

vascular cortical asociado al alelo y a los genotipos

TP53 Arg72Pro Controles; n/N(%) DVC; n/N(%) OR (IC del 95%) p
;I;’;‘/‘Zi;%"“’ 77/150 (51,33%) 48/74 (64,86%) . 5821’_9112 625) 0,194
E:;;‘;zﬁg““’ 60/150 (40%) 24/74 (32,43%) (0,9347’_52622, 213y 0060
7A21711:; OThP53 28,67% 18,92% 1,768 0,026*

(1,072-2,916)
* Regresion logistica multivariante del genotipo ajustada por edad y sexo (grupo de referencia homocigoto
Pro/Pro).

® Regresion logistica multivariante del alelo Pro ajustada como variable continua (0 = homocigoto
Pro/Pro; 1 = Heterocigoto Arg/Pro y 2 = Homocigoto Arg/Arg), ajustado por edad y sexo.

* Diferencia significativa entre pacientes con demencia vascular cortical y controles (p<0.05).
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En la tabla 141 se analiza el modelo de herencia, apreciandose que tanto en el
modelo dominante como en el codominante los individuos Pro/Pro presentan una
disminucion del riesgo de tener DV cortical, 0,22 veces menor en el caso del
codominante y 0,56 veces menor en el dominante, aunque en ninguno de los dos casos
se alcanza la significacion estadistica (p=0,060; p=0,056). Al analizar los resultados del
modelo recesivo, comprobamos que los portadores del alelo Arg (Arg/Arg + Arg/Pro)
tienen un riesgo aumentado (3,84 veces mas) de DV cortical frente a los homocigotos

para Pro (Pro/Pro), aunque no se alcanza significacion estadistica (p=0,092).

Tabla 141. Analisis del riesgo del polimorfismo TP53 Arg72Pro en funcion del modelo de herencia

Modelo Genotipo Controles; N(%) DVC; N(%) OR IC del 95% P
Arg/Arg 77 (51,33%) 48 (64,86%) 1
Codominante Arg/Pro 60 (40%) 24 (32,43%) 0,639 (0,346-1,180) 0,152
Pro/Pro 13 (8,67%) 2 (2,7%) 0,219 (0,045-1,068) 0,060
Arg/Arg 77 (51,33%) 48 (64,86%) 1
Pominante APrrgo//PPrr(z)_ 73 (48,67%) 26 (35,14%) 0,562 (0,310-1,015) 0,056
Pro/Pro 13 (8,67%) 2 (2,7%) 1
Recesivo Arg/Pro -
Arg/Arg 137 (91,33%) 72 (97,3%) 3,841 (0,802-18,392) 0,092

Estos resultados nos permiten concluir que los portadores del alelo Arg tienen
aumentado el riesgo de padecer DV cortical, independientemente de la edad y del

genero.

La comparacion entre los pacientes con DV subcortical (DVSC) y el grupo
control mostr6é que no existen diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la

distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas de este polimorfismo (tabla 142).

Tabla 142. Distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas en DV subcortical y controles

TP53 Arg72Pro CONTROLES N(%) DVSC N(%) OR (IC del 95 %) P
Alelo Arg 214 (71,33%) 117 (76,97%) 1
Alelo Pro 86 (28,67%) 35 (23,03%) 0,660 (0,426-1,022) ooz
Homocigoto Arg/Arg 77 (51,33%) 48 (63,16%)
Heterocigoto Arg/Pro 60 (40%) 21 (27,63%) 0,179
Homocigoto Pro/Pro 13 (8,67%) 7 (9,21%)
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Al realizar un analisis de regresion logistica, para controlar por las variables de
edad y género, la presencia del genotipo heterocigoto Arg/Pro supone un riesgo 0,52
veces menor de tener DV subcortical y la existencia del genotipo homocigoto Pro/Pro
un riesgo 0,89 veces menor, aunque solo los resultados del genotipo Arg/Pro son
significativos (p=0,042). En el andlisis por alelos, considerando al alelo Arg como
referencia, no se encuentran diferencias estadisticamente significativas entre los dos
grupos. Por lo tanto, no hay evidencias de que portar el alelo Pro modifique el riesgo de

padecer DV subcortical, como se aprecia en la tabla 143.

Tabla 143. Distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas en DV subcortical (casos) y no demencia

(controles) y andlisis multivariante del riesgo de DV subcortical asociado al alelo y a los genotipos

TP53 Arg72Pro Controles; n/N(%) DVSC; n/N(%) OR (IC del 95%) P
Homocigoto Pro/Pro® 13/150 (8,67%) 7/76 (9,21%) 0,891 (0,326-2,436) 0,823
Heterocigoto Arg/Pro* 60/150 (40%) 21/76 (27,63%) 0,517 (0,274-0,975) 0,042*
Alelo TP53 72/Arg® 71,33% 76,97% 0,745 (0,475-1,168) 0,200

* Regresion logistica multivariante del genotipo ajustada por edad y sexo (grupo de referencia homocigoto Arg/Arg).

® Regresion logistica multivariante del alelo Arg ajustada como variable continua (0= homocigoto Arg/Arg; 1=
Heterocigoto Arg/Pro y 2 =Homocigoto Pro/Pro), ajustado por edad y sexo.

* Diferencia significativa entre pacientes con demencia vascular subcortical y controles (p<0.05).

En la tabla 144 se analiza el modelo de herencia, aprecidndose que tanto en el
modelo dominante como en el codominante los individuos Pro/Pro presentan una
disminuciéon del riesgo de tener DV subcortical, 0,89 veces menor en el caso del
codominante y 0,58 veces menor en el dominante, aunque en ninguno de los dos casos

se alcanza la significacion estadistica (p=0,823; p=0,068).

Tabla 144. Andlisis del riesgo del polimorfismo TP53 Arg72Pro en funcion del modelo de herencia

Modelo Genotipo  Controles; N(%) DVSC; N(%) OR IC del 95% P
Arg/Arg 77 (51,33%) 48 (63,16%) 1
Codominante Arg/Pro 60 (40%) 21 (27,63%) 0,517 (0,274-0,975) 0,042*
Pro/Pro 13 (8,67%) 7 (9,21%) 0,891 (0,326-2,436) 0,823
Arg/Arg 77 (51,33%) 48 (63,16%) 1
pominante APrrgO//PPrr(:)- 73 (48,67%) 28 (36,84%) 0,582 (0,325-1,041) 0,068
Pro/Pro 13 (8,67%) 7 (9,21%) 1
Recesivo Arg/Pro -
Arg/Arg 137 (91,33%) 69 (90,79%) 0,881 (0,331-2,347) 0,800

* Diferencia significativa entre pacientes con demencia vascular subcortical y controles (p<0.05).
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Al comparar, dentro del grupo de pacientes con demencia vascular, la
distribucion del polimorfismo entre los que presentan DV cortical (DVC) y aquellos con

DV subcortical (DVSC), no observamos diferencias significativas (tabla 145).

Tabla 145. Distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas en DV cortical y DV subcortical

TP53 Arg72Pro DVC N(%) DVSC N(%) P
Alelo Arg 120 (81,08%) 117 (76,97%)
0,383
Alelo Pro 28 (18,92%) 35 (23,03%)
Homocigoto Arg/Arg 48 (64,86%) 48 (63,16%)
Heterocigoto Arg/Pro 24 (32,43%) 21 (27,63%) 0,229
Homocigoto Pro/Pro 2(2,7%) 7 (9,21%)

En la tabla 146 se analiza el modelo de herencia, apreciandose que en ninguno

de los tres modelos se alcanzan diferencias estadisticamente significativas (p>0,05).

Tabla 146. Andlisis del riesgo del polimorfismo TP53 Arg72Pro en funcion del modelo de herencia

Modelo Genotipo DVC; N(%) DVSC; N(%) P
Arg/Arg 48 (64,86%) 48 (63,16%)
Codominante Arg/Pro 24 (32,43%) 21 (27,63%) 0,229
Pro/Pro 2 (2,7%) 7 (9,21%)
Arg/Arg 48 (64,86%) 48 (63,16%)
Dominante 0,828
Arg/Pro - Pro/Pro 26 (35,14%) 28 (36,84%)
Pro/Pro 2 (2,7%) 7 (9,21%)
Recesivo 0,093
Arg/Pro - Arg/Arg 72 (97,3%) 69 (90,79%)

En las figuras 68 y 69 se resume la distribucion de las frecuencias alélicas y
genotipicas del polimorfismo Arg72Pro del gen TP53 segtn el subtipo de DV.

Figura 68. Frecuencias alélicas del polimorfismo TP53 Arg72Pro segun tipo de DV

W Alelo Arg

100
B Alelo Pro

0 =

DV cortical DV subcortical
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Figura 69. Frecuencias genotipicas del polimorfismo TP53 Arg72Pro segun subtipo DV
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2.4.3- Analisis multivariante del riesgo de enfermedad de Alzheimer

asociado al alelo y a los genotipos para la edad.

Como se observa en la tabla 147, el alelo Pro es significativamente menos

frecuente en pacientes con enfermedad de Alzheimer tanto en el grupo de mayores de

80 anos (p=0,015) como en el grupo con edad < 80 afios (p=0,030). A diferencia de lo

que sucede con los alelos, el analisis de los genotipos en funcion de la edad no muestra

diferencias significativas entre controles y pacientes con Alzheimer mayores de 80 afios

(p=0,054) ni en el grupo con edad < 80 anios (p=0,093).

Tabla 147. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas estudiadas en pacientes con enfermedad

de Alzheimer (casos) y sin demencia (controles) en funcion de la variable edad

TP53 Arg72Pro

Alelo Arg

Alelo Pro

nos

Homocigoto Arg/Arg

<80 a

Heterocigoto Arg/Pro
Homocigoto Pro/Pro
Alelo Arg

Alelo Pro

Homocigoto Arg/Arg

> 80 anos

Heterocigoto Arg/Pro

Homocigoto Pro/Pro

CONTROLES

N(%)
103 (71,53%)
41 (28,47%)
37 (51,39%)
29 (40,28%)

6 (8,33%)
111 (71,15%)
45 (28,85%)
40 (51,28%)
31 (39,74%)

7 (8,98%)

ALZHEIMER .
NC%) OR (IC del 95 %)
117 (82,39%) |

25 (17,61%) 0,537 (0,306-0,943)
49 (69,01%)

19 (26,76%)

3(4,23%)

126 (82,89%) .

26 (17,11%) 0,509 (0,295-0,879)
52 (68,42%)

22 (28,95%)

2 (2,63%)

* Diferencia significativa entre pacientes con enfermedad de Alzheimer y controles (p<0.05).

0,030%

0,093

0,015*

0,054
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Al realizar un andlisis de regresion logistica, considerando al alelo Arg como
referencia, solo el genotipo Pro/Pro parece modificar el riesgo de tener enfermedad de
Alzheimer para los individuos mayores de 80 afios. Estos resultados se recogen en la
tabla 148. La presencia del genotipo homocigoto Pro/Pro y del heterocigoto Arg/Pro
suponen un riesgo 0,17 y 0,54 veces menor respectivamente de padecer demencia tipo
Alzheimer entre los mayores de 80 afios, aunque solo en el caso del genotipo
homocigoto Pro/Pro se alcanza significacion estadistica (p=0,040; p=0,089). Ello
refuerza los resultados ya sefialados que ser portador del alelo Pro puede actuar como un

factor protector frente a la enfermedad de Alzheimer para los mayores de 80 afios.

Para los individuos < 80 afnos, la presencia del genotipo homocigoto Pro/Pro y
del heterocigoto Arg/Pro suponen un riesgo 0,38 y 0,46 veces menor respectivamente
de tener demencia tipo Alzheimer, aunque solo en el caso del genotipo heterocigoto

Arg/Pro se alcanza significacion estadistica (p=0,199; p=0,041).

El cuanto a la presencia del alelo Pro, éste supone un riesgo 0,53 veces menor de
padecer enfermedad de Alzheimer en los sujetos con edad < 80 afios y un riesgo 0,48
veces menor en el caso de los individuos mayores de 80 afios. Los resultados muestran

significacion estadistica para ambos grupos de edad (p=0,032; p=0,012).

Tabla 148. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas estudiadas en pacientes con enfermedad
de Alzheimer (casos) y sin demencia (controles) y analisis multivariante del riesgo de enfermedad de

Alzheimer asociado al alelo y a los genotipos para los dos grupos de edad

Controles; Alzheimer;

(1)

TP53 Arg72Pro o/NE%) o/N(%) OR (IC del 95%) p
g Homocigoto Pro/Pro* 6/72 (8,33%) 3/71 (423%) 0,385 (0,089-1,653) 0,199
=
g Heterocigoto Arg/Pro*  29/72 (40.28%)  19/71 (26,76%) 0,466 (0,225-0,968)  0,041%*
VI Alelo TP53 72/Arg" 71,53% 82,39% 0,535 (0,303-0,946)  0,032*
g Homocigoto Pro/Pro* 7/78 (8,98%) 2/76 (2,63%) 0,177 (0,034-0,925)  0,040%
=
5 Heterocigoto Arg/Pro*  31/78 (39,74%)  22/76 (28,95%) 0,545 (0,271-1,097) 0,089
A Alelo TP53 72/Arg" 71,15% 82,89% 0,489 (0,279-0,856)  0,012*

* Regresion logistica multivariante del genotipo ajustada por sexo (grupo de referencia homocigoto Arg/Arg).

® Regresion logistica multivariante del alelo Arg ajustada como variable continua (0 = homocigoto Arg/Arg; 1 =
Heterocigoto Arg/Pro y 2 = Homocigoto Pro/Pro), ajustado por sexo.

* Diferencia significativa entre pacientes con enfermedad de Alzheimer y controles (p<0.05).
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En la tabla 149 se analizan los modelos de herencia para los dos grupos de edad

que hemos seleccionado. Para los individuos con edad <80 afos se aprecia que tanto en

el modelo dominante como en el codominante los individuos Pro/Pro tienen un riesgo

disminuido de tener demencia tipo Alzheimer: 0,38 veces menos en el codominante y

0,45 menos en el dominante y en el segundo caso se alcanza significacion estadistica

(p=0,025). Para los individuos mayores de 80 afios, tanto en el modelo dominante como

en el codominante los individuos Pro/Pro tienen un riesgo disminuido de sufrir

demencia tipo Alzheimer: 0,17 veces menos en el codominante y 0,47 menos en el

dominante y en los dos casos se alcanza significacion estadistica (p=0,040, p=0,028).

Tabla 149. Analisis del riesgo del polimorfismo TP53 Arg72Pro en funcion del modelo de herencia

nos

<80a

> 80 aiios

Modelo

Codominante

Dominante

Recesivo

Codominante

Dominante

Recesivo

Genotipo

Arg/Arg
Arg/Pro
Pro/Pro
Arg/Arg

Arg/Pro -
Pro/Pro

Pro/Pro

Arg/Pro -
Arg/Arg

Arg/Arg
Arg/Pro
Pro/Pro
Arg/Arg

Arg/Pro -
Pro/Pro

Pro/Pro

Arg/Pro -
Arg/Arg

Controles;
N(%)

37 (51,39%)
29 (40,28%)
6 (8,33%)
37 (51,39%)

35 (48,61%)
6 (8,33%)
66 (91,67%)

40 (51,28%)
31 (39,74%)
7 (8,98%)
40 (51,28%)

38 (48,72%)
7 (8,98%)

71 (91,02%)

Alzheimer;
N(%)

49 (69,01%)
19 (26,76%)
3 (4,23%)
49 (69,01%)

22 (30,99%)
3 (4,23%)
68 (95,77%)

52 (68,42%)
22 (28,95%)
2 (2,63%)
52 (68,42%)

24 (31,58%)
2 (2,63%)

74 (97,37%)

OR

0,466

0,385

0,453

1,994

0,545

0,177

0,471

1

4,514

IC del 95%

0,225-0,968

0,089-1,653

0,226-0,905

0,476-8,353

0,271-1,097

0,034-0,925

0,233-0,241

0,885-23,035

*Diferencia significativa entre pacientes con enfermedad de Alzheimer y controles (p<0.05).

p

0,041*

0,199

0,025*

0,345

0,089

0,040*

0,028*

0,070
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1.- Aspectos generales.

La demencia plantea uno de los mayores retos de salud publica, debido al rapido
envejecimiento de la poblacion en el mundo. Las perspectivas de una pandemia, con el
consiguiente riesgo de colapso de los sistemas nacionales de salud, ha propiciado la
proliferacion de estudios epidemiologicos y genéticos sobre la demencia durante los
ultimos afos. Sin embargo, la DV esta infraestudiada en comparacion con la EA. A
pesar de que la DV supone el segundo subtipo mas frecuente de demencia en todo el
mundo tras la EA, el sitio Web PubMed de la U.S. National Library of Medicine
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) enumeraba solo 5.500 referencias a DV frente a
64.000 referencias a EA en enero de 2013.

En nuestro trabajo hemos investigado si factores de riesgo descritos previamente
por otros grupos y polimorfismos genéticos implicados en la funcion endotelial y la
muerte celular se relacionan con el desarrollo de DV y/o EA. También hemos estudiado
las caracteristicas clinicas de los distintos subtipos de demencia. A continuacién se
detalla la interpretacion, por apartados, de los resultados obtenidos, las limitaciones del

estudio y las directrices propuestas para futuras investigaciones.

2.- Estudio clinico.

2.1.- Estudio de las variables no genéticas. Influencia de los factores de

riesgo en el desarrollo de demencia.

La muestra de pacientes con demencia incluida en nuestro estudio tiene una

2415 con predominio de

distribucion por sexos muy similar a las series publicadas
mujeres en la EA (63,3%) y ligero predominio de los hombres en la DV (50,7%)
(p=0,021). En la serie de 1.603 pacientes con EA y 179 pacientes con DV del Registro
de Demencias de Girona (ReDeGi), las mujeres suponian un 64,7% de los casos con EA
y los hombres el 58,1% de los casos con DV *°, En el estudio EURODEM, el género
femenino aumentaba el riesgo de desarrollar EA a medida que avanzaba la edad,
mientras que no parecia existir una relacion entre la edad, el género y el desarrollo de

DV **, En el estudio de base poblacional Rotterdam, la incidencia de DV fue superior

en varones en cualquier grupo de edad, reduciéndose las diferencias en los de mayor

edad ®.
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La mayor incidencia y prevalencia de la EA en las mujeres mayores de 75 afios
en los estudios en Europa podria deberse a diferencias genéticas, pero también podria
explicarse por otros motivos: 1) la mayor supervivencia de las mujeres, incluso con
demencia; 2) la presentacion mas precoz de la demencia en hombres por estar expuestos
tradicionalmente a factores de riesgo multiples (traumatismos craneales, tdxicos
ocupacionales, tabaco...); o 3) la pérdida del efecto neuroprotector de los estrégenos en
mujeres ancianas *'°. Con respecto a este ultimo punto, las neuronas expresan receptores
para estrogenos y diversos estudios experimentales han mostrado que los estrogenos
tienen efectos potencialmente protectores en el cerebro: promocionan la actividad
colinérgica, reducen la pérdida neuronal, estimulan el sprouting axonal y la formacion
de espinas dendriticas y mejoran el flujo sanguineo cerebral. También se sabe que los
estrogenos pueden ejercer efectos antioxidantes y modular la via apoptotica *"’. Sin
embargo, un meta-analisis no observo un beneficio consistente de la terapia hormonal
sustitutiva (TSH) sobre el riesgo de demencia en mujeres posmenopausicas. Ademas, el
mayor ensayo clinico realizado (WHIMS: Women's Health Initiative Memory Study)
mostré que la TSH casi doblaba el riesgo de demencia de cualquier causa. Algunos
autores sugieren que podria existir una ventana perimenopausica en que los estrogenos

serian protectores, mientras que a partir de los 65 afios aumentarian el riesgo *'7*'%.

En cuanto a la diferencia de género dentro del grupo de pacientes con DV, se
observé un mayor porcentaje de hombres (58,11%) entre los pacientes con DV cortical
y de mujeres (56,58%) en aquellos con DV subcortical (p=0,072). Los trabajos que
analizan las caracteristicas de los distintos subtipos de DV son practicamente
anecdoticos. En un estudio holandés, también se encontrd un mayor porcentaje de

varones en la DV cortical (67%) frente a la DV subcortical (60%) *°.

La edad media de los sujetos en el momento de su inclusion en el estudio fue de
79 afos para la DV (y sus subtipos), 80 afios para la EA y 81 afios para los controles. El
grupo control estd formado por individuos > 70 afios con el objetivo de disminuir la
probabilidad de incluir sujetos que pudieran desarrollar demencia en un futuro, debido a
que en la literatura el factor que mas contribuye de manera independiente a la demencia
es la edad avanzada *. Este sesgo de seleccion de la muestra explica las diferencias

significativas (p=0,002) entre los controles y los pacientes.
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Por sexos, las mujeres tenian mayor edad que los varones en los tres grupos.

Al analizar la distribucioén de los pacientes por rangos de edad se observa que
entre los 65 y 85 afos —en el grupo con EA— y entre los 65 y 80 afios —en el grupo con
DV- se duplica el nimero de sujetos incluidos en cada quinquenio siguiendo un modelo
exponencial. En los grupos de mayor edad, el nimero de pacientes con EA y DV

disminuye. Diversas series europeas también observan dicha tendencia 4%

, pero estos
resultados deben interpretarse con cautela debido a la elevada frecuencia de demencia
mixta en los sujetos muy ancianos **'. Por subtipos de DV, el patron de incremento de
riesgo con la edad para la DV subcortical recuerda al de la EA, lo que podria atribuirse
al mayor porcentaje de mujeres en ambos grupos, ya que las mujeres tienen en general
una mayor esperanza de vida. Ademas, las mujeres presentan una edad media de inicio
de la demencia mas tardia que los varones (75 vs 73 afios en la DV; y 76 vs 75 afios en

la EA) —coindicidiendo con lo expuesto en el estudio Neurological Disorders in Central

Spain (NEDICES) **— y esta diferencia persiste en ambos subtipos de DV.

En la serie incluida en nuestro trabajo se observa un menor nivel educativo en el
grupo de pacientes con EA y DV que en el grupo control (p=0,006). Dentro del grupo

con DV, los pacientes no difieren en escolaridad.

Estudios recientes han demostrado una relacion inversa entre el nivel educativo
y el riesgo de demencia. Un reciente meta-analisis que incluyd 69 estudios concluy6 que
el riesgo relativo (RR) para los pacientes con un nivel educativo bajo era de 2,62 para
EA (IC 95%: 2,06-3,33) y de 2,11 (IC 95%: 1,40-3,19) para la DV **. Existen diversas
hipdtesis para explicar la relacion entre los anos de educacion y la demencia: 1) la
educacion puede alterar los resultados de algunos test de cribado como el MMSE,
ocasionando una sobrestimacion del diagndstico de demencia en poblaciones
analfabetas; 2) un nivel educativo alto podria retrasar la expresion clinica de demencia.
La “hipdtesis de la reserva cognitiva” postula que un nivel educativo alto podria
incrementar la plasticidad y conectividad neuronales ***. En nuestro estudio se han
empleado varios test y escalas: MMSE, CDR... y, ademas, en el caso del MMSE se han
adaptado los puntos de corte al nivel de escolaridad de los pacientes, para evitar los

falsos positivos entre la poblacidon con pocos ainos de educacion.
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En nuestro trabajo no hemos observado un predominio de ocupaciones que
requieran menor nivel de instruccion en el grupo de pacientes con EA y DV frente al
grupo control (p=0,143); pero si hemos encontrado una mayor frecuencia de empleados
del hogar y una menor frecuencia de agricultores en el grupo con DV subcortical frente
a la DV cortical (p=0,002), diferencia que podria explicarse por el mayor porcentaje de
mujeres en la DV subcortical. Otros estudios han demostrado el efecto de la ocupacion
como factor de riesgo de demencia, en general, y de EA y de DV, en particular, a través
de factores de exposicion como gomas, fertilizantes o disolventes y/o por constituir un
estimador del nivel educativo **°. En este sentido, dos estudios de casos y controles
llevados a cabo por Bonaiuto *** y Fratiglioni ** reportaron un mayor riesgo de que

presenten demencia aquellos sujetos con una ocupacion predominantemente manual.

Al analizar el estado civil, la mayoria de los sujetos sin demencia y con DV
estaban casados, a diferencia de los pacientes con EA, en los que predominaban los
viudos (p<0,001). Las personas casadas o con mas relaciones sociales habian mostrado
una menor incidencia de demencia en un estudio longitudinal sueco, el proyecto
Kungsholmen®, en el que se conformé un indice con diferentes componentes sociales
(estado marital, amistades, haber sido padre o madre, convivencia) y se observd un

gradiente decreciente de riesgo de padecer demencia a medida que el indice era mayor.

En nuestro estudio no observamos diferencias estadisticamente significativas en
cuanto a la residencia en medio rural entre los pacientes con EA y DV y el grupo
control (p=0,921), coincidiendo con los resultados del estudio de Garcia y cols en
Toledo **°. Tampoco se encontraron diferencias en funcion del subtipo de DV (p=0,875).
Por tanto, el estilo de vida rural no se relacionaria con un riesgo aumentado de padecer
demencia. Un mayor riesgo de demencia en el medio rural se habia planteado tras los

hallazgos de estudios prospectivos de cohortes en Canada *'®

, en los que la exposicion
ambiental a pesticidas y fertilizantes se habia asociado a un mayor riesgo de padecer
DV (RR 2,05) y la exposicion a fumigantes a mayor riesgo de EA (RR 4,35), todos ellos

toxicos presentes en el medio rural.

Por otra parte, observamos que la presencia de DV o EA constituyen predictores

significativos de institucionalizacion (p<0,0001).
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Un 28% de los pacientes con DV y un 29,3% de aquellos con EA vivian en
residencias sociosanitarias. No se objetivaron diferencias entre los distintos subtipos de
DV (p=0,919). En un estudio previo de Sicras y cols ** sobre una poblacion barcelonesa
también se observo que un elevado porcentaje de los pacientes con demencia —46% para
la DV y 22% para la EA— fueron institucionalizados. Estas diferencias en los
porcentajes de institucionalizacion entre ambos trabajos, especialmente para la DV,
pueden atribuirse a que en la institucionalizacion influyen factores como una menor de
red de apoyo familiar, una mayor edad, un mayor déficit cognitivo y motor y la
presencia de sintomas asociados a la demencia que ocasionan mayor sobrecarga al

cuidador (delirios, agitacion y trastornos del suefio).

Asimismo hemos analizado si los factores de riesgo vascular y los habitos

toxicos se relacionan con el desarrollo de demencia.

Nuestros datos muestran una mayor prevalencia de pacientes con hipertension
arterial (HTA) en la DV (84,7%), aunque también observamos una elevada prevalencia
de hipertensos entre los sujetos sin demencia (71,3%). En cambio, s6lo un 45,6% de los
pacientes con EA eran hipertensos. Estas diferencias significativas (p<0,0001) se
pueden atribuir, en parte, a la exclusion de los casos con demencia mixta en la presente
tesis doctoral. Los casos con demencia mixta son aquellos con criterios de EA que en
las pruebas de neuroimagen presentan infartos silentes y/o lesiones de sustancia blanca,

47 De hecho, nuestros

y ambos tipos de lesiones se han relacionado con la HTA crénica
resultados son similares a los del Registro de Demencias de Girona (ReDeGi) *'¢, que

también establecia una distincion entre EA, DV y demencia mixta.

Al analizar la presencia de HTA en funcion del subtipo de DV se observo que, a
pesar de que existia un mayor porcentaje de pacientes con antecedentes de HTA en el
grupo con DV subcortical, esta diferencia no era significativa (p=0,301), coincidiendo

con los resultados de estudios previos **#2!,

La busqueda de una relacion entre HTA y demencia ha sido el objetivo de
diferentes estudios epidemioldgicos, en los que se ha descrito una asociacion
significativa entre la HTA en la edad media de la vida y el desarrollo tardio de

demencia, EA o DV.
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En cuanto a la HTA en la edad avanzada, los datos son inconsistentes, aunque la
mayoria de los estudios no han hallado asociaciéon con demencia. Ademas, algunos
estudios han descrito una asociacién entre hipotension arterial en edad avanzada y

mayor riesgo de demencia *'®.

Una revision Cochrane que incluyd cuatro ensayos clinicos de gran tamafio
—SHEP, Syst-Eur, SCOPE ¢ HY VET- comunic6 que el tratamiento hipotensor reducia
el riesgo relativo de demencia un 11% en pacientes sin antecedentes de enfermedad
cerebrovascular (ECV), no alcanzandose la significacion estadistica (p=0,21) *°. El
elevado numero de abandonos y el hecho de que muchos pacientes en los grupos
placebo recibieran otros antihipertensivos limitaron el analisis. En cambio, en los
ensayos clinicos PROGRESS *** y HOPE *¥, el perindopril con/sin indapamida y el
ramipril frente a placebo, respectivamente, redujeron el riesgo de demencia asociado a
la recurrencia de ictus de forma significativa. Ademas, el riesgo de ictus aumenta un
30% por cada 10 mmHg de incremento de la TA sistolica > 115 mmHg y por cada 5
mmHg de incremento de la TA diastdlica > 75 mmHg; y, a la inversa, se observa una
disminucion del riesgo de ictus concomitante al reducir la TA con tratamiento *. Estos
datos explicarian el predominio de HTA refractaria en nuestros pacientes con DV, en

los que como veremos mas adelante existia una elevada recurrencia de ictus.

En nuestro trabajo, la presencia de diabetes mellitus (DM) fue significativamente
mayor en el grupo con DV (36,7%) en comparacion con los controles (24%) vy,
sobretodo, en comparacion con los pacientes con EA (11,6%) (p<0,0001). Estos valores
son superponibles a los obtenidos en otros estudios*'****. De modo similar a lo expuesto
para la HTA, el bajo porcentaje de DM en el grupo con EA puede atribuirse a la
exclusion de los casos con demencia mixta en la presente tesis, ya que la DM constituye
también el principal factor de riesgo, después de la HTA, de la enfermedad cerebral de
pequeno vaso arterial. Asimismo, la DM es un factor de riesgo independiente de ictus
isquémico y de recurrencias sintomaticas en los pacientes ingresados con un primer
infarto cerebral de tipo lacunar 7. Ademas, la DM, especialmente en edades avanzadas,
a menudo aparece junto a otros factores de riesgo vascular (obesidad abdominal,
dislipemia e hipertension arterial) constituyendo el sindrome metabdlico, que es otro

conocido predictor de ECV ¥,
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Por ello, se observd un elevado porcentaje de pacientes con DM tanto en el
grupo con DV cortical como en el grupo con DV subcortical (p=0,549), coincidiendo

con los resultados de estudios previos *'*#!,

La relacion entre DM y demencia es controvertida. Un meta-analisis llevado a
cabo por Biessels y cols no encontrd una relacion consistente entre la existencia de
diabetes en la edad media de la vida (<60 afios) y la incidencia de demencia entre 10 y
20 afios después. En cambio, la DM en edades tardias se asocidé a un incremento del
riesgo de EA del 50-100% (en 7 de 11 estudios) y de DV del 100-150% (en 6 de 7
estudios) ®*'. Se ha hipotetizado que la hiperglucemia puede ejercer un efecto toxico
sobre las neuronas a través de los productos finales de la glicaciéon avanzada, mientras
que la hiperinsulinemia puede inhibir la accion de la enzima de degradacion de la

insulina, que es una importante proteasa implicada en el aclaramiento de B-amiloide ***.

No obstante, es probable que el control de la DM sea mas importante que la
presencia de DM en si para el desarrollo de demencia. De hecho, Yaffe y cols asociaron
el mal control de la DM, medida a través de las cifras de hemoglobina glicosilada, a un

3 En la presente tesis, se encontr6 un mejor control

mayor riesgo de demencia
glucémico en el grupo control y, en menor medida, en el grupo con EA en comparacion
con los diabéticos del grupo DV (p=0,004). Dentro del grupo con DV, los pacientes no

difieren en control glucémico, coincidiendo con los resultados de Stackenborg y cols*”.

Por lo tanto, las intervenciones para controlar la DM tipo 2 podrian prevenir la
demencia o su progresion. En el Nurses” Health Study, realizado en mujeres diabéticas
mayores de 70 afios y con un seguimiento de 2 afios, el subgrupo tratado con
antidiabéticos orales tenia una OR de 1,06 de mal rendimiento cognitivo respecto a los
no diabéticos, mientras que el subgrupo no tratado tenia una OR de 1,71; y el tratamien-
to con insulina no modificé el riesgo de demencia *’. Una revision Cochrane no halld
una relacion entre el tipo o la intensidad del tratamiento diabético y la prevencion del
deterioro cognitivo en la DM tipo 2 **. En la poblacién diabética incluida en nuestro
estudio se registraron un 43,6% de pacientes insulinodependientes en la DV —35,7%
para DV cortical y 50% para DV subcortical—, un 29,3% en el grupo con EA y un

11,25% entre los controles.
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También es importante tener en cuenta que las hipoglucemias inducidas por un
tratamiento diabético demasiado intensivo también pueden ejercer un efecto deletéreo

sobre la funcion cognitiva .

El antecedente de hipercolesterolemia fue mas frecuente en el grupo con DV
(56,7%) en comparacion con los controles (38,7%) y los pacientes con EA (37,4%)
(p=0,001). Estas diferencias son superiores a las obtenidas en otros estudios *'°. Varios
autores han sugerido que la baja prevalencia de hipercolesterolemia encontrada en la EA
podria ser el reflejo de un peor estado nutricional y cambios en el estilo de vida de los
pacientes ancianos con demencia, especialmente en estadios avanzados, en comparacioén
con los sujetos control . Esta premisa no se cumpliria en el grupo con DV, ya que
parece existir una relacion entre la hipercolesterolemia y el riesgo de infarto cerebral >/,
y la mayoria de los pacientes con DV mostraron ECV isquémica. Cuando se compar? la
prevalencia de hipercolesterolemia segun el subtipo de DV, se observéd una diferencia
estadisticamente significativa (p=0,017) a favor de la DV subcortical, contrastando con

la mayor prevalencia de dislipemia en la DV cortical descrita por Staeckenborg y cols *°.

La relacion entre la hipercolesterolemia y el riesgo de demencia también es
compleja. En cuatro de cinco estudios longitudinales, que incluian a mas de 15.000
participantes, se demostrd que la hipercolesterolemia en edades medias de la vida se
asocia a un mayor riesgo de demencia en general (40%) y de EA en particular (150-
300%) tras periodos de seguimiento de mas de diez afios *°. En un estudio basado en
registros médicos, las concentraciones altas de colesterol en la edad media de la vida se

asociaron a la posterior aparicion de DV tras un periodo de seguimiento de 30 afios +*’.

En cambio, una revision sistematica de 18 estudios prospectivos no encontrd una
asociacion entre las cifras de colesterol en individuos de edad avanzada y el desarrollo
de EA o DV *®, incluso en algunos de ellos las concentraciones altas de colesterol se
asociaron con un menor riesgo de demencia *. Estos resultados se podrian atribuir a que
las concentraciones séricas de colesterol cambian a lo largo de la vida —se incrementan
con la edad en adultos jovenes o de edad media, pero disminuyen posteriormente—, por

lo que el concepto de perfil lipidico desfavorable no es constante **7.
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A diferencia de lo expuesto para el colesterol total, en la bibliografia consultada
no hay datos consistentes respecto al patron de cambio relacionado con la edad en los
valores de triglicéridos, colesterol LDL o colesterol HDL, ni de su impacto sobre la

funcion cognitiva *7.

En la muestra incluida en nuestro estudio no se encontraron diferencias
significativas en las concentraciones séricas de colesterol total, colesterol HDL,
colesterol LDL vy triglicéridos entre los pacientes dislipémicos de los distintos grupos,
aunque el uso de estatinas para controlar la hipercolesterolemia era mas bajo en los
pacientes con demencia. El empleo de estatinas para la prevencion del ictus esta avalado
por la literatura ***. Aparte de los efectos directos sobre el metabolismo del colesterol,
las estatinas act@lan sobre el metabolismo del 6xido nitrico y el glutamato, la
inflamacion, la angiogénesis, la agregacion plaquetaria, el sistema inmune y la

apoptosis*®.

No obstante, los datos aportados por los ensayos clinicos no han
acumulado evidencia suficiente para indicar su uso en la prevencion primaria o

secundaria de la demencia *.

En el presente trabajo de tesis doctoral, el antecedente de tabaquismo abarca
tanto a fumadores activos como a exfumadores desde hace menos de cinco afios.
Utilizando este criterio, la presencia de tabaquismo fue significativamente mayor en el
grupo con DV (34,7%) en comparacion con los controles (24,7%) y los pacientes con
EA (16,3%) (p=0,001). Dentro del grupo con DV, al igual que en estudios previos *'%, no
observamos diferencias significativas en cuanto al habito tabaquico entre los pacientes
con DV cortical y subcortical (p=0,644). El menor porcentaje de tabaquismo en el
grupo con EA puede atribuirse al predominio del género femenino en el este grupo. De
hecho, llama la atencion que del total de 113 sujetos fumadores de la muestra, tan solo 5
eran mujeres, lo que probablemente estd relacionado con la edad de seleccion de

pacientes y controles y los hébitos sociales de nuestro pais.

Los primeros estudios de casos y controles habian indicado que el tabaquismo
podia proteger contra la demencia, pero estos resultados pueden ser explicados, en gran
medida, por efectos de diferencias de mortalidad. Posteriormente se ha cuestionado esta
evidencia inicial, invocandose los efectos negativos del tabaco sobre el sistema

cardiovascular y las neuronas, mediados por el estrés oxidativo y la inflamacién**’.
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En un meta-andlisis de 19 estudios prospectivos con 26.374 participantes
seguidos durante un intervalo de entre 2 y 30 afios, los fumadores tenian mayor riesgo
de demencia que los no fumadores (RR 1,79 de EA y 1,78 de DV) y que los
exfumadores (RR 1,7 de EA, pero no diferencia para DV) **. No obstante, el riesgo
puede ser especifico para ciertos dominios cognitivos, ya que la nicotina puede

estimular vias colinérgicas cerebrales .

Ademas, Rusanen y cols han demostrado que un mayor consumo de cajetillas
(méas de 40 cigarrillos/dia) duplica el riesgo de demencia, EA y DV, frente a los que
nunca han fumado **. Nosotros hemos encontrado que los pacientes fumadores y
exfumadores con DV consumian un mayor niumero de cajetillas frente a aquellos con

EA y sin demencia (p=0,023).

La variable “enolismo”, en nuestro estudio, se refiri6 a una ingesta etilica diaria
> 40 g/dia, y no a un consumo ligero-moderado de alcohol. Teniendo en cuenta esta
definicion, el abuso de alcohol fue significativamente mayor en el grupo con DV
(17,3%) y, en menor medida, en la EA (7,5%) en comparacion con el grupo control
(4%) (p<0,0001). El alcohol etilico es una neurotoxina y, por lo tanto, el abuso crénico
del mismo puede ocasionar demencia. El bajo porcentaje de etilismo en el grupo con
EA puede explicarse por el predominio del sexo femenino en este grupo. De hecho, de
modo similar a lo que sucedia con el tabaquismo, de un total de 43 sujetos con
antecedente de etilismo, solo uno era una mujer. En cambio, no observamos diferencias

significativas en cuanto al abuso de alcohol segun el subtipo de DV (p=0,613).

Las comparaciones entre los estudios que valoran el consumo de alcohol y el
riesgo de demencia son dificiles debido a que estos estudios son muy heterogéneos en
cuanto a duracion del seguimiento, medicién de la ingesta de alcohol, inclusion de
abstemios reales y factores de confusion *'®. El tipo de bebida no parece importante .
Un meta-andlisis de 23 estudios longitudinales sugirié que el consumo moderado de
alcohol puede ser protector de EA (RR 0,57) pero no de DV (RR 0,82) *. Sin embargo,
un estudio de la cohorte de Rotterdam que incluyd 5.395 participantes con > 55 afios
encontré que el consumo ligero-moderado de alcohol, definido por la ingesta de 1-3

veces al dia, se asocid con menor riesgo de demencia (RR 0,58) y DV (RR 0,29) **.
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En el Nurses” Health Study también se observo que las mujeres mayores de 70
afios que consumian <15 g/dia de alcohol tenian un riesgo menor (RR 0,81) de deterioro
cognitivo a los 2 afos que las no consumidoras, mientras que el consumo de 15-30 g/dia
no producia beneficio. Asimismo, en el Cardiovascular Health Study, los sujetos
mayores de 65 anos que consumian 1-6 bebidas por semana tuvieron un riesgo menor
de demencia (OR 0,46) que los abstemios, mientras que el beneficio se perdia con el

consumo de 7-13 bebidas y el riesgo aumentaba con mas de 14 bebidas (OR 1,22) 1%,

2.2.- Evaluacion de la comorbilidad asociada a demencia.

El analisis de las diferencias en la comorbilidad entre los distintos tipos de
demencia, centrandonos en la comorbilidad vascular, pues los pacientes con patologias
sistémicas como tumores o enfermedades inflamatorias cronicas o con enfermedades
concomitantes neuroldgicas o no neuroldgicas que pudieran tener una repercusion
sustancial sobre la cognicion fueron excluidos, mostré que la obesidad fue mas
prevalente en pacientes con DV (29,3%) que en EA (12,9%) (p=0,001), no
encontrandose diferencias en funcion del subtipo de DV (p=0,800). El hecho de que la
obesidad se asocie con un mayor riesgo de resistencia a la insulina, diabetes,
hipertension, dislipemia y enfermedades vasculares, todos ellos factores de riesgo mas

frecuentes en el grupo con DV, pueden explicar este resultado.

El resto de comorbilidades médicas estudiadas también eran significativamente
mas frecuentes en los pacientes con DV, con la excepcion del sindrome de apnea del
suefio, que predominaba en el grupo con DV (4,7%) frente a la EA (1,4%), aunque no
se alcanz6 significacion estadistica (p=0,173). La presencia de patologia cardiovascular
(cardiopatia isquémica, insuficiencia cardiaca congestiva, enfermedad vascular
periférica y fibrilacion auricular), la insuficiencia renal crénica o la apnea del suefio se
han identificado como factores de riesgo independientes para DV en estudios como el

Cardiovascular Health Study (CHS) y el Honolulu-Asia Aging Study (HAAS)**'.

Asimismo, los individuos con comorbilidad vascular presentan un riesgo
incrementado de ictus, aunque los pacientes con ECV fueron excluidos del grupo con

EA en nuestro estudio.
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El 72,7% de los pacientes con DV habian tenido al menos un ictus isquémico
previo. De ellos, ademas, un 13,3% habian presentado un AIT y el 7,3% una hemorragia
intracerebral. Este porcentaje (72,7%) de ictus entre los casos con DV es superior al
62,9% de ictus referido entre 179 pacientes con DV en el ReDeGi *'° y se aproxima al
65,8% de ictus y al 32,7% de AITs reportado entre 205 pacientes con DV en un estudio
en Minessota, EEUU *!'. Tener antecedentes de ictus incrementa de 4 a 9 veces la
probabilidad de desarrollar DV, especialmente si estdn presentes otros factores de riesgo

vascular 2.

No se observaron diferencias en cuanto a la comorbilidad vascular en funcion
del subtipo de DV, salvo en las variables referentes a la historia cerebrovascular. Estos
resultados difieren de los de dos estudios europeos, que reportaron una mayor
prevalencia de patologia cardiovascular en los pacientes con DV cortical *"***  pero
coinciden con los de un tercer estudio europeo con confirmacion anatomopatologica *'.
En nuestra muestra se evidencia una mayor frecuencia de ictus isquémico (94,6% frente
a 51,3%; p<0,0001) en pacientes con DV cortical al compararlos con el grupo DV
subcortical, coincidiendo con la descripcion de Chui de que muchos pacientes con DV

subcortical nunca tienen ““ictus clinicos””’.

En la cohorte de 109 pacientes con demencia postictus (DPI) de nuestro estudio
encontramos que el déficit neurologico cuantificado mediante la NIHSS fue de 7 puntos
(8 puntos para la DV cortical y 5 puntos para la DV subcortical). La mayoria de los
estudios han descrito que la gravedad clinica del ictus se asocia con un mayor riesgo de
DPI " y en los estudios que no encontraron esta asociacion, podria existir un sesgo de
reclutamiento debido a la tasa de mortalidad mas elevada en aquellos pacientes con
déficits neurologicos graves. También por las distintas tasas de mortalidad resulta dificil
interpretar si el subtipo de ictus influye en el riesgo de DPI. En nuestro registro, la
distribucion de los grupos etiologicos de los infartos fue: 27,5% indeterminados, 26,6%
aterotrombdticos, 22,9% cardioembolicos, 18,3% lacunares y 4,6% otros. En el estudio
Framingham **, los infartos aterotromboticos, lacunares e indeterminados se asociaron a
un mayor riesgo de DPI que los infartos cardioembdlicos. En otros estudios, el riesgo de
DPI era menor en pacientes con enfermedad de pequefio vaso que en aquellos con

infartos corticales en arterias de calibre mediano-grande '3,
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Nuestros datos indican que un 37,6% de los pacientes habian tenido infartos
hemisféricos izquierdos y el 32,1%, infartos bilaterales. Las lesiones hemisféricas
izquierdas o bilaterales y los infartos multiples, entre otros hallazgos de neuroimagen, se

han asociado con DPI en al menos dos estudios '*4.

Algunos de estos resultados no son de extrafiar si tenemos en cuenta que uno de
los mayores predictores de deterioro cognitivo tras un ictus inicial es la aparicion de un
segundo ictus ***. El riesgo de DPI se ha promediado en un 10% tras un primer ictus,
dependiendo de la localizacion y del volumen de tejido lesionado y de la gravedad
clinica, como hemos comentado previamente. En personas con ictus recurrente, el
riesgo de demencia aumenta hasta el 30% *. En nuestro trabajo, un porcentaje muy
elevado (59,6%) de los pacientes con DV y antecedente de ictus presentaron ictus
recurrente, siendo este porcentaje significativamente mayor en el grupo con DV cortical
(72,9%) frente al grupo con DV subcortical (35,9%) (p<0,0001). Asimismo, se ha
sugerido que la demencia y el ictus parecen potenciarse mutuamente, ya que la propia
demencia puede propiciar un tratamiento menos intensivo de los factores de riesgo
vascular en los pacientes con ictus previo y, de este modo, favorecer la recurrencia de
ictus . No obstante, la presencia de leucoaraiosis podria actuar como un factor de

confusion ya que ésta se ha relacionado también con una mayor recurrencia de ictus ',

En un 50,7% de los 150 pacientes con DV de nuestro trabajo el diagnéstico de
DV se basa en patologia de pequenio vaso, que es un porcentaje inferior al 74% referido

entre 706 pacientes con DV en el estudio holandés de Stackenborg *°.

Al analizar la distribucion topografica de las lesiones en neuroimagen, en la
mayoria de los pacientes con DV cortical se observaron infartos de gran vaso en areas
de asociacion de la arteria cerebral media (38%) o en territorios carotideos frontera
(35%). Los infartos en territorios de la arteria cerebral posterior fueron menos
frecuentes (19%) asi como los infartos de la arteria cerebral anterior (ACA) bilateral
(8%). Estos resultados son practicamente superponibles a los de Staekenborg *, salvo

que en este ultimo los infartos de la ACA fueron anecdoticos.
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En cambio, en el grupo con DV subcortical si se observaron importantes
diferencias entre nuestro estudio y el de Staekenborg. En nuestro trabajo, un 52% de los
casos con DV subcortical presentaron lesiones de sustancia blanca (WHM) con infartos
lacunares, un 11% WHM y un 9% infartos lacunares de forma aislada, mientras que los
infartos talamicos se observaron en un 28% de los pacientes, pero en todos ellos se
asociaron a WHM (11%), a infartos lacunares (4%) o bien a ambos (13%). Esto
contrasta con los resultados de Stackenborg y cols, que describieron en un 40% de los
casos con DV subcortical de su serie WHM, en un 6% infartos lacunares y en un 9%
lesiones taldmicas de forma aislada. Estos autores encontraron una combinacion de
distintas formas de enfermedad de pequefio vaso en el 45% de los pacientes (un 9%
WHM con infartos lacunares, un 14% WHM con infartos talamicos, un 7% infartos

lacunares y talamicos y un 15% WHM con infartos lacunares y talamicos) *°.

Diversos estudios clinicopatologicos también han demostrado una mayor

prevalencia de DV subcortical frente a DV cortical "***!.

Por lo tanto, el volumen lesional como medida aislada tiene poca utilidad para
predecir la existencia de deterioro cognitivo. A pesar de que Tomlinson establecio que
aparece demencia cuando el volumen del infarto sobrepasa los 100 ml, se ha
demostrado que tal umbral es variable y puede aparecer demencia con volumenes de
infarto mucho menores **”°. Es posible que la topografia de las lesiones vasculares
también juegue un papel, ya que la evolucion a demencia es mas probable cuando los
infartos se localizan en regiones como el tdlamo, el giro angular o los ganglios basales.
Sin embargo, los factores regionales no estan definidos claramente y, como hemos visto
en nuestro trabajo, diversos infartos regionales corticales y subcorticales se asocian a
demencia. Por ello, otros autores defienden que la propia isquemia cerebral
desencadenaria el compromiso de la barrera hematoencefilica (BHE), reacciones
inflamatorias, estrés oxidativo, apoptosis y fendmenos de diasquisis y dafo neuronal a
distancia que explicarian la aparicion de demencia **”'. Esta hipétesis fue revisada en el
Capitulo 1 al explicar la fisiopatologia de la DV y en ella nos basamos para seleccionar
los genes estudiados en la presente tesis, cuya relevancia discutiremos mas adelante. Por
ultimo, otros factores que pueden determinar la aparicion de demencia tras un infarto

son la reserva cognitiva y patologias coexistentes, como hemos comentado previamente.
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2.3.- Analisis de las caracteristicas clinicas de la demencia.

En nuestro trabajo, la homogeneidad entre los distintos grupos en cuanto al
tiempo transcurrido desde el inicio de la demencia, entorno a los 4 afios, aporta una
mayor validez a los resultados obtenidos al comparar el rendimiento cognitivo, el nivel
funcional y la sintomatologia psicopatologica de las distintas demencias. La gravedad
de las demencias fue evaluada mediante la Clinical Dementia Rating (CDR): un 33%
del total de casos se encontraban en fase leve, el 38,7% en moderada y un 28,3% en

grave, no evidenciandose diferencias significativas entre grupos.

Para valorar el rendimiento cognitivo se utiliz6 el MMSE, un test muy
difundido, breve, facil de aplicar, carente de efecto de aprendizaje, que posee también
algunas carencias, ya que apenas evalua la memoria semadntica, las funciones
visuoespaciales y las funciones ejecutivas. En nuestra investigacion no observamos
diferencias significativas en la puntuacion total del MMSE entre los pacientes con DV y
aquellos con EA (p=0,586), ni por subtipos de DV (p=0,065) —coincidiendo con el
estudio holandés de Stackenborg *”— En un estudio sueco publicado en 1998 por
440

Agiiero-Torres y cols

2,75 (95% IC -3,32 a -2,18, n=51) y para DV de -1,75 (95% IC -2,67 a -0,85, n=19),

, se reportd una tasa anual de cambio en el MMSE para EA de

que supone un declive cognitivo mayor al observado en nuestro grupo con EA y similar
al descrito en el grupo con DV, en los que hemos encontrado una puntuacion en el
MMSE de 15 para EA y 16 para DV —15 para DV cortical y 18 para DV subcortical—-
tras 4 afios de evolucion de la enfermedad. El hecho de que un 79,6% de nuestros
pacientes con EA recibieran tratamiento con firmacos inhibidores de la colinesterasa
y/o memantina y ninguno en el estudio sueco referido puede explicar estas
discrepancias. En cambio, otros factores como el comienzo presenil, la afectacion
neocortical precoz o los sintomas psicoticos, pueden favorecer una evolucidn mas
rapida de la enfermedad *'. Ademas, existe una gran variabilidad interindividual en la
evolucion para EA y DV. Doody y cols estimaron que en EA existirian tres grupos
segun la rapidez de la evolucion del declive cognitivo: lenta en el 33%, intermedia en el
46% vy rapida en el 20% de los enfermos ***. Los pacientes con DV cortical suelen
presentar un deterioro escalonado y fluctuante de las funciones cognitivas, mientras que

en la DV subcortical el declive suele ser gradual y progresivo .
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De acuerdo con estudios previos, encontramos peores puntuaciones en el MMSE
en el recuerdo diferido en los pacientes con EA frente a aquellos con DV y en el
lenguaje en los casos con DV cortical frente a aquellos con DV subcortical %, La
heterogeneidad de la enfermedad cerebrovascular (ictus que difieren en localizacion,

tamafio y numero) dificulta el establecimiento de un patrén cognitivo unico para la DV.

En nuestro estudio se administraron la escala de Lawton y el indice de Barthel,
que proporcionan una valoracion del grado de dependencia. A diferencia del trabajo de
Gure y cols, que encontraron una mayor afectacion de las actividades de la vida diaria
en los pacientes con DV frente a aquellos con EA **, no hemos observado diferencias
significativas entre ambos grupos. Por subtipos de DV, hay que sefialar una mayor

afectacion de las actividades instrumentales y basicas de la vida diaria en la DV cortical.

Por otra parte, nuestro trabajo confirma que los sintomas neuropsiquiatricos son
muy frecuentes en pacientes con demencia, con independencia del tipo de demencia.
Coincidiendo con articulos previos, nuestros datos muestran minimas diferencias en la
prevalencia de clinica neuropsiquiatrica, definida como la presencia de al menos un
sintoma clinicamente significativo (con puntuaciéon en el Inventario Neuropsiquiatrico
NPI >4), entre DV (97,3%) y EA (92,5%) ***¢ y por subtipo de DV (98,6% en DV
cortical y 96,1% en DV subcortical) *’. La elevada frecuencia de presentacion de estas
manifestaciones no cognitivas ha hecho que se conozcan con el término genérico de
sintomas conductuales y psicolégicos en las demencias (SCPD). Los SCPD mas
frecuentes en el grupo con DV fueron trastornos del suefio, labilidad emocional,
depresion, apatia y agitacion; y en el grupo con EA, trastornos del suefio, depresion,
labilidad, agitacion y ansiedad, por este orden. La bibliografia revisada coincide en gran
parte con estos resultados *****. A pesar de que algunos autores apuntan a que, en su
conjunto, los SCPD son maés intensos y severos en la DV que en la EA *°, nosotros

hallamos puntuaciones totales en el NPI similares entre ambos grupos.

Si bien algunos estudios no encuentran perfiles neuropsiquiatricos diferenciados
entre los pacientes con DV y EA ***8 en nuestro trabajo la euforia y la labilidad
emocional son particularmente mas frecuentes y persistentes en los pacientes con DV al

compararlos con los que sufren EA.
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La labilidad emocional, la apatia y la depresion forman parte de los rasgos
clinicos que caracterizan a la DV ¥ segun el grupo que defini6 los criterios NINDS-
AIREN para su diagnostico. De hecho, la apatia también se vio con mayor frecuencia en
nuestros pacientes con DV frente a aquellos con EA, aunque esta diferencia no alcanzo
significacion estadistica. La labilidad y la apatia se atribuyen a la disrupcion de circuitos
corticosubcorticales que involucran a los ganglios basales, tdlamo y loébulos frontales,
que estan preservados durante mas tiempo en una demencia cortical como la EA *7. Por
el contrario, la conducta motora sin fin se da con mas frecuencia en la EA, coincidiendo
con Chen, que afirma que la conducta motora andmala es la caracteristica clinica que
distingue a la EA de la DV en todos los estadios de la enfermedad **. Este sintoma se
correlaciona en la EA con la afectacion dorsal del giro cingulado anterior y de la corteza
premotora izquierda **°. Nuestros datos indican que los delirios y alucinaciones, la
agitacion, la labilidad y los trastornos del suefio son frecuentes en las fases avanzadas de
DV y EA, asi como la desinhibicién y los trastornos del apetito, que son especialmente
frecuentes en las fases avanzadas de la DV. La mayoria de las investigaciones no han
mostrado diferencias en los SCPD entre DV y EA en estadios avanzados ***. La
alteracion de los sistemas colinérgico, serotoninérgico, noradrenérgico y dopaminérgico

puede jugar un papel importante en el desarrollo de estos sintomas en ambas demencias.

A8 - observamos una

Dentro de la DV, en coincidencia con otros estudios
mayor tendencia a sintomas emocionales (depresion o apatia) en DV subcortical y a
trastornos conductuales (agitacion y desinhibicion) en DV cortical, aunque solo se
evidenciaron diferencias estadisticamente significativas para la desinhibicion. Los
trastornos del suefio son menos frecuentes en las fases avanzadas de la DV subcortical,

448,

concordando con la mayor prevalencia en DV cortical descrita por Fuh y cols **y la

labilidad emocional se incrementa especialmente con la progresion de la DV cortical.

La existencia de datos contradictorios en distintos estudios puede atribuirse a
que la DV se debe a un conjunto variado de patologias; a la diversidad de instrumentos
diagnosticos usados para evaluar los SCPD; a que la informacién en muchos casos se
obtiene de los cuidadores y puede ser poco fiable, y a que los estudios iniciales se

444,446,449

llevaron a cabo con muestras pequefias y con casos no apareados en cuanto al

nivel de deterioro cognitivo.
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Es muy importante el reconocimiento de los SCPN, puesto que aumentan la
morbilidad del trastorno cognitivo, la carga de los cuidadores y el riesgo de
institucionalizacion, cuando son sintomas potencialmente tratables con farmacos y/o

con medidas conductuales.

3.- Estudio genético.
3.1.- Aspectos generales.

En la introduccion hicimos referencia a los dos grandes tipos de estudios para
investigar los genes responsables de patologias frecuentes como la demencia: los
estudios de gen candidato y los que exploran todo el genoma, conocidos como estudios
de genotipado masivo o GWAs (Genome Wide Association studies). Los estudios de
asociacion en casos y controles como el nuestro se incluyen dentro de la primera
categoria y comparan la frecuencia de los alelos o genotipos de un polimorfismo en
ambos grupos. Tienen la ventaja de que son baratos, exigen poco tiempo en su ejecucion
y tienen poder estadistico suficiente para detectar variantes de baja penetrancia, por lo
que han sido y aun son la estrategia mas empleada para caracterizar la aportacion de uno
o varios genes a una enfermedad. Estos estudios son adecuados cuando se tiene una
hipdtesis biologica o para establecer las variantes genéticas que subyacen a las

patologias complejas o poligénicas *”/, como es nuestro caso.

La critica que se hace a los estudios de asociacion en casos y controles es que
con frecuencia sus resultados no pueden ser replicados y las asociaciones que se
observan son, por lo tanto, espureas. Se ha sefialado el pequeiio tamafio muestral como
la principal causa de estas discrepancias, dado que la mayoria de los estudios incluyen
entre 100 y 500 sujetos y, por lo tanto, carecen de poder estadistico suficiente. Esto ha
tratado de solventarse con la realizacion de meta-andlisis que incluyen todos los
estudios publicados para un determinado SNP, aumentando asi el tamafo muestral y la
consistencia de los resultados. Pero ademas, estos analisis sistematicos han puesto de
manifiesto que los diferentes resultados vertidos por unos y otros estudios obedecen en
muchos casos a que se han realizado en individuos de etnias diferentes, sugiriendo que
los polimorfismos que modifican el riesgo de un tipo de demencia en un grupo étnico

podrian carecer de significado en otro **'#2,
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También se ha observado que en muchos de estos estudios, los grupos caso y
control no son comparables para factores que pueden ser muy relevantes en el desarrollo
de una patologia concreta, como la edad, sexo, etcétera, de modo que las diferencias
observadas entre uno y otro grupo no guardan relacion con la enfermedad sino con estas

otras variables, lo que hace que los estudios sean dificilmente reproductibles *',

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. Con la misma finalidad, se llevo a
cabo un analisis multivariante del riesgo de EA asociado al alelo y a los genotipos del

polimorfismo eNOS G894T para la hipertension arterial.

Ademas, para poder conocer si el grupo control era representativo de la
distribucidn de sujetos sin demencia dentro de la poblacion general, se realizo el estudio
de equilibrio de poblaciones de Hardy-Weinberg que nos permitidé comprobar la
representatividad del grupo respecto de la poblacién general sin demencia y que por

tanto da validez a los resultados obtenidos.

3.2.- Analisis de los polimorfismos —460 C>T y —2578 A>C del gen del
factor de crecimiento endotelial vascular A.

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) desempefia un papel

fundamental en la angiogénesis y la permeabilidad vascular '**

. Ademas, esta citoquina
inducible por hipoxia actlia como molécula sefializadora en el sistema nervioso central
y, de este modo, juega un importante papel en supervivencia neuronal, neuroproteccion,
regeneracion, crecimiento, diferenciacion y regeneracion axonal "', Su expresion
estd regulada por varios factores incluyendo estrogenos, factores de crecimiento,
citoquinas, estimulos isquémicos e inflamatorios, que a menudo acompafian al proceso
neurodegenerativo '*'™. En la EA, se sobreexpresa VEGF en neuronas y astrocitos del
cortex temporal, hipocampo y cortex entorrinal, asi como alrededor de los vasos
cerebrales, lo que sugiere la puesta en marcha de mecanismos reguladores
compensatorios del proceso neurodegenerativo '**?%; aunque el secuestro de VEGF en
las placas de amiloide cerebrales podria reducir la cantidad de VEGF local disponible

para ejercer sus acciones neuroprotectora y angiogénica *°'%,
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Por otra parte, se ha descrito un alto nivel de VEGF en LCR de pacientes con
DV " Se ha sugerido que los niveles elevados de VEGF pueden ejercer efectos
deletéreos en las primeras 24 horas tras un ictus y beneficiosos en fases

132,177

posteriores , en las que la expresion de VEGF no solo se restringe a areas

isquémicas sino que también se encuentra en regiones corticales remotas '"*'”

El gen VEGF presenta varios polimorfismos de relevancia bioldgica. En nuestro
estudio nos hemos centrado en dos polimorfismos del gen localizados en la region
promotora: VEGFA —460 C>T (rs833061) y —2578 A>C (rs699947). El polimorfismo
VEGFA -2578 A>C se piensa que afecta a la concentracion de VEGF en plasma. Los
haplotipos AAG y AGG (-2578 A>C, 1154 G>A y 634 G>C) se relacionan con una
reduccion en la transcripcion del 41% y 30% respectivamente **’. En cambio, no hemos
encontrado estudios consistentes acerca de la relacion entre el polimorfismo VEGFA
—460 C>T y los niveles plasmaticos de VEGFA. Estos polimorfismos se han
relacionado con una amplia variedad de enfermedades, incluyendo cancer, artritis,
diabetes tipo 1, aterosclerosis y enfermedad cardiovascular ***2*7%, Respecto al ictus
isquémico, los estudios se han limitado a poblacién asiatica y han mostrado resultados
contradictorios. En un estudio chino **, los sujetos portadores del haplotipo ACC en
—1154G>A, +936C>T y —2578A>C tenian un riesgo menor de desarrollar ictus,
mientras que en un estudio coreano ** los alelos -2578C y +936T se relacionaron con la

oclusion trombdtica multiple de pequetios vasos.

Se han publicado diversos estudios tratando de establecer una posible asociacion
entre el polimorfismo VEGFA -2578 A>C y el riesgo de desarrollar EA, con resultados
también contrapuestos. El genotipo AA se ha asociado con un mayor riesgo de
desarrollar EA en tres estudios de casos y controles en poblaciones italiana y tunecina,
pero otros cuatro estudios en poblaciones sueca, francesa, espaiola y china no han
reproducido estos hallazgos ****, He y cols realizaron un meta-analisis basado en todos
estos estudios, que incluia 2731 individuos con EA segun los criterios NINDS-ADRA y
2442 controles, no encontrando diferencias significativas entre el polimorfismo VEGFA
—2578A>C y el riesgo de EA en ningiin modelo genético (A vs C, OR =1.08, 1C95%
0.94-1.23; AA vs CC, OR =1.19, IC95% 0.89—1.59; AA vs CC+CA, OR =1.15, 1C95%
0.91-1.45; y AA+CA vs CC, OR =1.11, IC95% 0.98-1.25) **.

239



Capitulo 5. DISCUSION

La discrepancia encontrada entre los estudios nos hace pensar que la variabilidad
de las frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos del gen VEGFA entre
distintas poblaciones puede jugar un papel importante. De hecho, Park y cols
compararon los datos de distintos estudios en poblaciones sanas, hallando que la
frecuencia del alelo VEGFA -25784 era del 0.378 al 0.504 en caucasicos y del 0.276 al
0.280 en asiaticos ***. Por ello, en el meta-analisis de He y cols se realizaron analisis por

subgrupos étnicos, sin objetivarse diferencias significativas >,

En dos de los tres estudios positivos se ha observado que la relacion entre el
genotipo AA del polimorfismo VEGFA -2578A>C y el riesgo de desarrollar EA se
limitaria a los individuos portadores del alelo €4 del gen ApoE ***° mientras que en el
tercer estudio no se ha investigado el gen ApoE *’. Por otra parte, Chapuis y cols no han
encontrado una asociacion entre este polimorfismo y la gravedad de lesiones vasculares
cerebrales (arterioesclerosis, leucoaraiosis o angiopatia amiloide cerebral) tras un
estudio anatomopatologico de 114 pacientes con EA **. Ademas, Bo y cols han descrito
resultados contradictorios sobre los niveles plasmaticos de VEGF en los pacientes con

EA, también con independencia de los genotipos VEGFA **,

En el meta-analisis de He y cols tampoco se pudo establecer una relacion entre
la presencia de EA y otro polimorfismo del gen VEGFA, —1154G>A **. Revisando la
bibliografia disponible, no hemos encontrado ningtn estudio en que se haya relacionado

el polimorfismo VEGFA —460 C>T y la EA.

En la poblacion incluida en nuestro trabajo obtuvimos resultados idénticos para
los dos polimorfismos del gen VEGFA analizados. Por lo tanto, la correlacion
(desequilibrio de ligamiento) entre los polimorfismos —460C>T y —2578A>C es muy

alta, coincidiendo con los hallazgos de estudios previos *©.

En los estudios de regresion logistica observamos que el ser portador del
genotipo TT para VEGFA —460C>T o el ser portador del genotipo CC para VEGFA
—2578A>C se relaciona con la EA. La presencia del genotipo — 4607T multiplica por
2.025 las probabilidades de padecer EA, siendo este resultado significativo (IC95%
1.054-3.891; p=0.034) e idéntico al observado con el genotipo — 2578CC.
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Asimismo, el ser portador del alelo T en el polimorfismo VEGFA —460C>T o el
ser portador del alelo C en el polimorfismo VEGFA —2578A>C se relaciona con el
hecho de tener EA ya que la presencia del alelo — 4607 o la presencia del alelo — 2578C
multiplican por 1.41 la probabilidad de tener EA con resultados significativos (IC95%
1.023-1.956; p=0.036).

Cuando se analizan los individuos de edad menor o igual a 80 afios, ninguno de
los polimorfismos del gen VEGFA analizados constituye una variable de riesgo de
desarrollar EA (p=0.522). En cambio, cuando se estudia al grupo de individuos mayores
de 80 afios, en el analisis de regresion logistica, el ser portador de los genotipos VEGFA
—460CC y —25784A4 (OR=0.366, IC95% 0.145-0.924; p=0,033) asi como el ser portador
de los alelos VEGFA —460C y —25784 (OR=0.625, 1C95% 0.397-0.983; p=0,042)

puede actuar como un factor protector frente a la EA para este grupo de edad.

Por lo tanto, los resultados de nuestro estudio son contrapuestos a los de estudios
previos ***_ Asi, Bo y cols 7! han reportado una mayor frecuencia del alelo VEGFA
—25784 en individuos longevos y en aquellos con EA, mientras que nuestro estudio
sugiere que este alelo actuaria como un factor protector frente a la EA en mayores de 80
afios. La heterogeneidad genética podria explicar el diferente impacto de las variantes
VEGFA sobre el riesgo de desarrollar la enfermedad. Recordemos que una situacion
similar tenia lugar al analizar los resultados de las investigaciones sobre el polimorfismo
—2578A>C en el ictus isquémico *****. Asimismo, en la regulacion de VEGFA pueden
estar implicados también otros mecanismos genéticos y no genéticos que deben ser
investigados, ya que la modulacion de la expresion de VEGFA representa un

mecanismo potencial asociado al riesgo de EA especialmente a edades avanzadas *2,

Por otra parte, solo un estudio hasta la fecha ha investigado la relacion entre DV
y los polimorfismos del gen VEGFA. Kim y cols analizaron tres polimorfismos del gen
VEGFA (G-1154A, C-7T y C13553T) en 207 pacientes con DV segln los criterios
DSM-IV y NINDS-AIREN y 207 sujetos controles coreanos. A pesar de que las
variantes de las secuencias individuales no mostraron ninguna asociacion significativa
con DV, se descubrieron sus efectos interactivos. El haplotipo GTC en G-1154A, C-7T

y C13553T mostro la asociacion mas significativa con una OR de 1,87 (P<0.05) >,
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Sin embargo, en nuestro estudio no hemos encontrado evidencias de asociacion
de los polimorfismos VEGFA —460 C>T y —2578 A>C con susceptibilidad al desarrollo
de DV, lo que sugiere que estas variantes no parecen importantes en la predisposicion a
DV en la poblacion estudiada en nuestro trabajo. Tampoco se ha podido establecer una
relacion entre la presencia de DV cortical o DV subcortical y alguno de los genotipos

del gen a estudio.

3.3.- Analisis del polimorfismo —604A>G del gen del receptor del factor

de crecimiento endotelial vascular.

VEGF se une a dos receptores tirosina quinasa: VEGFR1 (también denominado
Flt-1) y VEGFR2, también denominado receptor de dominio quinasa/quinasa hepatica
fetal 1 (KDR). En las células endoteliales y en las células progenitoras endoteliales,
VEGFR?2 es el principal receptor para VEGF. La unién de VEGF activa la fosforilacion
de residuos de tirosina especificos en el dominio intracelular de VEGFR2 permitiendo
la activaciéon de multiples cascadas de sefalizacion, que afectan a la angiogénesis,
supervivencia, proliferacion y migracion endotelial '**'**, Por tanto, la disminucién de la
funcion de VEGFR2 puede jugar un papel critico en el desarrollo de enfermedades
vasculares. En la EA, Patel y cols demostraron que AB1-42 soluble puede unirse a

VEGFR2 y asi impedir la union de VEGF con su receptor *.

La variante —604A>G (1rs2071559) del gen VEGFR2 se localiza en la region
promotora y estudios funcionales sugieren que podria afectar la unidon del factor
transcripcional E2F (implicado en la regulacion del ciclo celular, interactuando con la
proteina Rb p107) a la region, reduciendo un 68% la expresion de VEGFR2 ***. Un
estudio japonés reportd que el polimorfismo VEGFR2 —604A>G no se relaciona con el
desarrollo de lesiones coronarias en la enfermedad de Kawasaki **. Sin embargo, Wang
y cols han descrito en 1043 pacientes con enfermedad arterial coronaria y 1640
controles chinos que la variante —604G confiere un riesgo 1.37-1.40 mayor de
enfermedad arterial coronaria, al igual que sucede con las variantes de los
polimorfismos VEGFR2 +1192G>A y +1719A>T, lo que indica que la disminucion de
la actividad de la ruta VEGF-VEFR2 debido al polimorfismo del gen VEGFR2 puede

incrementar el riesgo de aterotrombosis en las arterias coronarias ***.
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Recientes estudios de casos y controles en poblacion asidtica han encontrado una
asociacion significativa entre polimorfismos del gen VEGFR2 y el riesgo de ictus. Oh'y
cols ¥, estudiaron tres polimorfismos del gen VEGR2 (-604A>G, +1192G>A,
+1719A>T) en 501 pacientes con ictus isquémico y 478 controles coreanos y
observaron que los individuos con el alelo +/7/97T tenian un mayor riesgo de ictus
isquémico (TT vs AA: OR=1.90, 1C95%:1.29-2.81, p=0.001) y, en el andlisis por
subgrupos, de enfermedad de pequenio vaso (TT vs. AA: OR=1.91, 1C95%:1.11-3.29,
p=0.02). Aunque las variantes de —604A>G y +1192G>A no se asociaron a ictus
isquémico, los haplotipos GGT, GAT y GGT de —604A>G, +1192G>A, +1719A>T

incrementaron el riesgo de ictus isquémico.

En otro estudio chino sobre 1849 pacientes con ictus y 1798 controles >, el alelo
+11924 no solo se asociaba con mayor susceptibilidad a padecer un ictus,
especialmente hemorragico (OR=2.06, [C95%:1.64-2.59, p<0,0001), sino que también
era un factor pronodstico de recurrencia del ictus (OR=1.40, IC95%:1.12-1.75, p=0.003),
a diferencia del alelo —604G, que parecia ejercer una funcion protectora frente al ictus
aterotrombdtico (OR=0.82, 1C95%:0.71-0.93, p=0.003) y a la recurrencia de ictus
(OR=0.71, 1C95%:0.58-0.89, p=0.002). En cambio, recientemente Han y cols *** han
descrito en 383 pacientes con infarto cerebral silente y 387 controles coreanos un mayor
riesgo de infarto cerebral silente en varones (OR=1.596, 1C95%:1.018-2.503, p=0.042)
y en menores de 65 anos de edad (OR=1.515, 1C95%:1.003-2.289, p=0.048) portadores
del alelo —604G.

Las variantes genéticas de VEGFR2 pueden inhibir la sefalizacion VEGF-
VEGFR2 pero con distintas consecuencias sobre los diversos tipos de infartos
cerebrales. Ello es debido a que el sistema VEGF-VEGFR2 puede jugar un papel
positivo al incrementar la angiogénesis fisiologica o un papel negativo al contribuir a la

%% Algunos estudios han mostrado un efecto positivo del alelo

angiogénesis patologica
-604G sobre el ictus isquémico al disminuir la sefalizacion VEGF-VEGFR2,
reduciendo la neovascularizacion y retrasando el crecimiento de la placa ateromatosa .
Al contrario, Han y cols revelaron un efecto negativo del alelo -604G sobre los infartos
cerebrales silentes al causar una proliferacion endotelial deficiente y un crecimiento de

los vasos sanguineos andmalo, asi como un aumento de la disfuncion endotelial >,
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Se ha propuesto que la sefializacion VEGF-VEGFR2 media predominantemente
los efectos vasculares positivos y que la disminucién de éstos debido a una baja
actividad de VEGFR2 se correlaciona con el desarrollo de enfermedades vasculares
isquémicas ******** A pesar de que una reduccion de la funcion de VEGFR2 podria

inhibir la aterosclerosis, el efecto negativo sobre la integridad endotelial es atin mayor.

Revisando la bibliografia disponible, no hemos encontrado ningun estudio en
que se hayan relacionado las posibles variaciones en los genotipos del polimorfismo
VEGR2 -604A>G y la EA, resultados que han sido negativos para nuestro estudio,

incluido el subanalisis por edades.

En nuestro trabajo, en el grupo con DV se observa una mayor proporcion de
genotipo GG del polimorfismo VEGR2 —604A>G (33,3% vs 20%) vy, en el grupo de
controles, una mayor proporcion de genotipo AA (25,3% vs 24,7%) (p=0,023). Al
realizar un andlisis de regresion logistica, se confirma que el ser portador del genotipo
VEGR2 -604AA tiene un efecto protector para la DV (OR=0.480, 1C95%:0.271-0.851,
p=0.012) con independencia de la edad y del género.

Por subtipos de DV, no hemos encontrado evidencias de asociacion del
polimorfismo VEGR2 —-604A>G con susceptibilidad al desarrollo de DV cortical
(p=0.198). En cambio, hemos observado una mayor proporcion del genotipo -604GG en
la DV subcortical (40.8% vs 20%) y en el grupo de controles una mayor proporcion de
genotipo -6044A4 (25,3% vs 17,1%) (p=0.004). Estas diferencias significativas se
mantienen en el andlisis por alelos (p=0.004) y en los modelos codominante (GG vs
AA: OR=2.908, 1C95%:1.277-6.625, p=0.011) y recesivo (AG-AA vs GG: OR=0.376,
1C95%: 0.201-0.701, p=0.002). Es decir, el hecho de ser portador del genotipo GG
constituye un factor de riesgo para la DV subcortical, mientras que en sentido contrario

el genotipo homocigoto AA puede actuar con un factor protector.

También hemos hallado diferencias significativas entre DV subcortical y DV
cortical y entre DV subcortical y EA para este polimorfismo. No hemos encontrado en
la bibliografia ningtn estudio referido al polimorfismo VEGR2 —604A>G en la DV, por

lo que no es posible comparar nuestros resultados con otros publicados previamente.
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Sin embargo, nuestros datos indican de forma indirecta la mayor relacion del
polimorfismo VEGR2 —-604A>G con la enfermedad de pequefio vaso y los infartos
cerebrales silentes propios de la DV subcortical, frente a los infartos corticales de
arterias cerebrales de calibre mediano-grande caracteristicos de la DV cortical,

coincidiendo con los hallazgos de los estudios llevados a cabo hasta la fecha en ictus.

3.4.- Analisis del polimorfismo 894G>T del gen de la sintasa del 6xido

nitrico endotelial.

El 6xido nitrico (NO) se sintetiza por la conversion de L-arginina a L-citrulina
por la 6xido nitrico sintasa (NOS). Existen tres isoformas de NOS en el cerebro: la
neuronal (nNOS o NOSI), la inducible (iNOS o NOS2) y la endotelial (eNOS o NOS3).
El NO derivado del endotelio puede ejercer un papel protector al activar la via
NO/cGMP: regula el flujo sanguineo cerebral por su accion vasodilatadora y posee
efectos antiinflamatorios, antitromboticos y antiproliferativos *>. Como contraste, la
pérdida de eNOS favorece la agregacion plaquetaria, la proliferacion de células de la
musculatura vascular lisa, la adhesion leucocitaria al endotelio y el incremento de la
tension arterial; asimismo, puede reducir el aporte de sangre y oxigeno cerebral y, como
consecuencia, disminuir la resistencia neuronal a la isquemia ****'°. Sin embargo, el NO
también puede ejercer efectos deletéreos cuando es producido en grandes cantidades, al
activar la ruta NO/O,7ONOO™ que conlleva muerte neuronal y disfuncion endotelial de
la microvasculatura cerebral mediante estrés nitrosidativo *'***2, En el cerebro normal
este desequilibrio entre el NO protector y el estrés nitrosidativo citotdéxico es
compensado por la superoxido dismutasa y otros antioxidantes; en DV y EA estos
mecanismos defensivos parecen ser insuficientes. En la EA se ha demostrado ademas
que AP puede estimular la produccién de NO por NOS en el hipocampo, y este proceso

aumenta aun mas los niveles de ONOO™ citotoxico 2.

El polimorfismo 894G>T (rs1799983) del gen NOS3 produce un cambio
Glu298Asp en la proteina. Algunos estudios muestran que la proteina eNOS que
presenta el aminoacido Asp en la posicion 298 sufre una metabolizacién mas rapida que
aquella que en su lugar presenta el aminoacido Glu y, ademas, se producen cambios en

la estructura primaria de la proteina que podrian alterar la funcionalidad de la enzima’%.
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La eNOS necesita dimerizar consigo misma para ejercer su actividad catalitica,
por lo tanto, estas variaciones genéticas que producen cambios en la proteina pueden

alterar la formacion de estos homodimeros y modificar la actividad de la enzima *%.

Se han publicado multiples estudios tratando de establecer una posible relacion
entre el polimorfismo 894G>T del gen NOS3 vy el riesgo de desarrollar hipertension
arterial (HTA), cardiopatia isquémica e ictus, con resultados contrapuestos **>". Para la
HTA, un reciente meta-analisis llevado a cabo por Niu y cols en 19284 casos con HTA
y 26003 controles encontrd que el alelo 8947 del polimorfismo 894G>T incrementa un
16% el riesgo de HTA (OR=1.16, [C95%:1.07-1.27, p=0.001), aunque esta diferencia se

%4 Cruz y cols tampoco observan

observaba unicamente en poblacion asidtica
diferencias en la distribucion de los genotipos del polimorfismo 894G>T entre 48
pacientes con HTA refractaria y 232 pacientes con HTA controlada, aunque otro
polimorfismo del gen NOS3, —786T>C se relacion6 con una mayor susceptibilidad de
padecer HTA refractaria **’. En cuanto al ictus, en un meta-analisis sobre 13 estudios de
casos y controles que incluia 3880 casos con ictus isquémico y 4190 controles, el alelo
894T se asoci6é de forma marginal con un incremento del riesgo de ictus isquémico,
aunque esta asociacion no fue significativa (OR=1.14, 95%IC:0.99-1.31) *%,

" observaron que los pacientes mayores de 75 afios

Recientemente, Morris y cols ¥’
supervivientes de un ictus homocigotos para el alelo T (Asp/Asp) del polimorfismo

894G>T tenian 3 veces mas riesgo de desarrollar demencia en un periodo de 5 afios.

En la EA, siete estudios de casos y controles apoyan la asociacion entre el
polimorfismo 894G>T del gen NOS3 y la EA esporadica de inicio tardio —incluidos
cuatro estudios caucasicos en poblaciones italiana, britanica y polaca, un estudio en
poblacién afroamericana de Estados Unidos y dos estudios asiaticos en poblacion china
e irani— y once estudios —incluidos dos espafioles— no la apoyan. En la pagina web del

Alzheimer Research Forum (http://www.alzgene.org) se analizan los datos de estos

estudios en un meta-analisis que comprende un total de 8520 casos con EA y 6767
controles. Dicho meta-analisis no confirma que el hecho de ser portador del alelo 8947
frente al alelo 894G se asocie a un mayor riesgo de desarrollar EA (OR=0.91,

1C95%:0.81-1.03) *™.
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Por subgrupos étnicos, la presencia del alelo 8947 del polimorfismo 8§94G>T
tampoco determina un mayor riesgo de EA en poblacion caucésica (OR=0.96,

1C95%:0.86-1.07) o asiatica (OR=0.81, 1C95%:0.54-1.22) 76,

Como contraste, un meta-analisis previo llevado a cabo por Akomolafe y cols,
que incluia 14 estudios de casos y controles, encontré un pequefio efecto del genotipo
894GG del polimorfismo NOS3 894G>T sobre el riesgo de EA (OR=1.15, 1C95%:0.97-
1.35), aunque también mostrd una heterogeneidad significativa de esta asociacion entre
estudios (p=0.02). Los autores destacaron que el genotipo 8§94GG tiene una elevada
prevalencia en la poblacion general (0.33 a 0.87) y, por ello, sugirieron que por si
mismo el polimorfismo 894G>T juega solo un papel modesto en el desarrollo de la EA

y probablemente interactia con otros factores *%.

Otra posible explicacion para las discrepancias entre los diversos estudios del
polimorfismo 894G>T del gen NOS3 sobre el riesgo de desarrollar EA en distintas
poblaciones puede ser el diferente origen étnico, un conocido factor de confusion en los
estudios genéticos, ya que la prevalencia de los polimorfismos de NOS3 esta
fuertemente determinada por factores étnicos. Tanus-Santos estudiaron la distribucion
de las variantes genéticas de los polimorfismos NOS3 en 305 muestras de ADN
caracterizadas étnicamente (100 caucasicas, 100 afroamericanas y 105 asiaticas). Estos
autores reportaron que la variante §947 del polimorfismo 894G>T era mas comun en las
muestras caucasicas (34.5%) que en afroamericanas (15.5%) o asiaticas (8.6%) *".

Asimismo, las frecuencias alélicas pueden variar considerablemente entre
diferentes poblaciones de una misma etnia. En las poblaciones caucésicas, la frecuencia
del alelo 894G oscila del 56% al 76.5% y, en poblaciones asiaticas, la frecuencia alélica
del 76% descrita en poblacion irani es diferente de las de otras poblaciones asidticas
como la japonesa o la china (>91%) **’.

En los estudios de regresion logistica de nuestro trabajo observamos que el ser
portador del alelo T en el polimorfismo NOS3 894G>T se relaciona con el hecho de
tener EA ya que la presencia del alelo 8947 multiplica por 1.407 la probabilidad de
tener EA con resultados significativos (IC95% 1.014-1.953; p=0.041).
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A pesar de que nuestros resultados para el polimorfismo NOS3 894G>T vy el

37646 concuerdan con el

riesgo de padecer EA contradicen a los de otros autores
hallazgo de Chrysohoou y cols, que describieron que en comparacidon con el genotipo
894GG, el genotipo 8941T se relaciona con niveles mas elevados de marcadores
inflamatorios y de estrés oxidativo tales como el fibrindgeno, leucocitos,
LDL-colesterol oxidada, homocisteina, proteina C reactiva y niveles de amiloide-A, que

a menudo acompaifian al proceso neurodegenerativo *6%.

En nuestro estudio, cuando analizamos a los individuos de edad menor o igual a
80 anos, ninguno de los alelos del polimorfismo NOS3 894G>T constituye una variable
de riesgo de desarrollar EA (p=0.770). En cambio, cuando se estudia al grupo de
individuos mayores de 80 afios, en el andlisis de regresion logistica, el ser portador del
alelo NOS3 894G (OR=0.606, 1C95% 0.379-0.971; p=0.037) puede actuar como un

factor protector frente a la EA para este grupo de edad.

Sin embargo, no hemos evidenciado una mayor susceptibilidad a desarrollar la
EA en funcion de las diferentes variantes del polimorfismo NOS3 894G>T al controlar
la variable hipertension arterial. Tampoco hemos encontrado evidencias de asociacion
del polimorfismo NOS3 894G>T con susceptibilidad al desarrollo de DV, lo que
sugiere que esta variante no parece importante en la predisposicion a DV en la
poblacion estudiada en nuestro trabajo. Tampoco se ha podido establecer una relacion
entre la presencia de DV cortical o DV subcortical y alguno de los genotipos del gen a

estudio.

3.5.- Analisis del polimorfismo Arg72Pro del gen de la proteina

supresora tumoral P53.

La proteina p53 es un factor de transcripcion que regula importantes procesos
celulares, entre ellos, la apoptosis neuronal **’. El papel de p53 en la EA se ha sugerido
por el hallazgo de una mayor inmunorreactividad de p53 en las neuronas dafiadas de
pacientes con EA. En modelos de roedores, el aumento de p53 neuronal se asocia con la
expresion citoplasmica de AP. No obstante, la contribucion de un cambio

conformacional de p53 en los pacientes con EA esta por esclarecer 2%,

248



Capitulo 5. DISCUSION

El factor de transcripcion p53 también estd implicado en la apoptosis neuronal
tras la isquemia cerebral . Mientras que la muerte celular por necrosis se localiza en
el nucleo del infarto, la muerte celular apoptdtica predomina en la periferia del infarto
(“area de penumbra”) y en las neuronas del hipocampo CA1l en el caso de isquemia
global transitoria*****. Por tanto, el incremento de p53 se correlaciona con una mayor
vulnerabilidad al dafio isquémico. La activacién de p53 en las neuronas se produce tras
el dafio del ADN iniciado por hipoxia '. p53 aumenta el nivel de proteinas que liberan

citocromo ¢ en la mitocondria y se une a proteinas antiapoptoticas de la familia Bcl-2*.

El polimorfismo Arg72Pro (rs1042522) se localiza en el codon 72 del exon 4 del
gen de la proteina tumoral 7p53 y da lugar a la sustitucion de una guanina (CGC, que
codifica prolina) por una citosina (CCC, que codifica arginina). Este cambio condiciona
que se sintetice la variante polimorfica que contiene prolina (p53-Pro) o bien la que
contiene arginina (p53-Arg), dentro del dominio rico en prolina que es esencial para la
actividad apoptotica de la proteina **'**. Se ha descrito que la variante p53-Arg tiene
una capacidad de inducir apoptosis en células en cultivo y lineas tumorales superior a la
variante p53-Pro. Por ello, varios investigadores han asociado al alelo Pro72 del
polimorfismo Arg72Pro con una mayor longevidad, alin a costa de aumentar la

susceptibilidad para diferentes tipos de cancer %

. Se ha sugerido que la mayor
longevidad en los individuos homocigotos para el alelo Pro72 se explicaria porque éstos
conservan un mayor niumero de células stem, también denominadas células madre, a
edades avanzadas y, como consecuencia, los portadores homocigotos del alelo Pro72
dispondrian de mayor capacidad de renovacion y homeostasis celular que los portadores
del alelo Arg72*”. Otros autores también han sefialado una mayor supervivencia en los
sujetos con cancer portadores del alelo Pro72%*%47°, No obstante, hay que tener en cuenta

que la frecuencia del alelo Pro72 varia con la latitud y su porcentaje oscila desde el 70%

en poblacion surafricana al 23% en poblacion europea occidental ***47°,

Los datos de la relacion del polimorfismo 4rg72Pro con la EA son escasos. En
2001, Emahazion y cols estudiaron este polimorfismo en 121 pacientes con EA de
inicio presenil y 152 controles escoceses, con resultados negativos *°. En 2003,
Rosenmann y cols analizaron a 109 pacientes con EA de inicio tardio y 111 controles

israelies, no encontrando asociacion entre el SNP Arg72Pro y el riesgo de EA *7,
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Finalmente, en 2009, Scacchi y cols llevaron a cabo un estudio de casos y
controles que incluia a 448 pacientes con EA de inicio tardio y 231 controles italianos.
Estos autores reportaron que el genotipo Pro/Pro de este polimorfismo constituia un
factor de riesgo de EA esporadica (OR=2.02, 1C95%:1-02-4.00, p=0.047). Los sujetos
sin el alelo APOE e4 portadores del alelo Pro mostraron un incremento del riesgo de EA
de inicio tardio al limite de la significacion (p=0.07). Debido a que la asociacion
sugerida del alelo Pro con la EA no concordaba con el hallazgo de que la variante
Arg72 induce mayor apoptosis que la variante Pro72, se requerian mas estudios para

confirmar el papel de la variacion de p53 en la patogenia de la EA *7.

En nuestro trabajo, en el grupo con EA se observa una mayor proporcion de
genotipo Arg/Arg del polimorfismo Tp53 Arg72Pro (68,7% vs 51,3%) y, en el grupo de
controles, una mayor proporcioén del genotipo Pro/Pro (8,7% vs 3,4%) (p=0,006). Al
realizar un analisis de regresion logistica, se confirma que el ser portador del genotipo
Pro/Pro (OR=0.263, 1C95%:0.088-0.784, p=0.017) o del alelo Pro (OR=0.500,
1C95%:0.333-0.749, p=0.001) puede actuar como factor protector para la EA.

Cuando analizamos a los individuos de edad menor o igual a 80 afios, en el
analisis de regresion logistica, se confirma el efecto protector del alelo Pro para la EA
(OR=0.535, 1C95%:0.303-0.946, p=0.032), pero en el caso del genotipo Pro/Pro este
efecto no alcanza significacion estadistica (OR=0.385, 1C95%:0,089-1.653, p=0.199).
En cambio, cuando se estudia al grupo de individuos mayores de 80 afios, el ser
portador tanto del alelo Pro (OR=0.489, 1C95%:0.279-0.856, p=0.012) como del
genotipo Pro/Pro (OR=0.177, 1C95%:0.034-0.925, p=0.040) confiere un efecto

protector frente a la EA para este grupo de edad.

No existen estudios del polimorfismo Arg72Pro del gen Tp53 en DV, aunque

recientemente, Gémez y cols **

relacionaron el genotipo Arg/Arg del polimorfismo
Arg72Pro de Tp53 con mal prondstico funcional tras un ictus isquémico o hemorragico.
Ademas, estos autores demostraron en cultivos neuronales que la variante Arg72, a
diferencia de la variante Pro72, interacta directamente con la proteina Bcl-xL
mitocondrial y activa la via apoptotica intrinseca, incrementando la vulnerabilidad a la

muerte celular apoptotica inducida por la isquemia.
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En nuestro estudio observamos que el polimorfismo Tp53 Arg72Pro se relaciona
con el desarrollo de DV, ya que la presencia del alelo Pro disminuye en un tercio (0,66)
la probabilidad de tener DV y con resultados significativos (1C95%:0.455-0.965;
p=0.032), con independencia de la edad y del género.

Por subtipos de DV, no hemos encontrado evidencias de asociacion del
polimorfismo Tp53 Arg72Pro con susceptibilidad al desarrollo de DV subcortical
(p=0.200). En cambio, hemos observado que la presencia del alelo Arg constituye un
factor de riesgo para la DV cortical (OR=1.768, 1C95%:1.072-2.916, p=0.026), mientras

que en sentido contrario el alelo Pro puede actuar con un factor protector.

4.- Limitaciones del estudio.

Podemos destacar como principal limitacion del estudio el no disponer de
confirmaciéon anatomopatologica de los diagnosticos clinicos de DV y EA. Para
disminuir la influencia de este hecho, hemos realizado el diagnostico clinico con los
criterios mas usados y validados mundialmente: criterios DSM-IV® y NINDS-AIREN®’
en el caso de la DV y criterios del National Institute on Aging y la Alzheimer's

* para la EA. Teniendo en cuenta el gran numero de estudios sin

Association
confirmacion anatomopatologica de la literatura internacional que tienen estas mismas

limitaciones, creemos que estos puntos no modifican la valoracion de los resultados.

Por otra parte, los controles no eran completamente “sanos”, ya que fueron
atendidos en Consultas de Valoracion Preanestésica para cirugias oftalmoldgicas y
traumatologicas. Ello es debido a que fuera del ambito hospitalario los sujetos declinan
en mayor numero la oferta de participar en estudios que requieren la realizacion de
pruebas de laboratorio, entre otras, con la consiguiente disminucion del tamafio
muestral. Se reclutaron controles sin enfermedades neuroldgicas o psiquiatricas,
patologia cardiovascular, enfermedades inflamatorias crénicas o tumores para evitar

factores de confusion en el analisis de los resultados.

Otras limitaciones son las propias de cualquier estudio de casos y controles que

analice polimorfismos genéticos.
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En primer lugar, nuestros resultados deben interpretarse con cautela debido al
pequefio tamafio muestral, especialmente en el analisis por subgrupos de DV. Por ello,
son necesarios nuevos estudios con un mayor tamafio muestral que corroboren estos
resultados, aunque creemos que este trabajo de tesis doctoral puede proporcionar
informacion valiosa con respecto a un “patrén de asociacion”, mas que una “causalidad
definida” entre los polimorfismos VEGFA —460C>T/-2578A>C y eNOS 894G>T y la
EA de inicio tardio, VEGFR2 —604A>G y la DV subcortical, y Tp53 Arg72Pro y la EA
y la DV cortical. En segundo lugar, nuestros resultados no pueden extrapolarse a otras
razas debido a la variabilidad interétnica en la frecuencia de los SNP y a la distinta
prevalencia de los subtipos de demencia entre poblaciones caucésicas y asiaticas, siendo

necesarios nuevos estudios en otros grupos €tnicos.

5.- Directrices para futuros estudios.

Los resultados de nuestro trabajo sugieren que los polimorfismos relacionados
con la funcién endotelial y la muerte celular pueden variar, al menos en parte, la
susceptibilidad al riesgo de padecer demencia. Por lo tanto, las proteinas codificadas por
los genes VEGFA, eNOS y Tp53 deberian ser consideradas como posibles dianas
moleculares en el desarrollo de nuevas aproximaciones terapéuticas en la enfermedad de
Alzheimer. De modo similar, las proteinas codificadas por los genes VEGFR-2 y Tp53
deberian tenerse en cuenta en futuras investigaciones sobre la prevencion y el

tratamiento de la demencia vascular.
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. Nuestros resultados confirman que los factores de riesgo vascular influyen de
forma significativa en el desarrollo de demencia vascular; por lo tanto, es
fundamental un adecuado control de los mismos para prevenir la aparicion de

este tipo de demencia.

. La diferenciacion entre demencia vascular (y sus subtipos) y enfermedad de
Alzheimer resulta dificil si nos basamos en las caracteristicas del perfil

cognitivo, funcional y neuropsiquiatrico de la demencia de forma exclusiva.

. En nuestro trabajo, los polimorfismos relacionados con la funcidén endotelial
VEGFA —460C>T, VEGFA -2578A>C y eNOS 894G>T se asocian con el
desarrollo de enfermedad de Alzheimer en mayores de 80 afios. Es posible que
VEGFA y eNOS modulen otros factores de riesgo, retrasando la aparicion de la

enfermedad de Alzheimer.

. El genotipo GG del polimorfismo VEGFR2 —604A>G es mas frecuente en el
grupo de pacientes con Demencia Vascular Subcortical que en los controles de
nuestra serie, lo que sugiere que la presencia de este genotipo podria ser un
factor de riesgo para el desarrollo de demencia relacionada con la enfermedad de

los vasos pequetios cerebrales.

. En nuestra serie, el ser portador del alelo Pro en el codon 72 del gen TP53
disminuye la susceptibilidad a desarrollar enfermedad de Alzheimer, mientras
que ser portador del alelo Arg favorece el desarrollo de Demencia Vascular
Cortical, y ello sucede independientemente de la edad y del género. Estos
resultados confirman la importancia de los mecanismos de apoptosis en el
desarrollo de los diferentes tipos de demencia y abren la via al empleo de
farmacos reguladores de apoptosis en la prevencién y tratamiento de estas

enfermedades.
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Anexo 1. 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 extraccion de ADN 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

codigo.

En este estudio no se precisa la administracion de ningin medicamento extra
(aparte de los indicados por los médicos habituales de cada paciente), ni existen riesgos

de efectos secundarios, excepto los propios de una puncion venosa antecubital.

O en caso de tener asignado representante legal:

DN, , como

Informado/a del alcance de la prueba, doy mi conformidad para su realizacion,

otorgando permiso para la utilizacion cientifica de los datos, respetando la
confidencialidad y conservado el derecho de interrumpir mi colaboraciéon en el

momento que lo deseara.

Firma del investigador: Firma del paciente (o del representante

Dra. Raquel Manso Calderon legal)

FdO: oo, FdO: oo,
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Anexo II. Protocolo de recogida de datos (pagina 1)

FECHA INGRESO ESTUDIO: _ /_/
PROCEDENCIA:
1. Hospital Clinico (Salamanca)

2. Hospital Virgen Vega (Salamanca)

GRUPO DEMENCIA/GRUPO CONTROL

3. Hospital Ntra. Sefiora de Sonsoles (Avila)

4. CRE Alzheimer (Salamanca)
5. AFA (Avila)
6. Residencia Decanos (Avila)

1. DATOS DE IDENTIFICACION

N° Historia Clinica:

NP° referencia laboratorio:

Fecha de nacimiento (edad): _ / /

Lugar de nacimiento: ...........ccceceenenn.

Sexo: o Hombre

o0 Mujer

2. DATOS SOCIODEMOGRAFICOS

Estado civil: o Soltero o Casado o Viudo

o Separado o Divorciado

Escolaridad: ......ceeevvvveuenn...
O < 8 afos de edad
o Estudios terminados a 8-13 afios

0 Certificado de estudio primarios
0 Educacidn secundaria o universitaria

Dominancia manual: o Diestro o Zurdo
Profesion: .....ccceeeeeeeeeeeeenn.

o Cuello blanco 0 Labores del hogar

o Cuello azul 0 Agricultor
Domicilio:...eueeeeeeeieeeeeeeeeee, Localidad:....cccoooveveeeeeeeeeeeeene,

Situacion vital:
o Vive solo o con cuidador .
o Institucionalizado.

3. ANTECEDENTES FAMILIARES
Demencia: o Si o No

Ictus:0 Si o No |

Factores de riesgo vascular:

4. ANTECEDENTES PERSONALES

o B-bloqueantes
o Calcioantagonistas

a) Hipertension arterial: o Si o No Afios de evolucion..........
b) Diabetes mellitus: o Si o No Anos de evolucion..........
c¢) Dislipemia: 0 Si o No Afios de evolucion..........
MEDICACIONES:
« Parala HTA: o Si o No
0 Diuréticos o ARAII o IECA

0 a-bloqueantes
0 af-bloqueantes
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Anexo II. Protocolo de recogida de datos (pagina 2)

4. ANTECEDENTES PERSONALES

MEDICACIONES:

« Parala DM: o Si o No
0 Antidiabéticos orales 0 Insulina 0 Ambos

+ Para la dislipemia: o Si o No
0 Estatinas

- Tratamiento con antiagregantes plaquetarios: 0 Si o No
0 AAS 0 Clopidogrel 0 Trifusal

- Tratamiento con anticoagulantes orales: o Si o No

Farmaco Dosis/dia Tiempo de tratamiento
Habitos y estilo de vida:
a) Fumador: 0 actual; cigarrillos/dia.............. ; anos de fumador-...........
O nunca
0 en el pasado; arios sin fumar:............
b) Alcohol: o diario © semanal © nunca O en el pasado

@ En caso de tumores o enfermedades inflamatorias cronicas, el sujeto es
excluido del estudio.

COMORBILIDAD (en el grupo demencia)

Antecedente de obesidad: o No o Si
Historia de enfermedad cardiovascular:

o Fibrilacidn auricular
o Bradiarritmia
0 Valvulopatia

0 Cardiopatia isquémica
o Insuficiencia cardiaca
0 Enfermedad arterial periférica

Otras condiciones médicas:

o Insuficiencia renal cronica

0 Estados de hipercoagulabilidad o TVP/TEP/abortos espontaneos

0 Sindrome de apnea durante el suefio.

Historia cerebrovascular: o AIT

0 Ictus isquémico

0 Ictus hemorragico
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Anexo I1. Protocolo de recogida de datos (pagina 3)

COMORBILIDAD (en el grupo demencia)

Ictus isquémico:
« Localizacion (hemisferio):
o derecho 0 izquierdo 0O bilateral
« Etiologia del ictus (TOAST) ®:

O Aterotrombotico o Indeterminado
0 Cardioembodlico o Otros
0 Lacunar

O ECG: (deSCHIPCION)......eceeeeeeeeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e
Si tiene Eco-cardio: (det@llar)..............ccceeeuveeieecieniieeiienieeieesieeieen,
Si tiene Eco doppler de TSA: (detallar).............ccccoevvviiieiiianinnncnne.

« Recurencia:
oNo ©Si;  N°total de episodios......... (edad en el episodio)

Signos vitales: TAS........ TAD......... FC...........
Oido: o Normal 0 Anormal
Vista: & Normal 0 Anormal
NIHSS ... puntos
Otros datos relevantes de la exploracion fisica (p.ej., signos extrapiramidales):................
Tipo de Demencia:
0 Demencia vascular
~ 0O Cortical:
0 ACA 0 Area de asociacion
0o ACP o Territorio carotideo frontera
< o Subcortical
- Leucoaraiosis: o Si o No
- Infartos lacunares: o Si o No
N - Infartos talamicos: o Si o No
0 Enfermedad de Alzheimer
TIEMPO DE EVOLUCION (ANOS):....cooovveverernnnn. Edad de inicio.................
ESTADIO CDR: Leve Moderado Grave
MMSE (Folstein): /30 puntos
Otros test neuropsicologicos (p.¢j, test del reloj).....................
Inventario Neuropsiquiatrico (NPI): ___ /144 puntos
Delirios: oSi oNo Apatia: 0Si  oNo
Alucinaciones:0 Si 0 No Desinhibicion: oSi oNo
Agitacion:  ©0Si o No Labilidad: 0Si oNo
Depresion: ©Si o No Conducta sin fin: oSi oNo
Ansiedad: oSi oNo Trastornos del suefo: & Si 0 No
Euforia: oSt oNo Trastornos del apetito: © Si 0 No
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6. HISTORIA DE LA DEMENCIA

MEDICACION ANTERIOR Y ACTUAL PARA LA DEMENCIA':

«  Neurolépticos: o Si o No
« Antidepresivos: o Si o No
« Ansioliticos: o Si o No
« Hipnoticos: o Si o No
« Antiepilépticos: o Si o No
« Farmacos modificadores de la enfermedad: o Si 0 No
» Inhibidores de la acetilcolinesterasa: 0 Memantina
Farmaco Dosis/dia Tiempo de tratamiento

Grado de dependencia para las actividades instrumentales de la vida diaria:
Indice de Lawton & Brody: /8 puntos

Grado de dependencia para las actividades basicas de la vida diaria:
Indice de Barthel: ____ /100 puntos

7. PRUEBAS COMPLEMENTARIAS

Determinaciones en sangre:
O HemOZrama:.........coooiiiiiiiiiiee et

O Electrolitos (incluido €alCio):......cccuieruiieciieriieiieciie ettt
o Creatinina................ Urea:....ccccoevveeenn. Glucemia basal.....................
a Colesterol total........... HDL-col........... LDL-col.......... Triglicéridos:...........
O Pruebas de funcidn hepatica:..........oceeiiiiiiiiiiiiieeee e
a T4 libre:............ THS:............ Vitamina B12:............ Acido folico:...............

0 Coagulacion (incluido fIbrinOZeno):......ccuevvevieriiriiniiiienieeeeeeee e

Estudios de neuroimagen:
a TAC cerebral y/o RM cerebral: (descripcion)............occeeeveveeecveiienceiennennne.
a Sitiene SPECT cerebral: (detallar)...............ccouveveeeeiciiieiiieeiiieeieeeieeeieeenns

8. ANALISIS GENETICO

Polimorfismo —460C>T [VEGFA]: 0 CC o CT oTT
Polimorfismo —2578A>C [VEGFA]: 0 AA o AC o CC
Polimorfismo —604A>G [VEGFR2]: 0 AA o AG o GG
Polimorfismo 894G>T [eNOS]: 0 GG o GT oTT
Polimorfismo Arg72Pro de Tp53: 0 Arg/Arg o Arg/Pro o Pro/Pro
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Anexo II1. Aproximacion al diagnostico etiologico del ictus
isquémico segun los criterios del Trial of Org 10172 in Acute
Stroke Treatment (TOAST) **°

Antes debera realizarse anamnesis y exploracion fisica, estudio de neuroimagen, Doppler
de troncos supraaérticos 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

localizacion carotidea o vertebrobasilar, en el que se cumple alguno de los dos criterios

siguientes:

A. Aterosclerosis con estenosis: estenosis > 50% del diametro luminal u oclusion de la arteria
extracraneal correspondiente o de la arteria intracraneal de gran calibre (cerebral media,
cerebral posterior o troncobasilar), 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 cardioembolico

Infarto generalmente de tamafio medio o grande, de topografia habitualmente cortical, en el que
se evidencia, en ausencia de otra etiologia, alguna de las siguientes cardiopatias emboligenas:
un trombo o tumor intracardiaco, estenosis mitral reumatica, protesis 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 pequeiio vaso arterial. Infarto lacunar

Infarto de pequefio tamafio (<1,5 cm de didmetro) 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 ataxica y disartria mano torpe)
en un paciente con antecedente personal de hipertension arterial u otros factores de riesgo
vascular cerebral, en ausencia de otra etiologia.

4. Infarto cerebral de causa rara

Infarto de tamafio pequefio, mediano o grande, de localizacion cortical o subcortical, en el
territorio carotideo o vertebrobasilar en un paciente en el que se ha descartado el origen
aterotrombotico, cardioembodlico o lacunar. Se suele producir por trastornos sistémicos
(conectivopatia, infeccion, neoplasia, sindrome mieloproliferativo, alteraciones metabdlicas, de
la coagulacion, etc.) o por otras enfermedades, como diseccion arterial, displasia fibromuscular,
aneurisma sacular, malformacion arteriovenosa, trombosis venosa cerebral, angeitis, migrafa,
etc.

5. Infarto cerebral de origen indeterminado

Infarto de tamano medio o grande, de localizacion cortical o subcortical, en el territorio
carotideo o vertebrobasilar, en el cual, tras un exhaustivo estudio diagnodstico, han sido
descartados los subtipos aterotrombotico, cardioembolico, lacunar y de causa rara, o bien
coexistia mas 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. NIHSS. Escala del Ictus del National Institute of
Health -1 *"

1a. Nivel de conciencia:
0 Alerta.
1 No esta alerta, pero reacciona con una estimulacién minima.
2 No esta alerta, precisando una estimulacion repetida para reaccionar.
3 Coma.

1b. Preguntar al paciente por el mes en que estamos y su edad:
0 Ambas respuestas correctas.
1 Una respuesta correcta.
2 Ambeas incorrectas.

1c. Pedir al paciente que cierre y abra los ojos y que cierre y abra la mano no parética:
0 Ambos movimientos correctos.
1 Un movimiento correcto.
2 Ambos movimientos incorrectos.

2. Movimiento ocular (s6lo movimientos horizontales):
0 Normal.
1 Paralisis parcial.
2 Desviacion forzada.

3. Test de campo visual:
0 Sin pérdida de campo visual.
1 Hemianopsia parcial.
2 Hemianopsia completa.
3 Hemianopsia bilateral (incluye ceguera cortical).

4. Paralisis facial:
Pedir al paciente que muestre los dientes o que levante las cejas y cierre los ojos fuertemente.
0 Movimientos normales y simétricos.
1 Paralisis menor: labio superior flaccido, asimetria en la sonrisa.
2 Paralisis parcial: paralisis casi total de la parte inferior de la cara.
3 Paralisis completa en un lado o ambos: ausencia de movimiento facial en la parte
superior ¢ inferior de la cara.
5. Funcién motora de los brazos (5a derecho, 5b izquierdo):
Se pide al paciente que extienda los brazos al frente, con las palmas hacia abajo (si esta sentado)
o que los levante en angulo e 45 ° (si esta tendido) y se valora si mantiene la posicion durante 10
segundos.
0 No hay caida.
1 Caida progresiva durante los 10 segundos sin llegar a caer del todo.
2 Cae del todo pero se observa un ligero esfuerzo contra gravedad.
3 Cae totalmente sin evidencia de esfuerzo contra gravedad.
4 No hay movimiento.
9 Amputacion del miembro 6 inmovilizacién de la articulacion.

6. Funcién motora de las piernas (6a derecha, 6b izquierda):
Se realiza en posicioén supina, pidiendo al paciente que levante la pierna 30 ° y se valora si
mantiene la posicion durante 5 segundos.

0 No hay caida.

1 Caida progresiva durante los 5 segundos sin llegar a caer del todo.

2 Cae del todo pero se observa un ligero esfuerzo contra gravedad.

3 Cae totalmente sin evidencia de esfuerzo contra gravedad.

4 No hay movimiento.

9 Amputacion del miembro 6 inmovilizacion de la articulacion.
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Anexo IV. NIHSS. Escala del Ictus del National Institute of
Health -2 *"

7. Ataxia de los miembros:
Se pide al paciente que se toque la nariz con la punta del dedo (ambos brazos) y que se toque la
rodilla de una pierna con el talon de la otra y lo deslice a lo largo de la espinilla (ambas piernas).
0 No hay ataxia.
1 Ataxia de un miembro.
2 Ataxia en ambos miembros.
9 Amputacion del miembro 6 inmovilizacion de la articulacion de ambos miembros.

8. Sensibilidad:
Valorar la reaccion ante el estimulo de un pinchazo con aguja, en diferentes partes del cuerpo
(brazos, piernas, cara).
0 Normal.
1 Pérdida de sensibilidad débil o moderada: el paciente nota el contacto, pero no percibe
si es con la punta o con el lado plano de la aguja.
2 Pérdida total de sensibilidad: el paciente no nota el contacto.
9. Lenguaje:
Valorar la comprensiéon mostrada en todas las pruebas anteriores, asi como la capacidad para
leer una frase corta o describir un dibujo simple (los pacientes en coma, item la = 3, se puntia 3
en esta prueba).
0 Normal, sin afasia.
1 Afasia leve o moderada: el paciente tiene dificultades de habla y/o comprension, pero
se puede identificar lo que quiere decir.
2 Afasia severa: so6lo hay una comunicacion minima, y es muy dificil identificar lo que
el paciente quiere decir.
Afasia global, mutismo: no hay posibilidad de hablar ni comprende.

10. Disartria:
Valorar la capacidad para articular un texto leido o repetir algunas palabras.
0 Articulacion normal.
1 Disartria ligera o moderada: se puede entender las palabras pero con dificultad.
2 Disartria severa: es casi imposible entender las palabras o el paciente casi no puede
hablar.
9 El paciente esta intubado o tiene otra incapacidad fisica para hablar.
11. Extincién (supresion, inatencion) y negligencia:
Se valora la reaccion del paciente ante un estimulo doloroso bilateral simultaneo y simétrico
(extincion) y por sus reacciones ante los estimulos visuales, tactiles, auditivos, espaciales o
personales, en las pruebas anteriores (negligencia).
0 No hay anormalidades.
1 Extincion frente a la estimulacion bilateral simultdnea o negligencia en una de las
modalidades sensoriales.
2 Hemi-extincion severa o negligencia al frente a mas de un estimulo.
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Anexo V. Clinical Dementia Rating (CDR) de Hughes *"**”

Area Sanos Cuestionable Leve Moderada Grave
(CDR 0) (CDR 0,5) (CDR 1) (CDR 2) (CDR 3)
Memoria Sin pérdida de Olvidos Pérdida de memoria | Grave pérdida de | Grave pérdida de
memoria. consistentes moderada, mas memoria; memoria, s6lo
Olvidos de leves: recuerdo marcada para retencion quedan
poca parcial de acontecimientos exclusiva de fragmentos.
importancia. | acontecimientos. | recientes; el defecto material muy
Olvidos interfiere con importante;
"benignos". actividades diarias. | pérdida rapida de
material nuevo.
Orientacion | Completamente | Completamente Algunas Habitualmente Orientacion solo

orientado. orientado. dificultades con desorientacion respecto a

relaciones temporal, a personas.

temporales; menudo de lugar.

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 problemas dudoso en la moderada para problemas intentar juicios o
de cotidianos; resolucion de manejar problemas gravemente resolver

problemas | juicio bueno en problemas. complejos; juicio deteriorado. problemas.
relacion al Similitudes/ social suele Similitudes/
rendimiento diferencias. mantenerse. diferencias; juicio
pasado. social suele estar
deteriorado.
Vida social Funcién Deterioro Incapaz de Ninguna Ninguna
independiente | dudoso o leve si funcionar pretension de pretension de
en nivel es que existe, en | independientemente | funcionamiento funcionamiento
habitual de estas en estas actividades independiente independiente
trabajo, actividades. aunque todavia fuera del hogar. fuera del hogar.
compras, puede realizar
negocios y algunas; puede
asuntos aparecer normal en
financieros, contacto casual.

grupos sociales
y voluntarios.

El hogar y Vida Vida doméstica, Leve pero Sélo se conservan | Ninguna funcioén
las doméstica, aficiones, definitivo deterioro las tareas mas doméstica
aficiones aficiones, intereses de funcion sencillas; intereses significativa
intereses intelectuales se doméstica; se muy limitados. fuera de la
intelectuales se | mantienen bien, abandonan las Mantenimiento habitacion
mantienen solo ligeramente | tareas mas dificiles; pobre. propia.
bien. deteriorados. se abandonan
aficiones e intereses
mas complejos.
Cuidado Totalmente Totalmente Necesita Necesita asistencia [ Requiere mucha
personal capaz de capaz de estimulacion para vestirse, ayuda para el
cuidarse de si cuidarse de si ocasional. lavarse y cuidar de cuidado
mismo. mismo. sus efectos personal; a
personales. menudo
incontinente.
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Capitulo 8. ANEXOS

Anexo VI. Mini Mental State Examination de Folstein **

ORIENTACION TEMPORAL
(En qué afio estamos? 0-1
(En qué estacion? 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 qué pais (o nacion, autonomia)? 0-1

FIJACION RECUERDO INMEDIATO
Nombre tres palabras Peseta-Caballo-Manzana (o Balén- Bandera-Arbol) a razon de 1 por
segundo. Luego se pide al paciente que las repita. Esta primera repeticion otorga la puntuacion.
Otorgue 1 punto por cada palabra correcta, pero contintie diciéndolas hasta que el sujeto repita
las 3, hasta un maximo de 6 veces.

Peseta 0-1 Caballo 0-1 Manzana 0-1

(Balén 0-1 Bandera 0-1 Arbol 0-1)

N? de repeticiones necesarias:

ATENCION-CALCULO
Si tiene 30 pesetas y me va dando de tres en tres, ;cuantas 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-1UO0-1MO0-1)

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 1apiz o un boligrafo y preguntar ;qué 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"
(0 “En un trigal habia 5 perros”) 0-1
ORDENES. Pedirle que siga la orden:
"coja un papel con la mano derecha, doblelo por la mitad, y péngalo 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 pentagonos intersecados y pida al sujeto que los copie tal cual. Para
otorgar un punto deben estar presentes los 10 angulos y la intersecciéon 0-1
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Capitulo 8. ANEXOS

Anexo VIL Inventario Neuropsiquiatrico de Cummings **

Sintoma Mo valorable Frecuencia Gravedad Total (Frecuencia x Gravedad)
Delirios 01234 123
Alucinaciones 01234 123
Agitacion/ 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 sueno 01234 123
Trastorno del apetito/ conducta alimentaria 01234 123

Puntuacion total

La frecuencia se puntiia como:

Ausente

Ocasionalmente (menos de una vez por semana),

A menudo (alrededor de una vez por semana),
Frecuentemente (varias veces por semana, pero no a diario),
Muy frecuentemente (a diario o continuamente).

PO

La gravedad se puntia como:
1. Leve (produce poca angustia al paciente),
2. Moderada (mas molesto para el paciente, pero el cuidador atn puede
controlarlo),
3. Grave (muy molesto para el paciente y dificil de controlar).
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Anexo VIII. Escala de Lawton y Brody de independencia en
las actividades instrumentales de la vida diaria *°

Capacidad para usar el teléfono:

Utiliza el teléfono por iniciativa propia: 1 punto.

Es capaz de marcar bien algunos numeros familiares: 1 punto.
Es capaz de contestar al teléfono, pero no de marcar: 1 punto.
No es capaz de usar el teléfono: 0 puntos.

Hacer compras:

Realiza todas las compras necesarias independientemente: 1 punto.
Realiza independientemente pequefias compras: 0 puntos.
Necesita ir acompafiado para hacer cualquier compra: 0 puntos.
Totalmente incapaz de comprar: 0 puntos.

Preparacion de la comida:

Organiza, prepara y sirve las comidas por si solo adecuadamente: 1 punto.

Prepara adecuadamente las comidas si se le proporcionan los ingredientes: O puntos.
Prepara, calienta y sirve las comidas, pero no sigue una dieta adecuada: 0 puntos.
Necesita que le preparen y sirvan las comidas: 0 puntos.

Cuidado de la casa:

Mantiene la casa solo o con ayuda ocasional (para trabajos pesados): 1 punto.

Realiza tareas ligeras, como lavar los platos o hacer las camas: 1 punto.

Realiza tareas ligeras, pero no puede mantener un adecuado nivel de limpieza: 1 punto.
Necesita ayuda en todas las labores de la casa: 1 punto.

No participa en ninguna labor de la casa: 0 puntos.

Lavado de la ropa:

Lava por si solo toda su ropa: 1 punto.
Lava por si solo pequefias prendas: 1 punto.
Todo el lavado de ropa debe ser realizado por otro: 0 puntos.

Uso de medios de transporte:

Viaja solo en transporte publico o conduce su propio coche: 1 punto.

Es capaz de coger un taxi, pero no usa otro medio de transporte: 1 punto.
Viaja en transporte publico cuando va acompafiado por otra persona: 1 punto.
Solo utiliza el taxi o el automovil con ayuda de otros: 0 puntos.

No viaja: 0 puntos.

Responsabilidad respecto a su medicacion:

Es capaz de tomar su medicacion a la hora y con la dosis correcta: 1 punto.
Toma su medicacion si la dosis le es preparada previamente: 0 puntos.
No es capaz de administrarse su medicacion: 0 puntos.

Manejo de sus asuntos econémicos:

Se encarga de sus asuntos econdmicos por si solo: 1 punto.

Realiza las compras de cada dia, pero necesita ayuda en las grandes compras, bancos...:
punto.

Incapaz de manejar dinero: 0 puntos.
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Anexo IX. Indice de Barthel de actividades basicas de la vida
diaria *V

Comer:

- Totalmente independiente: 10 puntos.

- Necesita ayuda para cortar carne, el pan, etc: 5 puntos.
- Dependiente: 0 puntos.

Lavarse:
- Independiente, entra y sale solo del bafio: 5 puntos.
- Dependiente: 0 puntos.

Vestirse:

- Independiente, capaz de ponerse y de quitarse la ropa, abotonarse, atarse los zapatos: 10
puntos.

- Necesita ayuda: 5 puntos.

- Dependiente: 0 puntos.

Arreglarse:

- Independiente para lavarse la cara, las manos, peinarse, afeitarse, maquillarse, etc: 5
puntos.

- Dependiente: 0 puntos.

Deposiciones (valorese la semana previa):

- Continencia normal: 10 puntos.

- Ocasionalmente algun episodio de incontinencia, o necesita ayuda para administrarse
supositorios o lavativas: 5 puntos.

- Incontinencia: 0 puntos.

Miccion (valorese la semana previa):

- Continencia normal, o es capaz de cuidarse de la sonda si tiene una puesta: 10 puntos.

- Un episodio diario como maximo de incontinencia, o necesita ayuda para cuidar de la
sonda: 5 puntos.

- Incontinencia: 0 puntos.

Usar el retrete:

- Independiente para ir al cuarto de aseo, quitarse y ponerse la ropa... 10 puntos.
- Necesita ayuda para ir al retrete, pero se limpia solo: 5 puntos.

- Dependiente: 0 puntos.

Trasladarse:

- Independiente para ir del sillon a la cama: 15 puntos.

- Minima ayuda fisica o supervision para hacerlo: 10 puntos.

- Necesita gran ayuda, pero es capaz de mantenerse sentado solo: 5 puntos.
- Dependiente: 0 puntos.

Deambular:

- Independiente, camina solo 50 metros: 15 puntos.

- Necesita ayuda fisica o supervision para caminar 50 metros: 10 puntos.
- Independiente en silla de ruedas sin ayuda: 5 puntos.

- Dependiente: 0 puntos.

Escalones:

- Independiente para bajar y subir escaleras: 10 puntos.

- Necesita ayuda fisica o supervision para hacerlo: 5 puntos.
- Dependiente: 0 puntos.
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