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1. MARCO TEORICO

1.1. Generalidades de la enfermedad de Alzheimer.

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa mds comun de demencia. Los
mecanismos fisopatologicos de la EA se han enriquecido con nuevas evidencias sobre el
papel del dafio vascular en el origen y progresion de la enfermedad.

El origen de la palabra demencia proviene del latin de — alejado- y mentis —mente-, lo
que significa alejado o separado de la mente (1). En el contexto clinico definimos a la
demencia como un grupo de enfermedades que se asocian al envejecimiento, pero sin ser
consecuencia normal del mismo. Es un sindrome cronico de naturaleza progresiva e
irreversible que es caracterizado por afectar las funciones mentales, con pérdida de la
memoria y alteraciones en otras areas de la cognicién como lenguaje, orientacion, juicio,
reconocimiento de objetos, y cambios en el 4nimo, motivacidon y conducta. De esta forma
se disminuye la habilidad para realizar las actividades de la vida diaria, genera necesidades
complejas con aumento en la dependencia funcional y en la mortalidad (2).

La enfermedad de Alzheimer comprende el 50 al 70 % de todos los casos de demencia
(3). Esta enfermedad afecta por un lado al paciente, pero por el otro a la familia, a los
cuidadores, y en general a toda la sociedad. Actualmente existe una enorme preocupacion
por el aumento de los casos de EA, ya que genera una carga econdmica no sustentable por
los sistemas de Salud en el plano internacional y nacional (4). La mayoria de las personas
con demencia residen en paises no desarrollados: 60% en el 2001 y sera el 70% en 2040.
Este crecimiento en la prevalencia de la demencia en los paises no desarrollados es

consecuencia del incremento en la esperanza de vida y el bajo nivel educativo (5,6).



Todos los estudios epidemioldgicos muestran un aumento marcado en la incidencia
de la demencia (7). Los costos asociados a la morbilidad de los pacientes con demencia
llegan a ser el equivalente a los costos combinados del cancer y de las enfermedades
cardiovasculares (8,9), ademas la demencia es responsable del 50% de todos los casos de
pérdida de la autonomia en el anciano (10,11).

A pesar de los avances cientificos y tecnoldgicos, el estandar diagndstico para la EA
continua siendo clinico y esta basado en los criterios NINCDS-ADRDA (National
Institute of Neurological Disorders and Stroke- Alzheimer Disease and Related Disorders)
y el DSM IV TR 2000 (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders). Los
criterios clinicos aceptados consisten en la identificacion del sindrome demencial y la
aplicacion de los criterios internacionales para el diagndstico; estos incluyen un cambio
progresivo y gradual de la memoria en un periodo de tiempo mayor a 6 meses, evidencia
objetiva de la perdida de la memoria a través de exdmenes de memoria, acompanada o no
de otras alteraciones en la cognicidn, con afectacion de las actividades de la vida diaria
(12).

Alois Alzheimer describi6 el primer caso de demencia hace mas de 100 afios, con las
caracteristicas clinicas tipicas de la alteracion en la memoria, y describié los primeros
cambios neuropatologicos que dieron la pauta del concepto neurodegenerativo que ain
hoy en dia son considerados tipicos de esta enfermedad (13).

Los marcadores seroldgicos y genéticos de la EA, los cambios estructurales en la
resonancia magnética (RM), la neuroimagen molecular de la tomografia por emision de
positrones (PET), o marcadores especificos de EA en el liquido cerebrorraquideo, son

considerados s6lo para propositos de investigacion (14).



En la EA aceptamos el proceso fisiopatologico tradicional donde el dafio
neurodegenerativo depende de los depdsitos de placas de B amiloide, de la formacion de
ovillos neurovasculares de proteina Tau hiperfosforilada y de una disfuncion colinérgica
(12).

Sin embargo, recientemente se empiezan a generar nuevas pistas sobre la presencia de
un dafio micro y macro vascular como parte de la fisiopatologia de 1a EA. Dichos defectos
van desde una disfunciéon miocardica con un gasto cardiaco comprometido, un mayor
depdsito de aterosclerosis en las arterias intracraneales de mediano y pequefio calibre,
hasta un defecto en la microvasculatura cerebral con una alteracion en la respuesta del
flujo sanguineo regional a la demanda cortical durante una actividad mental y los

estimulos ambientales (15-17).

1.2. Alteraciones vasculares en la Demencia de Alzheimer.

Tradicionalmente cuando se habla de alteraciones vasculares en la demencia se hace
referencia a la demencia tipo vascular, considerdndola como una entidad clinica
completamente distinta a la enfermedad de Alzheimer (18). En la demencia vascular el
deterioro cognitivo es ocasionado por una lesion focal isquémica o infarto cerebral, por
un daflo microvascular con lesiones multiples llamados infartos lacunares, o por una
enfermedad microvascular congénita conocida como enfermedad de CADASIL (cerebral
autosomal dominant arteriopathy with subcortical infarcts and leukoencephalopathy). En
los afnos 90's se empezo a utilizar el término de deterioro cognitivo vascular, para dar
oportunidad a clasificar de esta forma a un mayor numero de casos.

Los factores cardiovasculares tradicionales como edad, hipertension arterial, diabetes

mellitus y dislipidemia se han asociado a deterioro cognitivo en la poblacion general, en



la demencia tipo vascular, y en la progresion de la enfermedad de Alzheimer (19), lo ha
provocado la busqueda de similitudes en el contexto fisiopatologico.

La presencia de un dafio vascular en la EA actualmente es indiscutible, cada dia se
acumula mas evidencia al respecto y los estudios epidemioldgicos nos muestran que los
factores de riesgo vasculares intervienen en la disminucién de las habilidades mentales en
los pacientes con EA (20).

De igual forma la aterosclerosis y la EA son enfermedades dependientes de la edad y
ambas comparten a la diabetes mellitus, hipertension arterial, tabaquismo, dislipidemia,
obesidad y hiperhomocisteinemia como factores de riesgo (21-29). La hipertension
arterial es un factor asociado a la progresion del deterioro cognoscitivo en la enfermedad
de Alzheimer. Incluso los medicamentos antihipertensivos, aunque reducen la presion
arterial sistémica, también mejoran la perfusion cerebral cortical y subcortical, en especial
los calcio-antagonista, los inhibidores de la enzima convertidora en angiotensina, y los
diuréticos tiazidicos (30).

Por otro lado, un tercio de los pacientes con EA tienen evidencia de lesiones
isquémicas en la autopsia (31). Ademas, el deterioro en el curso de la enfermedad esta
relacionado con la aparicion de nuevas lesiones vasculares (32), generalmente como
infartos silentes localizados en la substancia blanca o en los ganglios basales como
lesiones de pequefio vaso tipo infartos lacunares (33), siendo el efecto del deterioro mayor
al inicio de la enfermedad (34).

La brecha entre la demencia vascular y la enfermedad de Alzheimer parece reducirse
considerablemente con el hallazgo de que la isquemia por si misma es un modulador para

la formacion de lo proteina 3 amiloide, y que tanto los factores de riesgo cardiovasculares



y la proteina 3 amiloide afectan la funcion del tejido cerebral, al alterar la interaccion entre
la microvasculatura, el endotelio, la neurona y las células gliales circundantes. Esta
estrecha interaccion entre los elementos descritos origina el concepto de la unidad
neurovascular (35).

La unidad neurovascular participa en multiple funciones, en la regulacion de la
circulacion cerebral de acuerdo con las demandas neuronales segun su actividad cortical,
en el intercambio bioquimico de la barrera hematoencefélica, en la vigilancia
inmunologica y en el mantenimiento tréfico cerebral (36). Ademds, la unidad
neurovascular mantiene estable de la circulacion del flujo sanguineo cerebral a pesar de

las fluctuaciones en la presion arterial (37).

1.3. Vasorreactividad Cerebral en la enfermedad de Alzheimer.

Los factores de riesgo cardiovasculares tradicionales antes descritos tienen un impacto
directo en la regulacion vascular cerebral, al dafiar la autorregulacion y la dilatacion
microvascular dependiente del endotelio. La acumulacion de la proteina 3 amiloide dentro
y fuera de los vasos sanguineos cerebrales dafian estos mecanismos homeostaticos de la
circulacion (38).

La proteina  amiloide tiene un efecto vasoconstrictor local (39), y altera los
mecanismos de regulacion de la circulacion cerebral (40). Este efecto ocurre al
incrementar el tono muscular de las arterias cerebrales, lo que altera la resistencia vascular
y el flujo sanguineo cortical en reposo, modificando la capacidad de respuesta circulatoria
o de hiperemia durante una actividad funcional alterando los mecanismos de

vasorreactividad (41).



La disfuncion microvascular lleva consigo la perpetuacion de un estrés oxidativo y de
un proceso inflamatorio que agrava el proceso de dafio crénico del entorno neurovascular
(42). Los radicales libres activan una respuesta inflamatoria que promueve mas dafio a
través de moléculas como prostanoides, interleucinas y modificando la respuesta de
factores de crecimiento endotelial, proteinas de adhesion y otras moléculas que participan
en la hemostasis microvascular (43).

Otra consecuencia del involucro vascular es la alteracion en la barrera
hematoencefalica (BHE). Es tipico que en la demencia vascular y en la enfermedad de
Alzheimer aparezcan lesiones en la substancia blanca, en especial en las éreas
periventriculares caracterizadas por isquemia, conocidas como leucoaraiosis. Estas
lesiones son provocadas por la extravasacion de plasma y de sus proteinas, con la
activacion de un proceso inflamatorio, edema perivascular, estrés oxidativo y una
desmielinizacion axonal secundaria que lleva a la disfuncion neuronal (44). El dafio en la
BHE también contribuye con la acumulacion de la proteina 3 amiloide (45), y facilita la
progresion de la enfermedad de Alzheimer.

Otra consecuencia interesante es que el estrés oxidativo puede reducir los factores de
crecimiento endoteliales (46), y la pérdida de factores troficos que a su vez reducen la
capacidad de reparacion neuronal, en especial en la diferenciacion de precursores gliales
(47).

La interaccion entre las lesiones vasculares y la formaciéon de las marafas
neurofibrilares es menos comprendida a la fecha. Se ha demostrado que la isquemia focal

promueve la fosforilacion de la proteina Tau (48), incluso en sujetos adultos mayores sin



demencia, la hipertension arterial promueve la formacion de las marafias neurofibrilares

en el 16bulo temporal, en especial en el hipocampo (49).

1.4. E1 Doppler transcraneal, vasorreactividad y Alzheimer.

Las técnicas de imagen que nos pueden ayudar a analizar la circulacion cerebral son
muy diversas. La mejor podria ser aquella que permita realizar una evaluacion funcional,
no invasiva, de bajo costo y que sea accesible a un nimero amplio de sujetos. Esta técnica
nos debe permitir detectar las caracteristicas de la perfusion cerebral y evaluar la
capacidad de respuesta vascular (endotelial) a estimulos ambientales o de exigencia
cognitiva, de preferencia en el mismo consultorio, o en el caso de la enfermedad de
Alzheimer en las clinicas de Memoria, para que se integre a las herramientas de evaluacion
de los pacientes, tanto en el momento del diagndstico, como durante el seguimiento clinico
(50).

Una herramienta util para este fin es el ultrasonido Doppler transcraneal que con un
equipo portatil permite medir varios parametros de flujo sanguineo cerebral en las arterias
intracraneales y del poligono de Willis. Lo anterior nos informa acerca de la velocidad de
flujo en centimetros por segundo, los indices de resistencia y de pulsatilidad, asi como de
la vasorreactividad cerebral a través de estimulos como la hiperventilacion, la hipercapnia
(CO2) inducida e incluso a medicamentos como la acetazolamida.

El estudio de vasorreactividad con ultrasonido Doppler transcraneal se realiza con el
paciente en posicion de decubito supino, después de un reposo de 10 minutos, a
temperatura ambiente y confortable, con la cabeza a 30% en posicion semifowler. Se hace
un registro basal y cada 5 minutos de la presion arterial durante la inhalacién de CO; al 5

- 7% por 5 minutos con una mascarilla anestésica que cubre la boca y nariz. El protocolo



mas utilizado durante el estudio es registrar la velocidad de flujo sistolico, diastélico y
flujo medio de la arteria cerebral media, en reposo y después de 5 minutos a la inhalacion
del COs. Lo anterior ayuda a evaluar la capacidad de reactividad de las arterias cerebrales
a la administracion del didxido de carbono, cifras que se ajustan a la edad, género y a los
cambios en la presion arterial.

Estudios previos con Doppler transcraneal han demostrado que tanto el flujo cerebral
como la vasorreactividad cerebral disminuyen gradualmente con la edad (51). En
pacientes con demencia estos parametros son menores en comparacion con sujetos sin
demencia. Y recientemente se ha propuesto una relacion directa y proporcional entre la
disminucioén de la vasorreactividad cerebral, la presencia de micro infartos cerebrales y el
deterioro en la funcidon cognoscitiva (51-52).

Como una evidencia mas de que la EA comparte un proceso fisiopatologico similar a
la demencia vascular estudios con ultrasonido transcraneal encontraron que no habia
diferencias significativas entre las velocidades medias del flujo sanguineo en la prueba de
vasorreactividad entre los pacientes con EA y demencia vascular, pero si contra el grupo
control de sujetos sanos de la misma edad (51). Estas diferencias persisten incluso después
de ajustar las diferencias con la edad, género y los factores de riesgo cardiovasculares
(52), y se mantienen en el tiempo, con una correlacion estadistica al grado de deterioro
cognoscitivo (50).

Algunos estudios clinicos empiezan a generar informacion sobre el impacto de
algunos medicamentos o substancias en la vasorreactividad cerebral, tanto en la
enfermedad vascular cerebral, como en la demencia vascular y en la enfermedad de
Alzheimer. Por ejemplo, se han realizado estudios en pacientes con micro-infartos

cerebrales y estatinas (53), con inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (54),



e incluso con acetazolamida y L-arginina en enfermedades progresivas hereditarias como
CADASIL (55), con resultados alentadores.

En un estudio piloto en pacientes con enfermedad de Alzheimer se demostré mejoria
en la vasorreactividad cerebral con la administracion de galantamina, un inhibidor de la
acetilcolinesterasa, lo que sugiere que la respuesta vasomotora podria deberse a una
disfuncién colinérgica secundaria al dafio microvascular (56).

El uso del ultrasonido Doppler transcraneal con prueba de vasorreactividad aun no es
un estudio diagnostico en la enfermedad de Alzheimer. Actualmente solo puede utilizarse
como un instrumento de investigacion, ya que se desconoce su impacto en el prondstico,
o cual es su sensibilidad y especificidad en la deteccion del dafio vascular.

El uso de pruebas funcionales como la utilizacion del ultrasonido Doppler transcraneal
con reto de hipercapnia para evaluar la vasorreactividad cerebral es prometedora debido a
la factibilidad de su uso en el consultorio, su comodidad, bajo costo y reproducibilidad.
Nos puede permitir medir las alteraciones el flujo sanguineo cerebral como consecuencia
del grado de disfuncion neurovascular provocada por los factores de riesgo
cardiovasculares, el deposito del [ amiloide, las alteraciones en la barrera
hematoencefalica, el estrés oxidativo, las alteraciones en los factores troficos y de
disfuncion colinérgica, que convergen en la fisiopatologia vascular de la enfermedad de
Alzheimer. Esta sencilla técnica de evaluacion atn pertenece al campo de la investigacion
en la EA, junto a los biomarcadores seroldgicos, alteraciones genéticas, y estudios

moleculares de neuroimagen (56).



1.5. Las Citocinas y la Unidad Neurovascular.

Las moléculas inflamatorias han estado implicadas en la fisiopatologia de las
enfermedades neurodegenerativas desde que conocemos su interaccion con las moléculas
de degradacion celular. El depdsito de la proteina beta amiloide ofrece una respuesta
inflamatoria que involucra a los astrocitos, la microglia, el endotelio y por supuesto a las
citocinas proinflamatorias, a la activacion del complemento y a los reactantes de fase
aguda (57). El proceso de desregulacion inflamatoria sistémico descrito en la enfermedad
de Alzheimer ha sido descrito en forma muy amplia y sigue aun controvertida. Las
moléculas inflamatorias que han sido implicadas directamente con la fisiopatologia de la
enfermedad son la interleucina 1-f (IL-1 B), el factor de necrosis tumoral o (FNT-a), la
al-antiquimotripsina, la interleucina 12 (IL-12), la interleucina 6 (IL-6), el factor
transformante de crecimiento f3, el interferén o y el interferon y. Posiblemente la citocina
mas estudiada sea la IL-6, implicada en la inflamacion sistémica, en los procesos de dafio
de la unidad neurovascular, en la barrera hematoencefalica y en los procesos de
proliferacion celular (58).

Para la finalidad de esta tesis nos hemos concentrado en algunas citocinas
inflamatorias que podrian estar implicadas en los procesos de dafio endotelial, o en el
microambiente de la unidad neurovascular en la enfermedad de Alzheimer, proponiendo
nuevos mecanismos de dafio. Las citocinas a las que hacemos referencia son: la citocina
atrayente de células T (CTACK/CCL27), el interferén gama inducido por monocinas
(MIG/CXCL9) y el factor derivado de células estromales (SDF-10/CXCL12), entre otras.

La CTACK se caracteriza por participar como un quimio-atrayente de linfocitos T, y

fue descrita por primera vez en enfermedades de la piel (96). Mas tarde, se logré identificar
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esta molécula en el sistema nervioso central, en especial en la corteza cerebral y en las
circunvoluciones limbicas, estructuras principalmente afectadas en la EA (59).
Recientemente se encontrd que podia estar incrementada su concentracion en los pacientes
con trastornos cognitivos en comparacion con sujetos sanos (99). Es interesante suponer
la existencia de un proceso comun donde intervenga esta citocina CTACK, entre el dafio
endotelial descrito en algunas enfermedades de la piel, y su presencia en enfermedades
del sistema nervioso donde se sugiere un dafio de la unidad neurovascular en la
enfermedad de Alzheimer. El interferéon gama inducido por monocinas (MIG/CXCL9) se
ha descrito en procesos inflamatorios cronicos y sistémicos, incluso en el cancer (60-62).

En el sistema nervioso central, la expresion del MIG ocurre principalmente en la
microglia, los astrocitos y en las células endoteliales (63). Esta molécula actiia en las
células gliales perivasculares y atraen selectivamente a los linfocitos T que expresan
CXCR3, el receptor del MIG. También se ha descrito que participa en la interaccion entre
las neuronas y las células gliales (100). En un estudio in vitro, se identificé que las
concentraciones altas del MIG reducen la fagocitosis de la forma fibrilar del AP, lo que
promueve su deposito y la progresion e la enfermedad de EA (101).

El factor derivado de células estromales (SDF-1a/CXCL12) funciona como un
reclutador de células progenitoras endoteliales. En el sistema nervioso de ha descrito como
promotor en la angiogénesis después de un infarto cerebral, favoreciendo también la
proliferacion y migracion celular de progenitores neuronales y endoteliales (102). Lo que
supondria que debe aumentar seglin progresa la enfermedad de Alzheimer.

La cantidad de citocinas descritas en los mecanismos de la enfermedad de Alzheimer
ha sido enorme, y ninguna ha podido explicar la fisiopatologia comun entre el dafio

endotelial, la depuracion de la proteina 3 amiloide y los trastornos en la fosforilacion de
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la proteina Tau. Nuestra propuesta concentrada en estas tres citocinas permitird afiadir un
granito de arena al conocimiento de la fisiopatologia en la enfermedad de Alzheimer.

En conclusion podemos decir que la comprension fisiopatologica de la enfermedad de
Alzheimer atn no se ha alcanzado plenamente. Las nuevas posibilidades de tratamiento
encaminadas a la prevencion del dafio y el tratamiento de la funcion neurovascular son
motivo de nuevas investigaciones. El ultrasonido Doppler transcraneal es una herramienta
accesible y sencilla que permite evaluar el flujo sanguineo intracraneal y la
vasorreactividad cerebral, como indicador de la integridad endotelial. Los procesos
comunes entre el dafio endotelial, la reactividad cerebrovascular, el acaimulo de la proteina
B amiloide y el dafo subsecuente en el metabolismo de las neuronas y la microglia

sugieren que podremos identificar a las moléculas capaces de esta integracion.
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2. PRIMER REPORTE.

Alteraciones en la Vasorreactividad Cerebral en pacientes con enfermedad de

Alzheimer.

2.1. Resumen.

Antecedente. Estudios recientes han demostrado que el sistema vascular cerebral
podria estar alterado en la enfermedad de Alzheimer; la vasorreactividad cerebral puede
ser un biomarcador relevante en la enfermedad de Alzheimer. El propdsito del estudio es
determinar las alteraciones en la vasorreactividad cerebral en la enfermedad de Alzheimer
y asociar sus hallazgos con su evaluacion cognitiva. Pacientes y métodos. Se incluyeron
pacientes con demencia de Alzheimer y controles sanos. Se obtuvieron variables
demograficas, clinicas, de imagen y de las pruebas cognitivas. Todos los participantes
fueron evaluados con la prueba de vasorreactividad cerebral (VRC) con CO2 al 7%, con
registro de las velocidades de flujo sanguineo cerebral (VFSC) a través del ultrasonido
Doppler transcraneal. Resultados: Se reclutaron 45 sujetos, 26 (21 mujeres) con
enfermedad de Alzheimer and 19 (15 mujeres) controles sanos. No hubo diferencias en
las velocidades de flujo sanguineo cerebral basales entre los grupos. Después de la prueba
de VRC, la diferencia absoluta entre las VFSC medias antes y después de la prueba con
CO2 al 7% (AVFSC-m) fue de 4.81(£6.96) y 8.70 (+4.14), (p<0.01) respectivamente; el
porcentaje de cambio en la VRC medida en diastole entre los grupos (%AVRC) fue
significativamente menor en el grupo con EA 7.45% (DE + 18.25) que en el grupo control,
con un 23.29% (DE £ 17.48); ademas se report6 una discreta correlacion con el puntaje

de la evaluacion cognoscitiva a través de la prueba del Mini-mental (p=0.337, p=0.023).

13



Conclusiones: En este estudio, los participantes con enfermedad de Alzheimer
mostraron algunos cambios significativos en las velocidades de flujo sanguineo cerebral
después de la prueba de vasorreactividad cerebral con CO2 al 7%, pero fue mas evidente
en la fase diastolica. La VRC tuvo una discreta correlacion con el puntaje en las pruebas

cognitivas, lo que deberd confirmarse con nuevos estudios y con mayor numero de sujetos.

2.2. Introduccion.

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa mas comin de demencia, en paises
industrializados y en vias de desarrollo (64, 65). Ademas, la EA afecta alrededor de 46.8
millones de personas en el mundo, aproximadamente el 5.2% de la poblaciéon mundial,
prevalencia que se estima se duplique en el 2030 (66).

Por lo anterior, es importante buscar nuevas estrategias que identifiquen sujetos en
riesgo y permita iniciar terapias en etapas tempranas y de prevencion de la enfermedad.
Sin embargo, aun existen procesos en la fisiopatologia de la enfermedad que permanecen
inciertos, por lo que no hay tratamiento o estrategias de prevencion eficaces. Se conoce
que los depositos de la proteina f-amiloide son hallazgos caracteristicos en la patologia
de los pacientes con enfermedad de Alzheimer. Estos depositos estan extendidos en el
sistema nervioso central, en la pared de los vasos sanguineos y dafian la funcion endotelial
con alteracion de la barrera hematoencefilica; estos fenémenos son los hallazgos
caracteristicos de los cerebros de los pacientes con EA (67). Por otro lado, los estudios
epidemiologicos han demostrado que las enfermedades cardiovasculares representan un
factor de riesgo para la EA. Los factores de riesgo cardiovasculares (FRCV) como la
hipertension, diabetes mellitus y dislipidemia han sido reportados como asociados al

incremento de la EA (68). En particular, la enfermedad arterial periférica (EAP) por
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aterosclerosis tiene un riesgo relative de 2.5 veces para desarrollar EA, en comparacion
con aquellos sin EAP (69). De esta forma, las enfermedades cardiovasculares promueven
el desarrollo de la EA, y en forma reciproca la EA contribuye al dafio neurovascular al
contribuir con la hipoperfusion a través del deposito de la beta amiloide (70).

La regulacion del flujo sanguineo cerebral (FSC) es regulada por la unidad
neurovascular (UNV); consiste en una unidad funcional formada por neuronas, células
gliales y endoteliales, y participa como regulador del flujo sanguineo respondiendo a
estimulos endodgenos y del medio ambiente. La UNV responde a los cambios en las
concentraciones séricas del didoxido de carbono (CO2) y su respuesta es llamada
vasorreactividad cerebral (VRC) (71). La VRC es un importante biomarcador de la
regulacion endotelial y del FSC, que refleja la integridad neurovascular (72). La reduccion
en la VRC se ha relacionado a alteraciones microvasculares, y existen algunas evidencias
de su involucro en estudios preclinicos en modelos animales de demencia de Alzheimer
(73). Estudios en humanos sobre la vasorreactividad cerebral han sido realizados en
secuencias de resonancia magnética, PET, SPECT e indirectamente con ultrasonido
Doppler transcraneal (DTC), en especial con atencion a las arterias cerebrales medias. El
proposito del presente estudio es medir la vasorreactividad cerebral con el uso del DTC
en pacientes con enfermedad de Alzheimer y compararlo con un grupo control de sujetos,

comparables en edad y género.

15



2.3. Pacientes y métodos.

2.3.1. Poblacidn.

Se realizd un estudio de casos y controles; los participantes se reclutaron
prospectivamente de la consulta del Servicio de Neurologia del la Universidad Autonoma
of Nuevo Leon, Monterrey, México de julio del afo 2009 a julio del 2010. Los criterios
de inclusion fueron sujetos con diagnostico de enfermedad de Alzheimer (EA) seglin los
criterios del DSM 1V y los criterios del NINCDS-ADRA (74). Los controles sanos fueron
pareados por edad (3 afios), género y factores de riesgo vascular. Fueron excluidos a los
pacientes con deterioro funcional severo (imposibilidad para acudir a las citas del
proyecto), falta de estudio de imagen cerebral para el diagndstico diferencial, trastorno
psiquiatrico al momento del diagnostico de la EA, antecedente de infarto al miocardio,
angina de pecho, ataque isquémico transitorio o infarto cerebral, estenosis carotidea severa
mayor al 50%, o condicion de riesgo respiratorio, cardiaco o cancer que comprometa su
esperanza de vida. Los pacientes y controles firmaron su carta de consentimiento, y en
caso necesario, el consentimiento se realiz6 con el familiar responsable. El proyecto fue

autorizado por las autoridades y los comités de ética e investigacion correspondientes.

Para evaluar posibles factores de confusion asociados a la presencia de aterosclerosis
significativa, se realizd una resonancia magnética cerebral para describir las lesiones de
substancia blanca por enfermedad microvascular y leucoaraiosis, asi como un ultrasonido
Doppler de vasos del cuello para medir el grosor intima media y la presencia de placa
carotidea. Ademads, se solicitaron muestras séricas para medir niveles de colesterol,

lipoproteinas de baja densidad, triglicéridos, proteina C reactiva y homocisteina.
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La informacion demografica y sobre los factores de riesgo vasculares se obtuvieron a
través de una entrevista clinica estructurada; los participantes fueron clasificados como
diabéticos si se declaraban con la enfermedad o usaban medicamentos correspondientes;
lo mismo se hizo con hipertension y dislipidemia. La funcion cognitiva fue evaluada con
la prueba mini del estado mental (MMSE, en sus siglas en inglés) (75-76), y con la versién
en espafiol de la escala de depresion geriatrica (GDS, en sus siglas en inglés) se evalu6 los

sintomas de depresion (77).

2.3.2. Protocolo de vasorreactividad cerebral y Doppler transcraneal.

La velocidad del FSC y los indices de pulsatilidad (IP) son evaluados con un
transductor de 2 MHz en el Doppler transcraneal (RIMED; Smart-Lite SL-1 TCD
System), con el sujeto en reposo, y dectbito supino; las mediciones son tomadas en la
arteria cerebral media (ACM) izquierda por el mismo examinador a una profundidad de
55 mm a través de la ventana temporal. Después de registrar los valores basales, se realiza
la prueba de vasorreactividad (VRC) solicitando al paciente que inhale una mezcla de aire
ambiente con CO2 al 7%, de acuerdo con la recomendacion Deplanque et al. (14). Después
de la inhalacion del CO2 por 5 minutos, la velocidad del FSC y los IP son registrados
nuevamente. Se obtienen las variables de la prueba, consistentes en la velocidad de FSC
en sistole (VFSC-s), diastole (VFSC-d) y media (VFSC-m). Los indices de pulsatilidad se
verificaron con la férmula de Gosling and King (78), el porcentaje de vasorreactividad
cerebral (%VRC) se calcul6 con la formula de la VFSC post-CO2 — VFSC basal-CO2 /
VFSC basal x 100; asi para todas las velocidades en sistole, diastole y medias. La presion
arterial media (PAM) se obtuvo entes y después de la prueba de VRC. Todos los estudios

de ultrasonido y de vasorreactividad cerebral se hicieron en el laboratorio neurovascular
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del Departamento de Neurologia, con una temperatura contante, y un periodo de reposo

de 10 minutos antes de realizar la prueba de VRC.

2.3.3. Analisis estadistico.

La comparacion de las variables se hizo con pruebas de Chi cuadrada o U de Mann-
Whitney en variables categoricas y t-de Student en variables paramétricas. El andlisis
multivariado se realizé ajustando con edad y género. Finalmente se realizé una prueba de
correlacion de Spearman entre los Resultados de las pruebas de mini-mental (MMSE), las
diferencias en las velocidades de FSC y el porcentaje de cambios de la VRC. Los
resultados fueron considerados significativos por una p<0.05, y los andlisis se hicieron

con el software SPSS v.22.0.

2.4. Resultados

2.4.1. Poblacidn.

Se incluyeron a 51 sujetos, 26 pacientes con enfermedad de Alzheimer (EA) y a 25
controles sanos pareados por edad y género. Sin embargo, de los sujetos controles 6 no
acudieron a todas las citas para completar los estudios de ultrasonido Doppler carotideo y
la resonancia magnética cerebral, por lo que fueron eliminados del andlisis. Las
caracteristicas demograficas y de las pruebas neuropsicoldgicas se muestran en la Tabla
1. No hay diferencias significativas entre los factores de riesgo cardiovasculares y como
era de esperarse la principal diferencia entre el grupo control y los pacientes con EA,

fueron los valores de la escala mini-mental (MMSE).
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2.4.2. Biomarcadores, neuroimagen y ultrasonido carotideo.

No hubo diferencia en la severidad de las lesiones de substancia blanca por

microangiopatia vascular en las resonancias magnéticas, en la presencia de placas

carotideas o incluso en el espesor de la intima-media carotidea. Ademas, con las muestras

de sangre de los participantes se estudio el colesterol total, LDL, HDL, triglicéridos,

proteina C-reactiva y homocisteina, sin encontrarse diferencias estadisticamente

significativas entre los pacientes con AE y los controles. Los resultados se describen en la

Tabla 1.

Tabla 1.

Caracteristicas clinicas, de imagen y de laboratorio entre los participantes.

Caracteristicas Pacientes con Alzheimer Controles
(n=26) (n=19)

a) Demograifics y clinicas.

Edad, media (rango)* 78(67-93) 78 (59-90)

Género, fem (%) 21 (81%) 15 (79%)

Afios de educacion, mediana (rango) 3(0-15) 6 (0-16)

Historia o medicamentos para diabetes, n (%) 9(35%) 4(21%)

Historia o medicamentos para la 13(50%) 8(42%)

hipertension arterial, n (%)

Dislipidermia, uso de estatinas, n (%) 5(19%) 9(47%)

IMC media, (+DE) 23.793.8) 1 29.31(4.78)

Tabaquismo activo, n (%) 6(23%) 7(37%)
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MMSE, media (+DE) 14.08(+5.80) 27+(3.20)
GDS 15, mediana (rango) 4 (0-10) 3 (0-7)

b) Resonancia magnética y ultrasonido carotideo.

Leucoaraiosis >5mm 6 (23%) 2 (11%)
Pacas carotideas >30% 11 (42%) 6 (32%)

Espesor intima-media

0.902 (0.60 -2.0)

0.826 (0.6-1.10)

¢) Muestra sérica.

Colesterol total 182.2+36.4 197.6 £33.5
LDL 111.6 £31.5 129.8 +32.3
HDL 36.7+11.5 38.2+9.6
Trigliéridos 164.7+100.4 147.5+56.9
PCR 3.7£5.0 6.6+9.1
Homocisteina 103+2.9 89+3.6

p<0-05.

MMSE: Escala del Estamo Mini-Mental, en inglés Mini-mental State Examination; IMC: indice de masa
corporal; GDS: Escala geriatrica de depresion, en inglés Geriatric Depression Scale - 15 puntos; IRM:
Imagen por resonancia magnética; LDL: lipoteteina de baja densidad, en inglés Low-density lipoprotein;

HDL: lipoproteinas de alta densidad, en inglés High-density lipoprotein; PCR: proteina C-reactiva; *afios.

2.4.3. Vasorreactividad cerebral.

Los valores de las velocidades de flujo sanguineo cerebral (VFSC) en las arterias

cerebrales medias (ACM) se registraron en todos los pacientes. La Tabla 2 muestra los

resultados en ambos grupos. No se registraron diferencias significativas en la presion
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arterial basal, los indices de pulsatilidad, o en las velocidades de flujo sanguineo cerebral

al inicio de la prueba.

Se realizd la prueba de vasorreactividad cerebral (VRC) con CO2 a todos los
participantes. Se encontraron diferencias en las VFSC entre los pacientes con Alzheimer
y los controles. Después de la prueba de VRC, se encontrd una diferencia absoluta entre
ambos grupos; por ejemplo la diferencia absoluta entre las VFSC medias antes y después
de la prueba con CO2 al 7% (AVFSC-m) fue de 4.81(£6.96) y 8.70 (+4.14), (p<0.01,
respectivamente); el porcentaje de cambio en la VRC medida en diastole entre los grupos
(%AVRC) fue significativamente menor en el grupo con EA 7.45% (DE + 18.25) que en
el grupo control, con un 23.29% (DE + 17.48); ademas se report6 una discreta correlacion
con el puntaje de la evaluacidon cognoscitiva a través de la prueba del Mini mental
(p=0.337, p=0.023). Después de realizar un ajuste estadistico con edad, género, presencia
de hipertension y diabetes, la principal diferencia fue en las mediciones de la

vasorreactividad en la diastole. Los resultados se muestran en la Tabla 2.

Se aprecia una correlacion positiva, aunque débil entre la escala del Mini Mental y los
resultados de las VFSC en sistole (p=0.339, p=0.023), en diastole (p=0.422, p=0.004) y
en la VFSC media (p=0.299, p=0.046). Al buscar la correlacion entre el Mini Mental y el
porcentaje de cambio en la VRC, solo en la diastole se aprecio la diferencia significativa

entre los grupos (p=0.337, p=0.023).
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Tabla 2. Velocidades de Flujo Sanguineo Cerebral y Vasorreactividad Cerebral.

Alzheimer (n=26)

Controles (n=19)

Velocidad | Basal Post-CO2 VRC Basal Post-CO2 VRC
media (+DE) | media (+DE) | % (xDE) media (+DE) | media (+xDE) | % (xDE)
VESC-S | 62.3 (19.8) 68.3(20.5)" | 10.8(15.2) | 69.9 (18.4) 82.6 (14.4) 21.1(17.0)
VESC-D | 25.3(8.2) 27.1.(9.7) 7.4 (18.2)" |26.3(7.2) 31.8(7.4) 23.2(17.4)
VESC-M | 38.8 (14.9) 43.6 (16.8)" | 15.0 (27.6) | 49.0 (15.5) 57.7 (14.0) 20.8 (14.9)

VRC: vasorreactividad cerebral; Tp < 0-05.

VFSC-S: velocidad de flujo sanguineo cerebral-sistole;
VFSC-D: velocidad de flujo sanguineo cerebral — diastole;

VFSC-M: velocidad de flujo sanguineo cerebral-media;

2.5. Discusion.

El estudio demostrd que los pacientes con EA tienen menor VRC que los controles

sanos, controlados por edad, género y los factores de riesgo cardiovascular méas comunes,

después de inhalar el CO2 al 7% en la prueba de vasorreactividad cerebral, siendo ain

mas evidente en la fase diastolica de la prueba. Incluso estos cambios en la prueba no se

asociaron a otros biomarcadores comunes como el dafio en la sustancia blanca, la

presencia de enfermedad aterosclerdtica en las arterias carotidas, el colesterol sérico, los

niveles de la proteina C reactiva o de la homocisteina. Este es el primer reporte con estos

resultados en una muestra de sujetos de América Latina.
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El estudio no demostré alteraciones o diferencias entre la poblaciéon con EA y los
controles en las VFSC basales o en los indices de pulsatilidad, similar a estudios
publicados previamente (79); el estudio reportado por Lee et al. (80) tuvo resultados
similares, sin embargo, Vicenzini et al. (81) encontr6é que la VFSC basal es menor con
indices de pulsatilidad (IP) mayores en los pacientes con EA. De acuerdo con un
metanalisis de estudios hemodindmicos en individuos con demencia realizado por
Sabayan et al., se confirm¢ la persistencia de una reduccion en las VFSC basales con IP
elevados en Alzheimer (82). En nuestro caso, apreciamos esta reduccion en la VFSC solo
en la fase diastolica, pero sin cambios significativos en el resto de las velocidades basales
o en los IP. Esta condicidn de hipoperfusion en los pacientes con EA puede ser el resultado
del dafio en pequefios vasos ocasionado por la angiopatia amiloide, piedra angular en las
caracteristicas histopatoldgicas del cerebro de la EA, entre otras alteraciones (83-84). El
incremento en los IP puede explicarse por el mismo dafio en la microvasculatura cerebral,

con incremento en la resistencia y pulsatilidad de la pared vascular.

La reduccion en la respuesta de la vasorreactividad cerebral (VRC) en la EA ha sido
recientente reportada en otros estudios; Abeelen et al. (85) mostro alteraciones en sujetos
con EA comparados con controles en la prueba a la hipercapnia. Incluso hay estudios de

resonancia magnética con secuencias BOLD que lo confirman (86).

La principal razon por lo que encontramos diferencias significativas en la VFSC
diastolica podria ser porque nuestro estudio tiene un tamafio de muestra reducido, sin
embargo, permitid obtener el resultado que también es el mas consistente en la literatura,

y que requiere nuevos estudios que logren confirmar este hallazgo.
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Las alteraciones en la VRC han sido propuestas por multiples mecanismos, siendo los
mas importantes los siguientes: 1) deposito de la proteina f-amiloide en las mas delgadas
arterias cerebrales, lo que se traduce en el dafio de los mecanismos vasodilatadores a través
del estrés oxidativo; 2) participacion en la disrupcion de la barrera hematoencefalica y la

formacion de edema perivascular; y 3) disfuncion de la via colinérgica.

Recientemente, se acepta que la patologia vascular participa en el Desarrollo y
progresion de la enfermedad de Alzheimer. Estos cambios incluso parecen ocurrir mucho
antes que las manifestaciones clinicas de la EA (87-88), incluso los sujetos con la
presencia de la apolipoproteina E han sido asociados con alteraciones en la funcion

vascular (89).

Aungque el proceso fisiopatologico de como estas alteraciones en la VRC participan en
el contexto de la demencia de Alzheimer, se reconoce que los factores de riesgo
cardiovasculares tradicionales, como la hipertension, la diabetes, la dislipidemia, el
tabaquismo, el sindrome metabolico, e incluso la misma edad, producen en forma
individual alteraciones en la VRC en la poblacion abierta, y posiblemente con mayor
énfasis en la EA (72). En un estudio poblacional publicado por Wolters et al. revelaron
que los sujetos con mayor VRC estdn menos propensos a desarrollar EA (HR 0.84), mas
aun si son portadores del alelo APOe4 (HR de 0.77) después de 11 afios de seguimiento,
lo que nos indica el posible uso de la prueba de VRC para identificar a la poblacién en

riesgo (87).

Con respecto a la evaluacion cognitiva, este estudio encontrd una correlacion débil,

pero positiva entre el Mini mental y los cambios en las VFSC durante la prueba de VRC.
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A este respecto hay literatura controversial. No todos los estudios han encontrado la
correlacion entre la prueba cognitiva y la VRC (80). Otros autores, si han encontrado que
el grado de disfuncidn vascular en la EA se acompana de mayor deterioro cognitivo y
funcional; un estudio de Silvestrini et al demostrd una correlacion moderada entre ambas
caracteristicas: entre el grado de la VRC utilizando la prueba de retencion de la respiracion
y el declive en las evaluaciones neuro-cognitivas por el Mini mental (84). Se requieren
nuevos estudios para cuantificar la magnitud real entre la correlacion entre el Mini mental

y las pruebas de VRC.

Nuestro estudio tiene varias limitaciones: en primer lugar, no realizamos capnografia
durante la prueba de VRC, aunque la técnica utilizada fue descrita y validada en previas
publicaciones (85); la enfermedad de Alzheimer se diagnosticd principalmente con bases
clinicas, y el estudio de la velocidad de flujo intracraneal se realizo solo en la arteria
cerebral media, por su mayor reproducibilidad. La definicion del antecedente de diabetes
se establecid por interrogatorio y/o ingesta de medicamentos afines, sin confirmacion con
estudios de laboratorio. Ademas, seis de los controles no acudieron a realizarse la

resonancia magnética y fueron excluidos.

2.6. Conclusion.

La medicion de la vasorreactividad cerebral por la prueba de CO2 es una forma
indirecta de medir la integridad de la funcién endotelial de los vasos arteriales
intracraneales. Es un método sencillo, seguro y de bajo costo; ideal para estudios clinicos
en paises de recursos limitados, con alta reproducibilidad, lo que podria permitir la

realizacion de estudios multicéntricos. Los hallazgos del presente estudio deberan ser
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confirmados con mayor nimero de participantes, y que permitan extender el conocimiento

en paises de la region de América Latina.
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3. SEGUNDO REPORTE
Perfil de citocinas en la enfermedad de Alzheimer: resultados de una poblacion
mexicana.

3.1. Resumen

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la principal causa de demencia en el mundo. Las
citocinas han sido descritas como parte de un proceso inflamatorio en la enfermedad, y
algunas se han asociado a su estadio clinico. El estudio incluye pacientes con EA y
controles pareados por edad y género, de la clinica de demencias del Hospital
Universitario de Monterrey. Las muestras para la determinacién de las citocinas se
tomaron de 78 sujetos, 29 con diagnostico de enfermedad de Alzheimer y 49 de controles
sanos. La citocina atrayente de células T (CTACK/CCL27), el interferén gama inducido
por monocinas (MIG/CXCL9) y el factor derivado de células estromales (SDF-
1a/CXCL12) estuvieron incrementados en los pacientes con EA en forma significativa
(p<0.05) en comparacion con los controles, sin observarse diferencias en las demas
citocinas inflamatorias. El estudio propone algunos mecanismos fisiopatologicos
implicados en este hallazgo y reconoce la necesidad de estudios con mayor poblacion para

confirmar los resultados.

3.2. Introduccion.
La enfermedad de Alzheimer (EA) se caracteriza por el depdsito de placas de beta-
amiloide y de una proteina tau hiperfosforilada; aunque recientemente se ha vinculado a

un proceso neurodegenerativo que involucra alteraciones vasculares (90-91).
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La unidad neurovascular (UNV) estd formada por pericitos, microglia, astrocitos,
neuronas y células endoteliales, y su alteracion contribuye al desarrollo de la EA y se
correlaciona con la severidad de las manifestaciones clinicas (92-94). La identificacion de
biomarcadores relacionados con los elementos de la UNV podria ofrecernos una mejor
comprension de los mecanismos fisiopatologicos de la EA.

El objetivo del presente estudio es comparar los niveles de las citocinas relacionadas
a la unidad neurovascular entre pacientes con EA y controles, pareados por edad y factores

de riesgo cardiovasculares.

3.3. Pacientes y métodos.

3.3.1. Poblacion y citocinas.

Se realizo6 un estudio de casos y controles, con un reclutamiento de pacientes en forma
consecutiva de la clinica de Consulta externa del Servicio de Neurologia del Hospital
Universitario de julio 2011 a julio 2013. Los criterios de inclusion fueron sujetos con el
diagnéstico de EA de acuerdo con los criterios del DSM IV y del NINCDS-ADRA (95).
Los controles sanos (CS) fueron pareados por edad (£3 afios), género y factores de riesgo
vascular.

Los pacientes con incapacidad funcional, sintomas psiquiatricos, historia de infarto al
miocardio, angina de pecho, ataque isquémico transitorio o infarto cerebral, estenosis
carotidea severa (>50%), o condiciones de riesgo cardio-respiratorios, fueron excluidos.
Los pacientes que no acudieron a sus citas de estudios de imagen, o tuvieron progresion
de su incapacidad, fueron eliminados. Se obtuvo un consentimiento en cada paciente con

apoyo de familiar responsable, y fue autorizado por el Comité de Etica e Investigacion.
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Las citocinas fueron medidas de la muestra sanguinea, centrifugada a 3000 rpm
durante 10 minutos. El Suero fue almacenado en alicuotas con polipropileno a -800C. Se
utiliz6 un kit Luminex xXMAP™ de BioRad Multikit (CA, USA) para cuantificar
interleucina (IL)-1a, IL-12, IL-18, Citocina atrayente de células T (CTACK/CCL27),
interferon gama inducido por monocinas (MIG/CXCL9) y factor derivado de células

estromales (SDF-10/CXCL12).

3.3.2. Analisis estadistico.

Las variables categdricas se analizaron con prueba de y 2 y exacta de Fisher; las
variables continuas con prueba t de Student o prueba U de Mann-Whitney. Se utilizo6 la
correlacion de Pearson para encontrar la relacion entre los niveles de las citocinas y los
valores de la prueba del Mini-mental. La regresion logistica se realizo ajustada por edad
y género y se evaluo los niveles de las citocinas y el riesgo de EA. Los resultados se
presentaron en medias + desviacion estandar, o en porcentajes, segun corresponda. La

significancia se establecio en una p < 0.05.

3.4. Resultados.
Un total de 78 sujetos fueron incluidos, 29 con EA pareados con los controles. No
hubo diferencias entre los grupos en los factores de riesgo cardiovasculares. La Tabla 1

muestra las caracteristicas de la poblacion.
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Tabla 1. Caracteristicas demograficas, clinicas y niveles de citocinas.
Caracterfsticas Enfermedad de Alzheimer | Controles

n=29 n=49 p=
Edad + DE 7534473 72.85 +6.59 0.075
Femenino 24 (82.8%) 37 (75.5%) 0.45
Anos de educacion 33+£2.13 4.66 £ 1.65 0.051
Factores de riesgo cardiovascular
Hipertension 15 (55.6%) 23 (48.9%) 0.58
Tratamiento para la hipertension | 13 (52%) 22 (46.8%) 0.68
Dislipidemia 7 (25.9%) 22 (46.8%) 0.11
Tratamiento de la dislipidemia 10 (40%) 20 (42.6%) 0.83
Diabetes Mellitus 10 (37%) 14 (29.8%) 0.52
Consumo de tabaco 5 (17.9%) 12 (35.5%) 0.44
Niveles de citocinas séricas
IL-1 30.60 = 10.14 33.85+29.86 0.667
IL-12 5224 +17.29 55.09 + 18.03 0.441
IL-18 134.69 + 64.26 153.20 + 82.30 0.594
CTACK 532.82 + 181.72 413.5+124.95 0.003*
MIG 1118.86 £ 717.66 800.13 £ 511.11 | 0.043*
SDF-1a 16.40 + 3.07 14.06 +2.55 0.001*

Una diferencia estadisticamente significativa fue encontrada en los niveles de
(p=0.003), MIG (p=0.043) y SDF-1a (p=0.001). No hubo diferencias relevantes en los

niveles de IL-1a (p=0.667), IL-18 (p=0.41) and IL-22 (p=0.594). Ademas, encontramos
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una correlacion negativa entre CTACK (r=-0.499; p=<0.001), MIG (r=-0.275; p=0.018)
y SDF-1a (1= -0.371; p= 0.001), con el puntaje del Mini-mental. La regresion logistica
reveld una diferencia consistente entre el grupo de la EA y el control en los niveles de
CTACK (p=0.041, OR 1.005, CI95% 1 — 1.009), pero no en el MIG (p=0.872, OR 1,

CI95% 0.999 — 1.001) o en el SDF-1a (p=0.051, OR 1.220, CI95% 0.999 — 1.009).

3.5. Discusion.

En nuestro estudio reportamos incremento en las citocinas relacionadas con la UNV,
lo que apoya el concepto de su role n la fisiopatologia de la EA. Encontramos niveles
elevados de la citocina CTACK en los sujetos con Alzheimer. Aunque la CTACK fue
originalmente descrita en dermatitis atdpica y en infecciones cutaneas (96), mas tarde se
describio en el sistema nervioso central (SNC) y en pacientes con esclerosis multiple (97-
98). Sin embargo, la informacién sobre la contribucion de la CTACK en la enfermedad
de Alzheimer es muy limitada. Un reporte de Lee y cols (99), la CTACK la encontrd
elevada en pacientes con deterioro cognitivo, sugiriendo su involucro en la progresion a
la EA o en un posible promotor.

El interferon gama inducido por monocinas (MIG) participa en la interaccion entre las
neuronas y las células gliales (100). Altas concentraciones de MIG reduce la fagocitosis
de la forma fibrilar de la proteina AP, lo que promueve el depdsito del beta amiloide y por
lo tanto la progresion de la enfermedad demencial (101). Por el contrario, el factor
derivado de células estromales la (SDF-1a) participa como reclutador de la microglia
para eliminar las placas de AB; desafortunadamente en los estadilios mas avanzados de la

enfermedad, el acimulo de la proteina AP sobrepasa la capacidad de depuracion de la

31



microglia (102), lo que explica el incremento proporcional de la citocina y la progresion
de la enfermedad de Alzheimer.

El estudio tiene varias limitaciones: 1) nuestra muestra es pequefia, aunque es una
muestra de casos consecutivos; 2) Los niveles de las citocinas fueron tomados de muestras
séricas y no del liquido cefalorraquideo, similar a otros estudios por cuestion ética; 3) No
se hicieron resonancias magnéticas cerebrales en los controles; sin embargo, ninguno tuvo
deterioro cognitivo en la evaluacion clinica, como para justificar su uso.

Un estudio prospectivo con mediciones seriadas es necesario para confirmar nuestros
hallazgos, y conocer la participacion de las citocinas en la presentacion de las diferentes

etapas de la enfermedad de Alzheimer.

3.6. Conclusion.

En conclusion, nuestros resultados muestran que CTACK, MIG y MIF estan
incrementadas en la enfermedad de Alzheimer y correlacionan con el grado de severidad
del deterioro cognitivo. El estudio se suma a otros que demuestran la complexidad de los

mecanismos fisiopatoldgicos de la enfermedad de Alzheimer.
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4. CONCLUSION FINAL.

La enfermedad de Alzheimer es el trastorno demencial mas frecuente. Los
mecanismos fisiopatologicos de la enfermedad continuan describiéndose, y mas
recientemente se contempla la contribicion de la funcidon neurovascular en los mecanismos
de dafo en la enfermedad de Alzheimer.

La prueba de vasorreactividad cerebral con CO2 al 7% utilizando el ultrasonido
Doppler transcraneal es una prueba accesible que permite evaluar la integridad de la
unidad neurovascular en los pacientes con deterioro cognitivo, en especial en la
enfermedad de Alzheimer.

Por otro lado, las citocinas inflamatorias estan implicadas en el proceso fisiopatoldgico
de las enfermedades neurodegenerativas, incluyendo aquellas con involucro
neurovascular. A nuestro entender este el primer reporte publicado en la literatura
internacional sobre la posible asociacion entre biomarcadores inflamatorios que
interactian en el endotelio y las estructuras del sistema nervioso central que estdn
implicadas en las manifestaciones clinicas de la enfermedad demencial. La citocina
atrayente de células T (CTACK/CCL27), el interferébn gama inducido por monocinas
(MIG/CXCL9) y el factor derivado de células estromales (SDF-10/CXCL12) estuvieron
incrementados en los pacientes con EA en forma significativa (p<0.05).

Se requieren mas estudios que permitan confirmar nuestros hallazgos, y esperamos
continuar con nuestra linea de investigacidon para encontrar marcadores de riesgo

tempranos que permitan disefiar e iniciar un tratamiento oportuno.
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Alzheimer’s Disease (AD) is the main cause of dementia worldwide. Inflammatory cytokines and
chemokines are related to different stages of AD and may be related to the progression of the disease.
A Case-control study of AD patients healthy, age and sex-matched controls was carried out at the
University Hospital “Dr. José E. Gonzalez”, UANL. Cytokines and chemokines were measured from blood
samples taken from the cubital vein after 8 h of fast. We included 78 subjects from which 29 had AD and
49 were healthy controls. CTACK (p = 0.003), MIG (p = 0.043) and SDF-1a (p = 0.001) were increased in
subjects with AD, whereas no change was observed in other cytokines and chemokines. CTACK, MIG and
SDF-1a are present in the Central Nervous System and are related to inflammation and endothelial dys-

function. Longitudinal studies evaluating the change of these chemokines in AD are needed to understand
their role in AD progression and possibly lead to new diagnostic and therapeutic targets.

© 2019 Published by Elsevier Ltd.

1. Introduction

Alzheimer’s Disease (AD) is the main cause of dementia world-
wide [1]. By 2040, it is expected that 71% of cases of dementia will
occur in developing countries [2]. The pathophysiology of AD is
characterized by the deposit of beta-amyloid plaques and hyper-
phosphorylation of tau protein, however different inflammatory
cytokines and chemokines are related with different stages of AD
and may be related to the progression of the disease [3]. The aim
of this article is to describe the chemokine profile of patients with
Alzheimer’s Disease compared to a healthy, age and sex-matched
controls.

2. Material and methods

A case-control study was carried out at the University Hospital
“Dr. José E. Gonzalez” in Monterrey, Nuevo Leon, Mexico, an aca-
demic hospital with tertiary care services. Patients were recruited
from the Hospital’s Dementia Clinic from January 2013 to Decem-

* Corresponding author at: Servicio de Neurologia, Hospital Universitario “Dr.
Jose E. Gonzalez”, Gonzalitos y Madero s/n. Mitras Centro. Monterrey, Nuevo Le6n
64460, Mexico.

E-mail address: fernando.gongora@hotmail.com (F. Gongora-Rivera).
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0967-5868/© 2019 Published by Elsevier Ltd.

ber 2014. A clinical history was realized to every subject, including
sociodemographic information. Level of independency was mea-
sured using the modified Rankin scale (mRs) and severity of cogni-
tive impairment was evaluated with the mini-mental state
examination (MMSE).

Inclusion criteria for AD subjects were: 1) age > 50, 2) AD diag-
nosed using NINCDS-ADRDA criteria, 3) no history of stroke, 4) no
hospitalizations in the last 6 months, 5) a mRs score < 4 points.
Controls were defined as having no cognitive decline based on
MMSE and paired with AD patients by sex and age (+3 years).
We excluded patients with cancer, cardiac insufficiency and hep-
atic or renal chronic disease.

Cytokines and chemokines were measured from blood samples
taken from the cubital vein after 8 h of fast. Blood samples were
centrifugated at 3000 rpm per 10 min and plasma was stored in
aliquots with polypropylene at —80 °C. Cytokines and chemokines
were measured using Luminex xXMAP™ in a BioRad Multikit (CA,
USA). We measured IL-1a, IL-2 receptor o (IL-2Rat), IL-3, IL-12,
IL-16, IL-18, cutaneous T-cellattracting chemokine (CTACK/
CCL27), hepatocyte growth factor (HGF), interferon-alpha2 (IFN-
o2), leukemia inhibitory factor (LIF), monocyte chemotactic pro-
tein (MCP-3), macrophage colony-stimulating factor (M-CSF),
macrophage migration inhibitory factor (MIF/CXCL9), monokine
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induced by gamma interferon (MIG), B-NGF, stem cell growth
factor-beta (SCGF-B), stromal cell-derived factor-1alpha (SDF-1a/
CXCL12), tumor necrosis factor-beta (TNF-B) and TNF-related
apoptosis-inducing ligand (TRAIL),

Categorical variables were analyzed a Chi-squared and continu-
ous variables with Student’s test and Mann Whitney U test, as
appropriate. Levels of chemokines values were correlated with
MMSE score using a Pearson’s correlation. Results are presented
as the means + standard deviations (SD) or percentages unless
otherwise stated. A binary logistic regression was realized adjusted
by age and sex. The results were considered to be significant for
p-values <0.05.

The study was approved by the local Research Ethics Committee
(NR08-007) and participants or guardians of participants signed
informed consent.

3. Results

We included 78 subjects from which 29 had AD and 49 were
healthy controls. The sociodemographic characteristics and cardio-
vascular risk factors did not differ between groups. Patients with

Table 1
Clinical characteristics and serum cytokines in patients with Alzheimer’s Disease and
healthy controls.

Alzheimer’s Disease Controls n =49  p value
n=29

Age + SD 7534 +73 72.85 £ 6.59 0.075
Female 24 (82.8%) 37 (75.5%) 0.45
Years of education 33+213 4.66 + 1.65 0.051
MMSE 1444 + 5.6 27.87 £2.19 <0.001*
Cardiovascular Risk factors
Hypertension 15 (55.6%) 23 (48.9%) 0.58
Hypertension 13 (52%) 22 (46.8%) 0.68

treatment
Dyslipidemia 7 (25.9%) 22 (46.8%) 0.11
Dyslipidemia 10 (40%) 20 (42.6%) 0.83

treatment
Diabetes Mellitus 10 (37%) 14 (29.8%) 0.52
Tobacco 5(17.9%) 12 (35.5%) 0.44

Consumption
Chemokine profile
IL-1a 30.60 + 10.14 33.85 +29.86 0.667
IL-2Ra 30.60 + 10.14 38.40 + 11.89 0.642
IL-3 29.09 + 7.29 27.28 +7.39 0.232
IL-18 52.24 +17.29 55.09 + 18.03 0.441
IL-16 33.67 +8.23 35.53 +9.96 0435
IL-12 134.69 + 64.26 153.20 £ 8230  0.594
IFN-a2 2543 +49 24.5 £ 6.28 0.197
MCP3 21.48 + 3.63 24.68 + 13.73 0.575
M-CSF 86.29 +30.35 79.78 £ 37.77 0.068
MIF 57.103 = 31.71 306.25 + 407.69 0.060
b-NGF 22.41 +4.03 21.17 £3.77 0.214
SCGF 623.59 + 189.15 668.98 + 251.37 0.339
CTACK 532.82 + 181.72 413.5+ 12495 0.003*
MIG 1118.86 + 717.66 800.13 +511.11  0.043*
TNF-B 24.98 + 6.95 26.08 + 19.81 0.356
LIF 39.26 + 6.13 38.21+7.28 0.519
HGF 129.19 + 49.27 127.45 £36.77  0.859
TRAIL 50.15 £ 10.77 4945 +10.21 0.773
SDF-1a 16.40 + 3.07 14.06 + 2.55 0.001*

SD: Standard deviation, MMSE: Mini-mental state examination.

IL-2 receptor o (IL-2Rat), cutaneous T-cellattracting chemokine (CTACK/CCL27),
hepatocyte growth factor (HGF), interferon-alpha2 (IFN-02), leukemia inhibitory
factor (LIF), monocyte chemotactic protein (MCP-3), macrophage colony-stimulat-
ing factor (M—CSF), macrophage migration inhibitory factor (MIF/CXCL9), mono-
kine induced by gamma interferon (MIG), nerve growing factor (B-NGF), stem cell
growth factor-beta (SCGF-B), stromal cell-derived factor-1alpha (SDF-10/CXCL12),
tumor necrosis factor-beta (TNF-B) and TNF-related apoptosis-inducing ligand
(TRAIL)

* p = <0.05

AD had a significantly lower MMSE score (p=<0.001). Characteris-
tics of the population are described in Table 1.

We found higher levels of CTACK (p = 0.003), MIG (p = 0.043)
and SDF-1a (p = 0.001) in subjects with AD, whereas no change
was observed in other cytokines and chemokines (Table 1). Levels
of CTACK (r = -0.499; p=<0.001), MIG (r = -0.275; p = 0.018) and
SDF-1a (r = —0.371; p = 0.001) were negatively correlated with
MMSE score. In a logistic regression adjusted for age and sex, we
only found a significant difference in CTACK (p = 0.041, OR 1.005,
CI95% 1 — 1.009).

4. Discussion

In our study we measured the serum levels of diverse chemoki-
nes in AD and healthy subjects for the first time in a Mexican pop-
ulation. We found higher levels of CTACK, MIG and SDF-1 « in
patients with AD and no difference in the rest of the chemokines.

CTACK is characterized to act as a chemoattractant for antigen-
specific T lymphocytes in skin pathologies [4]. Further, it has been
described in the CNS, especially in the cerebral cortex and limbic
structures, which are the main structures affected in AD [5,6].
Lee et al [7], found similar results than our study in a population
of AD compared to mild cognitive impairment and non-
demented subjects. Nonetheless, the main role of CTACK remains
unclear and its functions in neurodegenerative disorders require
further investigation.

MIG has been related with localized and systemic inflammation,
chronic inflammatory disorders and cancer [8-10]. In the CNS, MIG
expression is mainly in microglia, astrocytes and brain endothelial
cells [11]. In a recent review, Koper et al described the role of MIG
in neurodegenerative disorders. In Multiple Sclerosis, MIG is
expressed in perivascular glial cells to then selectively attract T-
lymphocytes expressing CXCR3, the receptor of MIG. On the other
hand, in AD, MIG is suggested to participate in an interaction
between neurons and glial cells [12]. An in vitro analysis, revealed
that elevated concentrations of MIG reduce the phagocytosis of the
fibrillar form of AB, thus promoting the deposit of A and the pro-
gression of the disease [13].

SDF-1a functions as a recruiter of bone marrow-derived cells
and endothelial progenitor cells. In CNS disorders, for instance
stroke, SDF-1a participates in the recovery phase after stroke by
promoting angiogenesis through the proliferation and migration
of endothelial precursor cells, and in the neurogenesis by the
recruitment of neural progenitor cells [14]. Therefore, it is possible
that levels of SDF-1a increase proportionally with the progression
of AD. Some of the rest of the chemokines have been related to AD,
for instance IL-1a, IL-12 and IL-18 [7]; however, in our study we
failed to find an association.

Our study presented several limitations: 1) we included a lim-
ited number of subjects and performed a cross-sectional study, 2)
no measure was performed in CSF, and 3) no MRI was obtained
from the controls, however, no one had a cognitive decline defined
by MMSE. Some strengths merit comment: our study provides a
chemokine profile from an underrepresented population which
will have a great incidence of AD in the coming years, we evaluated
and correlated the levels of the increased chemokines with the
cognitive impairment. A prospective design with sequential mea-
surements would reveal what is the course of these chemokines
and how they relate with the progression of the disease.

5. Conclusion

This study provides evidence of the difference in the chemokine
profile between patients with Alzheimer’s Disease and healthy
controls. These chemokines have been described in diverse
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pathologies affecting the CNS, however, their function in AD
remains unclear. Further research could help to address the main
role of these chemokines in AD and possibly lead new diagnostic
and therapeutic targets.

Declaration of Competing Interest

This research did not receive any specific grant from funding
agencies in the public, commercial, or not-for-profit sectors. The
authors have no competing interests to declare.

Appendix A. Supplementary data

Supplementary data to this article can be found online at
https://doi.org/10.1016/j.jocn.2019.12.051.

References

[1] B. Duthey, Background paper 6.11: Alzheimer disease and other dementias A
Public Health Approach to Innovation, 2013, 1-74.

[2] Ferri CP, Prince M, Brayne C, Brodaty H, Fratiglioni L, Ganguli M, et al. Global
prevalence of dementia: a Delphi consensus study. Lancet 2005;366:2112-7.
https://doi.org/10.1016/S0140-6736(05)67889-0.

[3] Brosseron F, Krauthausen M, Kummer M, Heneka MT. Body fluid cytokine
levels in mild cognitive impairment and Alzheimer’s disease: a comparative
overview. Mol Neurobiol 2014;50:534-44. https://doi.org/10.1007/s12035-
014-8657-1.

[4] Homey B, Alenius H, Miiller A, Soto H, Bowman EP, Yuan W, et al. CCL27-
CCR10 interactions regulate T cell-mediated skin inflammation. Nat Med
2002;8(2):157-65. https://doi.org/10.1038/nm0202-157.

[5] Bozzali M, Serra L, Cercignani M. Quantitative MRI to understand Alzheimer’s
disease pathophysiology. Curr Opin Neurol 2016;29:437-44. https://doi.org/
10.1097/W(C0.0000000000000345.

[6] Gunsolly C, Nicholson JD, Listwak SJ, Ledee D, Zelenka P, Verthelyi D, et al.
Expression and regulation in the brain of the chemokine CCL27 gene locus. ]
Neuroimmunol 2010;225:82-90. https://doi.org/10.1016/j.
jneuroim.2010.04.019.

[7] Lee KS, Chung JH, Lee KH, Shin M], Oh BH, Hong CH. Bioplex analysis of plasma
cytokines in Alzheimer’s disease and mild cognitive impairment. Immunol Lett
2008;121:105-9. https://doi.org/10.1016/j.imlet.2008.09.004.

[8] Ding Q, LuP, Xia Y, Ding S, Fan Y, Li X, et al. CXCL9: evidence and contradictions
for its role in tumor progression. Cancer Med 2016;5:3246-59. https://doi.org/
10.1002/cam4.934.

[9] Tworek D, Kuna P, Miynarski W, Gorski P, Pietras T, Antczak A. MIG (CXCL9),
IP-10 (CXCL10) and TAC (CXCL11) concentrations after nasal allergen
challenge in patients with allergic rhinitis. Arch Med Sci 2013;9:849-53.
https://doi.org/10.5114/aoms.2013.37198.

[10] Schiro A, Wilkinson FL, Weston R, Smyth JV, Serracino-Inglott F, Alexander MY.
Endothelial microparticles as conveyors of information in atherosclerotic
disease.  Atherosclerosis  2014;234:295-302.  https://doi.org/10.1016/].
atherosclerosis.2014.03.019.

[11] Miiller M, Carter S, Hofer MJ, Campbell IL. The chemokine receptor CXCR3 and
its ligands CXCL9, CXCL10 and CXCL11 in neuroimmunity - a tale of conflict
and conundrum. Neuropathol Appl Neurobiol 2010;36:368-87. https://doi.
0rg/10.1111/j.1365-2990.2010.01089.X.

[12] Koper OM, Kaminska ], Sawicki K, Kemona H. CXCL9, CXCL10, CXCL11, and
their receptor (CXCR3) in neuroinflammation and neurodegeneration. Adv Clin
Exp Med 2018. https://doi.org/10.17219/acem/68846.

[13] Krauthausen M, Kummer MP, Zimmermann J, Reyes-Irisam E, Terwel D, Bulic
B, et al. CXCR3 promotes plaque formation and behavioral deficits in an
Alzheimer’s disease model. ] Clin Invest 2015;125:365-78. https://doi.org/
10.1172/JCI66771.

[14] Wang Y, Huang J, Li Y, Yang GY. Roles of chemokine CXCL12 and its receptors
in Ischemic stroke. Curr Drug Targets 2012;13:166-72. https://doi.org/
10.2174/138945012799201603.

Please cite this article as: F. Gongora-Rivera, A. Gonzalez-Aquines, X. Ortiz-Jiménez et al., Chemokine profile in Alzheimer's disease: Results from a Mexican
population, Journal of Clinical Neuroscience, https://doi.org/10.1016/j.jocn.2019.12.051



https://doi.org/10.1016/j.jocn.2019.12.051
https://doi.org/10.1016/S0140-6736(05)67889-0
https://doi.org/10.1007/s12035-014-8657-1
https://doi.org/10.1007/s12035-014-8657-1
https://doi.org/10.1038/nm0202-157
https://doi.org/10.1097/WCO.0000000000000345
https://doi.org/10.1097/WCO.0000000000000345
https://doi.org/10.1016/j.jneuroim.2010.04.019
https://doi.org/10.1016/j.jneuroim.2010.04.019
https://doi.org/10.1016/j.imlet.2008.09.004
https://doi.org/10.1002/cam4.934
https://doi.org/10.1002/cam4.934
https://doi.org/10.5114/aoms.2013.37198
https://doi.org/10.1016/j.atherosclerosis.2014.03.019
https://doi.org/10.1016/j.atherosclerosis.2014.03.019
https://doi.org/10.1111/j.1365-2990.2010.01089.x
https://doi.org/10.1111/j.1365-2990.2010.01089.x
https://doi.org/10.17219/acem/68846
https://doi.org/10.1172/JCI66771
https://doi.org/10.1172/JCI66771
https://doi.org/10.2174/138945012799201603
https://doi.org/10.2174/138945012799201603
https://doi.org/10.1016/j.jocn.2019.12.051

Hindawi

International Journal of Alzheimer’s Disease
Volume 2018, Article ID 9328293, 5 pages
https://doi.org/10.1155/2018/9328293

Research Article

Hindawi

Impaired Cerebral Vasomotor Reactivity in Alzheimer’s Disease

Fernando Gongora-Rivera ,12 Adolfo Cordero-Perez, Alejandro Gonzalez-Aquines,1
Antonio Anaya-Escamilla ®,' Eduardo Villarreal-Garza,"*

Meztli Espinosa-Ortega,l Mario C. Salinas-Carmona,” and Xochilt Ortiz-Jimenez

1,2,3

' Departamento de Neurologia, “Dr. José Eleuterio Gonzdlez” Hospital Universitario y Facultad de Medicina,

Universidad Autonoma de Nuevo Leon, Monterrey, Mexico

Unidad de Neuromodulacién y Plasticidad Cerebral, Centro de Investigacién y Desarrollo en Ciencias de la Salud,
Universidad Auténoma de Nuevo Leén (UANL), Monterrey, NL, Mexico
3Facultad de Psicologia, Universidad Auténoma de Nuevo Leén (UANL), Monterrey, NL, Mexico

Correspondence should be addressed to Fernando Gongora-Rivera; fernando.gongora@hotmail.com

Received 22 March 2018; Revised 30 June 2018; Accepted 26 July 2018; Published 9 September 2018

Academic Editor: George T. Grossberg

1. Introduction

Copyright © 2018 Fernando Gongora-Rivera et al. This is an open access article distributed under the Creative Commons
Attribution License, which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is
properly cited.

Background. Recent studies have shown that cerebral vascularity may be impaired in Alzheimer’s disease. Cerebral vasomotor
reactivity could be an important biomarker for this pathology. Aims. The aim of this study was to investigate the alterations in
cerebral vascular motor reactivity in Alzheimer’s disease subjects and to associate these changes with their cognitive scores. Methods.
We recruited subjects with a diagnosis of Alzheimer’s disease and healthy controls. Demographic, clinical, imaging, and cognitive
test were obtained. Then all participants performed a cerebral vascular motor reactivity test with 7% CO2 and cerebral blood flow
velocities (CBFV) were recorded with transcranial doppler ultrasound before and after the test. Results. We recruited 45 subjects,
26 (21 female) Alzheimer’s disease participants and 19 (15 female) healthy controls. There were no differences in baseline cerebral
blood flow velocities between the groups. After the cerebral vasomotor reactivity test, absolute mean difference in mean CBFV
(ACBFV-m) was 8.70+4.14 versus 4.81+6.96 (p<0.01), respectively. Calculated percentage of change (%CVMR) was lower in the
AD group 7.45+18.25 versus 23.29+17.48, and there was a positive but weak correlation with mini-mental scores (p=0.337, p=0.023).
Conclusions. In this study, Alzheimer’s disease subjects showed significant changes in all absolute cerebral blood flow velocities after
the cerebral vasomotor reactivity test with CO2, but only diastolic phase responses were statistically significant. There was a positive
but weak correlation between cerebral vasomotor reactivity and cognitive scores. Further studies are needed to investigate these
effects in larger Latin-American samples.

It is well known that amyloid-f3 protein deposits are
the classical pathological finding in subjects affected with

Alzheimer’s disease (AD) is the leading cause of dementia
in both industrialized and developing countries, accounting
for most of all dementia cases [1, 2]. Furthermore, AD affects
an estimate of 46.8 million people worldwide, approximately
5.2% of the world population, and it is calculated that this
number will double by the year 2030 [3]. Therefore, it is
important to develop cost-effective treatment and preven-
tion strategies. However, the pathophysiological processes
behind neurodegeneration in AD remain unclear. Neither
an effective treatment or a prevention strategy have been
developed.

AD. These protein deposits are spread across the central
nervous system including the brain vessel walls, leading
to impaired endothelial function and blood-brain barrier
disruption among other pathological phenomena [4]. On
the other hand, epidemiological studies have demonstrated
that cardiovascular disease (CVD) represents a risk factor
for AD development and progression. Common CVD risk
factors as hypertension, diabetes mellitus, and dyslipidemia
are associated with increased AD frequency [5]. Particularly,
participants with peripheral arterial disease (PAD) have a
relative risk (RR) of 2.5 to develop AD, relative to those
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without PAD [6]. Thus, cardiovascular disease may promote
and contribute to the development of AD, and in a parallel
way, AD could also contribute to vascular damage and cere-
bral hypoperfusion progression through cerebral amyloid
angiopathy and other mechanisms [7].

In normal subjects, the neurovascular unit (NVU), which
is a functional unit consisting of neuronal, glial, and vascular
cells, is responsible for maintaining an adequate cerebral
blood flow (CBF) in response to internal and external stimuli.
The NVU (and CBF in consequence) can respond to changes
in blood CO2 concentration, which is the termed cerebral
vascular motor reactivity or cerebral vasomotor reactivity
(CVMR) [4]. Hence CVMR arises as an important biomarker
of CBF regulation and NVU function, and in consequence of
cerebral vascular health [8]. CVMR attenuation along with
vascular structural alterations had been evidenced in several
preclinical studies with animal models of AD [9] and human
brain specimen studies [10]. Measurement of CBF changes
in humans has been done previously using BOLD-MR,
SPECT, and PET and indirectly with transcranial doppler
ultrasonography (TCD). The latter is a dynamic noninvasive
method that measures cerebral blood flow velocity (CBFV)
in the brain vessels, most frequently in the middle cerebral
artery (MCA).

The aim of this study was to measure and compare CVMR
response with TCD in AD participants versus control subjects
matched for age and sex and to associate these changes with
their cognitive scores in a Latin-American AD sample.

2. Materials and Methods

2.1. Study Population. A case-control study was conducted,
and participants were consecutively recruited from the Neu-
rology Outpatient Clinic of the Universidad Autonoma of
Nuevo Leon, Monterrey, Mexico, from July 2009 to July
2010. Inclusion criteria were subjects with a diagnosis of
AD according to the DSM IV and NINCDS-ADRA Criteria
[11]. Healthy controls (HC) matched for age (£3 years),
sex, and vascular risk factors were also recruited. Subjects
who did not attend the imaging study appointment and
those with severe functional impairment (inability to attend
the appointments), psychiatric disorder (at the time of AD
diagnosis), history of myocardial infarction, angina pectoris,
transient ischemic attack or stroke, severe carotid stenosis
(>50%), and respiratory or cardiac conditions were excluded
from the study. Informed consent was obtained for every
participant in the study (and the family caregivers in AD
participants) and this study was approved by the Local Ethics
Committee.

2.2. Magnetic Resonance Imaging (MRI), Carotid Ultrasound
Study, and Blood Samples. To evaluate for possible con-
founding factors, an MRI study was made to assess for
white matter damage (leukoaraiosis) and a carotid ultrasound
study to assess for carotid plaques and an intima-media
thickness (IMT). In addition, blood samples were obtained
for every participant and processed for common vascular
risk biomarkers: cholesterol, low-density lipoprotein, high-
density lipoprotein, triglycerides, C-reactive protein, and
homocysteine.
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2.3. Clinical Data, Cognitive and Depression Test. Demo-
graphic and vascular risk factors data were obtained through
a structured clinical interview, and participants were clas-
sified as having diabetes mellitus (DM) if they were using
antidiabetic drugs or with self-reported history; also hyper-
tension and dyslipidemia status were assessed similarly.
Cognitive function was evaluated with Mini-Mental State
Examination test (MMSE) Spanish version [12, 13] and the
Geriatric Depression Scale in its 15-item Spanish version was
applied to screen for depression symptoms [14].

2.4. Cerebral Vasomotor Reactivity Protocol and TCD Study.
CBFVs and Pulsatility Indices (PIs) were evaluated with a
2 MHz Probe TCD (Rimed; Smart-Lite SL-1 TCD System)
with the participant in a supine position; measurements were
taken in the left MCA by the same examiner at an insonation
deep of 55 millimeters through the temporal window. After
baseline CBFVs and PIs measurement, a CVMR test was
made asking the patient to inhale a 7% CO2-air mixture
for 5 minutes according to Deplanque et al. [15]. After the
CO2 inhalation, CBFV and PIs measurement were repeated.
Variables collected were CBFYV, systolic CBFV (CBEFV-S),
diastolic (CBFV-D), and mean (CBFV-M). PIs were manually
calculated using the formula of Gosling and King [16], CVMR
was calculated as CBFV post CO2 - CBFV at baseline/ CBFV
at baseline x 100, and calculations were made for all veloc-
ities. Mean arterial pressure (MAP) was obtained prior to
and after the CVMR test. All tests were conducted in the
vascular research laboratory of the Neurology Department at
a constant temperature and with a 10-minute resting period
before initial CBFV evaluation.

2.5. Statistical Analyses. Comparisons of continuous vari-
ables were analyzed with a Mann-Whitney U test and a chi-
square test was used for categorical variables. A multivariate
analysis was made to adjust for age and sex. Finally, a
Spearman correlation test between MMSE results, CBFVs
difference, and %CVMRs was performed. Results were con-
sidered significant if p=<0.05. All statistical analysis was
made using SPSS v22.0.

3. Results

3.1 Participant General Characteristics. A total of 51 sub-
jects, 26 participants with AD and 25 healthy, were initially
included; however, 6 controls who did not attend the ini-
tial carotid ultrasound and MRI study appointment were
excluded. General demographic, cognitive, and depression
test results are shown in Table 1. There were no statistically
significant differences in cardiovascular risk factors or GDS
scores between both groups. There was a significant differ-
ence in MMSE scores between AD participants and HC.

3.2. MRI, Carotid Doppler Ultrasound Study, and Vascular
Biomarkers Results. There were no differences in the severity
of white matter damage between the groups. In addition,
there were no significant differences in the presence of carotid
plaques or intima-media thickness estimate. There were no
statistically significant differences between AD participants
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TaBLE 1: Demographic, clinical, imaging, and blood sample characteristics of Alzheimer’s disease and healthy control participants.

Characteristic

Alzheimer’s disease (n=26)

Healthy controls (n=19)

(a) Demographic and clinical

Age, median (range)* 78(67-93) 78 (59-90)
Gender, fem (%) 21 (81%) 15 (79%)
Education years, median (range) 3(0-15) 6 (0-16)
Diabetes mellitus, n (%) 9(35%) 4(21%)
Hypertension, n (%) 13(50%) 8(42%)
Dyslipidemia, n (%) 5(19%) 9(47%)
Active smoking, n (%) 6(23%) 7(37%)
MMSE, media (+SD) 14.08(+5.80) ' 27+(3.20)
GDS, median (range) 4(0-9) 3(0-7)
(b) MRI study and carotid ultrasound

Leukoaraiosis >5mm 6 (23%) 2 (11%)
Carotid plaques >30% 11 (42%) 6 (32%)

Intima-media thickness

0.902 (0.60 -2.0)

0.826 (0.6-1.10)

(c) Blood samples

Total cholesterol 182.2 + 36.4 197.6 + 33.5
LDL 111.6 + 31.5 129.8 £ 32.3
HDL 36.7 £11.5 38.2+£9.6
Triglycerides 164.7 +100.4 147.5 + 56.9
CRP 3.7+5.0 6.6 9.1
Homocysteine 103+2.9 89+3.6

MMSE: Mini-Mental State Examination; BMI: body mass index; GDS: Geriatric Depression Scale 15 item version; MRI: magnetic resonance imaging; LDL:
low-density lipoprotein; HDL: high-density lipoprotein; CRP: C-reactive protein.

* Years.
p < 0-05.
TABLE 2: Baseline, post-CO?2 test cerebral blood flow velocities, and calculated CVMR.
Healthy Controls Alzheimer’s disease
(n=19) (n=26)
Velocities Baseline Post-CO2 Mean CVMR % Baseline Post-CO2 Mean CVMR %
mean (+SD) mean (+SD) (+SD) mean (+SD) mean (+SD) (+SD)
CBFV-S 69.90 (18.44) 82.64 (14.47) 21.17(17.03) 62.3619.83) 68.30(20.50)" 10.88(15.26)
CBFV-D 26.36 (7.26) 31.86 (7.42) 23.29(17.48) 25.348.21) 27.09(9.78)" 7.45(18.25)""
CBFV-M 49,00 (15.52) 57.70 (14.08) 20.88(14.97) 38.8814.95) 43.69(16.87)" 15.02(27.69)

CBFV-S: cerebral blood flow velocity-systolic; CBFV-D: cerebral blood flow velocity-diastolic; CBFV-M: cerebral blood flow velocity-mean; CVMR %: cerebral
vasomotor reactivity as a percentage of change between baseline CBFV and post-CO2 test CBFV.

7‘p < 0-05: comparison of post-CO2 mean CBFV between AD and HC groups.

7”rp < 0.05: comparison of mean CVMR % between AD and HC groups.

and HC in cholesterol, LDL, HDL, triglycerides, C-reactive
protein, and homocysteine levels. Full results of MRI, carotid
doppler, and blood samples are shown in Table 1.

3.3. Baseline CBFV and PIs Results. Baseline CBFVs in
MCA were obtained from all participants. Table 2 shows
results obtained for both groups. There were no significant
differences in baseline BP (blood pressure), PIs, or any of the
CBFVs between AD participants or HC.

3.4. Cerebral Vasomotor Reactivity Test Results. All recruited
participants were able to perform the entire CVMR test. There
were significant absolute differences in CBFVs between AD

and HC groups after the CO2 test, and calculated %CVMR
for changes in diastolic, systolic, and mean CBFVs were
statistically significant between both groups; however after
adjusting for age, sex, hypertension, and DM, only changes in
diastolic CVMR remained statistically significant (7.45+18.25
versus 23.29+17.48, p<0.05). Full results are shown in Table 2.

3.5. MMSE Cognitive Test and CBFV. There was a positive
correlation between MMSE results and changes in CBFV-
S (p=0.339, p=0.023), CBEV-D (p=0.422, p=0.004), and
CBFV-M (p=0.299, p=0.046). When correlating MMSE with
%CVMRs, only %CVMR-D (p=0.337, p=0.023) remained
statistically significant.



4. Discussion

4.1. Main Findings. This study shows that participants with
AD have smaller changes in CBFVs than healthy controls
matched for age, gender, and common vascular risk factors
in response to an inhaled CO2 CVMR test, particularly in
diastolic phase CBFV. Also, this decreased response may not
be related to differences in common vascular risk biomarkers
such as white matter damage, atherosclerotic disease, choles-
terol, C-reactive protein, or homocysteine levels. As far as
we know, these are the first results published from a Latin-
American AD sample.

4.2. Baseline CBFVs. This study showed no baseline alter-
ation in CBFVs or PlIs. Similar results have been previously
published; a study by Lee et al. [17] showed no differences
in baseline CBF between AD participants and HC. Although
a study by Vicenzini et al. [18] found that lower baseline
CBFV and higher PI are present in AD participants, a recent
meta-analysis of hemodynamic studies in demented subjects
performed by Sabayan et al. showed a significant but small
reduction in CBFVs and increased Pls in AD [19]. This
cerebral hypoperfusion condition in patients with AD could
be the result of small vessel damage driven by amyloid
angiopathy, a landmark of AD brain findings among other
alterations [20]. Increased PIs may be also explained by
damage to cerebral microvasculature, leading to an increase
in vascular resistance.

4.3. CVMR Alterations. CVMR attenuation in AD has also
been shown in other studies; Abeelen et al. [21] showed
a CVMR alteration in AD participants related to healthy
controls in response to hypercapnia. Studies that used other
imaging modalities such as BOLD-fMRI [22] also reported
similar results. The fact that, in this study, only changes in
diastolic phase CBFVs were statistically significant could be
explained by the low sample size; however, the reason is
unknown and future studies to address this observation are
required. Impairment of CVMR has been proposed to be a
consequence of multiple mechanisms, of which amyloid-f
protein deposits in small cerebral vessels are the most impor-
tant. This accumulation of amyloid-f leads to a decreased
vasodilator synthesis driven by oxidative stress and disrup-
tion of blood-brain barrier with a subsequent perivascular
edema that further reduces CVMR response, in addition to
other glial and neuronal intrinsic pathological factors such as
cholinergic dysfunction [4]. Pathophysiological mechanism
pathways to vascular damage could be different in Latin-
American population; a study made by O’Bryant et al. showed
that Mexican American participants with AD could have a
significantly different serum biomarker profile [23]; also the
progression of these mechanisms is faster Latin-American
subjects compared to non-Hispanic whites [24].

Vascular pathology plays a central role in the develop-
ment and progression of Alzheimer’s disease. These changes
may appear before the clinical manifestation [25]; also people
with Apolipoprotein E high risk alleles may have an impaired
baseline vascular function [26]. Although the pathophysio-
logical processes of these alterations in CVMR within the
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context of dementia and AD are not fully understood, it is well
known that CVD and traditional vascular risk factors such as
age, dyslipidemia, diabetes mellitus, hypertension, smoking,
and metabolic syndrome can individually lead to alterations
in CVMR, fostering the vascular dysfunction in AD [5]. A
population-based study published by Wolters et al. revealed
that subjects with higher CVMRs were less likely to develop
AD (hazard ratio of 0.84) particularly those carrying APOe4
alleles (hazard ratio of 0.77) at 11.5 years of follow-up; these
results give clinical usefulness to the measurement of CVMR
in healthy individuals at risk [27].

4.4. MMSE and CVMR. This study showed a weak posi-
tive correlation between MMSE results and CBFVs change
before and after CVMR test, although a study by Lee et
al. [17] showed no correlation between MMSE and CVMR.
Clinically, vascular dysfunction in AD results in further
cognitive decline and functional impairment; a study made
by Silvestrini et al. demonstrated a moderate correlation
between both characteristics, showing that a breath holding
index below 1 as a measure of CVMR is correlated with a
progressive decline in MMSE scores [23]. Further studies
are needed to measure the real magnitude of the correlation
between MMSE and CVMR.

4.5. Limitations. This study had several limitations: first, we
did not perform a measurement of end-tidal CO2 because of
limited resources and we did not assess CVMR in hypocapnia
condition. Also, AD diagnosis was clinical criteria-based,
and severity of dementia was not directly assessed. Only
MCA measurements were taken for feasibility purposes.
DM as a cardiovascular risk factor was considered with
only clinical history without considering blood sugar or
HbAlc readings; thus there was not a distinction between
those with controlled or uncontrolled DM and neither for
hypertension or dyslipidemia. Weight/BMI and PAD were
not assessed. Also, subjects with a GDS-15 score compatible
with probable depression in the study appointment were not
excluded. Moreover, 6 healthy control participants who did
not attend the MRI appointment were excluded; however,
baseline results showed no differences. Despite this, these
results should be confirmed in a larger sample size.

5. Conclusions

Despite being an indirect measurement of overall vascu-
lar function, measurement of baseline CBFVs and CVMR
responses in AD subjects with TCD is easy, safe, and cost-
effective. Therefore, these virtues make this technique ideal
for its use in the clinical setting of developing countries. This
study adds strength to the general reproducibility of these
results for the use of CVMR test in the clinical setting of AD
with Latin-American samples.
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ANEXO 2

Técnica de la prueba de vasorreactividad cerebral con CO2

El estudio de vasorreactividad con ultrasonido Doppler
transcraneal debe realizarse después de haber descartado una placa
aterosclerotica en la cardtida comun o interna en el mismo eje
carotideo (a). El paciente debe parmanecer en decubito supino, se
mantiene en reposo durante 10 minutos previo al registro, a
temperatura ambiente y confortable, con la cabeza a 30% en
posicion semifowler. El registro se realiza insonando la arteria
cerebral media en su trayecto medio con el transductor de 4 Mhz
transcraneal a través del hueso tempora (b). Se hace un registro
basal y cada 5 minutos de la presion arterial durante la inhalacion
de COz al 7% por 5 minutos con una mascarilla anestésica que

cubre la boca y nariz (c, d).

El protocolo mas utilizado durante el estudio es registrar la
velocidad de flujo sistdlico, diastolico y flujo medio de la arteria
cerebral media, en reposo y después de 5 minutos a la inhalacion

del CO, (e).

Lo anterior ayuda a evaluar la capacidad de reactividad de
las arterias cerecbrales a la administracion del dioxido de carbono,
cifras que deben ser ajustadas a la edad, género y a los cambios en

la presion arterial durante la prueba.

a. Ultrasonido Carotideo que
muestra placa menor al 50% de
estenosis en arteria carétida comun.

b. Esquema que muestra el sitio
para el registro de la velocidad de
flujo en la arteria cerebral media.

c. Registro basal en la arteria
cerebral media.

d. Equipo para la prueba de
vasorreactividad. Tanque con mezcla
ambiental y CO2 al 7%.

e. Efecto de reactividad vascular

cerebral al CO2 7%, con incremento
en el flujo cerebral.



ANEXO 3: Escalas y formularios

Escala de Rankin modificada
Grado 0 (cero): asintomatico. Capacidad funcional normal.
Grado 1: discapacidad muy leve

El paciente presenta algunos sintomas, pero puede realizar sus tareas y actividades
habituales sin limitaciones. Preguntas a realizar: ;Tiene el paciente dificultad para
leer o escribir, para hablar o encontrar la palabra correcta, tiene problemas con la
estabilidad o la coordinacién, molestias visuales, adormecimiento o pérdida de
movilidad (cara, brazos, piernas, manos, pies), dificultad para tragar saliva?

Grado 2: discapacidad leve

El paciente presenta limitaciones en sus actividades habituales y laborales previas,
pero es independiente para las Actividades Basicas de la Vida Diaria (ABVD).
Incapacidad para realizar algunas actividades previas, pero pueden valerse por si
mismos, sin necesidad de ayuda. Preguntas a realizar: ;Ha habido algun cambio en
la capacidad del paciente para sus actividades habituales, trabajo o cuidado, en
comparacion con su situacion previa al ictus? jHa habido algiin cambio en la
capacidad del paciente para participar en actividades sociales o de ocio? ;Tiene el
paciente problemas con sus relaciones personales, o se ha aislado socialmente?

Grado 3: Discapacidad moderada

El paciente necesita asistencia para algunas de las actividades instrumentales, pero no
para las ABVD. Requieren algo de ayuda, pero pueden caminar solos. Preguntas a
realizar: ;Precisa de ayuda para preparar la comida, cuidado del hogar, manejo del
dinero, realizar compras o el uso del transporte ptblico?

Grado 4: Discapacidad moderadamente grave

El paciente necesita asistencia para las ABVD, pero no necesita cuidados de forma
continua. No hay necesidad de supervision continuada, puede realizar sus necesidades
personales sin ayuda. Preguntas a realizar: ;Necesita ayuda para comer, usar el bafio,
la higiene diaria o caminar?

Grado 5: Discapacidad grave

El paciente necesita cuidados (profesionales o no) durante las 24 horas del dia. El
paciente es totalmente dependiente. Preguntas a realizar: ;Necesita el paciente
cuidados constantes?

Grado 6: Exitus. El paciente ha fallecido.



Escala de los Institutos Nacionales de Salud para el Ictus (NIHSS).

Grupo

Nombre

Respuesta

Puntaje

1A

Conciencia

Alerta
Somnoliento
Estuporoso
Coma

W= O

1B

Preguntas

=)

Contesta ambas preguntas
Contesta una sola pregunta
No contesta ninguna pregunta

N —

1C

Comandos

Realiza ambos comandos
Realiza un solo comando
No realiza ningiin comando

Mirada

Normal
Paralisis parcial de la mirada
Paralisis total de la mirada

Campos
Visuales

No hay perdida de campos visuales
Hemianopsia parcial

Hemianopsia total

Hemianopsia bilateral

W= O = O = O

Paralisis
Facial

Sin paralisis facial
Paralisis facial menor
Paralisis facial parcial
Paralisis facial completa

W= Oo

Fuerza de
brazos

Normal
Titubea antes de 10 segundos
Cae antes de 10 segundos
No hay esfuerzo en contra de la gravedad
No hay movimiento
6 Miembro amputado

Izq

Der

Fuerza de
piernas

Normal
Titubea antes de 5 segundos
Cae antes de 5 segundos
No hay esfuerzo en contra de la gravedad
No hay movimiento
6 Miembro amputado

Izq

Der

Ataxia

No presenta ataxia
Ataxia en un solo miembro
Ataxia en 2 miembros

6 Miembro amputado

Sensibilidad

Sin alteracion de la sensibilidad
Perdida leve o moderada de la sensibilidad
Perdida severa o completa de la sensibilidad

N = OO — OO R W — OO W H—O




0  Sin alteraciones en el lenguaje
1 Afasia leve
9 Lenguaje |2  Afasiasevera
3 Mutismo o con afasia global
0 Sin disartria
1 Disartria leve o moderada
10 Disartria 2 Disartria severa o anartria
9 Intubacién
0 Sin Inatencion
11 Inatencion |1 Inatencion leve
2 Inatencion severa

TOTAL




Prueba de Mini Mental - MMSE de Folstein

ORIENTACION

Puntos

";Qué ano-estacion-fecha-dia-meses?" . %)
";Donde estamos? (estado-pais-ciudad-hospital-piso)” .. (5)
MEMORIA INMEDIATA

Repetir 3 nombres ("arbol", "puente", "farol"). Repetirlos de nuevo hasta

que aprenda los tres nombres y anotar el nimero de ensayos. ... 3)
ATENCION Y CALCULO

Restar 7 a partir de 100, 5 veces consecutivas. Como alternativa, deletrear

"mundo" al revés. %)
RECUERDO DIFERIDO

Repetir los tres nombres aprendidos antes . 3)

LENGUAJE Y CONSTRUCCION

Nombrar un ldpiz y un reloj mostrados . 2)
Repetir la frase "Ni si, ni no, ni peros" .. (1)
Realizar correctamente las tres 6rdenes siguientes:

"Coja este papel con la mano derecha, doblelo por la mitad y pongalo en el suelo”

............... 3)
Leer y ejecutar la frase "Cierre los ojos" ... (1)
Escribir una frase con sujeto y predicado . (1)
Copiar este dibujo: 7~/ \ (1)

Puntuacién total: ./~ (30)



Escala de Depresion Geriatrica (15 — GDS de Yesavage)

La escala tiene un formato si — no, las respuestas sugerentes de depresion

estan sefialadas con un asterisco.

1.- (Se siente basicamente satisfecho con su vida? Si  No.
2.- (Se aburre con frecuencia? Si  No.
3.- (Se siente inutil frecuentemente? Si  No.
4.- ;Prefiere quedarse en casa en vez de salir y hacer cosas nuevas? Si  No.
5.- (Se siente frecuentemente desvalido o que no vale nada? Si  No.
6.- ;Siente que su vida esta vacia? Si  No.
7.- { Esta de buen animo la mayor parte del tiempo? Si  No.
8.- ( Tiene miedo de que algo malo le vaya a pasar? Si No.
9.- (Se siente feliz la mayor parte del tiempo? Si  No.
10 .- ;Ha abandonado muchos de sus intereses o actividades previas? Si  No.
11.- ;Siente que tiene mas problemas de memoria que la mayoria? Si  No.
12.- ;Piensa que es maravilloso estar vivo ahora? Si  No.
13.- {Se siente lleno de alegria? Si  No.
14.- ;Siente que su situacion es desesperada? Si  No.
15.- (Piensa que la mayoria de la gente esta mejor que usted? Si No.

Sugiere depresion para 15-GDS un puntaje > 5.
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