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RESUMEN

Se calcula que la enfermedad de pequefio vaso cerebral (EPVC) es la causante del 20-25% de los ictus
isquémicos y de hasta el 45% de las demencias. Su estudio se realiza principalmente evaluando en
resonancia magnética cerebral (RMC) sus consecuencias—las lesiones de la sustancia blanca (LSB), los

microsangrados cerebrales, los infartos lacunares y los espacios perviasculares dilatados—.

La EPVC se caracteriza por un largo periodo encubierto en que estos marcadores radiolégicos se acumulan
en el parénquima cerebral. A pesar de que se conoce la presentacion de esta enfermedad, los factores de
riesgo y mecanismos implicados en su evolucidn no son bien conocidos. Tampoco se sabe si ritmos de

progresién mas marcados se relacionan con peores evoluciones clinicas.

Esta tesis se ha realizado en la cohorte del estudio ISSYS (Investigating Silent Strokes in hYpertensives, a
magnetic resonance imaging Study). Esta cohorte estad formada por 976 sujetos hipertensos de 50-70
anos, sin ictus o demencia previos. En 2010-2012 se les realizd una visita clinica, una RMC, una exploracion
cognitiva, la monitorizacién ambulatoria de la presién arterial (MAPA) y se tomaron muestras de sangre
y orina. En 2014-2016 se volvié a visitar a 356 pacientes en una visita con las mismas caracteristicas que
la visita basal, lo que nos permitié evaluar la progresidon de la EPVC, asi como el cambio del resto de

variables.

De este modo, hemos visto que la progresidn de la EPVC es altamente prevalente en poblacidn hipertensa,
observando que el 26.2% y el 9.9% de los sujetos presentaron una progresion significativa en 1 y 22
marcadores radioldgicos, respectivamente. Esta progresion hemos encontrado que correlaciona con el
declive de las funciones cognitivas y con la aparicion del diagndstico de deterioro cognitivo leve —
observado en el 9.1% de la muestra—. No obstante, esto dependera del grado, tipo y localizacién de las
lesiones, siendo la progresion de las LSB periventriculares el marcador mds asociado con el
empeoramiento cognitivo. Analogamente, mediante estudios de supervivencia en toda la cohorte (n=976)
hemos constatado que los pacientes con infartos cerebrales silentes tienen un riesgo triplicado de padecer

un evento de tipo cardiovascular.

Por otro lado, la MAPA puede ayudar a predecir la aparicién de las lesiones, si bien sus valores deberian
ser combinados con otras fuentes de informacién, como los biomarcadores. Asi que hemos visto que los
marcadores de funcién renal muestran un declive paralelo a la progresion de la EPVC y al deterioro
cognitivo. Por medio de estudios protedmicos hemos propuesto diversas moléculas (MET, MMP9,
ASAH-2) que correlacionan con la evolucion de las LSB y serd interesante seguir estudiando su posible

uso clinico y rol en la fisiopatologia de las LSB.

Finalmente, hemos evaluado los espacios perivasculares dilatados del hipocampo, y encontrado que se
relacionan con otras lesiones de la EPVC y con la cognicién. Esto podria indicar que forman parte del
conjunto de cambios de la EPVC y que la evaluacidn de su progresion podria ser un interesante objetivo

futuro.






ABSTRACT

Cerebral small vessel disease may be the cause of up to 20-25% of ischemic strokes and 45% of dementia
cases. CSVD is principally studied by assessing its consequences via magnetic resonance imaging (MRI) —
white matter hyperintensities (WMH), cerebral microbleeds, lacunar infarcts and enlarged perivascular

spaces—.

CSVD presents a long subclinical course in which these markers may accumulate on brain parenchyma.
Although we know the radiological markers of cSVD, nowadays the vascular risk factors and implicated
mechanisms in their progression are not well understood. Furthermore, it is unknown whether to present

a marked progression of cSVD is associated with a worse clinical evolution.

This thesis has been conducted in the ISSYS study (Investigating Silent Strokes in hYpertensives, a
magnetic resonance imaging Study). This cohort is composed of 976 patients with hypertension aged
50-70, and dementia and stroke-free. Between 2010 and 2012 they underwent a clinical visit, a MRI, a
cognitive evaluation, the ambulatory blood pressure monitoring (ABPM), and a urine and blood sampling
collection. Between 2014 and 2016 a sample consisting of 356 subjects underwent a second visit with
the same characteristics as at the baseline. In this sample we could evaluate the progression of cSVD, as

well as the change in the rest of variables.

Thereby, we observed that the progression of c¢SVD is a prevalent phenomenon in patients with
hypertension. Concretely, 26.2% and 9.9% of subjects showed 1 and 2 2 incident cSVD lesions over the
follow-up, respectively. This progression was correlated with the decline in cognition and incident mild
cognitive impairment diagnosis —9.1% of the sample—. However, this relationship depends on the
severity of these changes, and the type and localization of the lesion/s. Periventricular WMH was the
marker of cSVD which was more significantly associated with cognitive decline. Similarly, by means of a
survival analysis conducted in the complete cohort (n=976) we found that patients with silent brain

infarcts were at three-fold increased risk of suffer an incident cardiovascular event within 5 years.

On the other hand, ABPM may help to predict the progression of cSVD, although its information should
be combined with other variables (e.g., clinical information, blood biomarkers) in order to achieve a
clinically significant predictive model. Markers of kidney function (microalbuminuria and estimated
glomerular filtration rate) presented a parallel decline with the progression of cSVD and cognitive
impairment. Hence, these markers may help to identify patients at risk of progression of cSVD. Moreover,
by means of a proteomic study we proposed several proteins which were correlated with the progression
of WMH (MET, MMP9, ASAH-2). Therefore, to study the clinical usefulness of these molecules in future

studies, as well as their role in the pathophysiology of WMH, may be of greater interest.

Finally, we assessed the burden of hippocampal enlarged perivascular spaces in the sample. We found
that these radiological markers were related to other cSVD lesions and to cognitive performance. These
results may indicate that hippocampal enlarged perivascular spaces are part of cSVD manifestations.

Hence, further research should determine their progression in additional longitudinal studies.
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Introduccion

1.1. DEFINICION Y EPIDEMIOLOGIA

La enfermedad de pequefio vaso se refiere a todos aquellos procesos patoldgicos que dafian los
vasos de pequenio calibre de diferentes 6rganos del cuerpo (por ejemplo, el cerebro, la retina o

el rifidn). La presente tesis estd focalizada en la enfermedad de pequefio vaso cerebral (EPVC).

Por EPVC normalmente nos referimos a los cambios radioldgicos y patolégicos que se
manifiestan en el parénquima cerebral como consecuencia del dafio producido en las arterias,
arteriolas y vénulas del cerebro. Los vasos de pequefo calibre no pueden visualizarse
directamente con técnicas de imagen convencional, por lo que los identificamos con
marcadores radioldgicos indirectos. Actualmente, los marcadores mas habituales de la EPVC
son los infartos lacunares, las lesiones de la sustancia blanca (LSB), los microsangrados
cerebrales (MSC), los espacios perivasculares dilatados (EPVD) y la atrofia cerebral®>. Todos
ellos pueden ser detectados mediante pruebas de resonancia magnética cerebral (RMC) y su

presencia suele estar relacionada con la EPVC.

La EPVC forma parte del conjunto de enfermedades cerebrovasculares. Por enfermedad
cerebrovascular nos referimos a la interrupcion de la llegada de sangre a una o varias regiones
del cerebro, hecho que a nivel clinico se puede traducir en diferentes alteraciones neuroldgicas
focales (pérdida del habla, alteraciones de la marcha, etc.) de inicio agudo que se manifiestan
en forma de ictus. Esta interrupcion podra ser producida principalmente por la oclusién —ictus
isquémico, 85% de los casos— o la ruptura —ictus hemorragico, 15% de los casos— de un vaso

cerebral de mayor o menor calibre®.

En Espafia el ictus tiene una incidencia de 141 casos por cada 100.000 habitantes/afio, de los
cuales un tercio implicard la muerte del paciente y otro tercio la discapacidad permanente®. En
poblacién mayor de 60 afos esta incidencia es considerablemente mayor —hasta 475 episodios
por cada 100.000 habitantes—>. La EPVC se considera causa posible del 20-25% de los ictus
isquémicos y de la mayoria de hemorragias intracerebrales primarias®. No obstante, la
prevalencia de la EPVC se estima mucho mayor, ya que puede evolucionar durante afios como
una enfermedad silente o subclinica. Por ejemplo, en Espaiia se estima que el 10% de los sujetos
hipertensos de entre 55 y 75 afos presenta infartos cerebrales silentes (ICS) que no han
presentado sintomatologia clinica evidente previa’. Estudios epidemioldgicos internacionales
sugieren una incidencia anual de ICS del 2-4%. Esta prevalencia seria mayor si consideramos
otros marcadores de la EPVC como las LSB, dénde se ha descrito que hasta el 90% de la poblacién

mayor de 60 afios presenta alguna lesidn de este tipo en algin grado®.



Introduccion

Asi pues, la EPVC es una enfermedad altamente prevalente y su evolucién esta marcada por la
acumulacién encubierta de lesiones en el tejido cerebral. Como ya se ha comentado, una de las
principales consecuencias es un aumento del riesgo de ictus, aunque también se considera la
causa de hasta el 45% de los casos de demencia®, ademds de duplicar el riesgo de caidas y
mortalidad?®. Es dificil calcular el impacto real de la EPVC debido a su presentacidn subclinica y
variada. No obstante, conocemos el impacto social y sanitario de sus consecuencias principales
—el ictus y la demencia—. Ambas enfermedades estdn consideradas como las causas mas
frecuentes de mortalidad en Espafia después de la cardiopatia isquémica * 1. Del mismo modo,
ambas son dos de las enfermedades neuroldgicas que mas gastos —directos e indirectos—
ocasionan al sistema de salud. Concretamente, 27.711€ y 29.389€ por paciente/afio para los

casos incidentes de ictus y de demencia, respectivamente!? 13,

Actualmente, a pesar de que conocemos la presentacion radioldgica de la EPVCy algunas de sus
consecuencias, no estan claros cuales son los factores de riesgo y mecanismos fisiopatolégicos
gue estan implicados en su progresiéon. Tampoco esta claro si la acumulacion mdas rapida de
lesiones tiene correlacidon con peores evoluciones clinicas. Uno de los principales obstaculos
para resolver estas cuestiones ha sido la falta de estudios longitudinales que evaltien los cambios
o progresidn de la EPVC, asi como la presencia de factores de riesgo de manera detallada®*. A
esto debe anadirse que ningln estudio epidemiolégico ha definido la progresion de la EPVC en

la poblacidn espafiola.

Debido al gran nimero de procesos patoldgicos en los que estd involucrada la EPVC es
indispensable despejar todas estas dudas. Conociendo qué variables clinicas se asocian con la
evolucidn de la EPVC, asi como qué factores predicen peores prondsticos, podremos conocer

mejor esta enfermedad e implementar mejores acciones preventivas.
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Introduccion
1.2. ETIOLOGIA Y CLASIFICACIONES

La EPVC es el resultado del dafio en las arterias perforantes del cerebro, aunque recientemente
también se ha visto que este dafio se extiende a las arteriolas, vénulas y capilares®. No obstante,
cabe destacar que actualmente existe poco consenso en la definicion de pequefo vaso. Este
punto se ha contrastado mediante una encuesta administrada a diferentes centros que

realizaban procedimientos neuropatolégicos, y que demostré que no existia acuerdo en su
definicion en el 50% de los casos?®.

A i--------- Origen Superficial

Arteria Pial
! e Células Endoteliales

' Células del
misculo liso

Arterias
Perforantes
1

—-Espacio
Perivascular

1
[l
1
1
1
1
1
1l
1l
[l
[}
1
1
1
1

- —F——--’:- —
I 4
E—

t------Origen Profundo

Figura 1. Arterias Perforantes: En A puede observarse los dos origenes principales de las arterias perforantes del
cerebro, asi como la anatomia basica de un vaso sanguineo. En B se muestran por colores los principales territorios
vasculares de los ganglios de la base. El caudado, putamen y la regién anterior de la cdpsula interna estan irrigados
por las arterias lenticuloestriadas (naranja). La parte posterior de la cdpsula interna se irriga por las ramificaciones de
la arteria coroidea anterior (azul). Finalmente, el tdlamo se irriga por las arterias perforantes provenientes de la arteria

cerebral posterior (verde). En amarillo y rojo se muestran los territorios que dependen de la arteria cerebral media y
anterior, respectivamente. Imagen modificada de Wardlaw et al. (2019) y Radiology assistant
(https://radiologyassistant.nl/neuroradiology/brain-ischemia-vascular-territories).
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En términos generales, las arterias perforantes suelen considerarse aquellos vasos con un
didmetro de 100 a 500 pm. Estos se originan de las arterias principales —arteria cerebral
anterior, media, posterior y basilar—. Principalmente irrigan estructuras profundas, no
corticales, de la linea media del cerebro y del tronco encefélico>'’. De manera mas especifica,
suele considerarse que las arterias perforantes tienen dos origenes: uno profundo que surge de
los segmentos mas proximales de las arterias principales en la base del cerebro (por ejemplo las
arterias lenticuloestriadas que surgen de la arteria cerebral media, Figura 1-A); y otro mas
superficial que nace de segmentos mas distales que irrigan la superficie del cerebro (Figura 1-
A)*. Estos sistemas convergen después de atravesar los nicleos de sustancia gris subcortical y el
cortex cerebral, respectivamente, y tienden a unirse en las areas mas profundas de la sustancia
blanca. Otras caracteristicas de estos vasos son la ausencia de anastomosis terminales ni de

circulacion colateral.

En funcién de las causas o mecanismos que produzcan el daino a estos pequeinos vasos podremos

clasificar la EPVC del siguiente modo:

1.2.1. Tipo I: Arterioloesclerosis

Es el tipo mas frecuente de EPVC y sus principales causas son la edad y la exposicion a la
hipertension arterial (HTA), asi como a otros factores de riesgo vascular (FRV). Este tipo de EPVC
va a ser la tratada en la presente tesis doctoral, y por consiguiente se explicard en mas detalle

en los subsiguientes apartados.

Los vasos de pequefio calibre del cerebro son especialmente susceptibles a la HTA, que es el
factor de riesgo principal de este tipo de EPVC. Esta susceptibilidad puede ser debida a que las
arterias perforantes de la base del cerebro tienen un corto recorrido, lo que las hace mas
vulnerables al estrés mecénico producido por la HTA, Debido a esto se producen una serie de
cambios morfolégicos en los vasos de pequefio tamafo, conocidos con el nombre de
arterioloesclerosis. Estos incluyen la reduccién del nimero de células del musculo liso de la
tunica media, la formacidn de depdsitos de material fibrohialino, el estrechamiento de la luz del

vaso y el engrosamiento de la tlnica externa (lipohialinosis)*°.

Cabe destacar que las presentaciones radioldgicas de este tipo de EPVC serdn muy variables.
Principalmente varian en el nimero y tipo de lesiones en el parénquima (Figura 2-A). Esta
presentacion vendrd muy determinada por el tiempo durante el que haya evolucionado la
enfermedad. De esta manera, a medida que progrese la enfermedad se observard un mayor

volumen y espectro de lesiones en la RMC.

12
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Figura 2. Ejemplos de diferentes tipos de enfermedad de pequeiio vaso cerebral: A) Secuencia de RMC ponderada
en FLAIR de paciente con EPVC de tipo arterioloesclerético (Tipo ). Pueden observarse LSB periventriculares como
focos difusos de sefial hiperintensa (indicadas con flechas). También aparece un infarto lacunar en los ganglios de la
base, que se muestra en el detalle. B) RMC ponderada en secuencia de susceptibilidad magnética de paciente con
angiopatia amiloide cerebral (Tipo Il). Pueden observarse lesiones de forma redonda con sefial hipointensa que
corresponden a MSC de tipo lobar, magnificados en el detalle (flechas). También puede observarse siderosis
superficial cortical en la zona de la circunferencia (imagen tomada de Charidimou et al., 2017). C) RMC ponderada en
T2 de un paciente con angiopatia amiloide cerebral en la que pueden observarse espacios perivasculares dilatados en
la region del centro semioval, como lesiones hiperintensas redondeadas o lineares (imagen tomada de Charidimou et
al., 2017). D) RMC ponderada en FLAIR de un paciente con enfermedad de CADASIL (Tipo Ill) en la que se pueden
observar LSB en los polos temporales. E) RMC del mismo paciente que en D), en la que pueden observarse LSB en la
region de las capsulas externas.

Siglas: LSB, Lesiones de la sustancia blanca; MSC, microsangrados cerebrales; RMC, Resonancia Magnética Cerebral;
1.2.2. Tipo ll: Angiopatia amiloide cerebral esporadica y hereditaria

La Angiopatia amiloide cerebral se caracteriza por la acumulacién del péptido amiloide AB40 en
las paredes de las arterias y arteriolas de pequeio-medio calibre, preferentemente localizadas
en el espacio leptomeningeo, el cértex y en menor medida los capilares y vénulas. A medida que
la enfermedad se vuelve mas grave y aumentan los depdsitos AB, se produce una reduccion del
numero de células del musculo liso, la formacidon de microaneurismas y de necrosis fibrinoide

que conllevan un aumento del riesgo de ruptura del vaso, con su consecuente sangrado®.

En estudios neuropatoldgicos previos se ha observado que la angiopatia amiloide cerebral es
altamente prevalente en poblacién de edad avanzada, observando algtn grado de esta patologia
en el 55-59% de los sujetos con demencia y en el 28-38% de los pacientes sin demencia®.
También se considera que es una de las principales causas de la hemorragia intracerebral lobar,

la cual tiene una tasa de mortalidad alrededor del 50%%2. También se ha asociado con un riesgo
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aumentado de demencia, aunque es dificil estimar su impacto real debido a su aparicion
concomitante con la enfermedad de Alzheimer (EA) u otros tipos de EPVC —especialmente de

tipo arterioloesclerdtico—2.

Radioldgicamente, los marcadores de pequeiio vaso mas frecuentes de la angiopatia amiloide
cerebral son los MSC lobares (Figura 2-B), los EPVD en la regidn del centro semioval (CSO, Figura
2-C) y las LSB, las cuales suelen presentar un predominio mas posterior. También la siderosis

cortical superficial.

1.2.3. Tipo lll: Causas genéticas no amiloideas

La causa monogénica mas estudiada de este tipo de EPVC es la arteriopatia cerebral con infartos
subcorticales y leucoencefalopatia de herencia autosdmica dominante (CADASIL). El CADASIL es
causado por mutaciones en el gen NOTCH3, que se localiza en el brazo corto del cromosoma 19
y codifica el receptor NOTCH3 —principalmente expresado en células vasculares del musculo

liso y pericitos—2*. Su prevalencia se estima en unos 2-5 casos por cada 100.000 habitantes?.

Una de las consecuencias mas destacables de esta enfermedad es la presencia de deterioro

I%6. Otra de las manifestaciones mas

cognitivo, normalmente de predominio fronto-subcortica
habituales es la migrafia, estando presente en el 55-75% de los casos y con comienzo a la edad
de 30 afios?’. También existe un mayor riesgo de ictus, frecuentemente de tipo isquémico y
subcortical, con edad de presentacién media a los 45-50 afios?®. Otras consecuencias son la
presencia de encefalopatia (10% de los pacientes), los trastornos psicoafectivos (20-40% de los

casos) y una esperanza de vida mas reducida (65 afios en hombres y 70 en mujeres)?.

A nivel radioldgico los pacientes presentan ILy LSB a edades muy precoces. En cuanto a las LSB,
es frecuente observarlas en las regiones de la cdpsula externa (Figura 2-D) y en los polos

temporales (Figura 2-E).

En este tipo de EPVC también se incluyen otras causas genéticas como el CARASIL —variante

recesiva del CADASIL—, |la enfermedad de Fabry, entre otras.

1.2.4. Otros tipos de EPVC

En este grupo incluiriamos la EPVC producida por causas inmunoldgicas o inflamatorias (Tipo
IV), la colagenosis venosa (Tipo V) y la producida por otras causas (Tipo VI, como la angiopatia

post radiacion).
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1.3.MARCADORES RADIOLOGICOS DE LA EPVC

A dia de hoy el diagnéstico y estudio de la EPVC se realiza principalmente por medio de técnicas
de neuroimagen (tomografia axial computarizada, RMC estructural e imagen por tensor de
difusion [DTI])2. Esto es debido al hecho de que no se pueden estudiar “in vivo” los pequefios

vasos del cerebro —por ejemplo, mediante el uso de técnicas neurosonoldgicas—.

La mayor parte de las investigaciones estudian la EPVC cuantificando sus lesiones por medio de
RMC estructural. Por esta razén, en el afio 2013 un grupo de diferentes centros de investigacion
desarrolléd un consenso para unificar la terminologia y las caracteristicas radioldgicas de los
marcadores de la EPVC —STandards for Reporting Vascular changes on nEuroimaging
(STRIVE)*®—. Esto ha permitido generar consenso entre diferentes estudios, facilitando la
comparacion de resultados. Los resultados de la presente tesis doctoral estan adaptados a estos

criterios y definiciones.

A continuacidén se definen los marcadores principales de la EPVC segun los criterios STRIVE.

1.3.1. INFARTOS LACUNARES

Representando un 20-25% de los ictus isquémicos, los infartos lacunares (IL) o infartos
subcorticales recientes se definen como una evidencia radiolégica de un infarto reciente en el
territorio de las arterias perforantes (normalmente ganglios de la base [GB], CSO o tronco
encefdlico), acompafiado de una presentacion clinica concordante con la imagen.
Neuroradioldégicamente, se caracterizan por ser lesiones hiperintensas en imagen ponderada
por difusidn; en la secuencia de recuperacion de la inversion atenuada de fluido (del inglés:
FLAIR); en secuencia ponderada en T2, e hipointensa en secuencia ponderada en T1.
Generalmente se presentan como lesiones no mayores de 20mm?. A nivel clinico, la
presentacion mas habitual es el sindrome motor puro, caracterizado por una hemiparesia que
compromete con igual intensidad la cara, el brazo y la pierna, sin afectacién sensitiva o
compromiso de las funciones corticales. Otras manifestaciones pueden ser el sindrome
sensitivo-motor, el sindrome sensitivo puro, la hemiparesia ataxica y la disartria-mano torpe®
Cabe destacar que hasta en el 30% de los casos estas manifestaciones clinicas no estan
acompafiadas de infartos subcorticales recientes observables en la RMC3L. A largo plazo, los IL
pueden dar lugar a una “cavidad lacunar”, pero en muchos casos también pueden ser
observados como lesiones hiperintensas o incluso desaparecer®. La proporcién de IL que se

acaban cavitando se estima que podria ser entre el 25-90% de los casos®* 34,
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En cambio, generalmente nos referiremos a aquellos IL crénicos que se han acabado cavitando
como lagunas de supuesto origen vascular (Figura 3-A). Radioldgicamente se suelen definir como
lesiones redondas u ovoides hipointensas de entre 3 y 15 mm en secuencia FLAIR, con un anillo
hiperintenso alrededor de la cavitacidn. La presencia de este anillo hiperintenso, que aparece
debido a la gliosis, se usa frecuentemente para su diagndstico diferencial con los EPVD. No
obstante, cabe destacar que existen lagunas que no muestran un anillo de gliosis y EPVD que si
muestran dicho anillo, por lo que la diferencia principal con los EPVD se establecera en base al

diametro maximo de 3 mm entre unos y otros

Clinicamente, muchos de estos IL habrdn pasado desapercibidos. Se estima que la prevalencia
de IL asintomaticos en la poblacién general mayor de 50 afios estaria entre el 5y el 10%”3°. No
obstante, algunos pacientes con IL silentes reportan manifestaciones clinicas atribuibles a un
ictus cuando se les realiza una anamnesis, aunque no fueron reportadas en un centro de salud.
En un estudio en poblacién hipertensa se observé que un 7% de los pacientes que presentan ICS
mostraron también sintomatologia clinica compatible con un ictus®. Para esta tesis se ha
empleado el término IL silente para referirnos a los IL crénicos sin sintomatologia clinica que se
han acabado cavitando, aunque la terminologia de consenso es lagunas de supuesto origen

vascular.

1.3.2. LESIONES DE LA SUSTANCIA BLANCA

Histoldgica e histéricamente, estas lesiones fueron denominadas leucoaraiosis®’. Actualmente
se utiliza el término LSB o hiperintensidades de la sustancia blanca de supuesto origen vascular
(Figura 3-B y C). Estas se definen como lesiones focales o difusas hiperintensas en RMC
ponderada en T2 o FLAIR. El término “de supuesto origen vascular” se utiliza para
diferenciarlas de las LSB secundarias a otras causas (por ejemplo, las de esclerosis multiple).
Las LSB se suelen clasificar en funcién de la regidon que ocupan: subcortical (LSB-SC) y
periventricular (LSB-PV)®. No obstante, también pueden aparecer en otras regiones como el
puente, el tronco encefalico y el cerebelo. Su presentacion suele ser simétrica en ambos

hemisferios.

Patologicamente, las LSB extensas normalmente se corresponden con dreas de desmielinizacion
y pérdida axonal como consecuencia de la exposicion continuada a los FRV3* 4%, En cambio, los
pequefios focos hiperintensos o las LSB mas sutiles representan en algunos casos activacion
endotelial, microglial o dreas de edema. Sin embargo, no existe un corpus extenso de estudios
patolégicos que hayan correlacionado los hallazgos histoldgicos con las LSB observadas por

medio de la RMC*.
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Las LSB son altamente prevalentes en la poblacién de edad avanzada. En términos generales, la
proporcién de sujetos que muestran algin grado de LSB en la poblacidn general estd entre el
39-96%. Este amplio rango es debido principalmente a las diferencias entre estudios en las

caracteristicas de la RMC y al modo de evaluacién de las LSB%°.

Otro de los focos de interés ha sido comparar las LSB de diferentes regiones anatémicas. De este
modo, se considera que las LSB de diferentes regiones podrian tener fisiopatologias y

consecuencias diferentes, aunque actualmente solo existen hipdtesis.

En cuanto a la evaluacién de las LSB, distinguiremos dos tipos principales de medicién: la
evaluacidén cualitativa y la cuantitativa. En cuanto a la evaluacidn cualitativa, la escala mas
utilizada es la escala de Fazekas®. Esta escala, que es ampliamente usada en la préctica clinica,
evalla cualitativamente el volumen de LSB en las regiones periventriculares y subcorticales —
en la seccién de métodos se ofrece una explicacion mas detallada—. Otra escala cualitativa es
la “Age Related White Matter Changes” (ARWMC) que considera como LSB aquellos focos
hiperintensos con un didmetro minimo de 5 mm en distintas regiones del cerebro*?. Por otro
lado, en el ambito de la investigacién se ha popularizado la evaluacidn cuantitativa por medio
de la segmentacion del volumen de LSB. Esta segmentacidn se puede realizar de manera manual
o semi-automatica con programas informaticos gratuitos como MRIcro e ITK-snap, entre otros.
También es frecuente el uso de algoritmos plenamente automatizados construidos por medio
de programas de pago como FreeSurfer (FreeSurfer ©, 2013, United States) y SPM (Statistical
Parametric Mapping ©, 1991, United Kingdom). No obstante, también existen programas
gratuitos como FSL (The FMRIB Software Library, United Kingdom), con rendimientos similares
y que incluyen funciones muy utiles. Ademas, FSL puede utilizarse en el entorno de

programacion R por medio de la libreria fslr.

1.3.3. MICROSANGRADOS CEREBRALES

Los MSC (Figura 5-A) son pequefias hemorragias crénicas producidas por defectos estructurales
en los vasos. Estas lesiones son visualizadas como pequefias areas de forma redonda —
normalmente de 2-5 mm de didmetro, aunque pueden alcanzar los 10 mm— con seial
hipointensa en secuencia ponderada en T2* (T2*-gradient recalled echo o GRE) o en secuencia
de susceptibilidad magnética. Estas areas hipointensas suelen representar depdsitos de
productos de la degradacion de la sangre —principalmente hemosiderina—, que debido a sus
propiedades paramagnéticas pueden ser detectadas en las secuencias de RMC citadas. En otro

tipo de secuencias como ponderacién en T1, T2 o FLAIR es poco probable observar los MSC?.
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Un aspecto relevante de la evaluacion de los MSC es que su localizacidn esta relacionada con la
etiologia del sangrado®. En términos generales, los MSC en regiones lobares (o en la unién
cortico-subcortical) suelen estar relacionados con la angiopatia amiloide cerebral, mientras que
aquellos que se encuentran en las regiones profundas de los GB se consideran que son debidos

a la vasculopatia hipertensiva®°.

En cuanto a su epidemiologia, se ha calculado que entre el 5-24% de la poblacién de edad
avanzada muestra MSC* 478 Este amplio margen de prevalencia es debido a la variabilidad
entre estudios en las caracteristicas de la RMC, sobretodo el tipo de secuencia, y en algunas

variables demograficas como la edad, principal factor de riesgo de los MSC.

1.3.4. ATROFIA CEREBRAL

Definimos la atrofia cerebral en el contexto de la EPVC como una pérdida del volumen cerebral
no causada por dafios focales traumaticos o vasculares (p.ej., infartos)?. La pérdida de tejido se
observa a nivel cortical como un aumento del tamafio de los surcos, y a nivel subcortical como

un aumento del tamafio de los ventriculos y una reduccion de los nucleos grises subcorticales.

La atrofia cerebral es un fendmeno heterogéneo que se presenta en muchas patologias

[4% 30 Muchos estudios de

neurolégicas y no siempre es indicativo de pérdida neurona
neuroimagen han relacionado la EPVC con la atrofia cerebral, principalmente de tipo subcortical
(GB y sustancia blanca), aunque también se ha visto asociada con la atrofia cortical,
mesencefalica, hipocampal y cortical focal en zonas que han quedado desconectadas debido a
un infarto cerebral®> 2, El fendmeno en el que regiones corticales se atrofian debido al dafio de

la sustancia blanca es conocido como degeneracién Walleriana.

Del mismo modo que con las LSB, existen diversas escalas cualitativas que permiten la
evaluacion del grado de atrofia en distintas regiones cerebrales. La mds conocida es la escala de
Scheltens, que evalla el grado de pérdida de volumen cerebral en el cértex temporal medial®3.
También existen escalas para evaluar el grado de atrofia temporal anterior (escala de Davies) y
de atrofia posterior (escala de Koedam), entre otras regiones® >>. Ademads, podemos encontrar

métodos de segmentacién manuales, semiautomaticos y automaticos®.
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Figura 3. Marcadores radiolégicos de la enfermedad de pequefio vaso cerebral: Imagenes de RMC mostrando las
lesiones principales de la EPVC. En la columna de la izquierda y de la derecha pueden verse RMC ponderadas en
secuencia FLAIR y T2, respectivamente. A) Infarto lacunar que puede observarse como una lesidn cavitada
hipointensa con un halo hiperintenso a su alrededor en secuencia FLAIR. En el detalle podemos ver que la localizacién
de este infarto seria en la capsula interna, limitando con el caudado. En secuencia ponderada en T2 puede observarse
como una lesién hiperintensa. B) LSB subcorticales que aparecen como focos difusos hiperintensos en FLAIR y en T2.
En este ejemplo estas lesiones estarian confluyendo con las LSB de la regién periventricular. C) LSB periventriculares.
La flecha apunta a un foco de lesiones que se extienden a la region subcortical. Del mismo modo, las LSB
periventriculares pueden aparecer en todo el perimetro de los ventriculos (marcado con una elipse).

Siglas: EPVC; enfermedad de pequefio vaso cerebral; LSB, lesiones de la sustancia blanca; RMC, resonancia magnética
cerebral.
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1.3.5. ESPACIOS PERIVASCULARES DILATADOS

Los EPVD son cavidades llenas de liquido cefalorraquideo que rodean las arterias perforantes
del cerebro en su curso desde el espacio subaracnoideo hasta el parénquima®®. Los espacios
perivasculares normalmente son estructuras microscépicas, pero cuando se dilatan debido al
envejecimiento o algunas patologias pueden ser vistos en RMC>’. Radiolégicamente muestran
intensidades similares a las del liquido cefalorraquideo y normalmente son evaluados en
secuencia ponderada en T2, aunque también pueden ser visualizados en secuencia ponderada
en T12%%8, Su didmetro habitual es inferior a los 3 mm, aunque pueden alcanzar los 10-20 mm®°.
Como ya se ha comentado, su principal diagndstico diferencial serd con los infartos lacunares,
aungque otras lesiones como los quistes neurogliales también pueden complicar su evaluacidn.
Las estructuras neuroanatdémicas donde se suelen evaluar estas lesiones son la regién del CSO
(Figura 5-B), y de los GB (cépsula interna, talamo, putamen, caudado e insula, Figura 5-C). En
ambas regiones los EPVD suelen presentarse como lesiones con forma redonda o lineal. Otra

60,61 3unque existe menos

region en la que se sabe que aparecen los EPVD es el hipocampo
literatura al respecto. Debido a esta escasez de bibliografia, la evaluacién de los EPVD del

hipocampo sera uno de los objetivos de esta tesis.

El espacio perivascular forma parte de la unidad neurovascular y del sistema linfatico, siendo
una de las principales vias de deshecho de metabolitos, como por ejemplo el péptido AB®2. Es
por esta razén que una de las hipétesis que se ha planteado es que la aparicidon de este marcador

sea debida a un fallo en el funcionamiento de este sistema.

63,64 se ha visto

Aunque a dia de hoy no existen conclusiones sélidas sobre su importancia clinica
que los EPVD estan relacionados con otras lesiones de la EPVC®, o con varios de sus factores de
riesgo como la HTA o la rigidez arterial®. De hecho, se considera que el predominio de EPVD en
la regién del CSO podria ser indicativo de la angiopatia amiloide cerebral o de EA®” %, mientras
que en los GB podrian estar mas relacionados con la EPVC debida a la HTA u otros FRV®®. De
hecho, esto ha llevado a que diferentes sistemas de evaluacion global de la EPVC incluyan los
EPVD de los GB como un marcador més a considerar®®. Actualmente se considera que estas

lesiones podrian representar un signo precoz de la EPVC y de otras patologias, por lo que su

estudio se ha popularizado en los ultimos 5-10 afios (figura 4).

Los estudios actuales muestran que los EPVD en grado extenso podrian mostrar una alta
prevalencia en poblacién de edad avanzada, observando porcentajes del 20-50% en funcién del
estudio, del tipo de poblacidn evaluada y de las regiones anatdmicas estudiadas®® ®* ®°, También

se considera que esta variabilidad se debe a diferencias en la resolucion de la neuroimagen entre
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los diferentes estudios, hecho que puede condicionar en gran medida la visibilidad de estas

lesiones.

También existe una gran heterogeneidad en su evaluacidn. Actualmente las escalas mas
utilizadas son la escala de Potter y la escala de Rotterdam® 7°. Aunque estas escalas seran
explicadas en la seccién de métodos con mas detalle, ambas representan un contaje de los EPVD.
Otro foco de investigacién muy reciente ha sido la evaluacién automatizada de estos marcadores
de RMC, aunque este método avanza lentamente debido a sus caracteristicas radiolégicas y a su
diagndstico diferencial con otras lesiones. No obstante, actualmente existen dos grupos
principales que han propuesto algoritmos para la evaluacién de los EPVD, ambos mediante
estrategias de aprendizaje automadtico. Un estudio se ha realizado mediante el algoritmo

supervisado “support vector machine” y otro mediante “neural-networks”’% 72,

150
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Figura 4. Tendencia de estudio de los espacios perivasculares dilatados: Los datos han sido extraidos de
“Pubmed.gov” realizando la siguiente busqueda: “virchow robin spaces OR enlarged perivascular spaces OR dilated
perivascular spaces OR large perivascular spaces”. La construccion del gréfico se ha realizado con el software R.
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Figura 5. Marcadores radiolégicos de la EPVC: RMC de diferentes pacientes con lesiones de la EPVC. La imagen A se
trataria de una RMC ponderada en secuencia GRE, mientras que B y C se tratarian de RMCs ponderadas en
secuencia T2 (izquierda) y T1 (derecha). A) Microsangrado cerebral profundo que aparece en el tdlamo. En secuencia
GRE estas lesiones pueden verse como focos redondos hipointensos. B) Paciente con un grado extenso de EPVD en
la region del centro semioval. En T2 se observan como lesiones con forma redondas o lineales hiperintensas de menos
de 3 mm de didmetro. En T1 se observaran preferentemente aquellos espacios perivasculares mas dilatados
(marcados con una fecha). C) Paciente con un grado extenso de EPVD en la region de los ganglios de la base. Las
caracteristicas radiolégicas seran parecidas a la de los EPVD del centro semioval. En los ganglios de la base estas
lesiones acostumbran a tener forma redonda en el caudado, capsula interna, putamen y tdlamo; y forma lineal en la
region de la insula. En T1 se han marcado aquellos espacios perivasculares mas dilatados. La forma redonda, simetria
y la falta de gliosis en secuencia FLAIR nos ayudaran a distinguirlos de los infartos lacunares, los cuales acostumbran
a presentar una forma mas irregular.

Siglas: EPVD, espacios perivasculares dilatados; RMC, resonancia magnética cerebral.
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1.4. PROGRESION DE LA ENFERMEDAD DE PEQUENO VASO CEREBRAL

Hasta este momento se han destacado dos de las caracteristicas mas importantes de la EPVC:
el caracter encubierto de ésta a nivel clinico y su alta prevalencia. No obstante, la EPVC incluye
una dimension temporal en la que las lesiones que la integran se acumulan en el cerebro hasta
el punto en que deja de ser subclinica. Asi pues, la EPVC debe entenderse como una enfermedad

dindmica que tiende a progresar®*,

Cabe mencionar que el estudio de la progresién de la EPVC ha empezado a recibir atencion
principalmente en la ultima década, cuando los estudios poblacionales mas grandes
(Framingham, Rotterdam, AGES-Reyjavik, ARIC, SMART, 3C-Dijon)”*”7 empezaron a publicar
datos de la incidencia de lesiones —principalmente de las LSB—. En estos estudios, ademas de
reportar datos sobre los cambios de la EPVC, se destaca que los principales factores de riesgo
de progresion de la EPVC conocidos hasta la fecha son la edad y la presencia de lesiones previas
de pequeiio vaso en una RMC —asi como otros FRV que seran discutidos en secciones

posteriores—.

A continuacion describiremos la incidencia de los marcadores principales considerando los datos
epidemioldgicos previos. En la tabla 1 ofrecemos un resumen de esta informacién. Cabe
destacar que hasta la fecha no existen datos de la progresion de la EPVC en poblacién espafiola

y tampoco se han realizado estudios en poblacidn hipertensa sin ictus previo.

e lesiones de la sustancia blanca
La progresién de las LSB normalmente se ha evaluado con el calculo del cambio en el volumen
por medio de los sistemas que se han descrito anteriormente —segmentacidn automatizada o
semi-automatizada—. No obstante, también se han desarrollado escalas cualitativas, como por

ejemplo la escala de progresidn de Rotterdam, que serd descrita en apartados posteriores’.

Hasta la fecha se ha demostrado que las LSB progresan con el tiempo mediante la confluencia
de lesiones previas o como la aparicidon de nuevos focos de desmielinizacién. No obstante, existe
una gran variabilidad de progresidon entre estudios, observandose rangos desde 0.1 a 6.6
cm3/afio”® (tabla 1). Esta diversidad podria ser debida a la heterogeneidad de las caracteristicas
demograficas y de FRV de cada estudio poblacional, asi como de la resonancia magnética o del
protocolo de determinacidn del volumen (si ha sido ajustado o no por el volumen intracraneal,
por ejemplo). El predictor mas importante de progresidn de las LSB es el volumen o existencia
previa de lesiones. Por ejemplo, se ha reportado que los pacientes con un grado extenso de LSB

basales (una puntuacidn de 2 o mas segun la escala de Fazekas) progresan de media unos 1.3-
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1.5 cm3/afio, mientras que los pacientes con un grado menor muestran progresiones incipientes,

incluso en seguimientos de hasta 9 afios®.

También es interesante destacar algunos estudios recientes que con técnicas de DTl han
estudiado la progresién de las LSB. Con esta técnica se ha demostrado que la integridad de la
sustancia blanca puede verse alterada en regiones de “sustancia blanca de apariencia
normal”, localizadas en la penumbra de los focos de LSB observadas por medio de RMC

estructural®!

. Asi pues, se considera que la integridad estructural evaluada en DTI es un
marcador mas precoz que las LSB observadas por otras técnicas de neuroimagen. Algunos
grupos han intentado generar consenso entre distintos modos de evaluar dicha integridad o

han propuesto sus propios sistemas de evaluacion® &,

Hasta hace poco solo se estudiaba la progresiéon de las LSB. Con la aparicidn de diversos articulos
hace 2-3 afios se ha empezado a estudiar la regresion de estas lesiones®? 84, De este modo, por
ejemplo, se ha podido confirmar que en la poblacién general de edad avanzada hasta un 9.4%
muestra regresién de las LSB, correspondiendo a una disminucién de 0.1 cm3/afio. Actualmente
no se sabe a qué es debida esta regresidn y tan solo existen algunas hipotesis. Por ejemplo, se
ha hablado de que las LSB incipientes podrian representar areas de edema que con el tiempo
podrian acabar desapareciendo. También se ha hablado de que la regresion podria ser debida a
un mejor control de los FRV32, Otras hipdtesis son que la reduccidon del volumen podria ser un
artefacto radioldgico, como por ejemplo un efecto de volumen parcial de la imagen, o bien se

produce por un efecto de la regresién a la media®.

Independientemente del porqué, estos resultados apuntan que el curso de la EPVC no tiene por
qué ser lineal, pudiéndose observar regresidén o cursos mas acelerados en funcién de la edad u

otras variables32.

e Infartos cerebrales silentes
La incidencia de ICS varia mucho entre estudios, sobretodo en funcién de si han sido
poblacionales o de pacientes hospitalizados. Podriamos describir un rango de incidencia anual
aproximada entre el 0.4y el 9.5%"* 78687 _Sjnos centramos en los estudios en poblacién general
podemos definir un rango de incidencia anual entre el 1y el 3.5% (tabla 1)’> 8, Como en el
caso anterior, las LSB y los infartos lacunares previos—silentes o no— son los predictores mas

asociados con la incidencia de 1CS®™.

Hasta la fecha, dos estudios han publicado datos de infartos lacunares o lagunas que

“desaparecen”. En la bibliografia actual no existen datos de regresién de ICS de otro tipo que no
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sean lacunares. Concretamente, se han reportado tasas de regresion de lagunas del 0.4% y 2.9%
en poblacidon general y con ictus previo, respectivamente®” 9. Cabe mencionar que en el caso
de la desaparicion de los infartos lacunares podria ser debida a que éstos no necesariamente se
cavitan. Otra causa podria ser que la cavidad se reincorpore a los ventriculos, por ejemplo

debido a la expansidn de éstos por la atrofia.

e  Microsangrados cerebrales incidentes
Los MSC han sido menos estudiados en comparacion a los marcadores descritos previamente.
No obstante, disponemos de datos de su incidencia anual en la poblacién general, que estaria

entorno el 2.2 y el 3.4%79 9394,

Como en el caso anterior, diversos estudios han reportado datos de regresion de los MSC que
se situan entre el 0.2 y 0.7% en la poblacién general®> %, En el caso de los MSC, su regresién es
especialmente susceptible a ser provocada por un efecto de volumen parcial debido a su
pequeio tamano. Otra hipétesis es que la hemosiderina de los MSC es eliminada por los

macrofagos®™.

e Espacios perivasculares dilatados
Actualmente no hay publicados datos acerca de la progresion de los EPVD, y por eso mismo sera

uno de los objetivos abordados en esta tesis.
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1.5. FACTORES DE RIESGO DE LA EPVC

1.5.1. FACTORES DE RIESGO MODIFICABLES

Los factores de riesgo modificables de la EPVC no son conocidos actualmente con tanta claridad
como en las otras etiologias de la enfermedad cerebrovascular. La dificultad principal radica en
que diferentes factores de riesgo pueden estar asociados con diferentes lesiones de la EPVC.
También resulta mds complicado porque la mayoria de datos provienen de estudios
transversales y los factores de riesgo asociados a la carga de lesiones no tienen por qué ser los
mismos que se asocian a la progresion de la EPVC. A continuacién se presenta un resumen de

los principales factores de riesgo modificables que se han descrito hasta la fecha.

1.5.1.1. Hipertension

La HTA es el FRV mas importante y mas prevalente de la EPVC, asi como de la mayoria de
enfermedades cerebrovasculares. En Espafia se calcula que la HTA afecta a 2 de cada 5 personas
mayores de 18 afios, y 3 de cada 4 si consideramos la poblacion mayor de 65 afios'®. Estos datos
epidemioldgicos se han descrito considerando como puntos de corte para el diagndstico de HTA
los 140/90 mm Hg habituales. No obstante, cabe considerar las definiciones de la HTA como un
concepto cambiante. De hecho, en los ultimos afios hemos visto como ha habido un
replanteamiento de estos puntos de corte. De este modo, las guias americanas de 2017 definian
un estadio | de hipertensidn como una presidn arterial sistélica (PAS) y/o diastélica (PAD)
superior a 130/80 mm Hg%. No obstante las guias europeas de 2018 y NICE de 2019 mantenian
la definicidn de estadio | de hipertensién en los habituales 140/90 mm Hg'%’. En la tabla 2 se

comparan ambos tipos de definiciones de HTA.

En cuanto al efecto de la HTA en la EPVC, se ha calculado que los pacientes hipertensos tienen
el doble de probabilidades de padecer ICS!%. También se ha visto que los niveles de presién se

BlOQ

asocian con el volumen y progresion de las LSB, con los MSC profundos!® y con los EPVD,

especialmente en la regién de los GB!.

No obstante, con el surgimiento de nuevas definiciones de HTA, algunos grupos han evaluado
qué puntos de corte predicen mejor la presencia o progresién de la EPVC. Diversas
investigaciones reportan asociaciones mas significativas en el caso de los puntos de corte de
130/80% 113, Sin embargo, todavia no hay conclusiones claras y existe una falta de estudios
longitudinales que complica saber qué diana de presién arterial (PA) mitiga mejor la evolucién

de la EPVC. En este sentido, serdn muy reveladores diversos ensayos clinicos que intentan
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responder a esta cuestion y que actualmente estdn en curso'**. También podemos destacar que
los pocos estudios que han evaluado esta asociaciéon de manera longitudinal se han focalizado
Unicamente en la progresion de las LSB, olvidando otros marcadores de la EPVC. Seria por tanto
de interés evaluar el beneficio de estos objetivos de PA en la EPVC considerando la progresion
de manera global, tal y como se realiza en algunos estudios transversales®®, creando una

puntuacion que refleje el grado de progresién general de la EPVC.

Otro de los focos de investigacién ha sido si la medida ambulatoria de la presion arterial (MAPA)
permite mejorar la prediccién de la EPVC. La MAPA permite tomar mediciones mas fiables de la
PA en comparacidn a las del consultorio, las cuales estdn sujetas a diferentes fuentes de error!®®,
Diversos estudios, transversales en la mayoria de los casos, han demostrado que la MAPA
muestra asociaciones mas significativas con el volumen de lesiones en comparacion a la presion
del consultorio!® 7. Quedaria por tanto definir el beneficio de usar este tipo de monitorizacién

en la prediccion de las lesiones incidentes.

Otra de las lineas de investigacion ha sido el estudio de otros componentes de la PA, como por
ejemplo la variabilidad a corto plazo (24 horas) medida con la MAPA. Estudios transversales
previos en poblacidn hipertensa confirman que esta variabilidad en las cifras de PA seria un
predictor independiente de las lesiones de pequefio vaso*®, No obstante, quedaria por saber si
esta asociacién se mantiene en estudios longitudinales. Ademas, la variabilidad también se
puede estudiar visita a visita. De hecho, estudios recientes confirman una relacion entre esta

variabilidad a largo plazo y la progresion de las LSB®,

Con todo, a pesar de que sabemos que la HTA es el principal FRV de la EPVC, todavia quedan
muchos interrogantes que resolver. Asi pues, en esta tesis doctoral se abordaran diversas de las

cuestiones que se han descrito.

Tabla 2. Puntos de corte para el diagndstico de hipertension segun las guias americanas y europeas.

Guias Americanas Guias Europeas
Diagndstico = PAS mm Hg PAD mm Hg PAS mm Hg PAD mm Hg
Optimo <120 Y <80
Normal <120 Y <80 120-129 (0] 80-84
Normal-Alto 120-129 Y <80 130-139 0] 85-89
Estadio 1 130-139 0 80-89 140-159 (0] 90-99
Estadio 2 >140 0 >90 160-179 (0] 100-109
Estadio 3 >180 0] >110
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1.5.1.2. Enfermedad Renal Crénica

Afectando del 8 al 16% de la poblacion general, los pacientes con enfermedad renal crénica
padecen un mayor riesgo de sufrir ictus o demencia?® 21, El cerebro y los rifiones comparten
diferentes caracteristicas, entre ellas el hecho de estar expuestos a un gran volumen de flujo
sanguineo, de ser muy vulnerables a los cambios de presiéon arterial, y de compartir FRV. De

hecho, los rifiones son considerados un érgano diana del dafio producido por la HTA.

Asi pues, no han sido pocos los estudios que han investigado la relacién entre la enfermedad
renal crénica y la EPVC. Esto se ha realizado observando la asociacion de diferentes marcadores
de funcidn renal, especialmente la microalbuminuria y el filtrado glomerular estimado, con la
carga de lesiones cerebrales. Los estudios transversales confirman esta asociacién para todos
los marcadores de la EPVC y la carga de lesiones global, encontrdndose asociaciones mas
consistentes en el caso de la microalbuminuria'?>!?4 En un estudio de metaanilisis, la presencia
de albumina en la orina se relacionaba con todas las lesiones de la EPVC'%. Sin embargo, cabe
mencionar que la presencia de microalbuminura no deberia considerarse Unicamente como un

marcador de funcién renal, sino también como un indicador de que existe dafio endotelial.

En lo que se refiere a la enfermedad renal crénica en relacion a la progresion de la EPVC, los
estudios han sido menos habituales y con resultados conflictivos'? 127, Seria muy interesante
conocer si la presencia de enfermedad renal crénica predice la evolucion de la EPVC, o si sus
cambios podrian utilizarse para monitorizar la progresidn de lesiones a nivel cerebral en caso de
que la afectacién en ambos érganos discurra de forma paralela. Debido a la falta de estudios en

este tema, este sera uno de los objetivos evaluados en esta tesis doctoral.

1.5.1.3. Diabetes Mellitus

La diabetes mellitus es otro de los FRV mas prevalentes en Espafia, afectando hasta al 10-16.3%
de la poblacién!?. A pesar de la que la diabetes es uno de los principales FRV para el ictus, su
relacidn con la EPVC no estd tan clara. Por ejemplo, aunque si se ha visto que la diabetes se
asocia de manera consistente con el grado de atrofia cortical, su relacion con el volumen de LSB
no ha sido confirmada en todos los casos® 2°. En cuanto a los ICS, la asociacién también seria
mas débil en comparacidn al ictus, exceptuando el caso de los pacientes con enfermedad renal
crénica®. Asi pues, actualmente no se sabe con seguridad si la diabetes es un FRV
independiente de la EPVC, o por el contrario, las asociaciones que se observan son debidas a las

comorbilidades de estos pacientes®°.
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1.5.1.4. Dislipemia

Como en el caso anterior, la relacion entre las LSB y la dislipemia no ha sido confirmada en la
mayoria de estudios!® 13, En el caso de los ICS, la asociacidon parece ir en la misma direccién
que en el riesgo del ictus pero con un efecto mas débil®*°. La relacidn entre el colesterol y los

MSC tampoco estaria clara actualmente®3? 133,

1.5.1.5. Obesidad

A pesar de que el aumento de indice de masa corporal y la obesidad abdominal son otros de los
principales FRV del ictus, su relacidn con los ICS es mas discutida debido al reducido numero de
estudios. En cuanto a la relacién con las LSB, la mayoria de estudios no han mostrado asociacién

entre obesidad y LSB cerebral.’3*,

1.5.1.6. Tabaquismo

Se ha estimado que el tabaquismo dobla el riesgo de ictus isquémico. Nuevamente, en el caso
de los ICS esta relacidn no se confirma con la misma claridad®3°. En cuanto a las LSB, la mayoria
de estudios han reportado resultados negativos!®, aunque en estudios de DTI se ha visto que
las personas no fumadores presentan una mayor integridad microestructural en la sustancia
blanca®®®. Andlogamente, un estudio longitudinal observé mayores niveles de progresién de las

LSB en los pacientes fumadores’3.

1.5.1.7. El sindrome metabdlico

El sindrome metabdlico —definido como la presencia de por lo menos tres de los siguientes FRV:
HTA, glucosa alta en sangre, niveles altos de colesterol total o LDL, o bajos de HDL y la obesidad
abdominal— se ha visto asociado a los ICS en la mayoria de estudios®3®. En cuanto a las LSB, se
ha visto que el sindrome metabdlico se asocia con el volumen de las lesiones, aunque no aporta

mas informacién que considerar Gnicamente la HTAY,

1.5.1.8. Estilo de vida

La dieta y el ejercicio fisico podrian ser dos componentes muy relevantes para reducir el impacto
y progresion de la EPVC debido a su efecto positivo en la cifras de PA. Por ejemplo, la dieta
mediterrdnea se asocia con un menor volumen de LSB%, Andlogamente, se ha relacionado la
actividad fisica con una mejor integridad de las fibras de sustancia blanca mediante estudios de

DTI**.
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1.5.2. FACTORES DE RIESGO NO MODIFICABLES

La edad es el factor de riesgo no modificable mas importante de la EPVC, incrementandose el
riesgo especialmente a partir de los 60 afios. De hecho, algunos estudios recientes han
demostrado que la relacién entre la edad y la progresidon de la EPVC es exponencial32. También
se ha descrito que en edades medias de la vida, algunos de los FRV que se han descrito podrian
tener mayor importancia. Debido a que principalmente se estudian pacientes de edad avanzada,
esta podria ser una de las razones que dificulte observar relaciones entre la EPVC y los FRV
clasicos. De este modo algunos estudios confirman, por ejemplo, que el efecto de la PA elevada

tendria un mayor efecto de los 40 a los 50 afios de vida en relacién al volumen de LSB*,

Posiblemente, el factor de riesgo no modificable mas estudiado ha sido la predisposicion
genética, sobretodo en relaciéon a las LSB. Mas alla de las causas monogénicas de la EPVC, se ha
visto que de un 55 a un 75% de la variabilidad radiolégica de las LSB podria ser hereditaria4®142,
También se han realizado estudios de asociacidn de variantes genéticas, observando que el gen
de NOTCH3 también estaria involucrado en las formas esporadicas de la EPVC*. En cuanto a los
estudios de GWAS (del inglés: genome wide association study), una investigacion que tenia como
objetivo primario el volumen de LSB llevada a cabo en 10.000 sujetos sin ictus previos reveld un

locus de riesgo en el cromosoma 1725,

Finalmente, el sexo no se ha encontrado asociado con las lesiones de la EPVC esporadica de

manera consistente’® 1%,
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1.6. MECANISMOS FISIOPATOLOGICOS

Llegados a este punto podemos constatar que la HTA serd el principal predictor de la EPVC tipo
I, y posiblemente, de su progresion®®. Ademds, el efecto de la HTA promoverd o modulara la

mayoria de procesos subyacentes al desarrollo y progresién de la EPVC.

En este apartado comentaremos algunos de los principales mecanismos por los cuales la HTA

puede dafiar los pequeiios vasos.

1.6.1. POSIBLES MECANISMOS IMPLICADOS

1.6.1.1. Cambios adaptativos

La exposicién sostenida a cifras elevadas de PA conlleva una serie de cambios morfolédgicos en
la estructura de los vasos, que intentaran adaptarse para soportar el estrés mecanico producido
por la HTA. Estos cambios en ocasiones se producen por un aumento de la anchura de la capa
de células del musculo liso, que aumenta el grosor de la pared vascular y disminuye su luz —
remodelamiento hipertréfico—%. En otras ocasiones los cambios se manifiestan como una
reorganizacion de las células del musculo liso, la cual mantiene estable el grosor de la pared
vascular, pero también provoca una disminucién de la luz —remodelamiento eutréfico—. En
ambos casos conlleva un aumento de la resistencia vascular. Ambos procesos se representan en

la figura 5.

1.6.1.2. Daino endotelial

La HTA, ademds de provocar estos cambios morfoldgicos, es la principal causa de la

arterioloesclerosis y de sus consecuencias, el daifo endotelial.

El endotelio es la capa mas interna del vaso, y es un drgano dindmico que sirve como barrera
funcional y estructural entre la sangre y la pared del vaso. Las células endoteliales, que
conforman la estructura de este érgano, son las responsables de mantener la homeostasis
vascular junto con otras células circulantes y las células del musculo liso?*. Entre sus funciones
encontramos la regulacion del tono vascular y de la fibrindlisis, ademds de la participacién en la

inflamacidn y la angiogénesis.

La HTA, la presencia de estimulos proinflamatorios y la generacion de radicales libres conduciran
al dafio endotelial (Figura 6). Podemos definir a grandes rasgos el dafio endotelial como la
pérdida de la habilidad de los pequefios vasos para dilatarse y contraerse en funcién de la

demanda de flujo sanguineo por parte del cerebro, y el aumento de la permeabilidad del vaso.
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Los marcadores de dafio endotelial mas estudiados en la EPVC son las moléculas de adhesidn
celular intercelular y vascular (ICAM y VCAM)¥, las selectinas E y P y la homocisteina®®. Otro

de los marcadores mas estudiados en relacién con el dafio endotelial es la microalbuminuria.

1.6.1.3. Ruptura de la Barrera Hematoencefalica

Las células endoteliales son parte de la unidad neurovascular e integrantes de la barrera
hematoencefalica (BHE), donde muestran fenotipos especificos con uniones estrechas. La BHE
controla el intercambio de solutos, moléculas y células circulantes entre el plasma y el liquido
intersticial. El aumento de permeabilidad de la BHE debido al dafio endotelial se ha relacionado

tanto con la carga de lesiones de la EPVC, como con su progresion*® 10,

Un marcador plasmatico de aumento de la permeabilidad de la BHE son las metaloproteinasas
(MMP), que son proteinas secretadas por neuronasy células gliales. Las MMP han sido asociadas

a diversos marcadores de la EPVC, especialmente en el caso de la MMP-9%%1 152,

Remodelamiento
eutréfico

Remodelamiento
hipertréfico

Lipohialinosis

Figura 6. Representacion grafica de los principales mecanismos de accién por los cuales la hipertensién dafia los vasos
sanguineos. Imagen modificada de Faraco et al (2013).
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1.6.2. USO DE BIOMARCADORES
El estudio de los mecanismos fisiopatoldgicos de la EPVC ha ido ligado al estudio de los
biomarcadores. Se definen como una caracteristica que puede ser medida de forma objetiva y

que se relaciona con un proceso bioldgico subyacente, el cual puede ser normal o patoldgico.

El estudio de los biomarcadores ha permitido conocer mejor los procesos involucrados en la
EPVC, aunque actualmente no han tenido aplicaciones directas en su diagnéstico. Como viene
siendo una constante, actualmente la mayoria de resultados provienen de estudios
transversales. Ademas, el marcador mas estudiado han sido las LSB, y sobretodo se han
analizado biomarcadores candidatos (o concretos) en sangre. Seria por tanto muy interesante
saber si los biomarcadores que se han reportado en estudios transversales predicen o permiten
monitorizar los cambios de la EPVC. Actualmente las principales proteinas y procesos
involucrados con el volumen de las LSB han sido los relacionados con la disfuncién endotelial**”-

151 la inflamacién®®* >* el metabolismo lipidico™>, la hemostasis®®®, entre otros'*2,

Cabe destacar que la mayoria de estas investigaciones se tratan de estudios dirigidos a proteinas
concretas. Hasta la fecha no se han realizado estudios protedmicos en pacientes con progresion
de la EPVC esporddica. Este tipo de estudios podrian ser muy interesantes no solo por el
descubrimiento de nuevas moléculas que puedan ayudar en el diagndstico de la EPVC, sino
porque pueden aportar informacion sobre los procesos o vias bioldgicas implicadas en la
evolucién de la EPVC'2, Asi pues, otro de los objetivos establecidos en la presente tesis doctoral
serd descubrir moléculas, vias y mecanismos implicados en la progresion de la EPVC por medio

de técnicas protedmicas y estudios de validacion.
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1.7.PRONOSTICO DE LA EPVC

Hasta ahora hemos descrito la EPVC como una enfermedad en la que sus lesiones tienden a
acumularse con la edad y la exposicion a determinados FRV. La clinica de la EPVC viene
caracterizada por un largo periodo asintomatico en la que puede pasar desapercibida. Esto,
sumado al hecho que la EPVC produce lesiones cerebrales que son por si mismas muy frecuentes
en el envejecimiento, han sido las principales causas que han complicado el estudio de la EPVC
y que ha hecho que se infravaloren sus consecuencias. No obstante, aunque quedan muchos
interrogantes por resolver que iremos exponiendo a lo largo de esta seccidén, hoy en dia se

estiman algunas de sus consecuencias principales.

1.7.1. AUMENTO DEL RIESGO DE EVENTOS CARDIOVASCULARES

La EPVC es la causa de hasta el 20-25% de los ictus isquémicos, siendo el infarto lacunar la
principal manifestacion clinica de la EPVC. También se ha estudiado si las lesiones
cerebrovasculares de la EPVC se asocian con un mayor riesgo de ictus o de otros eventos de tipo
cardiovascular. Seria muy interesante poder responder a esta cuestion, ya que determinadas
lesiones de la EPVC podrian usarse en modelos de prediccidn del riesgo cardiovascular. De este

modo, podrian implementarse estrategias de prevencién mas dirigidas.

Actualmente la mayoria de estudios han intentado relacionar la carga de lesiones con el riesgo
de ictus, siendo las LSB y los ICS los marcadores mas estudiados. En términos generales se ha
visto que la presencia de LSB vy ICS triplica y duplica el riesgo de ictus, respectivamente® 17,
Cabe destacar que en el caso de las LSB los resultados han sido muy diferentes en funcién del
tipo de poblacidon estudiada, observandose incidencias de 7 a 20 veces superiores en
poblaciones con FRV™. En cuanto al tipo de ictus, la mayoria de estudios han reportado que las
LSB se asociarian preferentemente con el ictus isquémico, estando menos clara la relaciéon con
el ictus hemorragico®™® 1, En el caso de los ICS, los resultados descritos han llevado a algunos
autores a plantearse hasta qué punto estas lesiones deben ser consideradas hallazgos
incidentales, y si en los pacientes con ICS deben aplicarse estrategias de prevencion

secundaria®. Sin embargo, actualmente el tratamiento de estos pacientes sigue siendo un foco

de incertidumbre.

En cuanto a los eventos cardiovasculares de otros tipos —infarto agudo de miocardio, anginas
de pecho, insuficiencia cardiaca, etcétera—, la literatura es mas escasa. Algunos autores han
publicado riesgos incrementados de muerte por causa vascular o infarto agudo de miocardio en

sujetos con LSB extensas, principalmente si éstas son de tipo periventricular!®l 162, Sin embargo,
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estas asociaciones no han sido replicadas en todos los casos®®. Asi pues, se requieren mas

estudios para confirmar esta relacién.

Tampoco se han publicado estudios que consideren la carga global de la EPVC®. Seria
interesante estudiar si el riesgo de padecer un evento cardiovascular aumenta a medida que se

amplia el espectro de lesiones de la EPVC observadas en la RMC.

1.7.1.1. Ecuaciones de riesgo cardiovascular

Las ecuaciones de riesgo cardiovascular son estimaciones del riesgo o la probabilidad de padecer
un evento cardiovascular en un tiempo determinado. La mds conocida es la ecuacion de
Framingham, la cual fue adaptada a nuestra poblacién con el indice del Registre Gironi del Cor
(REGICOR)*3, La ecuacion del REGICOR calcula el riesgo de sufrir un evento coronario a 10 afios
utilizando como fuentes de informacién la edad, el sexo, la PA, el colesterol, la diabetes y el

tabaquismo.

No obstante, las guias clinicas actuales no solo recomiendan establecer el riesgo del paciente
hipertenso en base a estos FRV. También se recomienda evaluar otros marcadores subclinicos
del dafio de drgano diana de la hipertensidon®. Algunos ejemplos serian la albuminuria, el
filtrado glomerular, la hipertrofia del ventriculo izquierdo, la presencia de arteriopatia periférica,
entre otros. La priorizacidn de estos marcadores subclinicos deberia realizarse en base a su valor

predictivo, el coste-beneficio y su disponibilidad.

En relacidn a lo explicado en el apartado anterior, seria muy interesante saber si la inclusién de
los marcadores de la EPVC en las ecuaciones de riesgo permite mejorar la discriminacién de los
pacientes con mayor riesgo de sufrir un evento cardiovascular. También seria interesante el
valor predictivo de estas lesiones en comparacién a otros marcadores de dafio subclinico. Por

esta razdn, este va a ser otro de los objetivos evaluados en esta tesis.

1.7.2. AUMENTO DEL RIESGO DE DEMENCIA

1.7.2.1. Definicidn y Epidemiologia de la Demencia

Segun la OMS, la demencia es un sindrome de naturaleza progresiva que implica un deterioro
de las funciones cognitivas superiores, es decir, de la memoria, la capacidad de juicio, el
lenguaje, el célculo, la orientacidn, entre otros procesos mentales. Estos déficits cognitivos, que
suelen ir acompanados o precedidos de cambios en la personalidad o alteraciones

psicoafectivas, conllevan una pérdida de la independencia del individuo?®.
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La prevalencia aproximada de la demencia en Espafia se estima que es del 2% en la poblacion
de 65 a 69 afios, y se duplicaria cada 5 afios llegando a ser del 10-17% en poblacién de 80 a 84
aflos®3. La causa mas frecuente de demencia es la EA. En Espafia se calcula que la EA es la causa
del 60-80% de los casos. En segundo lugar encontrariamos la demencia vascular (DVa), que si
consideramos sus apariciones puras y mixtas —a menudo en combinacion con la EA— abarcaria
el 20-30% de los casos. En Europa se ha estimado que la prevalencia de EA y DVa en poblacién
mayor de 65 afios seria del 4.4% y 1.6%, respectivamente®. En 2019 la OMS ha calculado que
la demencia afecta a unos 50 millones de personas en todo el mundo, de las cuales el 60% viven

en paises de ingresos bajos o medios.

En 2008, el Instituto Nacional de Estadistica (INE) calculé que 85 de cada 1000 habitantes sufre
algun grado de discapacidad, siendo la demencia la quinta causa mas frecuente de discapacidad
en el adulto —por detrds de los problemas articulares, la depresién, las cataratas y la
cardiopatia isquémica, a la cual puede ir asociada—. Estos datos de discapacidad aumentan
anualmente (Figura 7-A) y conllevan importantes gastos sanitarios y no sanitarios al sistema
publico de salud. Concretamente se ha calculado que la demencia provoca entre
25.000-30.000€ de gasto anual por paciente —considerando costes directos e indirectos—,
siendo la segunda enfermedad neuroldgica con mas gasto sanitario'®’. Estas cifras alarmantes
todavia se magnifican mas si consideramos que el INE lleva afios avisando del incremento de la
proporcién de poblacién mayor de 65 afios, tal como puede observarse en la Figura 7-B. De

hecho, se estima que en 2050 uno de cada tres espafioles tendra mas de 65 afos.

Asi pues, debido a la falta de tratamientos farmacoldgicos eficaces, es de necesidad urgente
encontrar maneras de diagnosticar la demencia de manera precoz para intentar implementar
estrategias preventivas. En este sentido se ha calculado que el diagndstico precoz puede llegar

a reducir la institucionalizacién en un 10%, y en un afio su duracién'®®,
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A B

Porcentaje de discapacidad en personas mayores de 64 afios Proporcién de poblacion de edad

Estrato

» =

Figura 7. Tendencias Demograficas en la Poblacion Espafiola: A) Porcentaje de personas mayores de 64 afios con
algun grado de discapacidad. B) Proporcidn de poblacién de edad avanzada respecto al total de la poblacion espafiola.
Des de 1975 se ha duplicado el nimero de personas de edad avanzada en todos los estratos de edad (mayores de 64,
70, 80 y de 90 afios). Ambos graficos se han realizado con datos abiertos del Instituto Nacional de Estadistica
(https://www.ine.es/dynt3/inebase/es/index.htm?type=pcaxis&path=/t15/p419/a2017/p01/&file=pcaxis).Los datos
abiertos se han bajado a fecha de 2019. La construccidn de los graficos se ha realizado con el software R.

1.7.2.2. Deterioro Cognitivo de Tipo Vascular

El deterioro cognitivo de tipo vascular (DCVa) se podria definir como aquel declive de las
capacidades mentales superiores, con o sin impacto en el nivel de independencia, el cual es o se
sospecha que es secundario a la presencia de un ictus o de otras lesiones cerebrovasculares
silentes (LSB, ICS, MSC, etcétera). Este tipo de deterioro cognitivo se observa hasta en la mitad
de pacientes con infartos lacunares!®. De manera similar también se ha visto que los pacientes
con mas carga de lesiones vasculares de pequefio vaso tienen una mayor probabilidad de

presentar DCVa!® 170,

A dia de hoy la definicion de DCVa sigue siendo un tema de debate y las guias clinicas pueden

mostrar diferentes definiciones en algunos aspectos concretos'’* 2, En términos generales, los

criterios generales clinicos serian'’% 172;

a) La existencia de un declive en la funcién cognitiva demostrada por medio de una exploracion

neuropsicolégica.
b) Presencia de enfermedad cerebrovascular, siendo la RMC el gold-standard para su deteccion.

El diagndstico probable de DCVa se estableceria respectivamente por:
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a) La demostracion causal entre la enfermedad cerebrovascular y el deterioro cognitivo. O bien
una relacidn clara entre la gravedad, el patron de los déficits y la presencia de lesiones

cerebrovasculares difusas.

b) Ausencia de historia gradual o progresiva de los déficits que se pueda relacionar con la

presencia de una enfermedad neurodegenerativa.

Cabe mencionar que en los ultimos 10-15 afios el concepto de DCVa ha mostrado una
importante evolucién. Inicialmente la definicion de DCVa precisaba de la presencia de signos
neuroldgicos focales debidos a un accidente cerebrovascular —por ejemplo, signo de Babinski,
déficit sensitivo, presencia de hemiparesias, etcétera— 3. Esto hacia que el DCVa se
diagnosticara basicamente en aquellos pacientes que habian sufrido un ictus. Con el tiempo
estas definiciones se han ido actualizando y se ha ampliado el espectro del DCVa. De este modo,
hoy en dia se reconocen formas mas leves de DCVa, asi como causas mixtas —en las que la causa
vascular coexiste con otras patologias de base neurodegenerativa—. Tampoco se da tanta
importancia al mecanismo especifico de dafio vascular o a la presencia de sintomas neurolégicos

focales.

En la siguiente seccidn se explicardn brevemente los diferentes tipos de DCVa que se consideran

hoy en dia.

1.7.2.3. Clasificacion del Deterioro Cognitivo de tipo Vascular

El DCVa se clasifica, en primer lugar, en funcidn del grado de deterioro diferenciando el
deterioro cognitivo leve (DCL) de tipo vascular, el cual serd retomado en apartados
posteriores, y el deterioro cognitivo de tipo vascular mayor o DVa. La diferencia basica entre
estos dos diagndsticos serda que el paciente con DCL de tipo vascular se caracteriza por
preservar la independencia en las actividades de la vida diaria, mientras que el paciente con
DVa presentaria una pérdida moderada o grave de su autonomia, la cual no es debida a las

172 A su vez, la DVa

secuelas motoras o sensitivas que haya podido ocasionar el evento vascular
se puede clasificar en funcién de su etiologia y presentacidon. En la Figura 8 se presenta un

resumen de estas clasificaciones.

En primer lugar encontrariamos la demencia post-ictus. Podemos definir este tipo de DVa como
la aparicion de un deterioro cognitivo significativo en los 6 meses posteriores a un ictus. Los
infartos pueden ser corticales, subcorticales o en regiones estratégicas, como el tdlamo o el

caudado. Se estima que el 20-30% de los pacientes que sobreviven a un ictus desarrollaran DVa
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o DCVa, siendo el infarto lacunar el tipo de ictus que estd mas asociado con el DCVa'’*. También
se ha visto que el riesgo de demencia post-ictus serd mayor ante la presencia de menor
escolarizacién, infarto recurrente, mayor grado de atrofia cortical y de mayor niumero de

lesiones de la EPVCY> 176,

La demencia multi-infarto es un tipo de DVa que se caracteriza por la presencia en las pruebas

de neuroimagen de multiples infartos corticales!’?.

La demencia mixta incluye aquellos fenotipos que representan combinaciones de causas
vasculares y neurodegenerativas, el efecto conjunto de las cuales conlleva un deterioro
cognitivo en el paciente. Actualmente se recomienda especificar la causa neurodegenerativa a
la que va asociada la patologia vascular para un mejor manejo del paciente —es decir, DCVa-EA,
DCVa-demencia por cuerpos de Lewy, etcétera—272. Estudios histopatoldgicos han demostrado
gue este tipo de demencia podria ser la causa mas frecuente de deterioro cognitivo,

encontrandose infra-diagnosticada’’.

La EPVC es la causa mas frecuente de demencia vascular subcortical. Los marcadores de RMC
mas habituales de este tipo de demencia son los IL y las LSB. En estudios longitudinales se ha
podido ver, por ejemplo, que la progresion de las LSB, especialmente en la regién
periventricular, correlaciona con el declive en las funciones ejecutivas y velocidad de
procesamiento de la informacion® 78 17° También se ha visto que la presencia basal de LSB

170 "3 veces sin

se asocia con la conversién de DCL a demencia en seguimientos prospectivos
encontrar asociaciones'®, El efecto de estas lesiones en la cognicién se cree que podria ser
debido a la desconexidn de circuitos fronto-sucorticales que van des del cortex prefrontal a los

ganglios de la base, y de los tdlamos a diferentes regiones corticales'®!.

Figura 8. Clasificacion del Deterioro Cognitivo de Tipo Vascular. Siglas: DCL, Deterioro Cognitivo Leve; DCVa,
Deterioro Cognitivo de Tipo Vascular.
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1.7.2.4. Deterioro Cognitivo Leve de causa vascular

El DCL se suele definir como un periodo de transicién entre el envejecimiento normal y la
demencia. Las primeras definiciones clinicas del DCL se realizaron en 1999 de la mano de
Petersen et al.'®2, aunque anteriormente ya se habian realizado menciones similares al DCL
usando otras terminologias. Petersen et al., a grandes rasgos, definieron el DCL como la
presencia concomitante de quejas subjetivas cognitivas, de alteracién objetiva de la memoria, y
sin existir afectacién de las actividades basicas de la vida diaria (ABVD), pudiendo existir leves
alteraciones en el caso de las actividades instrumentales de la vida diaria (AIVD). Estos criterios
se redefinieron en 2004 por medio de grupos de profesionales que buscaron crear un consenso.
De este modo, se considerd que no era necesario que la alteracion neuropsicoldgica fuera en el
dominio de memoria, pudiendo estar alterados uno o mas dominios cognitivos —esto incluye
funciones ejecutivas, velocidad de procesamiento de la informacion, atencion, lenguaje,
funciones visoespaciales, etcétera—!#. Asi pues, hoy en dia el diagndstico de DCL incluye un
amplio espectro de presentaciones, incluyendo variedades amnésicas y no amnésicas. En lineas
generales, los fenotipos principales del DCL se suelen clasificar en DCL amnésico y no amnésico,

gue a su vez podrdn ser de dominio Unico o multiple.

Actualmente se considera que el DCL es el principal factor de riesgo que predice la demencia
incidente. Se estima que este diagndstico lo padece del 10 al 20% de la poblacién mayor de 65
afios!® 185 En diferentes estudios se ha calculado la conversidon anual de envejecimiento
normal a DCL, observandose cifras entre el 2-7% en poblacién de edad avanzada!®® 187, Aun
asi, una revision de la literatura muestra que se reportan cifras de incidencia tan altas como el
40%, lo cual es debido principalmente al tipo de poblacién que se estudia —poblacién general
o clinicas de memoria— vy a los criterios que han sido usados para diagnosticar el DCL!°, Otro
factor a tener en cuenta es la tasa de conversién de DCL a demencia. Esta se estima entre el
5-20%!%4, la cual es muy superior a la que se suele reportar en poblacion general —alrededor

del 1-2%—. De nuevo, estas cifras podran variar en funcién del tipo de poblacién estudiada.

En la practica clinica habitual, asi como en diferentes estudios, también podemos observar
pacientes que revierten de DCL a envejecimiento normal o que fluctian entre los dos
diagndsticos. Aunque no se han reportado tasas de regresidn anuales, se estima que del 14 al
40% de los sujetos con DCL revertird a envejecimiento normal'®, Esta regresién puede ser
debida a falsos positivos producidos por trastornos psicoafectivos u otras variables que puedan
confundir el diagndstico, pero también puede ser una fluctuacion dentro del curso del paciente.

De hecho, en el DCVa acostumbra a existir esta fluctuacion.
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Si las presentaciones amnésicas del DCL han sido mas relacionadas con la EA, el DCL de tipo
vascular normalmente presenta alteracidon de las funciones ejecutivas, pudiendo o no estar
alterada la memoria®®® *°, E| diagndstico de DCL de tipo vascular se suele fundamentar en la
presencia de lesiones, a menudo subclinicas, en la RMC que se puedan relacionar con el
deterioro observado. En varios estudios transversales se han reportado asociaciones
significativas entre las lesiones de la EPVC y el riesgo de DCL®. No obstante, cabe destacar que
la presencia de lesiones de la EPVC no confirma un diagndstico de DCL de tipo vascular, ya que
también puede existir una enfermedad neurodegenerativa de base. De hecho, se han

encontrado asociaciones entre algunas lesiones de la EPVCy la EA u otras causas de demencia®®.

Por otro lado, aunque actualmente sabemos que las lesiones de la EPVC predisponen a la
demencia, no estd tan claro si la progresién radioldgica correlaciona con la evolucidn clinica en
los estadios leves de la enfermedad como el DCL. Pocos estudios han evaluado si la progresiéon

192 'y es por esta razdn que este serd

de las lesiones se asocia con el diagnéstico de DCL incidente
otro de los objetivos que abordaremos en esta tesis doctoral. Conocer qué lesiones o qué ritmos
de progresion tienen mayor probabilidad de predisponer al DCVa puede permitir implementar

mejores estrategias preventivas y realizar un mejor manejo clinico de estos pacientes.

1.7.2.5. Evaluacion del DCVa

En esta seccidn se resumiran las consideraciones basicas a la hora de evaluar el DCVa. En primer
lugar se recomienda realizar una correcta anamnesis del paciente, preguntando sobre el inicio
de los sintomas, el curso y el estado premérbido. Esto siempre sera preferible realizarlo con el

paciente y un segundo informador fiable.

En la exploracion del paciente deberemos preguntar por las quejas subjetivas cognitivas, asi
como el grado de afectacidn de las ABVD y AIVD. También serd recomendable explorar la

presencia de sintomas psicoafectivos.

La exploracién neuropsicoldgica sera recomendable en la mayor parte de los casos y esta debera
ser lo suficientemente completa como para evaluar los dominios cognitivos principales:
funciones ejecutivas, atencién, lenguaje y memoria®’2. Siendo la duracién recomendada de unos

60 minutos.

Las pruebas complementarias también incluirdn algun tipo de prueba de neuroimagen, siendo

la RMC el gold-standard.
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Objetivos de la tesis doctoral.

1. Descripcion del problema:

2.

a.

Determinar la progresiéon radioldgica de la enfermedad de pequefio vaso

cerebral en poblacidn hipertensa espafiola.

Observar si la progresion radioldgica correlaciona con la evolucion cognitiva y la

aparicidn de deterioro cognitivo leve.

Identificacion de factores de riesgo, mecanismos o marcadores que permitan

monitorizar la evolucion de la enfermedad:

a.

Comprobar si la medida ambulatoria de la presidn arterial predice la progresion
global de la enfermedad de pequefio vaso cerebral, y describir su beneficio

respecto a las determinaciones del consultorio.

Estudiar si el declive de la funcién renal —determinada por medio de diferentes

biomarcadores— es paralelo a la incidencia de lesiones silentes.

Analizar el proteoma de pacientes con progresion de las lesiones de la sustancia
blanca con el objetivo de descubrir nuevas vias, proteinas y mecanismos

implicados en la enfermedad de pequefio vaso cerebral.

Estudiar el pronéstico de los pacientes con lesiones cerebrovasculares silentes:

determinar si existe asociacidon entre las lesiones de la enfermedad de pequefio vaso

cerebral y el riesgo de evento cardiovascular.

Proponer nuevos marcadores radioléogicos de la enfermedad de pequefio vaso

cerebral: definir la prevalencia de los espacios perivasculares dilatados del hipocampo

y observar si se asocian al resto de marcadores radioldgicos de la enfermedad.
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La presente tesis doctoral se ha llevado a cabo en la cohorte de pacientes del estudio ISSYS
(Investigating Silent Strokes in hYpertensives, a magnetic resonance imaging Study). En este
apartado se ofrecera una breve descripcidn del estudio ISSYS y de las visitas que lo integran.
También se citaran las técnicas principales que se han usado para la valoracién de las variables
de interés. La descripcién detallada de los métodos se encuentra en cada una de las

publicaciones que componen los resultados.

3.1. ESTUDIO ISSYS

3.1.1. OBIJETIVOS
Los objetivos principales del estudio ISSYS son investigar la prevalencia de lesiones
cerebrovasculares silentes en sujetos hipertensos de Barcelona, asi como su impacto a nivel

clinico y sus factores de riesgo asociados®®3,

3.1.2. POBLACION
El estudio se llevd a cabo en pacientes con hipertensidn esencial diagnosticada como minimo un
afio antes de la inclusién en el estudio y con una edad entre 50 a 70 afios. Los criterios de

exclusién fueron:

Historia de ictus o demencia.
Contraindicacién de la RMC.

Sospecha de Sindrome de bata blanca.

LSRR NN

Enfermedad terminal.

El drea sanitaria de referencia para este estudio corresponde a la zona Norte de Barcelona (SAP
Muntanya) donde se contabilizan unos 27.000 pacientes hipertensos con edades comprendidas
entre 50 y 70 afios. El reclutamiento de los pacientes se realizd en 14 centros de atencion
primaria del drea norte de Barcelona, dénde se facilitaba a los médicos de familia un listado con
el muestreo aleatorio estratificado por sexo y edad. Asi pues, los médicos de familia en base a
la revision de la historia clinica preseleccionaron los sujetos candidatos a participar en el estudio,
alos que se invitd de forma telefdnica. De este modo se consiguid reclutar una cohorte de 1.037

sujetos, de los cuales 976 se acabaron sometiendo a la RMC.

3.1.3. DISENO
El estudio ISSYS se trata de un estudio poblacional, observacional, prospectivo y longitudinal. La

visita basal de inclusidn se realizé entre el 2010 y el 2012 (N = 1.037). En esta primera visita los
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pacientes se sometieron a una RMC, tests de cribado cognitivo, una exploracién fisica, una
recogida de datos clinicos (antecedentes, farmacos, etcétera), estudios de la PA y se tomaron

muestras de sangre y orina.

Entre 2014 y 2016 se realizé una segunda visita presencial en pacientes que tenian un mayor

riesgo de progresion de la EPVC. Este riesgo se definié como la presencia en la RMC basal de:

v" Infartos cerebrales silentes.

v'  Lesiones de la sustancia blanca extensas.

De este modo se seleccionaron 483 sujetos para someterse a una segunda visita presencial con
las mismas caracteristicas y pruebas de la visita basal. De estos 483 individuos quisieron
participar 361 (74.7%), de los cuales se sometieron a la RMC 350 pacientes. En esta muestra de
pacientes se evalud la progresion de la EPVC y es en la que se centra la mayor parte de los

resultados de esta tesis doctoral.

Ademas, desde 2012 hasta 2019 se realizaron seguimientos telefénicos anuales a toda la cohorte
de pacientes. El objetivo de estas llamadas era determinar los cambios en la los FRV, el

tratamiento farmacolégico y la aparicién de eventos cardiovasculares.

En la figura 9 se muestra graficamente el disefio del estudio ISSYS.

En los apartados subsiguientes explicaremos las principales pruebas realizadas en la visita

presencial y en las llamadas telefénicas.
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Visita Basal Visita de Seguimiento

N =976 N =350
2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019
Primera llamada Segunda llamada Tercera llamada Cuarta llamada
N=917 N=921 N=867 N=709

VISITAS PRESENCIALES LLAMADAS TELEFONICAS

v' Resonancia Magnética v Actualizacién factores de

v" Exploracion Cognitiva riesgo vascular.

v" Exploracién Fisica v" Actualizacién tratamientos

v" Estudios de Presion arterial farmacologicos.

¥ Muestra de sangre v’ Registro eventos

¥ Muestra de orina cardiovasculares.

Figura 9. Diseio del estudio ISSYS: Las flechas azules y verdes representan visitas presenciales y no presenciales en la linea de tiempo, respectivamente.
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3.1.3.1. Caracteristicas de las Visitas Presenciales

Como se ha comentado, hasta la fecha se han realizado dos visitas presenciales en el estudio
ISSYS —visitas basal (2010-2012) y de seguimiento (2014-2016)—. En ambas visitas se realizaron

las siguientes pruebas:

e Resonancia Magnética Cerebral:
En las visitas basal y de seguimiento todos los pacientes se sometieron a una RMC en el
mismo resonador de 1.5 Teslas (Signa HDx1.5; General Electrics, Waukeska, WI). Se
obtuvieron secuencias axiales ponderadas en T1, T2, GRE y FLAIR y sagitales ponderadas en
T1. Los cortes tenian un grosor de 5 mm con un gap de 1.5 mm —obteniéndose unos 20
cortes axiales y sagitales, aproximadamente—.

e Exploracidn cognitiva:
Todos los pacientes se sometieron a un test de cribado cognitivo tanto en la visita basal como
de seguimiento, la Dementia Rating Scale (DRS-2)'®*. Este test se encuentra adaptado al

castellano y se disponen de datos normativos en poblacién espafiola’®.

La DRS-2 estd compuesta por 5 grupos de tests que forman las escalas de atencidn,
iniciacidon/perseveracion, construccion, conceptualizacion y memoria. La puntuacion total de la
DRS-2 va de 0 a 144 puntos. Esta puntuacién total se ajusta por edad y escolarizacion en base a
los datos normativos en poblacion espafiola, obteniendo una puntuacién escalar quevade 1 a

19195_

En ambas visitas a aquellos pacientes que presentaban una puntuacion escalar < 8, la cual es
sugestiva de deterioro cognitivo, se les invitaba a realizar una exploracién cognitiva completa.
En esta visita se les realizaba una exploracién neuropsicolégica completa, evaluando los
dominios cognitivos principales, y una visita neuroldgica con el objetivo de determinar el estado
cognitivo (envejecimiento cognitivo normal o DCL). También se evaluaba el estado animico de
los pacientes mediante un test de depresion y ansiedad, las ABVD y AIVD mediante un

cuestionario estructurado y las quejas subjetivas de memoria®®® 17,

En la tabla 3 se resumen las pruebas neuropsicoldgicas realizadas en el estudio ISSYS, asi como
las principales funciones evaluadas por éstas. El protocolo cognitivo completo del estudio

también se encuentra publicado®®.

Los criterios usados para el diagndstico de DCL fueron adaptados a partir de los de Petersen-
Winblad, de manera similar a como lo hicieron un grupo de investigacién de la fundacién ACE**

19 De manera resumida, diagnosticamos DCL cuando se cumplian los siguientes supuestos:
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v" Una alteracién objetiva en uno o mas dominios cognitivos evaluados en la exploracién

neuropsicoldgica. La alteracién se definié como una puntuacién ajustada por debajo de

1 desviacidn estdndar en comparacion al grupo de referencia.

v" Las ABVD deben estar preservadas, pudiéndose observar alteraciones leves en el caso

de las AIVD.

v" Presencia de quejas subjetivas de memoria reportadas por el paciente o por un familiar.

v" Ausencia de enfermedad concomitante que pueda explicar el cuadro clinico.

Aguellos pacientes que estaban por encima del punto de corte en la DRS-2 o que se sometieron

a la exploracién cognitiva completa y no cumplieron con criterios de DCL fueron considerados

como sujetos con envejecimiento normal.

El diagndstico de DCL se determind en ambas visitas y en funciéon de las 4 transiciones posibles

se categorizd a los sujetos como:

v" Envejecimiento normal estable —envejecimiento normal en las dos visitas—.

v DCL estable —DCL en ambas visitas—.

v' Reversién a envejecimiento normal —DCL en la visita basal y envejecimiento normal en

la visita de seguimiento—.

v" DCL incidente —envejecimiento normal en la visita basal y DCL en el seguimiento—.

Tabla 3: Evaluacion de la cognicidn en el estudio ISSYS

Prueba Psicométrica Funciones evaluadas

Dementia Rating Scale 2nd version Global

Exploracidn cognitiva completa*

Test de aprendizaje audioverbal de Rey

Reproduccidn Visual 1y 2 de la WMS Memoria

Test de Stroop
Trail Making Test parte A
Trail Making Test parte B

Fluencia Verbal fonética y semantica Funciones ejecutivas

Imitacién de posturas (Test Barcelona)

Gesto Simbdlico 6rdenes (Test Barcelona) Praxias Ideomotoras

Test del Reloj

Diseno de cubos de la WAIS 11l Funciones visoconstructivas

*La evaluacidn neuropsicoldgica completa se realizd en aquellos pacientes con sospecha de deterioro cognitivo segun

la puntuacién ajustada por edad y educacién de la DRS-2.

Siglas: WMS, wechsler memory scale; WAIS, Wechsler Adult Intelligence Scale.
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e Recogida de muestras:
Se recogieron muestras de sangre en ambas visitas, de las cuales se obtuvo el plasmay el suero
después de 15 minutos de centrifugacién a 3.500 revoluciones por minuto. Posteriormente se
congelaron a —80 9C. Estas muestras se utilizaron para la determinaciéon de la creatinina, usada

para el calculo del filtrado glomerular, y para el estudio de los biomarcadores.

También se recolectaron muestras de orina puntuales que se usaron para la determinacidn del

cociente albumina/creatinina.

e Monitorizacion de la presion arterial:
Los pacientes se sometieron a una monitorizacién de 24 horas de la PA mediante un dispositivo
automatizado (Spacelabs Healthcare, Issaquah, Washington), validado previamente por la
Sociedad Britdnica de la hipertensidn?®. Dicha monitorizacién se llevaba a cabo en dias laborales
y se animaba a los pacientes a mantener sus actividades habituales. Durante el dia (06:00 a
22:59) se tomaban medidas cada 20 minutos y de noche (23:00 a 5:59) cada 30 minutos. De este
registro se obtenian las medias de 24 horas, diurnas y nocturnas de PAS/PAD. El mal control del
periodo de 24h, diurno y nocturno se definié en 125/75, 130/80, 110/65 de acuerdo con las

guias clinicas americanas®.

3.1.3.2. Caracteristicas de las llamadas telefonicas

Anualmente se realizaba una llamada telefdnica a toda la cohorte (N=1.037). En estas llamadas,
en primer lugar, se actualizaban la aparicion de FRV —control de la PA, incidencia de dislipemia,
diabetes y fibrilacion auricular— y la prescripcidon de fdrmacos. También se registraban Ia
incidencia de eventos cardiovasculares. Los eventos cardiovasculares incidentes fueron
definidos como nuevos infartos agudos de miocardio, accidente isquémico transitorio,
insuficiencia cardiaca congestiva, angina de pecho, claudicacidon intermitente, arteriopatia
periférica y muerte vascular. Se computaron los eventos cardiovasculares que requirieron una
hospitalizacidn de al menos 24 horas. Cuando se detectd un posible evento en alguna llamada,

se revisaron las historias clinicas electrénicas para confirmarlo.

3.2. EVALUACION DE LA EPVC

3.2.1. Evaluacidn de la EPVC en la visita basal
En la visita basal se evalud la presencia de los diferentes marcadores de la EPVC en los 976

sujetos con RMC. Todas las lesiones se evaluaron segun los criterios STRIVEZ,
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Los ICS se definieron como lesiones mayores de 3 mm en su didmetro mas ancho, con una sefial
similar a la del liquido cefalorraquideo en todas las secuencias y con un halo hipertenso
alrededor en la secuencia FLAIR. Ademas, los ICS fueron considerados lacunares cuando su
tamafio era como maximo de 15 mm y estaban localizados en los ganglios de la base, capsula

interna, tdlamo, sustancia blanca profunda y tronco.

Los MSC se evaluaron a nivel lobar —unidn cortico-subcortical y sustancia blanca subcortical—,
profundo —sustancia gris de los ganglios de la base, capsulas internas y externas, tdlamo— e

infratentorial —cerebelo y tronco encefalico— en la secuencia GRE?*,

Las LSB de supuesto origen vascular se definieron como lesiones difusas hiperintensas en
secuencia ponderada en T2 y FLAIR a nivel subcortical y periventricular. Para su cuantificaciéon
se utilizé la escala de Fazekas, que se trata de una valoracion cualitativa de 0 a 3 en ambas
regiones (periventricular y subcortical). Para esta tesis hemos considerado una puntuacion = 2
como extensa en ambas regiones, la cual a nivel periventricular implica presentar lesiones que

se extienden hacia dreas profundas, y a nivel subcortical implica tener lesiones confluentes.

Los EPVD han sido definidos como estructuras lineares, ovales o redondas < 3 mm vy bien
definidas con intensidad similar al liquido cefalorraquideo en todas las secuencias. Los EPVD han
sido evaluados en los ganglios de la base y en el centro semioval. En ambos casos se contaron
los EPVD en aquella secuencia con una mejor visualizacion de las estructuras anatémicas y en el
hemisferio que presentase un mayor nimero de EPVD, de acuerdo a los criterios de la escala de
Potter®. Asi pues ambos contajes se categorizaron en “0” (0 EPVD), “1” (1 a 10 EPVD), “2” (11 a
20 EPVD), “3” (20 a 40 EPVD) y “4” (> 40 EPVD).

Para los EPVD del hipocampo se ha utilizado la escala de Adams et al”™®

. Brevemente, se contaron
los EPVD de ambos hipocampos (derecho e izquierdo). No obstante, cuando se llegaba a 20 EPVD

se detenia el conteo, obteniendo una puntuacién que podia ir de 0 a 20.

3.2.2. Progresion de la EPVC

La evaluacidn de la progresion de las lesiones se realizd en 350 sujetos con RMC basal y de
seguimiento. Todos los marcadores fueron evaluados por duplicado, considerando ambas
resonancias en el momento de la evaluacidn y mediante evaluadores ciegos a la informacién
clinica, asi como al tiempo de adquisicién de la RMC (basal o seguimiento). Los casos

discordantes siempre fueron consensuados con un tercer evaluador.
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Los nuevos infartos y MSC fueron determinados siguiendo los mismos criterios que en la visita

basal.

En el caso de las LSB se realizé la evaluacion cualitativa por medio de la escala de progresién de
Rotterdam’®. Esta escala evalla la presencia, ausencia o regresion —puntuaciones de 1, 0y -1,
respectivamente— de cambio de las LSB a nivel periventricular y subcortical —definido como el
aumento de tamafio de una lesion previa o la aparicidon de nuevos focos de lesiones—. A nivel
periventricular se evalla en 3 regiones (cuernos anteriores, posteriores y bandas laterales) en
cada hemisferio, obteniendo una puntuaciéon de —6 a 6. A nivel subcortical se evalian en 4
regiones (ldbulos frontal, temporal, occipital y parietal) en cada hemisferio, obteniendo una
puntuacién de —8 a 8. En la figura 10 se muestra una representacién de las diferentes dreas de

interés en cada caso.

En cuanto a los EPVD, actualmente no existe ninguna escala publicada previamente. Asi pues,
para evaluar la progresién de este marcador se consideré como progresién un aumento en la
puntuacion de la escala de Potter en los ganglios de la base y/o el centro semioval. Por esta
razdon aquellos pacientes que presentaban una puntuaciéon maxima en alguna region en la visita
basal (puntuacién de “4”) fueron excluidos de este andlisis (se excluyeron 4 pacientes). El cambio

en los EPVD se evalud por separado en los ganglios de la base y en el centro semioval.

Figura 10. Regiones anatomicas evaluadas en la escala de progresion de Rotterdam: A) Regiones evaluadas
considerando las LSB subcorticales. De izquierda a derecha podemos ver el l6bulo frontal, parietal, occipital y
temporal. B) Regiones evaluadas considerando las LSB periventriculares. Las letras indican las astas frontales (F), las
bandas laterales (L) y las astas occipitales (O).
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3.3. ANALISIS DE BIOMARCADORES
El estudio de biomarcadores en sangre se ha llevado a cabo en dos fases. En una primera fase
se ha realizado un descubrimiento de proteinas asociadas a la progresion de las LSB. La segunda

fase ha tenido el objetivo de validar aquellos mejores candidatos descubiertos en la fase previa.

3.3.1. Fase de descubrimiento

Para la fase de descubrimiento se ha utilizado una técnica protedmica basada en aptdmeros. Los
aptdmeros son oligonucledtidos, cadenas simples de &acidos nucleicos, que debido a su
estructura tridimensional se unen a moléculas diana con una alta sensibilidad y especificidad. La
tecnologia basada en aptdmeros ha permitido reducir los costes de produccidn y mejorar la
estabilidad respecto a otras técnicas de protedmica, como por ejemplo las basadas en

anticuerpos, permitiendo estudiar un gran nimero de proteinas®®.

Concretamente se ha utilizado la técnica SOMAscan (Somalogic Inc., Boulder, CO, USA)?®, Este
ensayo permite evaluar 1305 proteinas en muestras de plasma por medio de SOMAmeros,
que son aptameros modificados y en los que se transduce la concentracion de la proteina en
sefial de transcripcidn. Después de diferentes correcciones aplicadas segun los protocolos de

esta técnica se obtienen unidades de fluorescencia relativas2*.

3.3.2. Fase de validacion

El objetivo de esta fase ha sido determinar la concentracidn de aquellas proteinas mas asociadas
con la progresion de las LSB en la fase anterior. Para ello se ha utilizado la técnica ELISA que es
un tipo de inmunoensayo en el cual un antigeno se detecta mediante un anticuerpo enlazado a

una enzima capaz de generar un cambio detectable, por ejemplo el cambio de color?®,
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ABSTRACT

Aim: We aimed to study the predictive usefulness of ambulatory blood pressure monitoring (ABPM) in the global
progression of cerebral small vessel disease (cSVD).

Design: Longitudinal Cohort Study

Setting and Participants: Data from ISSYS (Investigating Silent Strokes in hYpertensives Study) cohort, a
longitudinal population based study in subjects with hypertension, aged 50 to 70 and stroke-free at baseline.
Patients underwent at the baseline and follow-up visits a magnetic resonance imaging and ABPM.

Measurements: Ambulatory systolic and diastolic blood pressure levels (SBP, DBP) were studied as continuous
variables and dichotomized as good or poor control considering the following cutoffs: 125/75 (24h), 130/80
(day), 110/65 (night) mmHg.

Whole progression of cSVD was qualitatively evaluated granting 1 point when an incident lesion was detected
—incident lacunar infarcts, deep cerebral microbleeds, white matter hyperintensities and basal ganglia enlarged
perivascular spaces—, obtaining a score ranged from 0 to 4.

Results: We followed-up 233 participants with a median age of 65 (61-68) within 4 years. We detected that 61
(26.2%) and 23 (9.9%) subjects presented a progression of cSVD in 1 and 22 markers, respectively.

Baseline ambulatory SBP and DBP were positively correlated with number of incident lesions of cSVD.
Furthermore, nighttime pulse pressure was associated with higher odds of progression. Interestingly, patients
without incident lesions presented wider differences between office and ambulatory BP, suggestive of a white
coat effect.

The most associated metric was baseline 24h DBP. Concretely, patients with a 24h DBP >75 mmHg at baseline
visit presented a 2.8 fold increased risk of progression of cSVD (Cl195%=1.51-5.05. P-value=0.001). The inclusion
of baseline 24h DBP in a clinical model resulted in an increase of the discrimination of patients with progression
of cSVD (integrated discrimination improvement=4.49%, P-value<0.001).

Conclusions: ABPM may help to predict the progression of cSVD and stratify the risk of subjects with
hypertension.
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INTRODUCTION

Cerebral small vessel disease (cSVD) refers to all the
pathological processes which affect the small vessels of
the brain® 2. Lacunar infarcts, deep cerebral microbleeds
(CMB), white matter hyperintensisites (WMH) and basal
ganglia enlarged perivascular spaces (BG-EPVS) are
considered the principal magnetic resonance imaging
(MRI)-markers of age related cSVD. These lesions may
accumulate on brain parenchyma over time and although
the course of this progression is subclinical, they are
associated with incident mild cognitive impairment3,
stroke and increased mortality*.

One of the principal risk factors of age related cSVD is
hypertension, which via sustained elevated blood
pressure (BP) levels produces arteriolosclerosis in small
vessels and alterations in cerebrovascular function>.
Other mechanisms as arterial stiffness may be also
involved in the pathogenesis of small vessel disease®.
However, BP measurements in the office are subject to
different sources of bias’. By contrast, ambulatory blood
pressure monitoring (ABPM) provides a more reliable
measure of BP with enhanced reproducibility over the
clinic measurements?® °.

Several studies described associations of ABPM levels
with individual MRI markers of cSVD# 1012 and total cSVD
burden?®3 14, However, most results come from cross-
sectional studies!!-16, Considering that the progression of
cSVD is a prevalent phenomenon in older adults with
hypertension3, longitudinal studies assessing the
relationship between ABPM levels and cSVD progression
may be of greater interest.

We firstly aimed to construct a cSVD progression score.
Secondly, we studied the relationship between serial
ABPM measurements and this cSVD progression score —
considering both baseline ambulatory recordings and
changes in BP levels between visits—. Finally, we
determined the usefulness of ABPM control, as defined
by recent clinical guidelines’, in addition to clinical
features in the prediction of cSVD progression.

METHODS

Anonymized data will be shared following the request of
qualified investigators for research purposes.

Subjects

This investigation is nested within the ISSYS project
(Investigating Silent Strokes in Hypertensive patients
Study), which is an observational, longitudinal,
prospective, and population based study aimed to assess
the silent cerebrovascular lesions and determine its
consequences in patients with hypertension®. Briefly,
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inclusion criteria included (1) an age between 50 and 70
years at the baseline visit, (2) primary hypertension
diagnosed at least 1 year earlier; (3) no previous history
of stroke or dementia. Between 2010 and 2012 we
randomly recruited 976 patients from 14 primary health
care centers from Barcelona. Patients underwent, among
others: a clinical data and vascular risk factor assessment,
a brain MRI, office and ambulatory blood pressure
measurements and blood and urine sampling. The follow-
up visit was conducted between 2014 and 2016 in a
sample of 361 individuals at higher risk of cSVD
progression —defined as the presence of extensive WMH
or silent brain infarcts3—.

For this study we selected 233 patients which underwent
baseline and follow-up MRIs and had at least ABPM
recordings at the baseline visit (Figure 1).

This study was in accordance with the declaration of
Helsinki and it was approved by the local Ethics
Committee. All patients signed their written informed
consent before the inclusion at the baseline and follow-
up visits.

MRI characteristics

Patients underwent a brain MRI on the same 1.5 Tesla
magnetic resonator at the baseline and follow-up visits
(Signa HD x 1.5, General Electrics, Waukeska, WI). Our
MRI protocol included a Tl and T2-weighted, Fluid
Attenuated Inversion Recovery and gradient recalled
echo sequences?s,

CSVD score at the baseline

At the baseline visit we rated several MRI markers of
cSVD according to the Standards for Reporting Vascular
Changes on Neuroimaging criteria’®. Baseline total cSVD
burden was estimated following a previously described
scalel# 20,21 Thijs score evaluates the presence of lacunar
infarcts, deep CMBs, extensive deep or periventricular
WMH, and moderate to severe BG-EPVS.



Figure 1: Flow-Chart of the sample.

CSVD progression score

Changes in markers of cSVD were evaluated by duplicate
and blinded to clinical data and the time of MRI
acquisition. Discordant cases were agreed by consensus
meeting with a third reader.

Similarly to the baseline cSVD burden score, we awarded
1 point when a progression in each of the following
lesions was present: (1) incident lacunar infarcts; (2)
incident deep CMBs; (3) a marked progression of WMH
—as defined by a score >2.5 in Rotterdam Progression
Scale—22 23, Briefly, this scale qualitatively rates the
recession, absence, or presence (score of -1, 0 or +1,
respectively) of progression of WMH in a side-by-side
manner at each hemisphere in different subcortical and
periventricular regions. The total score ranges from -14
to 14; (4) change in BG-EPVS was considered as the
increment between both MRIs in at least 1 category in a
previous published scale—considering the slide and the
side presenting the highest number of BG-EPVS and a
better visualization of basal ganglia—2*. Patients who
presented the highest BG-EPVS score at the baseline (>40
EPVS) were excluded from the rating of this marker (2
cases). The kappa coefficient for inter-rater agreement in
BG at baseline was 0.79 and at follow-up was 0.73.

Moreover we achieved a correct interrater and
intrarrater reliability in the assessment of all markers.

Ambulatory and Office Blood Pressure Assessment

At baseline (n=233) and follow-up (n=212) visits —as
represented in figure 1—, patients underwent at working
days the 24 h ABPM with an automatic device (Spacelabs
Healthcare, Issaquah, Washington), validated according
to the protocol of the British Hypertension Society?>. We
used cuffs for obese patients when required. Participants
were encouraged to follow their usual activities and to
keep a record of their awake and sleeping periods. During
daytime (06:00 to 22:59) readings were obtained every
20 minutes and during nighttime (23:00 to 05:59) every
30 minutes. We excluded those cases having less than
70% of valid measures, and those having less than 2 and
1 valid measurements per hour during daytime and
nighttime periods, respectively.

Mean twenty-four-hours (24h), day and night systolic BP
(SBP) and diastolic BP (DBP) were obtained at both visits.
Ambulatory pulse pressure (PP) was calculated as the
difference between systolic and diastolic ABPM at each
period (24h, day and night). ABPM control was defined at
both visits according to the cutoffs of American
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hypertension clinical guidelines’. Hence, poor SBP/DBP
control at 24h, day and night periods was considered as
those means equal or higher than 125/75, 130/80,
110/65, respectively. For this study we used both
continuous and dichotomized ABPM measurements.

Office BP was measured at both visits via an oscillometric
device (OMRON M6 Comfort) as the mean of the two last
out of three measurements after 5 minutes rest. We
additionally calculated the difference between office and
daytime ambulatory SBP and DBP to obtain an estimate
of the white coat effect.

Covariables

We collected demographical and vascular risk factors
information at the baseline and follow-up visits. We
gathered information about the number of changes and
drug classes (angiotensin-converting enzyme inhibitors,
angiotensin receptor blockers, thiazide-type diuretics,
calcium channel-blockers, beta adrenergic blockers
agents) during the follow-up period regarding the BP
lowering treatment. Blood pressure lowering drugs
(BPLD) compliance was measured by means of the
Morisky-Green scale. This scale evaluates the
medication-taking  behavior in  patients under
antihypertensive treatment. The total score ranges from
0to 4. Poor BPLD at any visit was defined as a score> 1 in
at least 1 assessment at the baseline and/or follow-up
Morisky-Green scale.

Statistical Analysis

All analyses were conducted using R software (R version
3.4.3, 2017-11-30; © 2017 The R Foundation for
Statistical Computing).

CSVD progression score was categorized into none
progression (0 markers), minor progression (1 marker),
and marked progression (22 markers). Changes in BP
metrics were calculated by subtracting the follow-up
mean BP from the respective baseline mean BP.
Regarding ABPM control, we considered those patients
having a poor ambulatory BP at the baseline or at both
visits.

In univariate analyses we observed which variables were
associated with the cSVD progression score by means of
ANOVA, Kruskal-Wallis and x2 as appropriate. Differences
between ABPM levels at the baseline and follow-up visits
were measured via paired-samples T-test.

To study the relationship between the previously
described ABPM parameters and the risk of total cSVD
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progression burden, we conducted ordinal logistic
regression models. In these models, the three-category
progression score was introduced as the outcome. ABPM
levels (continuous variables) and ABPM controls (binary
variables) were introduced in separate models as
determinants of interest. These models were adjusted by
age, sex, number of changes and classes of BPLD, time
between MRIs, poor BPLD compliance at any visit and
baseline total cSVD burden. Two-way interactions were
studied and included in the model when significant.

To know the clinical utility of ABPM in the prediction of
cSVD progression, we subsequently categorized the cSVD
progression score into a two-category variable —no
progression (score of 0) vs presence of progression (score
> 1)—. Backward stepwise binary logistic regression
models were constructed introducing the same
covariables as in the previous analysis. Predictors of
interest were 24h SBP and DBP control at the baseline
and both visits. We subsequently calculated the
improvement of the addition of these ABPM parameters
over a clinical model by means of the integrated
discrimination index (IDI), which assesses the
improvement in sensitivity as compared to the decrease
in specificity by the addition of a new variable. Positive
values indicate a better discrimination of the new model.

We additionally studied the effect of ABPM parameters
in the progression of WMH. Therefore, we constructed
multiple linear regression models entering the total RPS
score (-14 to 14) as the outcome and adjusting by the
same variables as in the previous models.

RESULTS
Sample

Median age of the sample was 65 (61-68), 43.8% were
females and patients were followed-up for 4 years (3.8-
4.5). Median time of hypertension diagnosis was 8 years
(6-12). Regarding cSVD, 61 (26.2%) individuals showed a
minor progression (1 MRI-marker) and 23 (9.9%) a
marked progression (=2 markers). Regarding individual
lesions, 55 (24.8%) participants presented a marked
progression of WMH, 41 (18.3%) showed a change in BG-
EPVS and 9 (3.9%) and 7 (3.0%) presented incident
lacunar infarcts and deep CMBs, respectively. Among
those patients presenting >2 MRI markers of cSVD
progression, the most frequent combination of lesions
was WMH and BG-EPVS, as showed in figure 2.



N=233

A)

N° of Incident Lesions

B)

N=61

Progression in 1 lesion

Change in BG-EPVS

Incident dCMB

Incident Lacunar Infarct

Marked progression of WMH

C)

N=23

Progression in = 2 lesions
. Lacunar Infarct+dCMB

[ | wmneBG-gPVS

|| wmH+BG-EPVS+dCMB

|| WMH+BG-EPVS+Lacunar
WMH+dCMB

WMH+Lacunar Infarct
WMH+Lacunar Infarct+dCME

Figure 2: CSVD progression score in the sample.
Percentage and number of patients with incidental lesions according to the cSVD progression score in (A); Type of cSVD lesions in patients presenting progression
in 1 MRI marker of cSVD in (B); Number and percentage of lesions combinations in patients presenting changes in > 2 MRI markers of cSVD in (C).

Key: BG-EPVS, basal ganglia enlarged perivascular spaces; dCMB, deep cerebral microbleeds; WMH, white matter hyperintensities.

Table 1: Principal Characteristics of the Cohort by cSVD progression score (n=233)

None (n=149)  Minor* (n=61)

Marked* (n=23) P-value

Demographics

Baseline Age, years 65 (60;69) 65 (61;67) 64 (62;67) 0.970
Sex, Male 82 (55.0) 34 (55.7) 15 (65.2) 0.650
Time Between MRlIs, years 4.0 (3.8;4.6) 4.0 (3.8;4.4) 4.0 (3.9;4.5) 0.333
Baseline Vascular Risk Factors
Previous Ischemic Cardiopathy 17 (11.4) 9(14.8) 3(13.0) 0.800
Poor BPLD Compliance 68 (45.6) 30 (49.2) 14 (60.9) 0.390
Diabetes Mellitus 40 (26.9) 22 (36.1) 3(13.0) 0.100
Active Smoker 18 (12.1) 8(13.1) 3(13.0) 0.970
Hypertension Duration, years 8(5;11) 9 (6;16) 11 (6;12) 0.236
Total-Cholesterol, mg/dL 214.0 (40.5) 215.0 (42.0) 226.7 (44.5) 0.386
HDL-Cholesterol, mg/dL 47.2 (39.4,57.3) 47.2(40.8;52.7) 46(37.8;50.7) 0.506
Waist, cm 101.3 (10.5) 100.5 (12.1) 103.6 (9.0) 0.514
Blood Pressure Lowering Drugs
N2 of Changes 1(0;2) 1(0;2) 1(0;2) 0.210
N2 of Classes 2(2;3) 3(2;3) 2.5(2;3) 0.114
Baseline BP-Metrics
Office SBP, mm Hg 143.4 (16.6) 145.0 (19.3) 138.4 (14.1) 0.282
Office DBP, mm Hg 78.0 (9.6) 77.8(10.2) 79.0 (7.6) 0.884
24h SBP, mm Hg 124.5 (11.5) 131.1 (14.3) 132.3(13.9)  <0.001
24h DBP, mm Hg 75.0 (7.3) 78.1(7.3) 80.3 (5.3) <0.001
24h PP, mm Hg 49.3 (42.1;54.3) 49.8(44.8;60.5) 52.9 (42.3;58.2) 0.112
White Coat Effect SBPT 13.0(14.2) 8.1(14.6) 1.4 (8.7) <0.001
White Coat Effect DBPT -1.4 (8.0) -4.9 (8.4) -5.9 (5.8) <0.001

Values represent mean (SD), median
(Q1-Q3) or n? (%).

Key: BP, blood pressure; BPLD, blood
pressure lowering drug; DBP, diastolic
blood pressure; cSVD, cerebral small
vessel disease; HDL, high density
lipoprotein; MRI, magnetic resonance
imaging; PP, pulse pressure; SD,
standard deviation; SBP, systolic blood
pressure.

* Minor and Marked progression are
defined as an increase in 1 or 22 MRI
markers of cSVD.

T SBP and DBP white coat effects have
been calculated as Office SBP minus
Ambulatory Daytime SBP and Office DBP
minus  Ambulatory Daytime DBP,
respectively.
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Mean 24h and nighttime systolic BP increased
significantly during the follow-up, while all diastolic
metrics showed a decrease over time (all repeated
measures tests P-values <0.05), thus, there was an
increase of ambulatory PP within visits. However, these
differences, although significant, were slight and the
means of each metric at each visit showed a relative
stability (supplementary figure S1).

In the univariate analysis, demographic and vascular risk
factors information was not associated with cSVD
progression score (table 1). Interestingly, we observed
that as the white coat effect increased, the number of
incident lesions decreased (supplementary figure S2).

Blood Pressure and cSVD progression score

Table 2 displays results regarding office and ambulatory
BP levels (continuous variables) and the risk of cSVD
progression. Higher baseline ambulatory SBP and DBP at
any period was related to an increased risk of new cSVD
lesions when we adjusted by potential confounders.
Considering ambulatory PP, nighttime PP was associated
with higher odds of incident lesions. Furthermore, we
observed a higher white coat effect in subjects without
progression of cSVD. By contrast, changes in ABPM or
office measurements did not relate to this risk.

Regarding ambulatory BP control (dichotomized
variables), as shown in table 3, a poor ambulatory
baseline SBP and DBP control at any period was
independently associated with the progression of cSVD.
Similarly, poor control at both visits according to ABPM
related to cSVD progression score considering all metrics,
with the exception of daytime DBP.

We additionally studied the relationship between ABPM
levels and the individual progression of WMH. In the
supplementary table S1 we display these results. As
observed, results were similar as those of the cSVD
progression score. However, considering baseline ABPM
levels we observed that while ambulatory nighttime SBP
was associated with the increase of WMH, this was not
observed considering daytime SBP.
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Table 2. Association of baseline and A-BP metrics
with the risk of progression of cSVD

OR (ClI) by 10 mmHg Pvalue

Baseline BP measurements

Office BP

SBP 0.91 (0.78;1.07) 0.299

DBP 0.98 (0.73;1.32) 0.907

ABPM SBP

24h 1.36 (1.10;1.69) 0.008

Daytime 1.30(1.05;1.61) 0.020

Nighttime 1.36 (1.12;1.66) 0.002

ABPM DBP

24h 1.95(1.27;3.01) 0.002

Daytime 1.94(1.28;2.92) 0.002

Nighttime 1.68 (1.16;2.44) 0.006

ABPM PP

24h 1.17 (0.91;1.51) 0.238

Daytime 1.08 (0.84;1.40) 0.526

Nighttime 1.30 (1.01;1.67) 0.039

White Coat Effect

White Coat Effect SBP* 0.71 (0.57;0.87) 0.001

White Coat Effect DBP* 0.58 (0.40;0.84) 0.003
Change in BP measurements

Office BP

ASBP 1.09 (0.94;1.28) 0.225

ADBP 1.16 (0.85;1.59) 0.345

ABPM SBP

A24h 1.05 (0.88;1.25) 0.549

ADaytime 1.05 (0.90;1.23) 0.564

ANighttime 1.02 (0.87;1.19) 0.787

ABPM DBP

A24h 1.06 (0.73;1.54) 0.761

ADaytime 0.99 (0.71;1.38) 0.940

ANighttime 1.09 (0.80;1.50) 0.574

ABPM PP

A24h 1.11 (0.84;1.45) 0.471

ADaytime 1.14 (0.88;1.47) 0.333

ANighttime 1.05 (0.82;1.36) 0.712

Ordinal logistic regression models have been constructed entering the
cSVD progression score —none, minor or marked progression— as the
outcome, and each BP metric as a determinant of interest in separate
models. These models were adjusted by: baseline age, sex, number of
changes and classes of BPLD, BPLD compliance and baseline cSVD burden
score.

Key: ABPM, ambulatory blood pressure monitoring; BP, blood pressure;
BPLD, blood pressure lowering drug; DBP, diastolic blood pressure; cSVD,
cerebral small vessel disease; OR, odds ratio; SBP, systolic blood pressure.



Clinical utility

In order to provide clinical insight, the cSVD
progression score was dichotomized into no
progression (score of 0) vs presence of progression
(score 2 1). Among the clinical variables introduced in
the model, only baseline cSVD burden remained
significant after conducting the stepwise logistic
regression analysis (OR=1.761, Cl 95%=1.265-2.452.
P-value=0.001), meaning that baseline cSVD burden is
the unique predictor of progression in our model.
When we subsequently added 24h SBP and DBP
control, either baseline and considering both visits,
only baseline DBP control remained significant
(OR=2.76, Cl 95%=1.51-5.05. P-value=0.001).

Predictive capacity of models containing or not ABPM
information were compared by means of the IDI and
this resulted in a significant improvement as observed
in supplementary figure S3 (1D1=4.49%, Cl 95%= 1.88-
7.09. P-value<0.001).

Table 3. Relationship between ABPM
control and the risk of cSVD progression

Poor control Poor control
at baseline at both visits
OR (Cl) OR (CI)
SBP
24h 2.18(1.20;3.98)* 2.21(1.20;4.07)*
Daytime 1.83(1.01;3.31)* 1.97 (1.07;3.62)*
Nighttime 2.48 (1.22;5.04)* 2.30(1.21;4.34)*
DBP
24h 3.12(1.64;5.94)** 2.07 (1.08;3.94)*
Daytime 2.15 (1.17;3.96)* 1.35(0.67;2.73)
Nighttime 2.42(1.21;4.84)* 2.11(1.14;3.89)*

Ordinal logistic regression models have been constructed entering
the cSVD progression score —none, minor or marked progression—
as the outcome, and each ABPM control as a predictor of interest.
These models were adjusted by: baseline age, sex, number of BPLD
changes and classes, baseline cSVD burden score, and BPLD
compliance.

Values represent ORs for the presence of a poor control in each
metric and 95% confidence interval.

*P-value < 0.05.

**Pp-value < 0.01.

DISCUSSION

In this study we constructed a cSVD progression score
and we found that 61 (26.2%) and 23 (9.9%)
individuals showed progression in 1 marker and >2
markers, respectively. Our main finding is that
individuals with a poor control of ABPM are at
increased risk of progression of cSVD. Specifically,
patients with a 24h DBP >75 mmHg at the baseline
visit presented a 2.8 fold increased risk of incident
lesions. The inclusion of 24h DBP in a clinical model

resulted in an improvement of discrimination of
4.49%, which corresponds to a significant but small
increase of prediction of cSVD progression. This effect
could be improved to be clinically meaningful by
combining ABPM information with other clinically
relevant variables in further studies, as blood
biomarkers26. Similarly, higher nighttime pulse
pressure was associated with incident lesions of cSVD.
Finally, white coat effect was inversely correlated
with the number of incident lesions.

The progression of cSVD is a prevalent phenomenon
in patients with hypertension and it is involved in
cognitive decline as well as increased risk of stroke,
motor impairment, among other consequences’ 3.
However, the use of serial MRI may not be a feasible
method to detect this progression in routine clinical
practice due to several reasons (e.g., high economic
cost, time consuming method and MRI
contraindications). ABPM may represent a useful
source of information in order to identify which
patients have higher odds of progression.
Interestingly, patients with less progression showed
larger differences between office and ambulatory BP
measurements suggestive of a white coat effect.
Concretely, in the group of subjects with no
progression of cSVD office SBP was 13 mm Hg higher
than ambulatory SBP, compared with 1.4 mm Hg
higher in subjects with > 2 incident lesions. Hence,
office blood pressure assessment may not be a
reliable method to stratify the risk of progression of
cSVD. Similarly, the SPRINT trial found discrepancies
between office and ambulatory BP even using an
automated office BP measurement without the
presence of a doctor?”.28, Furthermore, there is also a
risk that a masked poor BP control exists —in fact, this
was especially observed regarding ambulatory DBP in
our setting—, which has been related to higher
cardiovascular risk in previous research?®. Therefore,
these results indicate that ABPM, or possibly home
blood pressure monitoring, should be more routinely
obtained?8.

On the other hand, change in ambulatory metrics did
not relate to incident lesions. This may be explained
by the fact that ABPM levels at each visit showed a
relative stability and both recordings may be
explaining the same information. However, a recent
study underscored the influence of the regression to
the mean, even in ambulatory BP measurements3°,
Hence, a single ABPM recording may not be sufficient,
and serial measurements may help to discriminate
which patients are at risk of progression of cSVD and
which improved their BP levels.
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Of note, in our study 24h DBP was more associated
with incident lesions than 24h SBP. Our results are in
line with a previous study that found 24h DBP
associated with total cSVD burden independently of
24h SBP14. However, the relationship between cSVD
and BP may depend on the neuroanatomical
localization and the type of lesions3!. For instance, we
observed that nighttime, rather than daytime,
ambulatory SBP was associated with the individual
progression of WMH. These results are in line with
previous literature, which conferred an especial

importance to nighttime SBP in the burden of WMH32
33

We considered the new definitions of ABPM control
according to recent clinical guidelines?’. Interestingly,
a previous meta-analysis study reported a linear
relationship between BP levels and stroke risk,
detecting that the benefit of hypertension reduction
continues below the classic cutoff of 140/90 mmHg34.
Furthermore, in the INFINITY and SPRINT trials an
intensive lowering of ambulatory BP a follow-up
resulted in a reduction of WMH progression3> 36,
However, it is important to consider that other groups
described a J-shaped association of BP levels with the
risk of stroke3?, cognitive decline and progression of
WMH volume38. Therefore, it could exist a threshold
below which may not be beneficial to reduce BP.

Finally, we observed that nighttime PP was positively
correlated with the number of incident lesions of
cSVD. Several cross-sectional studies related higher
PP to burden of WMH?2, although others did not
confirm this association8. Higher PP is considered a
surrogate marker of arterial stiffness, which has been
consistently associated with microvascular disease3?.
However, a reduced number of research articles
studied the temporal dynamics of arterial stiffness
and progression of cSVD, finding discordant results*%
41 Hence, more research is needed in order to
confirm our results.

This study presents several strengths and limitations.
As limitations, change in BG-EPVS was measured
according to the increment in Potter’s Scale, since
there is no progression scale available regarding this
MRI marker. This method may not capture slight
changes. It is also important to highlight that these
results come from patients with hypertension and it
has been described that cSVD is also prevalent in non-
hypertensive subjects with other vascular risk
factors*? 43, Therefore, further studies in general
population should be conducted in order to confirm
these results. Finally, due to MRI technical limitations
we could not assessed brain atrophy. Considering the
relationship between brain volume and cSVD, future
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research may include measures of cortical and
subcortical atrophy in cSVD burden scores** 45, As
strengths, we provide novel longitudinal data
regarding ABPM, cSVD and their interplay over time.
Furthermore, we constructed a novel c¢SVD
progression score which may be used in future
investigations to estimate the total progression of
cSVD.

CONCLUSIONS

ABPM may provide relevant information in the
prediction of the progression of cSVD. Among
ambulatory BP metrics, baseline 24h DBP showed the
most significant association with this progression.
Patients with a 24h DBP >75 mmHg showed a 2.8 fold
increased risk of progression of cSVD. Future studies
should try to combine ABPM information with other
clinical variables, as blood biomarkers, in order to
refine risk prediction of cSVD progression in general
population.
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AMBULATORY BLOOD PRESSURE LEVELS IN THE PREDICTION OF
PROGRESSION OF CEREBRAL SMALL VESSEL DISEASE

Joan Jiménez-Balado, lolanda Riba-Llena, Olga Maisterra, Jesus Pizarro, Antoni Palasi, Francesc
Pujadas, Xavier Mundet, Ernest Vinyoles, Pilar Delgado
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Supplementary Figure S1: Changes of ABPM levels from baseline to follow-up visit.

Thin lines represent change in ABPM levels from baseline to follow-up visit for each patient in
SBP (blue) and DBP (red). Solid black lines indicate mean SBP and DBP at each visit. Solid black

whiskers show the standard error of the mean for each metric at each visit.
* indicate repeated measurements P-value<0.05

Key: ABPM, ambulatory blood pressure monitoring; DBP, diastolic blood pressure; SBP, systolic

blood pressure.
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Supplementary Figure S2: Distribution of white coat effect estimation by progression of
cSVD. Lines represent the density functions in patients presenting no progression of cSVD

(green), 1 incident lesion (orange) and 2 2 incident lesions (red).
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Supplementary Figure S3: Improvement of baseline ABPM information in the prediction of

cSVD.

Graphical representation of the Integrated Discrimination Improvement Index. Bars show the
mean risk (%) for each predictive model (grey: MRI model; dark grey: MRl model+ABPM
information) of patients with and without cSVD progression —as defined by the presence of

change in at least 1 marker of cSVD—.
IDI=4.49%, Cl 95%= 1.88-7.09. P-value<0.001.
Increase in sensibility=2.87%.

Increase in specificity=1.62%.

Key: ABPM, ambulatory blood pressure monitoring; cSVD, cerebral small vessel disease; IDI,

Integrated Discrimination Improvement Index; MRI, magnetic resonance imaging.
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Supplementary Table S1. Association of baseline and A-BP metrics with
progression of WMH

B (Cl) by 10 mmHg P-value

Baseline BP measurements
Office BP
SBP -0.06 (-0.25;0.13) 0.507
DBP 0.13(-0.21;0.48) 0.452
ABPM SBP
24h 0.27 (0.02;0.53) 0.034
Daytime 0.20 (-0.04;0.45) 0.107
Nighttime 0.3 (0.09;0.52) 0.006
ABPM DBP
24h 0.85 (0.39;1.32) <0.001
Daytime 0.75 (0.31;1.19) 0.001
Nighttime 0.69 (0.28;1.10) 0.001
ABPM PP
24h 0.04 (-0.26;0.34) 0.79
Daytime -0.04 (-0.33;0.25) 0.789
Nighttime 0.19 (-0.10;0.48) 0.191
White Coat Effect
White Coat Effect SBP* -0.26 (-0.49;-0.04) 0.023
White Coat Effect DBP* -0.41 (-0.81;-0.02) 0.040

Change in BP measurements
Office BP
ASBP 0.17 (0.00;0.35) 0.054
ADBP 0.31 (-0.04;0.65) 0.082
ABPM SBP
A24h 0.11 (-0.08;0.3) 0.249
ADaytime 0.11 (-0.07;0.29) 0.221
ANighttime 0.06 (-0.12;0.23) 0.507
ABPM DBP
A24h 0.32(-0.08;0.71) 0.113
ADaytime 0.24 (-0.13;0.61) 0.202
ANighttime 0.27 (-0.07;0.6) 0.117
ABPM PP
A24h 0.1(-0.21;0.4) 0.533
ADaytime 0.14 (-0.15;0.42) 0.341
ANighttime 0.01(-0.27;0.28) 0.962

Multiple linear regression models have been constructed entering the progression of white
matter hyperintensities (Total RPS score: -14 to 14) as the outcome, and each BP metric as a
determinant of interest in separate models. These models were adjusted by: baseline age, sex,

number of changes and classes of BPLD, BPLD compliance and baseline cSVD burden score.
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Values represent B for 10 mmHg increase and 95% confidence interval.
* SBP and DBP white coat effects have been calculated as Office SBP minus Ambulatory Daytime

SBP and Office DBP minus Ambulatory Daytime DBP, respectively.
Key: ABPM, ambulatory blood pressure monitoring; BP, blood pressure; BPLD, blood pressure

lowering drug; DBP, diastolic blood pressure; Cl, confidence interval; cSVD, cerebral small vessel

disease; OR, odds ratio; RPS, Rotterdam progression scale; SBP, systolic blood pressure.
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Kidney Function And Its Relation With The Progression Of Cerebral Small

Vessel Disease And Cognitive Decline

(Jiménez-Balado J, el al. Journal of the Neurological Sciences 2019, 409)
DOI: 10.1016/j.jns.2019.116635
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New Biomarker Candidates In The Prediction And Monitoring Of White
Matter Hyperintensities Progression

(Jiménez-Balado J, et al. Manuscript under revision)
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Abstract

Aim: We aimed to discover blood biomarkers associated with the progression of white matter
hyperintensities (WMH).

Methods: This study was divided into a discovery and replication phases. Subjects from both studies were
patients with hypertension aged 50-70 from a longitudinal cohort study. All individuals underwent a brain
MRI at baseline (2010-2012) and follow-up visits (2014-2016), and WMH progression was qualitatively
assessed.

In the discovery phase we performed a screening of 1305 proteins in baseline plasma samples of 24
subjects —12 cases with progression of WMH and 12 matched controls— via an aptamer-based assay
(SOMAscan).

We subsequently selected three candidates to replicate in baseline and follow-up blood samples of 80
cases and 80 controls. In this replication phase biomarker concentration was determined by ELISA.

Results: In the discovery phase there were 41 significant proteins—13 were upregulated and 28
downregulated—. Selected candidates were: MMP9 (upregulated in cases), and MET and ASAH2 (both
downregulated in cases).

In the replication sample median age was 65 [62-68] and 43.8% were women. Baseline biomarkers
concentrations did not predict the progression of WMH, and we only observed a borderline association
regarding MMP9 (P-value=0.06). By contrast, patients with progression of WMH presented a steeper
decline in MET concentration within visits (B [95%Cl], -6.77 [-1.68 to -11.87]. P-value=0.01). Furthermore,
cases showed a higher concentration of MMP9 and a lower concentration of ASAH2 at the follow-up visit
as compared to controls.

Conclusions: Patients with progression of WMH presented different temporal profiles regarding MET,
MMP9 and ASAH2. Hence, these may be interesting biomarkers to validate in future studies.
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INTRODUCTION

White matter hyperintensities (WMH) are one of the
principal hallmarks of cerebral small vessel diseasel- 2.
Radiologically, WMH appear as hyperintense signal
lesions in T2 and FLAIR-weighted sequences3, which
in most cases reflect demyelination and axonal loss as
a consequence of sustained exposition to vascular risk
factors®>.

In the last years many longitudinal studies reported
substantial rates of progression of WMH over few
years of follow-upé, which can be increased in the
presence of hypertension’. This progression behaves
as a subclinical disease in which WMH conflate on
brain parenchyma over time. However, previous
literature described that these radiological changes,
although subclinical, correlate with decline in
cognition’”, motor function®, among other
consequences. Nevertheless, nowadays the
mechanisms implicated in the rhythm of progression
of WMH are poorly understood and, considering the
long covert stage of this disease, to understand its
pathophysiology may help to prevent or delay these
consequences?.

In this regard, the study of blood biomarkers may help
to achieve a better understanding of WMH
pathogenesis and to obtain new useful diagnostic and
prognostic tools, which may be of interest considering
that nowadays cSVD can only be quantified via brain
MRI®. Many cross-sectional studies investigated the
relationship between WMH burden and blood
biomarkers. Specifically, most studies found WMH
volume associated with markers of endothelial
dysfunction10-13, inflammation4 15, lipid
metabolism®, hemostasisl’, among other processes.
Altogether, it is accepted that these biological
mechanisms are implicated in the pathophysiology of
WMH, but their role and significance in the
progression of WMH remains unclear. Moreover,
although WMH should be understood as a dynamic
disorder?, the biological mechanisms implicated in
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cSVD have been rarely studied in longitudinal studies
with a quantification of progression of WMH.

This longitudinal population-based study aimed to
find biomarkers associated with the progression of
WMH in patients with hypertension. For that
purpose, first we conducted a discovery analysis in
the plasma proteome of subjects with and without
progression of WMH in order to find related proteins.
We subsequently conducted a replication experiment
of the best candidates selected in the previous phase.

METHODS
Subjects

This study was split in two phases: a discovery and a
replication phase. Patients at both stages were
recruited from the ISSYS longitudinal cohort
(Investigating Silent Strokes in Hypertensive patients,
a magnetic resonance imaging Study)”- 18, This cohort
consists of 350 individuals with hypertension and
aged 50 to 70, which underwent two MRIs and two
blood sampling collections: one at baseline (2010-
2012) and one at follow-up visits (2014-2016). All
subjects were free of dementia and stroke at the
baseline visit.

In the discovery phase we selected 12 cases with
progression of WMH and 12 controls matched by age,
sex and baseline WMH burden to conduct a
proteomic experiment. Selected markers from the
discovery phase were replicated in a sample
consisting of 80 cases with progression of WMH and
80 controls paired by age and sex. Among these
subjects, 22 out of 24 subjects from the discovery
phase were also included in the replication phase. In
figure 1 we show a graphical representation of the
study design.

This study was in accordance with the declaration of
Helsinki and it was approved by the local Ethics
Committee. All patients signed their written informed
consent before the inclusion at the baseline and
follow-up visits.



Discovery Phase

N=24 subjects.

+ |SSYS cohort.

+ 12 patients with progression of
WMH and 12 controls.

+ 1305 screened proteins.

|

Best three markers

|

Replication Phase —

N=160 subjects.

* ISSYS cohort.

+ 80 patients with progression of
WMH and 80 controls.

« MMPS, MET and ASAH2 proteins.

Figure 1: Study design and number of patients in each phase.

Discovery and replication phases were conducted within ISSYS cohort —patients with hypertension aged 50 to 70, and without dementia and stroke
at the baseline visit—. In both studies progression of WMH was defined as a total RPS score > 3.

Key: ASAH2, Neutral ceramidase; ISSYS, Investigating Silent Strokes in hYpertensives Study; MET, Hepatocyte growth factor receptor; MMP9, Matrix
metalloproteinase-9; RPS, Rotterdam progression scale; WMH, white matter hyperintensities.

Case and control definitions

Patients underwent a brain MRI at both visits on the
same 1.5 Tesla magnetic resonator (Signa HD x 1.5,
General Electrics, Waukeska, WI). Our MRI protocol
has been previously described?8.

Baseline WMH at periventricular and subcortical
areas were quantified according to Fazeka’s scale®®.
Presence of baseline extensive WMH was defined as
a score in Fazeka’s scale 22 at periventricular and/or
subcortical areas.

Progression of WMH was measured according to
Rotterdam Progression Scale (RPS). Briefly, this scale
quantifies the qualitative change in WMH at
subcortical and periventricular regions®. Total RPS-
score ranges from -14 to 14.

At both experiments —discovery and replication
phases— cases with progression were considered as
those subjects showing a total RPS-score 2320,
Otherwise, individuals were considered as controls.

Sample Processing

Blood samples were drawn from each participant at
both visits. Serum and plasma were obtained after 15
min centrifugation at 3500 RPM and frozen at -802C
for further analysis.

Discovery phase

The discovery study was performed by means of
SOMAscan (Somalogic Inc., Boulder, CO, USA), which
is an aptamer-based proteomic assay?!. In this assay
1305 protein analytes were measured in baseline
plasma samples (100 pl each) of 12 cases and 12
controls. This approach uses SOMAmers, which are
modified nucleic acid aptamers, to convert a protein
signal to a nucleotide signal which is quantified using
relative fluorescence on microarrays. Units represent
relative fluorescence units (RFU). All samples passed
quality controls. Three different dilutions were
performed to separate groups of high, medium and
low abundance of proteins. Normalization and
calibration procedures are conducted in order to
remove systematic error in raw data following the
SOMAscan protocol?2,

Replication phase

Selected candidates in the discovery phase (Matrix
metalloproteinase-9 [MMP9]; Hepatocyte growth
factor receptor [MET]; Neutral ceramidase [ASAH2])
were measured in baseline and follow-up samples of
80 cases and 80 controls by means of quantitative
Enzyme-Linked Assay  (ELISA).
Specifically, MMP9 was measured by human MMP9

Immunosorbent

ELISA assay (GE healthcare, Chicago, lllinois) in plasma
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samples. MET and ASAH2 were measured using
Human MET/ASAH2 ELISA kits (Cloud-Clone Corp,
Houston, USA) in serum samples. All samples were
measured using the same ELISA kit badges for each
protein. Assays were conducted according to data
sheet manufacturer for all the markers. Moreover,
the sample concentration of each molecule was
measured by duplicated and the mean of both values
were used in data analyses. Those samples with
duplicated values showing a coefficient of variation
(CV) higher than 20% were excluded from the
analysis. Plate to plate variation was assessed
including a commercial sample pool in each plate and
calculating the CV between plates.

Covariable

Demographic and vascular risk factors information
were collected at the baseline and follow-up visits.
Mean systolic and diastolic blood pressures were
calculated as the mean of two out of three
measurements after 5 minutes rest at both visits.
Cholesterol and High Density Lipoprotein (HDL)-
cholesterol were measured automatically via a clinical
analyzer (Olympus AU 2007).

Statistics

All analyses were conducted using R software (R
version 3.4.3, 2017-11-30; © 2017 The R Foundation
for Statistical Computing).

Characteristics of individuals with progression of
WMH and individuals without progression were
compared by means of T-test, U Mann-Whitney or x?
depending on the type and distribution of the
variable. To analyze the change within visits in
biomarker concentrations of the replication phase we
used paired samples T-tests.

For the discovery study, proteomic data was analyzed
using the “limma” package (Bioconductor) version
3.34.93, This package allows to analyze data from
omics experiments in an efficient way. First, proteins
from SOMAscan array (n=1305) were log-transformed
since they presented a skewed distribution. Then,
Bayes models were constructed for each feature
introducing the phenotype (cases versus controls) as
the predictor variable. The log fold change (LogFC)
indicates whether a protein is up or downregulated in
cases. P-values were adjusted by the false discovery
rate (FDR). Finally, we conducted a ranked
enrichment analysis for pathways (Reactome) and for
molecular functions and biological processes (Gene
Ontologies [GO]) considering the full SOMAscan data
arranged by T-statistic, according to a previous
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protocol?4. This analysis was conducted by means of
GSEA? software (Gene Set Enrichtment Analysis ©,
2004-2020; Broad Institute, Inc., Massachusetts
Institute of Technology, and Regents of the University
of California) and results were visualized via
Cytoscape (© 2001-2018 Cytoscape Consortium)26
following a previously published protocol?s.
Significant pathways at exploratory level were
considered at g-value<0.2524,

For the replication phase, we compared the
differences between and within visits in the
biomarker concentration by group —subjects with
progression of WMH and subjects without—.
Therefore, we constructed mixed-models for each
marker in which group was introduced as the
predictor variable of interest. Covariables were
selected according to whether they were associated
with our biomarker candidates or with the
progression of WMH (p-value cutoff <0.1). Therefore,
we adjusted by sex, baseline age, systolic blood
pressure, visit (baseline vs follow-up) and baseline
burden of WMH. The rate of change between cases
and controls in each marker was compared by the
coefficient interaction between time and group.
Random intercepts were introduced for subject id.
Random slopes were not considered since we
determined biomarker concentrations just in two
points of time.

RESULTS
Discovery Phase

Median age of the discovery sample was 64 (62-67)
(n=24). Among the screened markers, 41 of them
were associated with the progression of WMH at a
nominal  p-value<0.05 —13 proteins were
upregulated and 28 downregulated—. Among them,
4 markers showed a nominal P-value <0.01: MET,
ASAH-2, iduronate 2-sulfatase (IDS) and MMP9.
Concretely, MET, ASAH-2 and IDS were
downregulated and MMP9 was upregulated. No
protein remained significant after FDR-correction. In
figure 2-A we show the volcano plot of this analysis.

After reviewing the bibliography, MMP9, MET and
ASAH-2 were selected as biomarkers to replicate,
since these candidates have been previously related
to cerebrovascular or other neurological diseases. In
figure 2-B we show the boxplots representing
differences in baseline RFU between cases and
controls. LogFCs of MMP9, MET and ASAH2 were
0.48, -0.21, -0.38, respectively.
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Figure 2. Discovery Phase Results.

A) Volcano plot of the discovery study. Color and opacity indicate whether features had a significant nominal p-value (red and opaque) or not significant (grey and transparent). Labeled features

are those with a nominal p-value <0.05 and |logFC|>0.5 or p-value<0.01. B) Boxplots of RFU levels of the three selected candidates to replicate from the discovery study (N=24). Y axis
represents log(RFU) and X axis represents the group —controls (grey) and cases (orange)—.
*: P-value<0.01.

Key: ASAH2, Neutral ceramidase; MET, Hepatocyte growth factor receptor; MMP9, Matrix metalloproteinase-9; RFU, relative fluorescence units.
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Regarding the enrichment analysis, we found
significant enrichment (at g-value<0.25) of proteins
related to 2 GO biological processes pathways, 21
considering GO molecular function and 5 Reactome
pathways. As showed in the supplementary figure 1,
these pathways included ubiquitous processes as
specific DNA binding and receptor kinase activity.
Other interesting pathways neutrophil

degranulation, amyloid beta binding, angiogenesis,

were

collagen degradation, among other functions.
Replication Phase

In the table 1 we show the principal characteristics of
the replication sample, split by cases and controls
(n=160). Median age of the sample was 65 (62-68)
and 70 (43.8%) were females. Cases showed a higher
increase in the systolic blood pressure (SBP) within
visits, and higher burden of baseline WMH as
compared to controls.

In the replication phase MMP9, MET and ASAH were
measured by ELISA, obtaining inter-plate CVs under
15% in all cases. In the supplementary figure 2 we
compare the mean biomarker concentration from
baseline to follow-up visits. Concretely, MMP9 and

MET significantly decreased within visits, while ASAH2
increased (all p-values <0.001).

Among subjects from the replication phase, 22
individuals were also present in the discovery study.
In  this subsample
concentration of baseline MMP9 as compared to
controls (mean [standard deviation], 27.34 ng/mL
[11.60] and 37.41 [10.78]. P-value=0.048), similar to
the discovery analysis. However, results were not
validated in the case of MET and ASAH2 as showed in
supplementary figure 3. These results suggest that
SOMAscan technique is validated by ELISA
considering MMP9, while regarding MET and ASAH2
is not.

cases presented a higher

In figure 3 we present the level of biomarker
concentrations from baseline to follow-up by cases
and controls. Subjects with progression of WMH did
not differ in baseline biomarker concentrations in any
of the studied proteins, indicating that no biomarker
predicted the progression of WMH in the replication
study. We only found a borderline association (P-
value=0.06) regarding baseline MMP9 concentration.

Table 1. Characteristics of the replication phase sample by cases and controls

Controls Cases P-value
Baseline Age, years 65 (62;68) 65 (62;67) 0.876
Sex 45 (56.25) 45 (56.25) 1
Time between visits, years 3.95(3.81;4.14) 3.95(3.84;4.28) 0.810

Vascular risk factors
Diabetes mellitus 16 (20) 14 (17.5) 0.840
Active Smoker 8(10) 10 (12.5) 0.800
SBP, mmHg 144.94 (15.31) 141.06 (18.44)  0.149
ASBP, mmHg 1.32 (14.7) 8.43 (19.65) 0.011
DBP, mmHg 78.19 (9.39) 78.17 (9.42) 0.993
ADBP, mmHg -3.69 (8.92) -1.32 (10.08) 0.120
Cholesterol, mg/dL 216.42 (44.61) 214.34 (43.47) 0.766
ACholesterol, mg/dL -2.14 (40.99) -8.05 (40.59) 0.362
HDL Cholesterol, mg/dL 46.8 (38.7;,58.6)  47.5(40.5;,57.82) 0.644
AHDL Cholesterol, mg/dL 3.65 (-0.25;10.28) 3.6 (-1.82;9.47) 0.656
Baseline Cerebral Small Vessel Disease

Extensive PVH 12 (15) 23 (28.75) 0.06
Extensive DWMH 4(5) 27 (33.75) <0.01
Silen brain infarct 12 (15) 22 (27.5) 0.08

Table 1: Values represent mean (SD), median (interquartile range) or number (%). Bolded variables are those which show significant differences

between cases and controls (P-value<0.05). Key: DBP, diastolic blood pressure; DWMH, deep white matter hyperintensities; HDL, high density

lipoprotein; PVH, periventricular hyperintensities; SBP, systolic blood pressure.
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Figure 3. Biomarker concentrations of the replication phase (N=160). Lines represent adjusted means from baseline to the follow-up visit in cases (black) and controls (grey). Error bars represent
the standard error of the adjusted mean. These adjusted means have been extracted from mixed models adjusted by: baseline age, sex, visit, change in systolic blood pressure and baseline
WMH.

*—>p-value<0.05 between groups at the baseline visit or at the follow-up visit.
#->group and visit interaction p-value<0.05. This interaction term represents the difference in the rate of changes between groups in biomarker concentrations.
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However, group and visit interaction was statistically
significant for MET, meaning that individuals with
progression of WMH presented a steeper decline in
MET concentration within visits as compared to
controls (B [95%Cl], -6.77 [-1.68 to -11.87]. P-
value=0.01). On the other hand, compared to
controls, cases showed a higher concentration at the
follow-up visit for MMP9 (adjusted mean [standard
error], 26.34 [1.81] vs 31.18 [1.65], respectively. P-
value=0.046) and a lower concentration for ASAH2
(64.83 [2.27] vs 56.83 [2.08], respectively. P-
value=0.013).

DISCUSSION

In this study we screened 1305 proteins from plasma
of patients with progression of WMH. Thereby, we
selected three biomarker candidates to replicate in a
second stage (MMP9, MET, ASAH2) and further
studied whether their changes over time were
observed in parallel to WMH progression. In this
replication phase, no marker predicted the
progression of WMH, although MMP9 showed a
marginally association. Still, patients with progression
of WMH showed a steeper decline in MET
concentration within visits, suggesting a protective
role of this protein in disease progression. Moreover,
patients presenting WMH progression exhibited a
higher concentration of MMP9 and a lower
concentration of ASAH2 at the follow-up visit.

MET is a tyrosine kinase receptor of the hepatocyte
growth factor (HGF), also known as “scatter factor”,
which is expressed in many tissues. In brain the
HGF/MET activation is considered to be involved in
synaptic plasticity, survival, proliferation,
angiogenesis, among other processes via the
phosphatidylinositol 3-kinase-Akt/Protein Kinase B
(PI3K/AKT)  pathway?’”.  Higher serum and
cerebrospinal HGF concentrations have been
previously associated with WMH burden in several
cross sectional studies in Alzheimer’s disease patients
and in individuals with subjective memory
complaints?® 2°. We observed that MET decline
parallels the increase in WMH over time in patients
with hypertension. Interestingly, HGF and MET has
been shown to be associated with angiogenesis3® and
better recoveries after ischemic injury3l. The
decrease of MET within visits may be indicating a
downregulated activity of angiogenesis and other
neurotrophic processes, which may be explained by a
lower activity of HGF/MET. Of note, in the pathway
analysis angiogenesis was downregulated in cases.
Future studies measuring both MET and HGF proteins
should confirm these results.
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Patients with progression of WMH showed a higher
concentration of MMP9 at the follow-up visit. MMP9
is considered to be responsible of collagen IV
degradation, leading to blood brain barrier (BBB)
disruption32. Our results are in line with a previous
cross-sectional study reporting a correlation between
MMP9 levels and WMH burdenl®. However, in our
study differences were only observed at the follow-up
visit, indicating that MMP9 levels did not predict the
progression of WMH, although this association was
borderline significant (P-value=0.06). Future studies
should address the relationship between MMP9 and
the progression of WMH in larger samples.

On the other hand, patients showing an increase in
WMH presented lower ASAH?2 levels at the follow-up
visit. ASAH2 is involved in sphingolipid metabolism
hydrolyzing ceramides, preventing its accumulation33.
Ceramide accumulation has been shown to be
associated with incident cardiovascular disease and
cognitive impairment in previous studies3% 35,
Similarly, deregulations in the sphingolipids
metabolism have been described in other
neurological pathologies as Alzheimer’s disease3®.
However, to our better knowledge, no study
described an association between ASAH2 and the
progression of WMH.

Altogether, we presented several proteins and
biological processes which relate to WMH changes
over time. The association of MET and MMP9 with
WMH may be explained by their role in angiogenesis
and blood brain barrier permeability, respectively.
However, no causal inference is possible considering
our results. Further longitudinal studies are needed to
improve the knowledge of which causes are behind
these associations. Of note, it is important to consider
WMH as a complex disease in which several causes
may be involved in its pathogenesis. Hence, one
biomarker may be not enough to predict the
evolution of WMH and to combine several markers
information in a panel may be of interest. In this
regard, omics techniques in combination with
longitudinal studies may help to achieve new
diagnostic tools and a better understanding of cSVD
pathophisiology.

This study has several strengths and limitations. One
limitation is the sample size which limited our
statistical power to correct for multiple comparisons
in both experiments —discovery and replication
stages—. Furthermore we did not analyzed the whole
proteome and future research may consider other
approaches as mass spectrometry. Similarly, in the
replication phase we only considered three



candidates due to budget limitations. However, our
study may be considered as hypotheses-generating
and propose several mechanisms and proteins
implicated in the progression of WMH. On the other
hand, in the replication phase we could not pair cases
and controls by initial WMH volume. As strengths, we
conducted a proteomic discovery study followed by a
replication phase, which brings reliability to our
results. Progression of WMH was qualitatively defined
by a previous cutoff that may be easily exported to
future research?’.

As conclusions, decline in MET serum concentration
paralleled the increase in WMH in subjects with
hypertension. Moreover, patients with progression of
WMH presented higher levels of MMP9 over time,
and lower levels regarding ASAH2. Although no
marker predicted the change in WMH, these may be
interesting proteins to validate in larger general
population cohorts.
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Supplementary Figure 1. Enriched pathways in the proteomic data.

We considered the Reactome and Gene Ontologies pathways (biological processes and molecular function). Red circles indicate upregulated processes in
patients with progression of WMH, while blue circles represent downregulated processes. 5 pathways were significantly enriched (at g-value<0.25) regarding

the Reactome, 21 considering GO molecular function and 2 considering GO biological processes. Annotations have been constructed by means of Cytoscape

software and correspond to the most frequent words in the cluster.
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Supplementary figure 2. Boxplots showing the temporal profile of biomarkers from the
replication phase.

X axis represents the visit (baseline and follow-up), while Y axis represents the concentration for
all biomarkers in the replication phase (n=160). Each panel represents one protein (MMP9, MET
and ASAH2).

Missing data: 13 samples were missing considering MET (7 were baseline samples and 6 were

follow-up samples) and 12 for ASAH2 (all baseline samples).

*: P-value<0.01. Key: ASAH2, Neutral ceramidase; MET, Hepatocyte growth factor receptor;

MMP9, Matrix metalloproteinase-9; RFU, relative fluorescence units.
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Supplementary Figure 3. Boxplots representing baseline biomarker concentrations of the

replication phase in subjects who additionally belonged to the discovery study (N=22).

Y axis represents baseline concentrations in biomarkers tested in the replication phase. X axis
represents the group (cases versus controls). Each panel represents one protein (MMP9, MET

and ASAH2). Results can be compared with those of figure 2-B.

Missing data: 3 out of 11 pairs missed baseline MET concentration in the replication phase.

*: P-value<0.05.
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Silent Brain Infarcts, Peripheral Vascular Disease And The Risk Of
Cardiovascular Events In Patients With Hypertension
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ABSTRACT

Aim: We aimed to study the relationship between cerebral small vessel disease (cSVD) lesions, as markers of
subclinical target organ damage (TOD) in the brain, and incident cardiovascular events (CVE).

Methods: Data from the ISSYS (Investigating Silent Strokes in hYpertensives Study), which is a longitudinal and
observational study conducted in patients with hypertension aged 50-70, and dementia and stroke-free at the
inclusion.

At the baseline visit subjects underwent a clinical interview, a brain MRI, urine and blood sampling collection
and vascular testing studies. Therefore, we obtained markers of TOD from the brain (white matter
hyperintensities, silent brain infarcts [SBI], cerebral microbleeds and enlarged perivascular spaces [EPVS]), from
the kidney (microalbuminuria, glomerular filtration rate) and regarding large vessels (ankle to brachial index
[ABI], carotid-femoral pulse wave velocity).

Survival analyses were used in order to assess the relationship between these predictors and the incidence of
cardiovascular events (CVE).

Results: We followed-up 964 individuals within a median time of 5 years (4.7-5), accounting for 4377.1 persons-
year. We found, 73 patients presenting a new CVE, which corresponds to a rate of 8.2%.

We found ABI<0.9 (HR=2.20, P-value=0.014) and SBI (HR=2.87. P-value=0.002) independently associated with
higher hazards of incident CVE. The inclusion of both variables in a clinical model resulted in an increased
discrimination of individuals with new CVE of 4.72%, according to the integrated discrimination index.

Conclusions: Assessment of SBI and ABI<0.9 may refine the cardiovascular risk stratification in patients with
hypertension.
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INTRODUCTION

Cardiovascular and cerebrovascular diseases (CVD) are
the first and the third cause of death in Spain?, and one
of the most important causes of disability? 3. Affecting
between 55 to 75% of older adults (265 vyears),
hypertension is considered the major risk factor of CVD?%
45, However, this relationship is modified by the presence
of other concomitant vascular risk factors (VRF) and the
effect of them on target organ damage (TOD). Current
clinical guidelines recommend to evaluate markers of
subclinical TOD in order to stratify the risk of CVD in
patients with hypertension®. Most common screened
markers of subclinical TOD are albuminuria, kidney
function, left ventricular hypertrophy, presence of
peripheral artery disease, among others®.

Besides them, brain is one of the principal target organ of
hypertension, and cerebral small vessel disease (cSVD) is
the principal manifestation’ of TOD. With high
prevalence in patients with hypertension®, radiological
markers of cSVD increase the risk of stroke. Specifically,
silent brain infarcts (SBI) and white matter
hyperintensities (WMH) are known to double and
triplicate the risk of incident stroke, respectively?® 10
Other markers of cSVD —as cerebral microbleeds (CMB)
or enlarged perivascular spaces (EPVS) — have been less
frequently studied regarding this topic. Moreover, cSVD
is the cause of up to 20 to 25% of clinical strokes!?.

However, most studies addressing the relationship
between cSVD lesions and CVD did not evaluate or
considered other markers of subclinical TOD% 13,
Moreover, although we know that SBI and WMH increase
the risk of stroke, it is less clear whether they are
associated with other types of cardiovascular events
(CVE) —as acute myocardial infarction (AMI), angina
pectoris, among others—14. This question is especially
relevant considering the management of patients with
subclinical cerebrovascular lesions, which are considered
a source of prognostic and therapeutic uncertainty?>.

Therefore, firstly we aimed to study the association of
radiological markers of cSVD, together with other
markers of subclinical TOD, with incident CVE in a cohort
of patients with hypertension. In a second phase we
studied which markers of TOD are the best predictors of
new CVE, and the usefulness of their assessment and
inclusion in a clinical model.

METHODS
Participants and Setting

We conducted this study in the ISSYS (Investigating
Strokes in hYpertensives Study) cohort. The full protocol
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and design of the ISSYS study have been previously
described?® 17, Briefly, at the baseline visit (2010-2012)
we recruited from 14 primary health care centers in
Barcelona a cohort of 976 patients with hypertension.
Principal inclusion criteria were: (1) age between 50 to 70
years; (2) essential hypertension diagnosed at least 1 year
earlier; (3) no history of dementia or stroke; (4) without
contraindications to undergo a brain magnetic resonance
imaging (MRI). Subjects underwent a MRI, a cognitive
evaluation, a blood and urine sampling collection, a
physical examination, a vascular risk assessment and
vascular testing studies, including ankle-brachial index
and pulse wave velocity assessments.

From 2012 to 2019 we conducted annual telephonic
interviews to the whole cohort. In this telephonic
interview we principally updated VRF information, the
incidence of cardiovascular events, changes in
pharmacological treatment and the adherence to blood
pressure lowering drugs (BPLD)?6,

For this study we used data from 964 subjects who
underwent the baseline MRI and had at least one follow-
up visit (telephonic or face to face) from the beginning of
the study to January 2019. In figure 1 we present the
study flow-chart.

This study was approved by our local ethics committee
and it was in accordance to Helsinki’s declaration.
Written informed consent was collected prior to
inclusion.

Vascular Risk Factors

Demographic and VRF variables were collected at the
baseline visit. Office systolic and diastolic blood pressure
(DBP) were calculated as the mean of last two out of
three measurements after 5 minutes of rest. Poor SBP
and DBP controls were defined as a mean blood pressure
higher than 140 and 90 mmHg, respectively.

Cholesterol and high-density lipoprotein  (HDL)
cholesterol were measured by an automated clinical
chemistry analyzer (Olympus AU 2007). Dyslipidemia was
defined as a total cholesterol higher than 240 g/dL or use
of lipid-lowering agents. HDL-cholesterol was categorized
via quartile distribution.

Diabetes mellitus (DM) was defined as the presence of
fasting glucose levels >7 mmol/L or the use of antidiabetic
drugs or insulin. Smoking habit was categorized as past or
active smoker. Waist circumference was measured in cm
and it was categorized according to quartile distribution.

BPLD compliance was assessed via the Morinsky-Green
Scale. This scale evaluates the adherence to BPLD in
patients with hypertension under pharmacological



treatment with hypotensor drugs. A score equal or higher
than 1 was considered as a poor adherence to BPLD.
Previous CVD was defined as the presence of prior AMI,

angina pectoris or peripheral artery disease. Finally, we
collected history of previous atrial fibrillation according
to clinical records.

Figure 1: Study flow-chart
Keys: cf-PWV, carotid-femoral pulse wave velocity; eGFR, estimated glomerular filtration rate.

Markers of subclinical Target Organ Damage

Markers of subclinical TOD were evaluated at the
baseline visit.

° Brain

Patients underwent a 1.5 Tesla MRI at the baseline visit.
The MRI protocol included axial T1, T2, fluid attenuation
inversion attenuation recovery (FLAIR), gradient recalled
echo-weighted images (GRE), and sagittal T1-wighted
image. Our full MRI protocol has been previously
described in detail®6.

MRI markers of cSVD were rated according to STRIVE
criteria’®. Briefly, Presence of SBI was considered as at
least 1 lesion = 3 mm in their widest diameter, and
presenting a cerebrospinal fluid intensity in all MRI
sequences, with a hyperintense rim in FLAIR-weighted
images. WMH were graded at deep and periventricular
locations according to Fazekas' scale in FLAIR-weighted
images?®. For this study we defined extensive WMH at
deep or periventricular location as a Fazekas’ score > 2.
Presence of CMB were assessed in GRE-weighted
sequences. Finally, EPVS were rated at the centrum
semiovale (CSO) and basal ganglia (BG) in T2-weighted
images according to Potter’s Scale. We defined extensive
EPVS at the CSO or BG as a count > 10 according to this
scale?,

e large Vessels

Ankle-brachial index (ABI) and carotid-femoral pulse
wave velocity (cf-PWV) were assessed by means of
Vicorder™ device (Skidmore Medical Ltd, Bristol, UK)16,
ABI was calculated as the ratio between systolic blood
pressure (SBP) of each ankle and SBP of both upper limbs.
SBP in this case was measured by photopletismography.
The lowest of both ABIs was used and it was considered
as altered when it was < 0.9, according to current
American Heart Association guidelines??.

On the other hand, cf-PWV was assessed in supine
position and after 10 minutes rest with the Vicorder®
oscillometric device (SMT Medical, Wiirzburg, Germany).
The full protocol for the calculation of cf-PWV has been
previously described!® 22, Briefly, we placed two inflable
cuffs, one at the carotid site and one larger at the femoral
site. Then we measured with a tape the distance between
external notch and the femoral cuff, and this was
considered the path distance. The two cuffs were
subsequently inflated to 60 mmHg, and then they were
deflated in order to obtain the pressure tracing. Cf-PWV
is calculated by the Vicorder by comparing carotid and
femoral pressure tracings after a stable pattern is
obtained. Finally, to compute cf-PWV (m/s) the device
used the ratio between path distance and pulse wave
transit time with an in-built cross-correlation algorithm.
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e  Kidney

Serum creatinine levels were obtained after overnight-
fasting conditions in all patients. The estimated
glomerular filtration rate (eGFR) was calculated according
to Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration
formula23. Chronic kidney disease was defined as an eGFR
< 60 ml/min/1.73m2. Urine albumin-creatinine ratio was
measured from a single spot urine collected at the
baseline visit and sent to the central laboratories.
Microalbuminuria (MAU) was defined according to
previously described cutoffs —defined as an UACR >
21mg/g in men and 30 mg/g in women—24,

Cardiovascular events

Incident CVEs were defined as the presence of new AMI,
stroke, transient ischemic attack, congestive heart
failure, angina pectoris, intermittent claudication,
peripheral artery disease and vascular death. All
cardiovascular events required hospitalization of at least
24h. When a possible CVE was detected in a follow-up
interview, we reviewed the computerized clinical records
to confirm the findings and we collected the clinical
information.
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Table 1: Principal Characteristics of the sample
(N=964)

Demographic Information

Age, years 64 (59;67)

Sex, female 488 (50.6)

Baseline Vascular Risk Factors

Mean Office SBP, mmHg (1;‘2‘;11.;)
Poor SBP control, n2(%) 520 (54.2)
Mean Office DBP, mmHg 77.5(9.5)
Poor DBP control, n2(%) 89 (9.3)

Hypertension duration, years 8.6 (5.3;12.4)

Poor BPLD compliance, n2(%) 499 (54.2)
Total Cholesterol, mg/dL 218 (188;244)
HDL Cholesterol, mg/dL 47.5 (40.1;57)
Diabetes Mellitus, n2(%) 229 (23.8)
Waist Circumference, cm 101 (94.8;109)
Previous Ischemic Cardiopathy, n2(%) 92 (9.6)

Active Smoker, n2(%) 145 (15.1)

Markers of Target Organ Damage

Silent Brain Infarcts, n2(%) 97 (10.1)
Extensive PVH, n2(%) 92 (9.6)
Extensive DWMH, n2(%) 46 (4.8)
Cerebral Microbleeds, n2(%) 64 (6.7)
Extensive BG-EPVS, n2(%) 230 (24.1)
Extensive CSO-EPVS, n2(%) 379 (39.8)
ABI < 0.9, n2(%) 79 (9.9)

cf-PWV (m/s) 10.5 (9.2;11.9)
eGFR < 60mL/min/1.73m?2, n2(%) 49 (6.8)

Microalbuminuria, , n2(%) 113 (12.2)

Figure 2: Survival Curve in the Sample.
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Principal Characteristics of the sample. Numbers represent mean
(standard deviation), median (interquartile range) or number
(percentage).

Key: ABI, ankle brachial index; BPLD, blood pressure lowering drugs; cf-
PWV, carotid-femoral pulse wave velocity; DBP, diastolic blood pressure;
DWMH, deep white matter hyperintensities; eGFR, estimated glomerular
filtration rate; EPVS, enlarged perivascular spaces; HDL, high density
lipoprotein; PVH, periventricular white matter hyperintensities; SBP,
systolic blood pressure.



Statistics

All analyses were conducted using R software (R version
3.6, 2019-04-30; © 2019 The R Foundation for Statistical
Computing).

Descriptive analysis was conducted in the whole sample
of individuals with baseline MRI (N = 964). Data was
represented as mean (standard deviation), median
(interquartile range) or number (percentage) according
to the type and distribution of each variable.

Longitudinal survival data was obtained until January
2019. However, in order to reduce the number of drop-
outs during the follow-up, we censored survival data at
the 5t year of follow-up.

First we conducted univariate analyses in order to find
which VRF and markers of TOD were associated with
higher rates of CVEs. For that objective, we conducted
Kaplan-Meier curves for each predictor variable of
interest. Differences between groups in survival functions
were tested by means of log-rank test. Incidence rates are
reported as 1 minus survival function and 95% confidence
interval. Regarding markers of TOD, we corrected results
for multiple testing via false discovery rate (FDR)
according to Benjamini & Hochberg procedure.

Then, in order to build a clinical model, those VRF and
confounding variables showing a P-value < 0.1 in the
univariate analysis or which have been previously
described to be associated with CVD, were introduced in
a Cox proportional hazards model. Therefore, we
introduced in the model age, sex, poor DBP control, DM,
smoking habit, previous coronary artery disease,
cholesterol, HDL-cholesterol and waist circumference.
We subsequently selected the most important clinical
variables via a backward stepwise elimination by AIC
criteria (R package “stats”). Secondly, we constructed a
new model introducing those markers of TOD which were
associated with CVE in the univariate analysis, and
adjusting by the previously fitted clinical model. This
second model was also simplified following the same
stepwise criteria as in the clinical model. Both models,
clinical and clinical + TOD, were compared by means of
likelihood ratio test. Proportional hazards assumptions of
both models were tested by plotting Schoenfeld residuals
against time.

As we studied the relationship between markers of cSVD
and CVE of any type, we conducted a sensitivity analysis
excluding patients with incident stroke (N=21).
Furthermore, an additional sensitivity analysis was
conducted in the subgroup of subjects without previous
coronary artery disease (N=870).

We subsequently assessed and compared the
performance of the clinical and clinical + TOD models.
Discrimination was determined by means of ROC curves.
P-values representing the differences in the area under
the ROC curve in both models were calculated by Wald
tests based on standard errors obtained with an estimate
of the influence function (“riskRegression” library25-27),
Discrimination analysis was completed by means of the
integrated discrimination index (IDI1)28. Finally, calibration
of each model was visualized by plotting the observed
probabilities of event in the sample against the predicted
probabilities of both models. We subsequently compared
the calibration by means of Brier score.

RESULTS
Follow-up

Principal characteristics of the sample are shown in the
table 1. Median age of the sample was 64 years (59-67)
and 50.6% were females.

We followed-up 964 individuals for a median time of 5
years (4.7-5), representing 4377.1 persons-year.
Moreover, most subjects underwent at least three
follow-up visits (94.4%). During the course of the study,
73 patients presented a new CVE and this corresponds to
a rate of 8.2% (95% Cl = 6.3 to 9.9). Among these incident
events, 58.8% were major events (stroke or AMI). Survival
function is displayed in figure 2. At the end of the follow-
up we observed a 24.3% of censored cases and 30
individuals died from other causes —most of them
cancer—.

VRF, Markers of subclinical TOD and risk of new CVE

In supplementary table 1 we represent the relationship
between the principal VRF and the rate of new CVE.
Specifically, male sex, presence of DM, smoking habit,
poor DBP control, low HDL-cholesterol and previous CVD
were associated with a higher incidence of new CVE (all
P-values < 0.05).

Among MRI markers of cSVD, presence of SBI, extensive
PVH and extensive BG-EPVS were associated with an
increased rate of incident CVE (table 2). Regarding other
markers of subclinical TOD, MAU and ABI<0.9 related to
a lower survival rate (table 2). After correct for multiple
comparisons all results remained.

We subsequently constructed a multivariate cox clinical
model adjusting by sex, age, poor DBP control, DM,
smoking habit, previous ischemic cardiopathy, total
cholesterol, HDL-cholesterol and waist circumference.
Among these clinical variables, sex, age, DM, previous
ischemic cardiopathy, smoking habit, and DBP control
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remained in the model after the backward stepwise
elimination (table 3).

When we included in the clinical model those markers of
TOD associated with CVE in the univariate analysis —SBlIs,
PVH, BG-EPVS, ABI<0.9 and MAU—, SBIs and ABI<0.9
remained in the final model (table 3). Concretely,
presence of SBI and ABI<0.9 were associated with a 2.87
(C1 95% = 1.47 to 5.58. P-value = 0.002) and 2.20 (CI95%
= 1.17 to 4.13. P-value = 0.014) increased hazard of
incident CVE.

After excluding patients with stroke or previous ischemic
cardiopathy in sensitivity analyses (supplementary tables
2 and 3, respectively), SBI and ABI<0.9 were consistently
the most associated markers of subclinical TOD in the
prediction of CVE. However, variables that remained in
the clinical model slightly varied as compared to the
whole sample.

Model Performance

Inclusion of SBI and ABI<0.9 in a clinical model resulted in
a significant improvement of the model fitting according
to the likelihood ratio test (P-value < 0.001).

Discrimination was evaluated by ROC curves and IDI.
According to ROC analysis, clinical and clinical + TOD
models presented an AUC of 0.80 and 0.82, respectively
(figure 3, P-values = 0.319). By contrast, according to IDI,
there was a significant improvement of discrimination of
4.72% (95% Cl = 1.19 to 8.24. Increase in events = 4.54.
Increase in non-events = 0.18. P-value = 0.009).

Calibration is represented in figure 3, observing no
significant differences between both models according to
the brier score (P-value = 0.586).

AUC Brier
= Clinical 80.4 [74.3:86.5] 6.0[1.1,10.9)
— Clinical+TOD 81.6 [75.4:87.8] 5.7 [1.1,10.4]

100 % -

-~

5% —

2
=

Observed frequancy

25% -

0% —

0% 25% 50 % 5% 100 %

Predicted risk

Figure 3: Calibration plots at the 5™ year of follow-up. Y-axis
represent the observed probability of CVE in the sample, while X-
axis displays the predictions of clinical (black) and clinical+TOD
(red) cox regression models.
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Table 2: Relationship between markers of TOD and risk
of incident CVD at 5th year

5-year risk of CVD,

Marker of TOD % (95% Cl) Q-value
Presence of SBI
No 6.9 (5.1;8.7)
Yes  19.9(11.7;28.1) <0001
Extensive PVH
No 7.4(5.6;9.2)
Yes  15.8(7.8;23.8) 0.028
Extensive DWMH
No 8.1(6.3;9.9)
Yes  10.6(0.6;20.6) 0.783
Presence of CMB
No 8.1(6.3;9.9)
Yes  10.3(2.5;18.1) 0.707
Extensive BG-EPVS
No 6.6 (4.6;8.6)
Yes  12.8(8.3;17.3) 0.012
Extensive CSO-EPVS
No 7.3 (5.1;9.5)
Yes  9.7(6.6;12.8) 0.405
ABI < 0.9
No 5.7 (3.9;7.5)
Yes  22.2(12.6;31.8) <0001
cf-PWV
1st Quartile 6.3 (2.6;10)
2nd Quartile 7.6 (3.7;11.5)
3rd Quartile 7.9 (4,11.8)
4th Quartile  10.1(5.6;14.6) 0.707
Microalbuminuria
No 7.2 (5.4,9)
Yes 15(8.1;21.9) 0.012
EGFR < 60
No 8.7 (6.5;10.9)
Yes 6.2 (-0.5;12.9) 0.707

Values represent the differences in rate of cardiovascular events (1 minus
survival at 5t year according to Kaplan-Meier estimator) by markers of
target organ damage. P-values have been calculated according to log-rank
test. Post-hoc multiple testing correction has been applied via FDR.

Key: ABI, ankle brachial index; cf-PWV, carotid-femoral pulse wave
velocity; BG, basal ganglia; CMB, cerebral microbleeds; CSO, centrum
semioval; DWMH, deep white matter hyperintensities; eGFR, estimated
glomerular filtration rate; EPVS, enlarged perivascular spaces; PVH,
periventricular white matter hyperintensities; SBI, silent brain infarcts.



Table 3: Cox regression models combining VRF and TOD information

Variables

HR (95% Cl) P-value

Clinical Model

Diabetes Mellitus

Sex, male

Previous Ischaemic Cardiopathy
Active Smoker

Age, per year

Poor DBP control

2.24(1.40;3.60)  <0.001
2.11(1.20;3.69)  0.009
3.23(1.90;5.51)  <0.001
3.75(2.25;6.24)  <0.001
1.03 (0.99; 1.08) 0.15
1.9 (1.02; 3.57) 0.04

Clinical Model+TOD

Silent Brain Infarcts

ABI <0.9

2.87 (1.47;5.58)  0.002
2.2(1.17; 4.13) 0.014

Values represent hazard ratios and 95% confidence intervals.

Clinical model included sex, age, poor diastolic blood pressure control, diabetes mellitus, smoking habit, previous ischemic cardiopathy,

cholesterol, HDL-cholesterol and waist circumference. Clinical+TOD model additionally included those markers of TOD associated with

cardiovascular events in the univariate analysis —silent brain infarcts, periventricular hyperintensities, basal ganglia enlarged perivascular

spaces, ankle brachial index<0.9 and microalbuminuria—. Variables were selected by backward stepwise elimination.

DISCUSSION

In this article we studied the usefulness of radiological
lesions of ¢cSVD and other markers of subclinical TOD in
the prediction of CVE within 5 years. During this time 73
individuals presented a new CVE, which corresponds to a
rate of 8.2%. We observed that presence of SBI, PVH,
ABI<0.9 and MAU were associated with an increased rate
of CVE. When these markers were included in a clinical
model adjusting by VRF, we observed that SBI and
ABI<0.9 were the most relevant markers of subclinical
TOD in the prediction of incident CVE. Specifically SBI and
ABI<0.9 were associated with a 2.9 and 2.2-fold increased
hazard of CVE. Furthermore, the inclusion of SBI and ABI
in a clinical model resulted in a slight, but significant,
improvement of discrimination of patients with incident
CVE according to IDI (4.72%). By contrast, calibration was
equal between models, indicating similar precisions.

SBI are one of the principal hallmarks of cSVD and they
are frequent incidental findings on MRI. Previous studies
reported a prevalence of SBI between 5 and 10% in
population older than 50 years® 2°, and the annual
incidence rate is estimated in 2-3%3°. Here we observed
that SBI predict the risk of CVE of any type, independently
of VRF and other markers of subclinical TOD. Moreover,
when we excluded incident strokes in a sensitivity
analysis, the relationship between SBI and CVE remained.
Other well-known consequences of SBI are cognitive
impairment or an increased risk of dementia3!. Nowadays
recommendations in management of patients with SBI

are the control of VRF and to take care of clinical history
to determine whether a SBI was not listened or not
reported, rather than silent3234, However, it is not known
whether this setting may benefit of secondary prevention
strategies as compared to current management. A recent
small randomized clinical trial testing the efficacy of
Aspirin versus Placebo in subjects aged > 45 with at least
1 SBI reported a reduction in incident cerebrovascular
events, although without finding statistically significant
differences3>. Another small clinical trial in Japanese
diabetic patients reported a reduction of SBl incidence by
means of antithrombotic drugs administration3®.
However, clinical trials assessing the benefits of
secondary prevention in individuals with SBI are scarcer
in the current literature, and further research may be of
greater interest in order to clarify the therapeutic
management of these patients?> 37,38,

Among other markers of subclinical TOD, ABI < 0.9
showed the most significant association with new CVE.
Previous research reported significant improvements in
the prediction of incident CVD by means of the addition
of ABI index in a clinical model3% 40, However, it is also
relevant to highlight that the inclusion of ABI and SBl in a
clinical model just resulted in a slight increase of its
predictions. Assessment of markers of TOD should be
prioritized according to availability, predictive value and
cost-effectiveness criteria. ABl is a simple and non-
invasive technique to detect peripheral artery disease. By
contrast, SBI may be reflecting TOD in the brain and they
are detected via brain MRI or CT-scan, which has a higher
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economic cost. Of note, in our cohort only 13 individuals
presented concomitant SBI and pathological ABI. Cost-
effectiveness studies are needed in order to assess
whether the assessment of these markers are feasible in
routine clinical practice.

In our population we also found an increased rate of CVE
in subjects with extensive PVH and BG-EPVS, although
these lesions were not significant when we considered
other markers of subclinical TOD. A previous study
reported a 3-fold increased risk of AMI and ischemic
stroke in individuals with PVH, while this association was
weaker in the case of DWMH?#L, Similarly, BG-EPVS were
associated with incident CVE while this was not observed
in the case of CSO-EPVS. Previous research also reported
differences in VRF and consequences of BG and CSO-
EPVS2242,

This study has several strengths and limitations. As
limitations we had to censor survival data at the 5t year
due to drop outs. This limited the number of CVE in our
cohort and, thus, our statistical power. Further longer
follow-ups should be necessary to confirm our results.
Moreover, our study lacked other common markers of
TOD as the left ventricular hypertrophy or intima media
thickness. As strengths we could highlight the
longitudinal design of our study, in which most patients
had at least 3 follow-up visits and the confirmation of all
clinical events by trained researchers. Another strength is
that this study has been conducted in a cohort of well-
controlled patients with hypertension. Given the high
prevalence of SBI, this study reports interesting results
regarding the importance of this marker in the prognosis
and risk refinement of patients with hypertension.

CONCLUSIONS

SBI and ABI<0.9 were associated with a 2.9 and 2.2-fold
increased risk of new CVE, respectively. The inclusion of
these variables in a clinical model resulted in a slight but
significant improvement of discrimination of patients
who developed CVE within 5 years of follow-up.
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Supplementary Table 1: Risk of Cardiovascular event after 5 years of follow-up

Variable 5-year risk of CVE, % (95% Cl) P-value
Age:
<64 8.3 (5.8;10.8)
264 8.0 (5.5;10.5) 0.889
Gender
Female 4.1 (2.3;5.9)
Male 12.3(9.2;15.4) <0.001
Diabetes
Absent 5.9 (4.1;7.7)
Present 15.5(10.6;20.4) <0.001
Smoking Habit
No 6(4.2;7.8)
Yes 20.2 (13.3;27.1) <0.001
SBP control
Good 8 (5.5;10.5)
Poor 8.3 (5.8;10.8) 0.869
DBP control
Good 7.6 (5.8;9.4)
Poor 14.3 (6.7;21.9) 0.019
Dyslipidemia
Absent 5.9 (3;8.8)
Present 8.9 (6.7;11.1) 0.14
HDL-Cholesterol
1st Quartile 14.8 (10.1;19.5)
2nd Quartile 6(2.9;9.1)
3rd Quartile 8(4.5;11.5)
4th Quartile 4.1(1.6;6.6) <0.001
Waist Circumference
1st Quartile 5.5(2.4;8.6)
2nd Quartile 7.9 (4.4;11.4)
3rd Quartile 6.7 (3.4;10)
4th Quartile 13.3 (8.6;18) 0.015
Previous CVD
No 6.6 (4.8;8.4)
Yes 23.7 (14.5;32.9) <0.001
BPLD Adherence
Good 7.1 (4.6;9.6)
Poor 8.6 (6.1;11.1) 0.462
Atrial Fibrillation
Absent 8(6.2;9.8)
Present 11.7 (0.9;22.5) 0.48




Values represent the differences in rate of cardiovascular events (1 minus survival at 5™ year
according to Kaplan-Meier estimator) by markers of target organ damage. P-values have been

calculated according to log-rank test.

Key: BPLD, blood pressure lowering drugs; CVE, cardiovascular event; DBP, diastolic blood
pressure; HDL, high density lipoprotein; PVH, periventricular white matter hyperintensities; SBP,

systolic blood pressure.

Supplementary Table 2: Sensitivity analyses excluding patients with stroke

Variables HR (95% CI) P-value
Clinical Model
Diabetes Mellitus 2.46 (1.41; 4.29) 0.002
Sex, male 1.73 (0.90; 3.14) 0.1
Previous Ischaemic Cardiopathy 3.97 (2.15; 7.33) <0.001
Active Smoker 4.23 (2.37; 7.54) <0.001
Poor DBP control 1.82(0.85; 3.91) 0.13
Clinical Model+TOD
Silent Brain Infarcts 2.64 (1.14; 6.10) 0.023
ABI <0.9 2.84 (1.39; 5.81) 0.004

Values represent hazzard ratios and 95% confidence intervals.

Clinical model included sex, age, poor diastolic blood pressure control, diabetes mellitus,
smoking habit, previous ischemic cardiopathy, cholesterol, HDL-cholesterol and waist
circumference. Clinical+TOD model additionally included those markers of TOD associated with
cardiovascular events in the univariate analysis —silent brain infarcts, periventricular
hyperintensities, basal ganglia enlarged perivascular spaces, ankle brachial index<0.9 and

microalbuminuria—. Variables were selected by backward stepwise elimination.
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Supplementary Table 3: Sensitivity analyses excluding
patients with previous ischemic cardiopathy

Variables HR (95% Cl) P-value
Clinical Model
Diabetes Mellitus 2.03 (1.15; 3.55) 0.014
Sex, male 2.59 (1.35; 4.96) 0.004
Active Smoker 4.48 (2.54; 7.89) <0.001
Age, per year 1.04 (0.99; 1.10) 0.121
Poor DBP control 2.28 (1.13; 4.59) 0.021
Clinical Model+TOD
Silent Brain Infarcts 3.02 (1.45; 6.32) 0.003
ABI <0.9 2.38(1.12; 5.05) 0.024

Values represent hazard ratios and 95% confidence intervals.

Clinical model included sex, age, poor diastolic blood pressure control, diabetes mellitus,
smoking habit, previous ischemic cardiopathy, cholesterol, HDL-cholesterol and waist
circumference. Clinical+TOD model additionally included those markers of TOD associated with
cardiovascular events in the univariate analysis —silent brain infarcts, periventricular
hyperintensities, basal ganglia enlarged perivascular spaces, ankle brachial index<0.9 and

microalbuminuria—. Variables were selected by backward stepwise elimination.
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SINTESIS DE LOS RESULTADOS Y DISCUSION
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Discusion

5.1. DESCRIPCION DEL PROBLEMA

5.1.1. Determinar la progresion radioldgica de la enfermedad de pequeiio vaso cerebral

en poblacidn hipertensa espafiola.

e Prevalencia de la Progresion de las Lesiones de la Sustancia Blanca:
Nuestros resultados muestran que la progresién de las LSB es un fendmeno altamente
prevalente en poblacidn hipertensa espafiola (Articulo 1). El 51% de los sujetos mostro algun
grado de progresion (menor o marcado) de las LSB. La prevalencia de la progresién varié en
funcién de la regién anatémica estudiada. Especificamente, el 22% y el 48% de los sujetos

mostraron cambios a nivel periventricular y subcortical, respectivamente.

Esta prevalencia seria ligeramente superior a la reportada por otros estudios que han realizado
valoraciones cualitativas. Por ejemplo, el estudio de Rotterdam reporté tasas de progresién de
las LSB periventriculares y subcorticales del 27% y del 32%, respectivamente. Esto podria ser
debido a las caracteristicas de nuestra poblacién, formada exclusivamente por pacientes
hipertensos’. Aun asi, cabe mencionar que otras caracteristicas de la metodologia podrian estar
influenciando en esta discrepancia, como por ejemplo que el estudio de Rotterdam presentaba
un tiempo de seguimiento menor (3.4 afios de seguimiento medio vs 4). En otros estudios
llevados a cabo en pacientes con FRV se observarian tasas de progresién mads andlogas a las

observadas®®.

e Incidencia de infartos y microsangrados cerebrales:

En el Articulo 1 reportamos una incidencia anual de ICSy MSC del 1.5% y 1.4%, respectivamente.

En el caso de los ICS esta incidencia seria inferior a lo esperado, siendo mas parecida a la
observada en estudios en poblacidn general que a la de poblacién con FRV’> 1!, Es interesante
comentar que ya en la visita basal se observd una prevalencia de ICS inferior a la esperada
(10.1%)’. Esto podria ser debido a las caracteristicas de los participantes del estudio ISSYS que,
pese a ser hipertensos, muestran presiones medias mas bajas que en otros estudios y el 95%
tenian pautado un tratamiento hipotensor. También cabria mencionar que en el seguimiento
hemos visto como el perfil lipidico de la muestra mejoraba (Articulo 1), aspecto que podria estar
influenciando en esta incidencia. Esta mejora podria ser debida a un sesgo de nuestro estudio
que, pese a no administrar tratamientos o intervenciones especificas, incluye muchos pacientes
que después de la visita basal tuvieron una mejoria en la adherencia, tratamientos y

recomendaciones de prevencién vascular a lo largo del seguimiento.
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Por otro lado, observamos incidencias anuales de MSC claramente inferiores a las reportadas
previamente, las cuales suelen oscilar entorno al 3%7>°% 1%, Esto es muy posible que sea debido
a las limitaciones técnicas en la adquisicion de la resonancia magnética del estudio ISSYS. En
primer lugar, podria estar afectando el grosor de los cortes —de 5 mm con un “gap” de 1.5
mm— que complica la visualizacidn de estas pequeiias lesiones, asi como a la baja resolucién de

la secuencia de GRE utilizada

e Progresion de los Espacios Perivasculares Dilatados:
En el Articulo 2 hemos reportado que el 18.3% de nuestra cohorte mostrdé un cambio en los
EPVD de los ganglios de la base. En cambio, la progresién de los EPVD del CSO fue mucho menos

prevalente, observandose solo en el 3% de los pacientes.

Actualmente no existen estudios con los que comparar estos resultados. Es interesante, no
obstante, resaltar la diferencia entre ambas regiones anatémicas. Los EPVD de los GB han sido
mas relacionados con la vasculopatia hipertensiva, mientras que los del CSO se han relacionado
preferentemente con la angiopatia amiloide cerebral o la enfermedad de Alzheimer®”:%8 2% Este
mayor efecto de la hipertensidn en las regiones de los GB podria ser debido a que la onda de
pulso cuando entra en el cerebro se encuentra primero con las arterias lenticuloestriadas
perforantes, las cuales irrigan los ganglios de la base, siendo mds susceptibles al estrés

hemodindmico en comparacidn a las arterias distales®.

No obstante, cabe mencionar que en este trabajo hemos adaptado una escala cualitativa —que
establece diferentes categorias, basdndose en el nimero de EPVD—, Ila cual es usada en
estudios transversales®. Este método puede conllevar diferentes tipos de limitaciones, como
por ejemplo una escasa sensibilidad para las progresiones leves de este marcador o el efecto
techo hallado en caso de encontrar un elevado nimero de EPVD en la RMC basal. Para estudios
futuros seran muy interesantes los resultados obtenidos con las diferentes técnicas de

cuantificacion automatica que poco a poco se vayan desarrollando.

e Progresion Global de la Enfermedad de Pequefio Vaso Cerebral:
En el Articulo 2 hemos construido un score de progresidn que refleja la progresidn global de la
EPVC, de manera similar a otros sistemas de evaluacién de la carga de las lesiones®®. De este
modo hemos establecido que el 26.2% de los pacientes muestran una progresion significativa
en 1 tipo de lesion y el 9.9% en 2 o mas tipos de lesiones. La combinacién mas frecuente de

lesiones es la progresion de las LSB y los EPVD de los GB.
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5.1.2. Observar si la progresion radiolégica correlaciona con la evolucidn cognitiva y la

aparicion de deterioro cognitivo leve.

e Aparicidn de Deterioro Cognitivo Leve en la muestra:
En el estudio ISSYS hemos observado tasas de incidencia de DCL anuales del 2.3% (Articulo 1)
que serian equivalentes a las reportadas en estudios previos en poblaciéon general —las cuales

186, 187 No observamos

suelen estar entre el 2 y el 7% en poblaciéon de edad avanzada—
asociaciones significativas entre las principales variables demograficas y FRV con el diagndstico
de DCL incidente. Tan solo pudimos ver que los pacientes con DCL incidente presentaban una

menor escolarizacién y una mayor prevalencia de obesidad abdominal.

Cabe destacar que el 40% de los pacientes que presentaban DCL en la visita basal habian
revertido a envejecimiento normal en la visita de seguimiento. Un reciente metaanalisis de
estudios longitudinales ha reportado que el 18% de los pacientes con DCL revertira en algin
momento?”’. No obstante, del mismo modo que sucede con el DCL incidente, esta tasa varia en
funcién de si se trata de estudios en la poblacién general o en clinicas de memoria, dénde se
encontrarian prevalencias de reversion del 31 y 14%, respectivamente. Estas mayores tasas de
reversion que se observan en los estudios llevados a cabo en la poblacién general se cree que
podrian ser debidas a falsos positivos??’. Asi pues, |la elevada reversién a envejecimiento normal
observada en el estudio ISSYS podria ser debida a esto. Otra hipdtesis podria estar relacionada
con el perfil de deterioro cognitivo de nuestros pacientes, en la mayoria de casos de tipo fronto-
subcortical. Este predominio seria el mas frecuente en el DCVa —asi como en otras patologias
como la depresion, que pueden complicar el diagndstico—, y suele pensarse que estos pacientes

tienden mds a la fluctuacién que en comparacidn a otras causas de demencia.

Al margen de las transiciones observadas en los diferentes tipos de estudios, es importante
entender el DCL como un diagndstico que puede revertir o fluctuar, y que esta fluctuacién no
estd exenta de riesgos, ya que se ha reportado que el riesgo de demencia incidente de los
pacientes con reversion a envejecimiento normal se encontraba por encima de las personas con
envejecimiento normal estable?®®. Asi pues, el prondstico de los pacientes con DCL o de los que

revierten podrd ser muy variable, y cabe considerarlo a la hora de informar a los pacientes.

Finalmente, quedaria destacar que seria muy interesante conocer los perfiles de pacientes que
tienden a fluctuar. Por ejemplo, algunos estudios han reportado que factores como la mejora
de los sintomas depresivos o una vida social activa podrian estar relacionados con la reversion
a envejecimiento normal®®. Otro grupo de investigacion, por medio de cadenas de Markov,

estudid qué patrones de alteracidon neuropsicoldgicas tienden a fluctuar mas?*°.
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e Correlacion radioldgica con el declive de las funciones cognitivas:
En el Articulo 1 reportamos que la progresion de las LSB-PV correlaciona con el declive de las
funciones ejecutivas. Andlogamente, los pacientes con MSC incidentes empeoraban mas en

funciones atencionales durante el seguimiento.

Estos resultados estarian alineados con la bibliografia previa, en la que existe un abundante
numero de articulos que reportan que la progresién de las LSB se relaciona principalmente con
el declive de las funciones ejecutivas (atencidn, velocidad de procesamiento de la informacion,
etcétera)!® 3179, No obstante, aunque la mayoria de estudios metaanaliticos reafirman estos
resultados, cabe mencionar que esta relacién estaria altamente condicionada a otras variables
como la edad o la reserva cognitiva?!!. Otro factor relevante podria ser la distribucién espacial
de las lesiones. Es interesante comentar que, por ejemplo, en el Articulo 1 hemos visto que las
LSB-SC de la regidn occipital se relacionan con el declive de las funciones atencionales, y en
cambio, cuando estudiamos las LSB-SC globalmente —sin diferenciar las localizaciones— no se

observaron asociaciones.

Los MSC incidentes posiblemente han sido uno de los marcadores de la EPVC que menos se han
estudiado en relacion al deterioro cognitivo. Aun asi, diversos estudios metaanaliticos han
reportado asociaciones significativas entre la presencia de MSC y el riesgo aumentado de
demencia o el declive de las funciones ejecutivas, aunque existiendo una gran heterogeneidad

entre estudios?*® 213,

e Relacion entre la progresion radioldgica y la incidencia de deterioro cognitivo leve:
En el Articulo 1 pudimos ver como los pacientes con una progresion marcada de las LSB-PV

presentaban un riesgo 6 veces superior de DCL incidente.

De este modo, contrastarian los resultados que se observan entre la progresion de las LSB-PV y
LSB-SC. Es interesante destacar que la literatura previa ha encontrado asociaciones mas
significativas entre el riesgo de demencia o el declive funcional y las LSB-PV?'# 215 En el Articulo
1 hemos visto que este efecto ya se observa en las fases leves del deterioro cognitivo. Diversos

argumentos nos pueden ayudar a entender la diferencia entre las LSB-PV y LSB-SC.

Una hipodtesis que explique este efecto podria ser anatdmica. Las LSB-SC se encuentran en
regiones cerebrales en las que principalmente se danan conexiones cortico-corticales de
regiones adyacentes (fibras U)?®. En cambio, las regiones periventriculares se tratarian de areas
de asociacidn cortico-subcorticales?'’. Asi pues, las LSB-PV podrian estar dafiando fibras que

conectasen regiones corticales con los nucleos subcorticales, mas implicados en el DCVa. Otra
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hipdtesis complementaria a la anterior seria que las LSB-PV estén interrumpiendo las fibras
adyacentes de la via colinérgica ascendente, la cual se ha relacionado en diversos estudios con
el DCVa u otros tipos de demencia?® 1%, No obstante, cabe destacar que estas vias también se

encontrarian en diferentes regiones subcorticales, aunque no en todas.

Otra explicacion que se podria mencionar seria que algunas investigaciones apuntan que las LSB-
PV y SC podrian tener fisiopatologias diferentes. De este modo, por ejemplo, las LSB-PV se han
asociado con la colagenosis venosa, que induciria la isquemia y alteraria el curso de la circulacion
del liquido intersticial®’. Esta alteracion podria acelerar la deposicién del péptido AB en el

cerebro, propiciando el deterioro de las funciones superiores'®!,

En contrapartida a la diferenciacidn de las LSB-PV y SC, algunos autores han intentado demostrar
mediante el uso de técnicas de neuroimagen tridimensionales que la diferenciacién entre ambos
tipos de lesiones es fruto de la valoracidn en el plano axial de la RMC, pero en realidad existe

continuacién entre ambas>% 2%,

Con todo, podemos decir que la progresidn radioldgica de la EPVC correlaciona con la evolucién
clinica. No obstante, esta asociacion va a depender de diversos factores como el tipo de lesidn
o el volumen del parénquima afectado. Asi pues, aunque cabe entender la EPVC y sus cambios
como un todo, diferentes lesiones y niveles de progresidn tendrdn consecuencias especificas.
Ademads, hemos visto que el efecto de estas lesiones ya se produce en las fases leves del
deterioro cognitivo. Asi pues, seria muy interesante estudiar los mecanismos por los cuales las

LSB-PV propician la aparicién del DCL.

5.2. IDENTIFICACION DE FACTORES DE RIESGO, MECANISMOS O MARCADORES
QUE PERMITAN MONITORIZAR LA EVOLUCION DE LA ENFERMEDAD

5.2.1. Papel de la monitorizacion ambulatoria de la presién arterial.

En el Articulo 2 hemos visto como la MAPA, determinada en el tiempo basal, predice la
progresidon de la EPVC. De entre las diferentes métricas estudiadas vimos que todos los
componentes basales de PAS y PAD se relacionaban con la progresién global de la EPVC —
evaluada con el score de la EPVC adaptado a la progresion—. El pardmetro mas asociado fue la
PAD de 24h, que por cada incremento de 10 mm de Hg se dobla el riego de padecer una nueva

lesion incidente.

Aungque en el Articulo 1 hemos establecido que la progresion de algunas lesiones correlaciona

con la evolucién clinica, es dificil encontrar una aplicacidon clinica a estos resultados si
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consideramos que la evaluacién seriada con RMC es poco viable debido a su elevado coste. Asi
pues, se requieren variables clinicas que permitan estratificar el riesgo de progresiéon de la
EPVC. Es interesante destacar que en nuestro estudio hemos visto que la presion del
consultorio no se asociaria al riesgo de progresidn. De hecho, hemos visto que los pacientes
gue no tienen lesiones incidentes tienen un mayor efecto de bata blanca —es decir, una
mayor presion en el consultorio que ambulatoria diurna—. Esto es debido a que los pacientes
con progresion posiblemente son aquellos que muestran un verdadero mal control de la
presidn arterial. La pregunta que podriamos hacernos es hasta qué punto las medidas de
presién arterial del consultorio, contaminadas por diversos tipos de estimulos ambientales,
nos pueden ayudar a determinar a quién colocar la MAPA. En este contexto seria muy
interesante explorar otras opciones de cribado, como por ejemplo la presiéon domiciliaria o

incluso la presion o la variabilidad de la presion del consultorio visita a visita??!.

Otro aspecto a destacar es que hemos definido el control de la presidn basdandonos en las guias
americanas clinicas recientes'®®. Cabe mencionar que dos ensayos clinicos recientes —INFFINITY
y SPRINT— han demostrado que objetivos de presién mas bajos se traducen en una menor
progresion de las LSB#% 22, En contrapartida a estos resultados, algunos autores han defendido
que bajar la presién arterial excesivamente en edades avanzadas puede conllevar un aumento
de las LSB y del deterioro cognitivo?**. Posiblemente también cabe destacar que diferentes
componentes de la presion arterial (PAS, PAD, presidon de pulso...) podrian tener valores
predictivos especificos en funcidn del tipo de lesion de la EPVC, debido a las caracteristicas

anatdmicas de los pequefios vasos del cerebro®®,

En el Articulo 2 también hemos reportado que la presidn de pulso nocturna se asocia a
progresiones mas marcadas de la EPVC. La presién de pulso se considera un marcador de rigidez
arterial y, como otros componentes de la presion arterial, sigue un ritmo circadiano. En estudios
anteriores se ha visto que la PAS nocturna muestra relaciones mas significativas con el volumen

225 g el riesgo de eventos cardiovasculares??,

y progresion de las lesiones de la sustancia blanca
Es interesante también comentar que en resultados previos del estudio ISSYS vimos como la

presidn de pulso nocturna se asociaba al DCL?%.,

No obstante, a pesar del valor predictivo de la MAPA, la inclusidon de sus parametros en un
modelo clinico sélo ha aumentado la discriminacién de los pacientes con progresion de la EPVC
en un 4.5%. Esta mejora, aunque significativa, deberia mejorarse con otros pardmetros clinicos

o de biomarcadores para lograr una correcta estratificacion del riesgo de lesiones subclinicas
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incidentes en el paciente hipertenso. De forma andloga, deberia explorarse si existe asociacion

de la PA de 24 horas con el declive de la funcidn cognitiva

5.2.2. Estudiar si el declive de la funcion renal —determinada por medio de

diferentes biomarcadores— es paralelo a la incidencia de lesiones silentes.

En el Articulo 3 hemos visto que los pacientes con microalbuminuria en el seguimiento
presentan mayores probabilidades de progresién de las LSB-PV. Cabe mencionar que los
cambios en el cociente de la albumina y creatinina no estaban asociados con las lesiones. Esto
podria sugerir que la relacion entre la albuminuria y las LSB-PV dependeria de un punto de corte,
mas que ser continua. Es interesante destacar que no encontramos una relacidn
estadisticamente significativa entre la microalbuminuria y las LSB-SC. Aunque si se observaba
una diferencia no significativa, podriamos relacionar estos resultados con el hecho de que
ambos tipos de lesiones presentan FRV distintos, tal y como hemos defendido en puntos

anteriores.

En estudios anteriores se ha visto que los marcadores de funcion renal predicen el riesgo de
demencia, especialmente de tipo vascular??®2?°, En el Articulo 3 también hemos visto como el
cambio en la albuminuria y filtrado glomerular se relacionaban con el declive de la memoriay el
diagnédstico de DCL incidente, respectivamente. Por tanto, estos marcadores podrian resultar
herramientas Utiles para identificar el DCL de tipo vascular, si bien para confirmar esta hipdtesis
serian precisos estudios comparativos en pacientes con DCL de diferentes etiologias (vascular,

degenerativo, etc...) con y sin enfermedad renal crénica?*.

No obstante, cabria ser muy cauto a la hora de dibujar las conclusiones de estos resultados. A
pesar del interés de haber reportado que los cambios en los marcadores de funcién renal
evolucionan paralelamente al declive cognitivo y al aumento de lesiones subclinicas, estas
relaciones no deben interpretarse en el contexto de la causalidad. Esto es debido a la dificultad
de determinar la causalidad en los estudios observacionales, aunque sean longitudinales.
Posiblemente lo que estamos viendo en el Articulo 3 es que tanto el cerebro como el rifién
muestran declives subclinicos paralelos debido a FRV o etiologias comunes, y esto se manifiesta
en un empeoramiento progresivo de la EPVC, de los marcadores de funcion renal y de la

cognicion.

Sin embargo, estos andlisis nos podrian dar a entender que en un futuro seria interesante

monitorizar los marcadores de funcidn renal para conocer si un paciente tiene mas riesgo de
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empeorar a nivel cerebrovascular o cognitivo o incluso testar el efecto de intervenciones

especificas.

5.2.3. Analizar el proteoma de pacientes con progresion de las lesiones de la sustancia
blanca con el objetivo de descubrir nuevas vias, proteinas y mecanismos implicados en la

enfermedad de pequeiio vaso cerebral.

En el Articulo 4 hemos estudiado el proteoma de los pacientes con una progresion marcada de
las LSB, la principal lesién de la EPVC. En la fase de descubrimiento hemos propuesto tres
proteinas candidatas que podrian estar asociadas con la progresion de la EPVC —la
metaloproteinasa 9 (MMP9), el receptor del factor de crecimiento del hepatocito (MET) y la

ceramidasa neutral (ASAH2)—.

En primer lugar, cabe mencionar que en el estudio protedmico del SOMAscan hemos visto pocas
proteinas y vias asociadas con la progresion de las LSB. Esto podria estar indicando que los casos
y controles estarian presentando fenotipos similares. Esta dificultad a la hora de encontrar
mecanismos implicados en la EPVC puede ser debido al cardcter crénico y subclinico de esta
enfermedad. Al progresar de manera lenta en el tiempo, posiblemente sea dificil encontrar
proteinas plasmaticas que permitan la identificacion de procesos relacionados con su
fisiopatologia. Asi pues, esto nos daria una pequefia pista para futuros estudios, en los que
posiblemente sea adecuado elegir sujetos con progresiones todavia mas marcadas o considerar
otros tipos de muestra como el liquido céfalo raquideo. También seria necesario ampliar el

tamafio muestral para ser capaces de ver diferencias pequenias.

En la fase de validacién hemos visto que ningln candidato predice la progresidn de las LSB, es
decir, la concentracidon basal de estas proteinas es equivalente entre pacientes con y sin
progresion en el seguimiento —aunque se observaria una diferencia no significativa en el caso
de la MMP9—. No obstante, si pudimos observar que el perfil temporal de estas proteinas varia

en funcién del grado de progresion de las LSB.

Por ejemplo, hemos visto como la concentracion de MET muestra un declive paralelo a la
progresion de las LSB. MET se trataria del receptor del factor de crecimiento del hepatocito
(HGF), el cual se expresa en muchos tejidos. La unién de HGF/MET estaria involucrada en
diferentes procesos a través de la via PI3K/AKT (del inglés: phosphatidylinositol 3-kinase-
Akt/Protein Kinase B), como la plasticidad sinaptica, la supervivencia neuronal, la angiogénesis,
entre otros procesos?*!. Asi pues, la disminucién en el tiempo de la concentracién de esta

proteina podria estar indicando una menor activacién de esta via, con la consecuente
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disminucién de los procesos neurotréficos y de angiogénesis. Es interesante comentar que en
diferentes estudios transversales se ha asociado una mayor concentracién de HGF con la
enfermedad de Alzheimer o con las lesiones radiolégicas de la EPVC?3* 233, Nuestra propuesta
seria que la concentracién de HGF podria estar aumentada en estas patologias debido a la
disminucién de MET, su principal receptor. Debido a la relacién de estas proteinas con la
enfermedad de Alzheimer y la EPVC, asi como por la asociacidn bidireccional entre ambas

patologias, serda muy interesante evaluar a la vez estos marcadores en futuros estudios.

También hemos visto que los pacientes con progresién de las LSB presentaban mayores
concentraciones de MMP9 en la visita de seguimiento. Un estudio transversal previo presentd
unos resultados en concordancia a los nuestros, observando mayores concentraciones de
MMP9 en sujetos con més volumen de LSB®!. Estos resultados tendrian sentido si consideramos
gue la MMP9 es un marcador de ruptura de la BHE, que es uno de los procesos que se cree que

estd implicado en la fisiopatologia de la EPVC* 234,

5.2.4. La prediccion de la Enfermedad de Pequeiio Vaso Cerebral.

Hasta este punto hemos visto que la progresion subclinica de la EPVC conlleva una serie de
consecuencias que motivan el interés por establecer su curso evolutivo y mecanismos
fisiopatoldgicos. No obstante, a dia de hoy estariamos lejos de producir un modelo clinico que
permitiera la estratificacion del riesgo de progresion de la EPVC en el paciente hipertenso. Quiza
la primera pregunta qué deberiamos hacernos es qué es lo que queremos predecir. Hemos visto
gue no todas las lesiones tienen las mismas consecuencias y los mismos factores de riesgo. Asi
pues, una opcion es que la prediccion se realice de manera individualizada para cada tipo de
marcador. Otra opcidn seria optimizar las herramientas para explorar la evolucién conjunta de

la EPVC, ya que podria tener un impacto clinico mas significativo.

Otro problema que complica la prediccion es que el estudio de la EPVC se realiza a través de
evaluar sus consecuencias, las lesiones radioldgicas. A dia de hoy no se pueden evaluar in vivo
los pequefios vasos del cerebro, asi que se deberia intentar estudiar cuales son los marcadores
radiolégicos mas precoces de la EPVC. De esta manera podriamos definir el gradiente de
evolucidn de las lesiones de la EPVC. Diversos autores han propuesto que los EPVD podrian
representar un marcador precoz de la EPVC, aunque la falta de métodos para evaluar los
cambios de los EPVD complica la comprensién de las relaciones de este marcador con el resto
de lesiones. Conocer la dindmica de evolucion de la EPVC nos permitiria saber con mas claridad

lo que queremos predecir.
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5.3. ESTUDIAR EL PRONOSTICO DE LOS PACIENTES CON LESIONES
CEREBROVASCULARES SILENTES

5.3.1. Determinar si existe asociacion entre las lesiones de la enfermedad de pequeiio

vaso cerebral y el riesgo de evento cardiovascular.

En el Articulo 5, por medio de la informacién recogida en las visitas de seguimiento telefdnicas,
hemos visto que el 8.2% de los pacientes del estudio ISSYS ha presentado un evento
cardiovascular. Esto corresponderia a una incidencia anual de eventos entre el 1.5y 2%. E| 58.8%

de éstos fueron eventos mayores (ictus o infarto agudo de miocardio).

Por medio del andlisis de supervivencia pudimos ver que los pacientes con ICS tenian un riesgo
triplicado de padecer un evento cardiovascular. Cuando los ICS eran introducidos en un modelo
clinico junto con otros marcadores de dafio de érgano diana —microalbuminuaria, indice tobillo-
brazo<0.9 u otras lesiones de la EPVC— se mejoraba la discriminaciéon de los pacientes con
eventos cardiovasculares en un 4.7%. Cabe destacar que esta relacién entre los ICS y el riesgo

cardiovascular se mantenia cuando excluimos a los pacientes con ictus.

En nuestro estudio pudimos observar que los ICS y el indice tobillo-brazo<0.9, como marcadores
de dafio subclinico, se mantenian ambos en un mismo modelo corregido por la informacion
clinica, lo que sugiere que explican informacién diferente. El indice tobillo brazo se considera
una medida no invasiva de la arteriopatia periférica, la cual dispone de muchos estudios que
abalan su relacién con el riesgo cardiovascular?® 3¢, Los ICS, en cambio, reflejan el dafio

subclinico del cerebro.

Aunque las asociaciones eran mas débiles, también hemos visto como los pacientes con LSB-PV
o EPVD de los ganglios de la base presentaban un riesgo doble de evento cardiovascular. Algunos
articulos previos también han reportado relaciones mas significativas entre las LSB-PV y el riesgo
cardiovascular en comparacién a las LSB-SC!%2. No obstante, en nuestro caso estas lesiones

perdian su valor predictivo en el contexto de los ICS.

e Prevencion Secundaria de la enfermedad de pequefio vaso cerebral:
Cabe preguntarse si es conveniente aplicar estrategias de prevencidon secundaria en los
pacientes con ICS. Esta idea quedaria respaldada por otras consecuencias negativas de los ICS,
como el riesgo aumentado de demencia®®’. Sin embargo, hoy en dia las Unicas
recomendaciones que existen en el manejo de estos pacientes son el control exhaustivo de los
FRV y asegurarnos que, en vez de tratarse de un infarto subclinico, no se trate de un ictus
cuyos sintomas no fueron identificados como tales 3¢ 2% 239 A dia de hoy existen pocos

ensayos clinicos que hayan
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evaluado la eficacia de estrategias de prevencidon secundaria en los ICS, como el uso de la
aspirina®®. Asi pues, serdn muy interesantes algunos estudios que se estan llevando a cabo para
conocer el beneficio de estos tratamientos que podrian mejorar el manejo de los pacientes con

E PvchO, 241'

5.4. PROPONER NUEVOS MARCADORES RADIOLOGICOS DE LA ENFERMEDAD
DE PEQUENO VASO CEREBRAL

5.4.1. Definir la prevalencia de los espacios perivasculares dilatados del hipocampo y

observar si se asocian al resto de marcadores radiolégicos de la enfermedad.

En una muestra de 723 sujetos del estudio ISSYS evaluamos de manera transversal el nimero
de EPVD del hipocampo (Articulo 6). De este modo pudimos ver que se trata de un tipo de
marcador radiolégico altamente prevalente en poblacién hipertensa, encontrando que el 84.6%
de los pacientes mostraban un EPVD del hipocampo como minimo. La mediana del nimero de
estas lesiones fue de 4. Aunque existe muy poca bibliografia, es similar a lo que han reportado

otros estudios en poblacidon general®*2.

Pudimos ver que estas lesiones se asociaban con las LSB, tanto periventriculares como
subcorticales, y con los EPVD de otras regiones. Esto podria ser sugestivo de que los EPVD del
hipocampo forman parte del espectro de lesiones de la EPVC. También pudimos ver que su
numero se relacionaba con un peor rendimiento en funciones ejecutivas, aunque no se

asociaban al diagnéstico de DCL.

Asi pues, la evaluacion de este marcador puede realizarse del mismo modo que otros
marcadores de la EPVC. Posiblemente la razén de que la bibliografia sea mas escasa sea debido
a que los EPVD del hipocampo resultan mas dificiles de evaluar que los de otras regiones
neuroanatémicas, y pueden confundirse con remanentes del surco del hipocampo, una variante

normal del neurodesarrollo?*.

En relacién a este objetivo, seria muy interesante evaluar la progresion de este marcador en
futuros estudios y su relacidn con la funcién cognitiva o con aspectos clinicos de la EPVC.
También podriamos observar si el aumento del nimero de los EPVD del hipocampo correlaciona

con la progresiéon de otros marcadores.

5.5. ESTUDIO ISSYS: PERSPECTIVAS, FORTALEZAS Y LIMITACIONES
A través de estos articulos de la presente tesis doctoral, el estudio ISSYS ha dado sus primeros

pasos en la investigacion longitudinal de la EPVC. Esto le ha permitido reportar por primera vez
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la progresidon de las lesiones de pequefio vaso en poblacidn hipertensa espafiola y esbozar los
factores de riesgo, mecanismos implicados y consecuencias clinicas con los que se encuentra
relacionada. No obstante, el seguimiento realizado de esta cohorte de casi 1000 pacientes
hipertensos no es suficiente para lograr una comprension completa de la patologia

cerebrovascular subclinica, siendo por tanto muy abundantes los retos y perspectivas futuras.

En primer lugar, seria muy interesante realizar mds visitas en las que podamos repetir la RMC
para estudiar, por ejemplo, la reversién de las lesiones o la aceleraciéon de la progresion.
También se podrian complementar estos estudios con pruebas de medicina nuclear como PET
Florbetapir, o en su defecto, marcadores de amiloidosis o neurodegeneracion cerebral —e.g.,
concentracién del péptido AR o de Tau y pTau en el liquido cefaloraquideo—. De este modo
podriamos conocer las interacciones entre los cambios de la EPVC, los marcadores de
enfermedad de Alzheimer y el rendimiento cognitivo. Esto permitiria conocer si de verdad
existen lesiones que se relacionan mds con los biomarcadores de la enfermedad de Alzheimer,

asi como conocer el curso y factores asociados de las diferentes causas de deterioro cognitivo.

También se podria mejorar el estudio de las consecuencias. En el Articulo 5 hemos estudiado la
incidencia de eventos cardiovasculares, pero no hemos investigado la incidencia de demencia.
Esto ha sido debido a que en la cohorte del ISSYS todavia hay pocos casos de demencia incidente.
En unos afos posiblemente podremos abordar mejor este objetivo e intentar predecir la
demencia a partir de la informacidn de Ila visita basal. Ademas, en las llamadas telefdnicas
también se ha preguntado a los pacientes si tienen quejas subjetivas de memoria y se les ha
administrado un test minimental telefénico. Estas variables podrian complementar el estudio

de la demencia incidente.

El estudio de proteémica nos ha permitido encontrar proteinas que podrian seguir siendo
estudiadas en el contexto de la EPVC. Posiblemente seria muy interesante en estudios futuros
evaluar marcadores mas sensibles de la EPVC, como por ejemplo la esqueletizacion de la
sustancia blanca con DTI®, intentando encontrar individuos con grados de progresidn mas
marcadas. Otro aspecto muy importante es el momento en que se recogen las muestras.
Posiblemente, debido al caracter progresivo de la EPVC, seria mejor tomar multiples muestras
durante el seguimiento. También seria interesante usar otras técnicas que permitan el estudio
completo del proteoma, como por ejemplo la espectometria de masas. Por lo tanto, sera
relevante seguir realizando estudios émicos para la identificacién de vias y mecanismos
implicados en la progresidon de la EPVC, ya que podria ayudar a predecir la evolucion de la
progresidon radioldgica, encontrar futuras dianas terapéuticas y comprender mejor esta

patologia.
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Finalmente, en un grupo de pacientes disponemos de todas las variables estudiadas —
progresion de la EPVC, exploracién neuropsicolégica completa, biomarcadores, MAPA,
etcétera—. Asi pues, en este grupo de pacientes podriamos intentar estudiar las relaciones
presentadas en esta tesis de manera conjunta. De este modo se lograria una vision mas

integradora de los resultados presentados.

Las limitaciones del estudio ISSYS estan focalizadas principalmente en el protocolo de la RMC.
La baja resolucidn, la falta de imagenes tridimensionales en la visita basal y la falta de algunas
secuencias (por ejemplo, DWI) ha disminuido nuestra sensibilidad y especificidad del diagnéstico

neuroradioldgico.

La principal fortaleza del estudio ISSYS es la variedad de informacién de la que dispone, que
permite estudiar la EPVC des de multiples puntos de vista. Otra fortaleza es que el diagnédstico
de DCL se he realizado de manera clinica y no usando definiciones basadas Unicamente en los
tests cognitivos. Ademas, la metodologia utilizada en la visita basal ha sido repetida de manera
rigurosa para evitar la presencia de sesgos —e.g., se ha utilitzado el mismo resonador, la misma

bateria neuropsicoldgica, etcétera—.
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Conclusiones

Las conclusiones de esta tesis doctoral son:

1. La progresion de la enfermedad de pequefio vaso cerebral es un fendmeno altamente
prevalente en poblacidn hipertensa en el seguimiento de 4 afos realizado, observando
que el 26.2% y el 9.9% de los pacientes muestran una progresién significativa en unoy
dos o mas marcadores radioldgicos, respectivamente.

2. La progresién radioldgica subclinica correlaciona con una peor evolucidn cognitiva,
dependiendo esta relacion del tipo, localizaciéon y volumen de las lesiones. De este
modo, las lesiones de la sustancia blanca periventriculares son el tipo de marcador
radiolégico que muestra asociaciones mas consistentes con el deterioro cognitivo.

3. La monitorizacién ambulatoria de la presiéon arterial podria representar una
herramienta clinica util para predecir la progresion de la enfermedad de pequefio vaso
cerebral. No obstante, su informaciéon deberia combinarse con otras variables clinicas o
biomarcadores para obtener un modelo predictivo util.

4. Los cambios de la funcién renal, la cognicién y la enfermedad de pequefio vaso cerebral
se encontrarian asociados. Este declive paralelo entre la patologia renal y neurolégica,
quiza debido a causas o factores de riesgo comunes, podria ayudarnos a identificar
poblaciones que precisan un seguimiento clinico mas estrecho.

5. Hemos encontrado que el perfil temporal de las proteinas metaloproteinasa 9 (MMP-
9), el receptor del factor de crecimiento hepatocito (MET) y ceramidasa neutral (ASAH-
2) es diferente entre pacientes con y sin progresion de las lesiones de la sustancia
blanca.

6. Los pacientes hipertensos con infartos cerebrales silentes tienen un riesgo triplicado de
padecer un evento cardiovascular. Ademas, la inclusién de este marcador en un modelo
clinico mejora la discriminacidn de los pacientes con mayor riesgo cardiovascular.

7. Los espacios perivasculares dilatados del hipocampo se encuentran relacionados con
otras lesiones de la enfermedad de pequefio vaso cerebral y con la cognicidon. Serd muy

interesante evaluar su progresién en futuros estudios.
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