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1. INTRODUCCION

1.1. Introduccion a la Enfermedad de Alzheimer

La Enfermedad de Alzheimer (EA) fue descrita por el doctor Alois
Alzheimer en el afio 1907. Este médico alemdn describidé por primera
vez las lesiones histopatoldgicas que aparecen en la enfermedad que
ahoralleva su nombrey, de alguna manera, fundamenté el diagnéstico

de esta patologia.

En el articulo original el Dr. Alzheimer habla sobre una mujer de 51
anos, Auguste D, que padecia un proceso patolégico que recuerda a
las principales caracteristicas de las demencias seniles (Maurer et al.
1997). En el andlisis post mortem, presentaba dos clases de lesiones
histopatolégicas nunca descritas anteriormente. Las primeras eran
pequefias placas delgadas y muy pegajosas, definidas en aquel
momento como miliary foci y hoy conocidas como placas amiloides.
Las segundas eran los ovillos neurofibrilares (Alzheimer, 1907), unas

formaciones intracelulares.

Hoy en dia sabemos que la EA es una demencia, un sindrome clinico
adquirido, crénico y progresivo que se caracteriza por un proceso
neurodegenerativo asociado a la edad que causa pérdida progresiva
de las funciones mentales superiores. Lo primero afectado es
fundamentalmente la memoriay, a posteriori, la capacidad lingtistica,
lo cual acaba condicionando de forma rotunda la vida auténoma del
individuo. La supervivencia media de los pacientes es de 8 afios, pero
esto puede variar entre sujetos dependiendo de la persona y del

entorno (R. Alberca 2002).
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Actualmente, tras mas de 100 afos desde su descripcién, la EA es uno
de los campos donde la investigacién basica y la clinica se entrelazan
para tratar de comprender su origen y poder proporcionar un
tratamiento para la misma. A lo largo de esta introduccién
repasaremos los aspectos mds bdsicos de esta enfermedad
(epidemiologia, genética, factores de riesgo y el concepto actualizado
de etiologia), los métodos de diagndstico que se emplean hoy en dia 'y

el prometedor futuro de los biomarcadores.
1.2. Epidemiologia de la EA

El aumento de la esperanza de vida, debido en parte a los avances en
este Ultimo siglo de la medicina moderna, da como resultado una
mayor poblacion de adultos mayores en nuestra sociedad. De hecho,
en el afio 2015 la poblacién mundial de personas mayores de 60 afos
era de 900 millones segun la Alzheimer’s Disease International
Association (ADI) (Prince et al. 2015). Este dato contrasta
enormemente con la cantidad de personas en este rango de edad de
las que hay constancia para el afio 2000: unos 600 millones segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS). El contraste es todavia mayor
si tenemos en cuenta que en 1950 solo habia 205 millones de personas

mayores de 60 afios (World Health Organization Statistics, 2009).

Junto a este aumento de la esperanza de vida, han aparecido
enfermedades asociadas al envejecimiento, de entre las cuales

destacan las demencias.
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Las demencias despiertan una gran preocupacion en la sociedad
mundial, tanto por la carga familiar que suponen como por las grandes
inversiones por parte de los estados para cubrir los gastos sanitarios
relacionados con estas patologias. Segun la OMS la mayoria de los
paises europeos gastan un 1% del PIB en demencias, especialmente en
personas internas o en residencias para ancianos (2012 WHO report
“Dementia: a health priority”, Batsch y Mittelman 2015). Ademas, las
demencias son las principales causas de dependencia, incapacidad y
muerte en los adultos mayores (Reitz 2011, Cornutiu 2015). De hecho,
la EA es la sexta causa de muerte en Estados Unidos segln la

Alzheimer’s Association (AA) (2009).

La EA es la causa mds comun de demencia primaria seguida por la
demencia vascular, la demencia por Cuerpos de Lewy y la demencia
frontotemporal. El principal problema para determinar la prevalencia
real de la EA en la poblacion es la falta de consenso entre las
instituciones para fijar una unidad de expresion; asi se pueden
encontrar datos de afectados respecto a 1000 habitantes, 100.000
habitantes o directamente encontrar el porcentaje de afectados en un
area geografica concreta (Cornutiu 2015). Por ello, todo este apartado
sobre estudios demograficos se ha elaborado teniendo en cuenta los

numeros sobre demencias.

En el estudio Delphi de Ferri et al. (2005) se expone que 24 millones de
personas padecian una demencia en ese momento en el mundo (afo
2005) y los autores estimaron que esta cantidad se duplicaria cada 20
afios hasta alcanzar la cifra de 81.1 millones de afectados en el afio

2040 siguiendo la situacién actual. Se estimaba entonces un total de
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4.6 millones de casos nuevos al afio (Ferri et al. 2005). Estos datos se
confirman con cierta desviacion por los mismos autores en un meta
analisis con los datos de la literatura existente hasta ese momento
(Prince et al. 2013) siendo los calculos finales de 65.7 millones de
afectados en 2030y de 115.2 millones de afectados por una demencia

en 2050.

La OMS coincide con estos datos en su informe sobre la EA y otras
demencias del afio 2013 y afiade que la EA es la demencia con mas
presencia en los casos arriba estimados, con un 50-75% de afectados
y siendo mas comun en los rangos de edad mas elevados (Ferri et al.
2005, Duthey 2013). Sin embargo, la ADI publica su informe del afo
2015 y sus estimaciones son ligeramente diferentes: seglin este
organismo, el numero total de personas que padecian demencia en
ese momento era de 46.8 millones de personas y para el afio 2030 la
estimacion de personas con demencia era ligeramente superior que la

ya mencionada (74.7 millones de personas).

Es también destacable el aumento de la incidencia en los rangos de
edad superiores a 60 afios, que se incrementa cada década. Se observa
en la figura 1 como la incidencia de las EA (en particular) aumenta
rapido con la edad y que cada cinco afios se dobla, siendo de 1.98 en
el rango de edad entre 50-59 y de 39.31 para personas mayores de 80
hasta el afio 2006 para Europa (Cornutiu, 2015). Finalmente, es muy
relevante ver las diferencias entre ambos sexos. Los estudios EuroDem
y EuroCoDe comparan la prevalencia de las demencias en personas de
ambos sexos. En las conclusiones presentan que en hombres y mujeres

de 60 afos la prevalencia es similar, rondando un 0.4% mientras que a
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los 90 afos hay una brecha con un 22.1% en hombres y 30.8% en

mujeres (figura 2).
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Figura 1: incidencia de EA mundial entre los afios 1995 y 2006. Grafico realizado a
partir de los datos de Cornutiu (2015).
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Figura 2: prevalencia de las demencias en Europa en funcién del rango de edad
comparada por sexos. Gréfico realizado con datos del estudio EuroDem y EuroCoDe,
disponible en (http://www.alzheimer-europe.org/EN/Media/Images/Article-
Images/Prevalence-Rates/Eurodem).
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Sin embargo, el incremento de prevalencia en las mujeres no puede
ser atribuido a la mayor longevidad de éstas frente a hombres entre
los rangos de 60-80 afios, porque la tasa de mortalidad en ambos sexos
no es lo suficientemente elevada como para ser un factor
determinante (Vifia y Lloret, 2010). Una posible explicacién de la
mayor prevalencia de demencias en mujeres es su mayor incidencia de
diabetes y obesidad, ademas de que los efectos protectores de los
estrégenos han disminuido tras la menopausia (Vifia y Borras, 2010).
De hecho, se ha demostrado que los estrégenos poseen una capacidad
protectora en las mujeres pre-menopausicas, ya que los estréogenos
influyen sobre las enzimas colinérgicas y sobre el factor de crecimiento
neuronal, ademds de actuar como antioxidantes (Kélsch y Rao 2002;

Vina y Borras 2010).

1.3. Etiologia y Fisiopatologia de |la EA

1.3.1.Anatomia patoldgica y biologia molecular de la EA

A nivel macroscépico encontramos que la estructura cerebral se
encuentra afectada por una degradacion bilateral (normalmente
simétrica) que permite avanzar a los ventriculos y evidencia la
disminucién del espesor de las circunvoluciones cerebrales. También
se aprecia un aumento en la profundidad de los surcos y disminucién
del peso y volumen cerebral. Todos estos cambios aparecen en la
figura 3, que muestra un corte seccional de un cerebro normal y otro

con EA.

16



Brain Cross- Sections

Suculus

&= / /Gyrus
S 7)) @

Ventricle /

b
—-&8°2 Sho,

| ‘ La‘guage
W 2
Memory:

Normal Alzheimer’s

Figura 3: esquema de un corte seccional de un cerebro sano a la izquierda y un
cerebro con Alzheimer a la derecha. Resalta la amplitud del ventriculo, la
profundizacién de los surcos y la degeneracion de zonas encargadas de la memoria y
del lenguaje. Tomado de http://www.brightfocus.org.

La anatomia patoldgica subyacente a la EA se ha estudiado de forma
muy intensa en los Ultimos 30 afos. Hoy en dia sabemos que esta
enfermedad se caracteriza por dos lesiones definitorias y definitivas en
el parénquima cerebral: las placas amiloides y los ovillos

neurofibrilares.

Dado su diferente origen bioquimico y sus dispares mecanismos
moleculares que contribuyen por separado a esta enfermedad, ambas
lesiones se tratan a continuacién por separado y se analizan desde su

formacién hasta sus efectos patoldgicos.
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a) PB-amiloide y la formacién de placas amiloides

Antes de profundizar en el apartado, es conveniente remarcar que el
término “placas seniles” se emplea en ciencia como sindnimo de
“placas amiloides” ya que ambas se refieren a lesiones que aparecen
en forma de acumulaciones extracelulares de elementos de diferente
naturaleza. Entre ellos abunda la deposicién de un péptido corto de 40
6 42 aminodcidos de longitud llamado péptido beta-amiloide (o

también péptido AB o simplemente AB).

Las placas amiloides son lesiones de forma esferoidal y de 10-120 um
de didmetro (Morgan et al. 2004). Estdn constituidas por un nucleo
central de péptido AP rodeado de restos de neuronas degeneradas, lo
gue se conoce como la parte neuritica de la lesién (Duyckaerts et al.
2009) y que histolégicamente forma una especie de corona alrededor
del ndcleo de la placa amiloide. Entre estas neuritas distréficas, se
pueden distinguir restos de astrocitos y microglia activada (Hampel et

al. 2010).

Se han descrito diferentes formas de deposicidon de este péptido en el
parénquima cerebral (Morgan et al. 2004, Duyckaerts et al. 2009). En
primer lugar se distinguen los depdsitos difusos, los cuales no
contienen un nucleo sélido de AB, pero si presentan algunas fibras de
este péptido que no se tifien con los tintes especificos mencionados
previamente, porque se encuentra en forma de fibras aisladas. Asi
pues, este tipo de depdsito se asocia a un estado muy inicial de la

formacién de placas, puesto que no correlaciona con ningin aspecto
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clinico y se ha encontrado en sujetos cognitivamente normales (Selkoe

2001; Morgan et al. 2004, Duyckaerts et al. 2009).

Una categoria superior serian los depésitos focales que ya contienen
restos celulares (especialmente de microglia) y, finalmente, las placas

amiloides mencionadas previamente.

Aungue el componente fundamental de las placas es el AB, también se
han encontrado otros componentes que colocalizan en los depdsitos
amiloides como son: mucopolisacdridos, al-antiquimiotripsina,
inmunoglobulinas (especialmente IgA E IgG), factores del
complemento, fibrindgeno, apolipoproteina E (ApoE), colesterol,
apolipoproteina J (o clusterina) situada en la zona de la corona,
presenilinas, elementos extracelulares como moléculas ICAM1 o
heparan sulfato y diversos metales como hierro, zinc y cobre

(Bohrmann et al. 1999).

Se ha estudiado el comportamiento de estas moléculas que se
localizan en las placas seniles con el fin de ver si favorecen o dificultan
la deposicion de fibras de AB y cémo afectan a la formacion de placas.
A continuacién aparece una tabla-resumen (tabla 1) en la que se
recogen algunas de las diferentes moléculas que colocalizan en las
placas amiloides, asi como su papel en la agregacién del AB segun la

referencia consultada.
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Tabla 1: diferentes moléculas que afectan a la agregacion del AB.

Molécula Efecto sobre la Referencia
agregacion de AB
ApolJ o Clusterina Inhibidor/Estimulador (Nuutinen et al.
2009)
ApoE Inhibidor/Estimulador (Selkoe 2001)
(dependiendo del
genotipo)
Cu Estimulador (Morgan et al.
2004)
azantiquimiotripsina - (Fraser et al.
1993)
aiantitripsina Inhibidor (Bohrmann et
al. 1999)
Fe Estimulador (Morgan et al.
2004)
IgA e IgG Inhibidor (Bohrmann et
al. 1999)
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En cuanto a la localizacidn de las placas a nivel histoldgico, la mayoria
de los depdsitos de AB se localizan en la sustancia gris aunque se
pueden ver depdsitos difusos de AR en la sustancia blanca (Duyckaerts
et al. 2009). En una visidn global es remarcable el hecho de que las
placas se encuentran repartidas por todo el encéfalo, predominando
en hipocampo, corteza entorrinal y neocértex. Esta localizacion es
dependiente de la fase de la enfermedad en la que se encuentra el
sujeto, apareciendo en un primer momento en la corteza entorrinal.

(Morgan et al. 2004).

Parece ser que la deposicion de AB en forma de placas se debe a un
desequilibrio entre su produccién y su aclaramiento o degradacién
(Mawuenyega et al 2010). No obstante, la deposicion de AB en el
parénquima cerebral no es indicativa inmediata de una EA. Se ha visto
que a causa del envejecimiento también aparecen estas lesiones
histopatoldgicas sin que lleven asociadas trastornos neuroldgicos

(Selkoe, 2001; Haass y Selkoe 2007).

b) Aspectos moleculares de APB: proteina precursora,

procesado, agregacion y degradacion

El péptido amiloide tiene su origen en una proteina llamada proteina
precursora del péptido amiloide (por sus siglas en inglés se le
denominard de forma abreviada: APP), cuyo gen estd localizado en el
cromosoma 21, concretamente en el locus 21921.2. Es una proteina
con un Unico motivo transmembrana. Su dominio extracelular
contiene el extremo N-terminal y un corto dominio citoplasmatico

contiene su extremo C-terminal (Morgan et al. 2004).
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Se ha visto que el gen APP contiene 19 exones separados por regiones
no codificantes, por lo que existen diferentes isoformas de APP que se
generan por splicing alternativo, las tres mas frecuentes contienen
695, 751 y 770 aminoacidos (Karch et al. 2014). El gen de la APP
aparece en la figura 4 asi como los dominios a los que codifica. Se
puede observar que la secuencia del péptido AP se encuentra
mayoritariamente en el dominio extracelular y parcialmente en el

dominio transmembrana.

300 671 770
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NH, | 5P | HBD1 | cusD | znBD - HBD2 ' RC | . CENEEN 00
—

Figura 4: ilustracion del gen de la APP y sus principales dominios proteicos. SP_
péptido sefial, HBD1 y 2 son dominios de unién a heparina, CuBD y ZnBD son lugares
de uniodn a estos dos metales. KPI es el dominio inhibidor de proteasas tipo Kunitz. RC
es una region de cola. AB es la regidon que codifica al péptido amiloide. CT: cola
citoplasmatica de diferente longitud dependiendo del punto de corte. Modificado de
Zhou et al. 2011.

Se ha observado que las proteinas que contienen 751 y 770
aminoacidos se expresan mayoritariamente en células no neuronales,
mientras que la APP con 695 residuos se expresa, también en su
mayoria, en neuronas. La diferencia entre estas isoformas de la APP
reside en un pequefio péptido de 56 aminoacidos que otorga una
funcién especial haciéndolas capaces de inhibir proteinas con
actividad serina proteasas, como la tripsina y la quimiotripsina
(ilustrado como KPI en la figura 4). Esto es especialmente relevante en
la coagulacidn de la sangre y de hecho se ha visto que estas dos

isoformas mds largas se encuentran principalmente en las plaquetas
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(son capaces de inhibir especificamente el factor Xl, de la cascada de

coagulacién) y estdn ausentes en el tejido nervioso (Selkoe 2001).

Ademas de la variabilidad que otorga el splicing alternativo del RNA
mensajero, hay que tener en cuenta las modificaciones post-
traduccionales que ocurren en el transcrito primario (N-glicosilacién,
O-glicosilacién) que son fundamentales para alargar su vida media,
que suele ser de unos 45-60 minutos (Selkoe 2001). Una vez localizada

en la bicapa lipidica, la APP es procesada.

La APP es una proteina de expresidon constitutiva en humanos vy
contiene proteinas homdlogas en Drosophila (gen APPL, amyloid
precursor protein-like), lo que indica una conservacion a lo largo de la
evolucidon de este gen (Selkoe 2001). De hecho, diversos autores
defienden que la APP tiene funciones fisioldgicas importantes: se ha
visto que tiene un papel relevante en la supervivencia neuronal, en la
regulacion del crecimiento de neuritas (Zhou et al. 2011) y en la

plasticidad sindptica (Young-Pearse et al. 2007).

En la figura 5 se ilustra el procesamiento de APP, que se lleva a cabo
por unas enzimas llamadas a, B y y secretasas en funcién del sitio de
corte en la proteina. Existen dos vias de procesamiento de APP: la
amiloide que genera el ARy la no amiloide, que libera una proteina (s-

APPa) con funciones fisioldgicas.
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Figura 5: procesamiento de la proteina APP, originaria del péptido amiloide. A la
izquierda se observa el procesamiento no amiloidogénico de la APP mediante a-
secretasa. A la derecha se observa el procesamiento amiloidogénico llevado a cabo
por la B-secretasa y la y-secretasa. Tomado de (Patterson et al. 2008).

Por un lado, la via no amiloide se inicia con un corte en la APP por la a-
secretasa, una metaloproteinasa que libera al espacio extracelular al
péptido s-APPa. A este péptido se le atribuyen funciones importantes
como la regulacién de la excitabilidad neuronal y efectos
neuroprotectores (Zhou et al. 2011). También se cree que tiene
funciones en la activacién de receptores muscarinicos (Nitsch et al.
1992; Mattson 2004) y existen evidencias que apuntan a que s-APPa
puede unirse a las células de la zona subventricular (SVZ), uno de los
lugares del sistema nervioso adulto con potencial para la

neurogénesis, con una funcién no conocida todavia (Caillé et al. 2004).

Tras el corte de la a-secretasa, el péptido que permanece anclado en
la membrana es un péptido de 83 aminodcidos con el extremo C-
terminal, que va a ser procesado por un enzima comun a las via
amiloide y a la no amiloide. En la via no amiloide la y-secretasa genera
el llamado péptido AICD (del inglés APP intracellular domain) que

parece tener un papel como factor de transcripcion en la inhibicién de
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la neurogénesis (Zhou et al. 2011). Ademas, se genera un péptido

soluble, corto y extracelular, llamado P3 (Selkoe 2008).

Por otro lado, la via amiloidogénica requiere de dos enzimas que
secuencialmente corten la APP. Cuando el corte inicial de la proteina
precursora amiloide tiene lugar por la B secretasa también llamada
“Beta-site APP Cleaving Enzyme” (BACE) en lugar de por la a-secretasa,
se libera una proteina extracelular similar a s-APPa pero 16
aminodcidos mas corta llamada s-APP (Patterson et al. 2008; Hampel
etal. 2010). En este momento hay un péptido de 99 aminoacidos unido
a la membrana plasmadtica, que empieza por el primer residuo del

péptido amiloide.

El posterior corte por la y-secretasa libera por un lado el péptido AR
(de 40 o0 42 aminoacidos) y por otro una porcion AICD al interior de la
célula (Zhou et al. 2011). Hay que destacar que la y-secretasa es un
complejo multiproteico conformado por 4 proteinas diferentes:
presenilinas (1y 2), nicastrina, anterior pharynx defective-1 (Aph-1) y
presenilin enhancer-2 (Pen-2). Estas proteinas parecen afectadas y son
susceptibles de ser transmitidas genéticamente en la forma de
Alzheimer familiar. De hecho, existen mutaciones en los genes que
codifican las presenilinas 1 y 2 que aumentan la actividad de la y-
secretasa, incrementando de forma directa la produccién de AB

(Patterson et al. 2008).

Hasta principios de este siglo se consideraba que la liberacion del

péptido AP era un evento patoldgico causado por la y-secretasa. Sin
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embargo el uso de anticuerpos especificos contra AR demostré que

este evento ocurre de una forma totalmente fisioldgica (Selkoe 2001).

Tras la formacion del AB, el péptido forma una estructura secundaria
en forma de hoja B plegada (Walsh et al. 1999), la cual es muy pegajosa
y tiende a agregarse con otros péptidos de la misma naturaleza de una
manera ordenada. Incluso si existen péptidos de longitud diferente,
éstos tienden a plegarse en consonancia con los otros péptidos hasta

formar una placa (Haass y Selkoe 2007).

Una vez procesado, el AB puede permanecer en el espacio extracelular
formando placas- como ya se ha descrito- o bien puede entrar al
interior de las células. El camino intracelular que siguen todos los
péptidos AB estd todavia por dilucidar. Segin Hartmann vy
colaboradores la ruta endosoma-lisosoma tiene un papel importante
en la internalizacidn de muchos péptidos, entre ellos el péptido

amiloide (Hartmann et al. 1997).

Finalmente, la degradacion del AP es un proceso casi de igual
relevancia que su formacién para la EA. Esta se realiza por varias
enzimas, como por ejemplo la neprilysina y la enzima degradadora de
insulina, que cataboliza los mondmeros de AB pero no los oligémeros
ya agregados (Haass y Selkoe 2007; Duyckaerts et al. 2009). Otros
estudios también apuntan a que la enzima convertidora de
angiotensina (ECA) o los activadores del plasmindégeno también
podrian ser proteinas que degradasen AB (Tucker et al. 2000; Hu et al.

2001). Ademas, el AB en su forma soluble y no depositada es aclarado
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desde el tejido cerebral al liquido intersticial (Cirrito et al. 2003; Bero

etal. 2011).

También estda documentada la salida del AB por la barrera
hematoencefalica (BHE) hacia la sangre empleando transportadores
como LRP-1 (del inglés low density lipoprotein receptor-related
protein 1) y la P-glicoproteina (Pflanzner et al. 2011). En relacién con
la primera proteina, se ha visto que el péptido AICD es capaz de regular
negativamente la expresion de LRP-1 (Liu et al. 2007). Igualmente
existen evidencias de que LRP1 seria capaz de actuar como

transportador bidireccional de AB (Pflanzner et al. 2011).

Hay que sefialar que la BHE es una estructura dinamica que separa el
sistema nervioso central (SNC) de la circulacién periférica de una
manera fisica y metabdlica (Huber et al. 2001). Entre sus multiples
funciones destacan la regulacién de la permeabilidad celular; la cual
limita el paso de iones, moléculas y compuestos metabdlicos al tejido
cerebral. Su principal virtud es el hecho de regular la entrada y salida
de nutrientes, iones, oxigeno y moléculas; ademas de servir de
proteccion ante toxinas gracias a las uniones estrechas que se
encuentran en las células endoteliales (Obermeier et al. 2013). La BHE,
por tanto, proporciona un ambiente protector que permite un buen

funcionamiento de las neuronas.

Por consiguiente, para permitir la salida y/o entrada de diferentes
moléculas entre el tejido nervioso y otros tejidos es necesario que esta

BHE tenga proteinas transportadoras especificas para dicho fin.
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Existe un flujo de AP hacia el liquido cefalorraquideo (LCR) desde la
sangre que atraviesa la BHE mediante transportadores como RAGE
(del inglés, receptor for advanced glycation endproducts) (Kook et al.
2013). La interaccidn entre el AR y RAGE es una fuente de moléculas
pro-oxidantes que acaban por incrementar el estrés oxidativo en la

célula pero también contribuye a la respuesta inflamatoria generada

por la microglia (De Strooper y Karran 2016).
c) Toxicidad mediada por AB

Dos de las disfunciones celulares mds asociadas al envejecimiento son
el incremento del estrés oxidativo y el funcionamiento deficiente del
metabolismo energético. En el Alzheimer estos dos fendmenos se
cumplen de forma absoluta y son favorecidos por el AR, como aparece

en la figura 6.

Endoplasmic

reticulum \

Figura 6: esquematizacion del proceso de estrés oxidativo inducido por el AB en la
célula. Tomado de Mattson (2004).
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Entendemos por estrés oxidativo al estado de desequilibrio entre los
agentes oxidantes celulares -siendo los mds abundantes las especies

reactivas de oxigeno- y los antioxidantes (Sies, 1986).

Experimentos previos realizados en nuestro laboratorio, demostraron
que el AB induce un aumento de la produccidn de radicales libres en
mitocondrias aisladas y que, ademds, provoca la agregacion
mitocondrial y la salida de citocromo C de la mitocondria que, a su vez,
conduce a la apoptosis de la célula (Lloret et al. 2008). Esto coincide
con lo que afirman (Reddy et al. 2005; Wang et al 2013+), ya que segun
ellos el AB es capaz de entrar al interior de la célula y producir estrés
oxidativo en las mitocondrias, desacoplando la cadena transportadora
de electrones y dafando asi a la célula al reducir la cantidad de ATP
que se sintetiza y aumentando la generacién de radicales libres.
Ademads, esta documentado que fuera de la célula, durante la
agregacion de oligdmeros de AP, se produce H,0,. Este proceso esta
muy favorecido por la presencia de iones reducidos que pasan a su

forma oxidada como Fe*?y Cu* (Zhao y Zhao, 2013).

Cuando el AB se agrega en las inmediaciones de la membrana celular
promueve la peroxidacion de lipidos formando malondialdehido
(MDA) o 4-hidroxinonenal (4HNE) entre otros (Wang et al. 2013). Los
lipidos peroxidados afectan a las proteinas de membrana y son
capaces de modificar residuos de lisina, histidina o arginina (Mattson
2004; Carrillo-Mora et al. 2014). Esto afecta al funcionamiento de los
canales idnicos dependientes de ATP (como la bomba Na*/K*), de los
transportadores GLUT [especialmente al GLUT 3, presente en el

cerebro y principal encargado de permitir la entrada de glucosa a la
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célula nerviosa, (Guyton y Hall, 2006)], de las proteinas G (que
resultan modificadas por la unién covalente irreversible del 4HNE) vy,
finalmente, de los transportadores de glutamato (comprometiendo,
asi, la via de reciclaje de las vesiculas sinapticas) (Wang et al. 2013).
Estos procesos hacen que la célula esté expuesta a excitotoxicidad y

la abocan a la apoptosis.

Hay que destacar que la principal fuente de energia de las células
nerviosas proviene de la glucosa, por lo que la funcién deficitaria de
los transportadores GLUT reduce la cantidad de moléculas disponibles
para el metabolismo. Ademds, se ha visto que en cerebros de
pacientes de EA la actividad de enzimas claves para el metabolismo,
como el complejo piruvato deshidrogenasa y la citocromo C oxidasa,

se encuentran muy reducida (Blass 2001, Wang et al. 2013).

Cuando las células nerviosas tienen déficit de glucosa, pueden
alternativamente emplear cuerpos cetdnicos e introducirlos en el ciclo
de Krebs para obtener energia. En el caso de la EA, se ha visto que el
complejo a-cetoglutarato deshidrogenasa tiene una actividad menor
que la fisiolégica, anulando también esta via del metabolismo

energético en la enfermedad (Blass 2001).

El AR también causa desregulacion de la homeostasis del calcio,
aumentando su concentracidn intracelular, ya que inactiva las bombas
de Ca*? de la membrana por lo que este ién entra a través de canales
dependientes de voltaje, pero no sale (Wang et al. 2013). Ademads, hay
evidencias que prueban que proteinas clave en la regulacion del Ca*?

como la calmodulina o la calpaina estan sobre-expresadas en la EA
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(Wang et al. 1999). Esta elevada concentracidn intracelular de Ca*?
causa mayor estrés en el reticulo endoplasmatico y en la mitocondria,
llevando a una menor produccion de ATP y a un déficit de funcién del
mismo. Finalmente, el péptido AP es capaz de interaccionar con iones
metalicos reducidos (Cu, Zn, Fe) y unirlos a su estructura, afectando la
actividad de éstos que estd muy implicada en la funcionalidad

neuronal (Zhao y Zhao 2013, Carrillo-Mora et al. 2014).

Todos estos procesos llevan a la apoptosis de la célula mediada por la
ruta de las caspasas que culmina con la liberacion del citocromo C por
parte de la mitocondria al espacio intracelular (Alberts et al. 2008;
Lloret et al. 2008). Curiosamente, se ha visto que la exposicién de
neuronas en cultivo a AB induce la cascada apoptédtica y aumenta la

expresion de p53, Bax y Par-4 (Zhang et al. 2002).

Un aspecto del metabolismo que todavia no ha sido mencionado, pero
que es de especial relevancia, es el metabolismo lipidico,
especialmente el metabolismo del colesterol. El cerebro es un 6rgano
rico en colesterol (Hirsch-Reinshagen et al. 2009) y a nivel celular este
lipido se localiza formando parte de las membranas celulares y, de
forma especial, en las vainas de mielina. Casi todo el colesterol del
cerebro esta sintetizado in situ, puesto que no puede cruzar la BHE
desde la circulacién periférica. Sin embargo, dada la incapacidad de las
células nerviosas para degradar el colesterol, este es convertido a 24-

S-hidroxicolesterol que si atraviesa la BHE y sale del tejido nervioso.

Numerosos transportadores de la familia de los ABC intervienen en la

regulacién de la homeostasis del colesterol en todos los tejidos y, entre
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ellos, los de las clases ABCA y ABCG son especialmente abundantes en
el cerebro. ABCA1 es un transportador que permite la salida de
proteinas transportadoras de colesterol y une moléculas lipidicas a las

lipoproteinas (Kanekiyo et al. 2014).

Dentro del sistema nervioso central los lipidos en general son
transportados por lipoproteinas bioquimicamente similares a las HDL
(high density lipoprotein) (Kanekiyo et al. 2014), que se conocen como
apolipoproteinas. La principal de todas ellas es la Apoliporpoteina E o

ApoE.

La ApoE se sintetiza principalmente en los astrocitos. Es capaz de
unirse a péptidos AB y existen evidencias en la literatura de que puede
actuar como chaperona en la polimerizacién de las placas seniles, pero
también tiene un rol en su degradacién (Zhong y Weisgraber, 2009).
La relacién entre ApoE y los transportadores ABCA es uno de los
objetivos de muchos proyectos de investigacidn, puesto que se ha
visto que una ApoE con pocos residuos lipidicos unidos es capaz de

promover la deposicién del AB (Chourakiy Seshadri, 2014).

Son de especial interés los estudios sobre la disposicion en RAFTs
lipidicos del colesterol. Estos microdominios son lugares donde
intervienen multiples proteinas y se conoce que la B y la y-secretasa,
es decir, la via amiloidogénica de la APP actian en estos
microdominios. Por su parte la a-secretasa o, via no amiolidogénica,
lo hace fuera de éstos. Por tanto, a mayor colesterol en la membrana
celular mas se favorece la produccion de AB (Hirsch-Reinshagen et al.

2009). Segun Kanekiyo y colaboradores el alelo 4 de la ApoE promueve
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la agregacidon de AP en las placas seniles, dado que es capaz de
interaccionar con el péptido. También se ha visto que ApoE4 reduce el
aclaramiento extraneuronal del péptido y es capaz de introducir AB en
la neurona mediante sus receptores de membrana LDLR (Low density

lipoprotein receptor) (Kanekiyo et al. 2014).

Asimismo se ha visto un incremento en las cantidades de colesterol y
ceramidas en cerebros de pacientes de EA respecto a controles
(Mattson 2004). En la misma linea, la exposiciéon de neuronas a AR

provoca un aumento del colesterol en ellas.

Otro fenémeno patoldgico relacionado con AR y que se daenla EAes
la alteracién sindptica. Diferentes estudios describen una reduccion de
proteinas sindpticas y post sindpticas en pacientes con EA respecto a
controles. Ademas, los oligdmeros de AP pueden actuar inhibiendo
fendmenos implicados en la plasticidad sindptica como el LTP y
promoviendo otros como el LTD (Wang et al. 2002; Shankar et al.

2008).

El fenédmeno conocido como LTP (del inglés, Long Term Potentiation),
también llamado potenciacion a largo plazo en nuestro idioma, es un
aumento de la amplitud del potencial de accién excitatorio que se
establece entre dos neuronas, tal y como lo definen Purves y
colaboradores (Purves et al, 2001). Los mismos autores definen al LTD
(long time depression) o depresion a largo plazo, como un fenémeno
que debilita las conexiones sinapticas reduciendo los potenciales de

accion disparados por las neuronas.
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La accién del AB sobre la sinapsis es especialmente llamativa ya que
las areas cerebrales en las que hay mayor actividad de LTP son las
regiones CA1, CA3 y la zona del giro dentado; todas ellas en el
hipocampo. Casualmente, son estas zonas las primeras en ser
afectadas por los depdsitos amiloides en las fases mas tempranas de

la enfermedad (Frisoni et al. 2010).
d) Tau fosforilada, ovillos neurofibrilares y EA

La otra lesidn insignia de la EA son los ovillos neurofibrilares. Estos
estan constituidos por filamentos helicoidales dobles, los cuales estan
compuestos fundamentalmente por la proteina tau y neurofilamentos
anormalmente fosforilados, que corresponden a proteinas que forman

parte del citoesqueleto neuronal (Alberts et al. 2008).

La proteina tau actua de forma multimérica estabilizando los
microtubulos de las neuronas al formar puentes entre las fibras de
tubulina. Principalmente se encuentra en células del tejido nervioso
como las neuronas, astrocitos y oligodendrocitos (Alberts et al. 2008).
En la EA esta proteina se hiperfosforila y conduce a un ensamblaje y
desensamblaje alterado de los microtubulos, dando lugar a un
bloqueo en el transporte de orgdnulos y proteinas en el citoplasma
neuronal, en los axones y en las dendritas con su consecuente
disfuncién y degeneracién (Ballard et al. 2011). Esto aparece ilustrado

en la figura 7.
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Figura 7: Esquematizacion de como la hiperfosforilacion de tau impide el transporte
por los microtibulos y acaba dando lugar a los ovillos neurofribrilares. Fuente:
http://flipper.diff.org/app/items/info/5017

Existen evidencias que describen filamentos constituidos por tau
hiperfosforilada dentro de las neuronas en degeneracion que se sitdan
cerca de placas amiloides y también en células gliales que no se co-

localizan con placas seniles (Alvarez et al. 2002).

Por tanto, la proteina tau hiperfosforilada situada en los axones y
dendritas forma agregados intraneuronales que, a medida que se
entrelazan con filamentos celulares, aumentan de tamafio y generan
ovillos que inducen a la apoptosis celular. Estos ovillos son insolubles
y se presentan como uno de los principales marcadores tisulares de la

enfermedad (Ballard et al. 2011).

Otros componentes de los ovillos neurofibrilares son: la proteina Alz-

50, neurofilamentos fosforilados, proteinas asociadas a microtubulos,
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vicentina, actina y ubiquitina. También hay moléculas asociadas al ciclo
celular como la ciclina B y la quinasa dependiente de ciclina (CDK5)
(Duyckaerts et al. 2009). Esto ultimo esta avalado por trabajos que
describen que las neuronas intentan entrar en el ciclo celular en la EA

y al no poder completarlo entran en apoptosis (Nagy et al. 1998).

Existen proteinas que estan estrechamente vinculadas en la
conversion de tau a p-tau y que también aparecen alteradas en la EA.
Una de ellas es la glucdgeno sintasa quinasa 3B (GSK3B) que es una
guinasa que se encuentra implicada en gran variedad de procesos
celulares como la apoptosis (Turenne y Price 2001) y la estabilidad del

citoesqueleto (Anderton et al. 2001).

Estudios recientes ponen de manifiesto que GSK3p interviene en la
hiperfosforilacién de la proteina tau (Asuni et al. 2006), en el aumento
de produccion de AB (Phiel et al. 2003) y también se relaciona con la
disminucién de sintesis de acetilcolina (Hooper et al. 2008). Se ha
encontrado GSK3B en las neuritas distréficas y en los ovillos
neurofibrilares. Ademas, se ha detectado un aumento de su actividad
en la corteza frontal de los sujetos con EA. A nivel periférico se ha
encontrado un aumento de la expresién de este enzima en los
linfocitos de sujetos con EA y con deterioro cognitivo leve (Hye et al.
2004). Todos estos hallazgos sugieren que la actividad de GSK3pB se

encuentra incrementada en la EA.

Otras dos proteinas muy estudiadas en relacién a la hiperfosforilacion
de la tau son la calcineurina y su proteina reguladora (RCAN1). La

calcineurina es una fosfatasa de serinas/treoninas, dependiente del
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sistema calcio-calmodulina, que estd muy expresada en el tejido
cerebral y estda asociada con procesos como el aprendizaje y la
memoria. Se sabe que ademds media en la regulacion de la
fosforilacién/defosforilacion de proteinas, entre ellas la proteina tau

(Porta et al. 2007).

Volviendo a la lesién anatomo-patoldgica, estd documentado que las
regiones con mas afectacién son hipocampo, corteza entorrinal,
neocdértex, amigdala y nucleos del prosencéfalo basal (Duyckaerts et
al. 2009). La localizacién de estos ovillos neurofibrilares fue objeto de
estudio por Braak y Braak (1995) que describieron un patrén de cémo
progresa la localizacién de los mismos a medida que avanza la
enfermedad. Asi, ellos describen seis etapas en el desarrollo de los
ovillos neurofibrilares que se prolongan en el tiempo mas de 50 afios
(excepto si se trata de una forma familiar de la EA, que serd

mencionada mas adelante) y que estan ilustradas en la figura 8.

En las dos primeras etapas (I y Il) hay un inicio de dafio en la regién
transentorrinal, localizada entre el hipocampo y el neocértex, a nivel
del l16bulo temporal medio. Esto es coherente con lo observado por
(Braak y Del Tredici 2011), ya que ellos describen que los ovillos
neurofibrilares se pueden encontrar en sujetos jovenes de entre 40 y

50 afios y cognitivamente sanos.
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Figura 8: estadios revelados mediante inmunotincidn que reflejan las tres etapas de
la histopatologia de tau. Ditinguimos seis fases comprendidas en tres grandes etapas
(etapa transentorrinal, etapa limbica y etapa neocortical). Fuente: (Braak y Braak
1995).

Durante las etapas Il y IV existen dafios propagados a nivel del cortex
entorrinal y de la regién transentorrinal que llegan a la zona CA1 del
hipocampo (Braak y Braak 1995). Existe una importante destruccién
de las capas entorrinales responsables de la transmisién de
informacidn entre neocorteza e hipocampo. Al final de las etapas se

difunde el proceso de destruccion tisular hacia la amigdala.

Finalmente, las etapas V y VI corresponden con los criterios

histopatoldgicos empleados por la NINCDS-ADRDA para diagnosticar
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clinicamente a un enfermo de Alzheimer (ver capitulo 4). En ellas se
aprecian grandes cantidades de ovillos neurofibrilares en la mayoria
de las divisiones del cortex cerebral y es especialmente severo el dafo
gue se puede observar en las areas asociativas neocorticales, que
dejan poco afectadas a las dreas sensoriales primarias y a los campos

motores primarios (Braak y Braak 1995).

Para concluir este apartado, hay que destacar que los ovillos tienen
una fuerte relacién con el deterioro cognitivo y la pérdida de sinapsis,
pero resulta destacable el hecho de que una mutacién en la proteina
tau no produce EA, sino demencia frontotemporal (Spires-Jones y

Hyman 2014).

Dadas todas las evidencias, cabe mencionar que existen dos teorias
respecto al origen molecular de la EA. Por un lado, la teoria de la
cascada amiloide defiende que la base de la EA es el péptido AB y que
las alteraciones de tau, asi como la formacion de ovillos
neurofibrilares, estan causados por los efectos téxicos del AR (Ballard
et al. 2011). Por otro lado, la teoria defendida por los llamados tauistas

defiende que en el centro del comienzo de la EA se encuentra tau.
e) Mecanismos compensadores en la EA

Con todos los conceptos explicados previamente, resulta interesante
considerar una visidn de conjunto donde se tengan en cuenta todas las
rutas moleculares que surgen a partir de las alteraciones que ocurren

en la EA.

A lo largo del presente capitulo, podia entenderse de forma sutil que

todos los dafios mediados por AP siguen la légica de que una mayor
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cantidad de este péptido genera un dafio cada vez mayor. Dicho de
otra forma, el dafio que produce AP se contempla cuantitativamente.
Sin embargo, De Strooper y Karran (2016) argumentan que si este
proceso fuera Unicamente cuantitativo, la disminucién de péptido AB
y de placas amiloides seria suficiente para detener la progresidn de la

EA.

Existen estudios inmunoldgicos que prueban que mediante el uso de
anticuerpos es posible reducir la formacién de AB y aumentar el
aclarado del mismo (Janus et al. 2000; Morgan et al. 2000). Estos
estudios se iniciaron en ratones transgénicos APP y en ellos se
demostré6 no sdélo que estos anticuerpos cruzan la barrera
hematoencefalica (especialmente los anticuerpos de isotipo 1gG), sino
que son efectivos eliminando péptido AB. Ademas, en aquellos
animales en los que se elimind AB, hubo una mejora en la funcién

cognitiva (Boche y Nicoll, 2008).

Dados los buenos resultados en los modelos animales, se iniciaron
varios estudios clinicos para comprobar si esta estrategia de
inmunizacion podia ser llevada a cabo en pacientes. Los resultados
muestran que no hay una recuperacién cognitiva sustancial ni
tampoco una prevencién del deterioro neuroldgico asociado a la EA.
No obstante, hay que destacar que el disefio experimental en
pacientes es mucho mas complicado que en ratones y que son pocos
los ensayos clinicos llevados a cabo hasta ahora, la mayoria de los
cuales han tenido que ser interrumpidos por dificultades asociadas al
tratamiento. Ademas, los diferentes ensayos clinicos encontrados en

la literatura no son homogéneos, puesto que el titulo de anticuerpos
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usado en los sujetos varia entre los diferentes estudios (Janus et al.

2000; Boche y Nicoll, 2008; Hampel et al. 2010).

Si tenemos en cuenta que la EA no es sélo una enfermedad de causa
Unica, sino que es multicomponente, el AR ejerceria como principal
causante y detonador directo de mdltiples alteraciones celulares,
previamente mencionadas, al igual que de otros tantos procesos
fisiolégicos que faltan por mencionar. Esto podria otorgarle al AB un
papel mas cualitativo que cuantitativo, entendiendo, pues, que la sola
presencia de AB es causa suficiente para iniciar estos efectos (Karran
et al. 2011). Esto puede ser concebido asi siempre que el AB exista a
concentraciones capaces de provocar agregacion en placas amiloides

y desarrollar paralelamente su citotoxicidad intracelular.

Si el AB tiene solo un papel cualitativo, la EA deberia de tener una
manifestacion mds o menos inmediata, mientras que multiples
estudios defienden que la EA es una enfermedad subyacente, que
muestra los primeros sintomas casi 20 afios después de su inicio real
(Jack y Holtzman 2013; Dubois et al. 2014). Este retraso en el inicio de
la sintomatologia puede ser debido a la existencia de mecanismos
compensadores que retrasan la manifestaciéon de la enfermedad

(Lazarczyk et al. 2012).

En relacion a esta idea, las respuestas fisioldégicas pueden ser
dependientes o no de las células afectadas (principalmente nerviosas).
Estas respuestas pueden centrarse en mantener la homeostasis
principalmente mediante mecanismos pro-inflamatorios o bien en

poner en marcha rutas que favorezcan la plasticidad sindptica en las
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cuales la astroglia estd muy implicada (De Strooper y Karran 2016).
Cuando el primer mecanismo se vuelve crénico e irreversible, la
compensacién se ve comprometida y la enfermedad avanza. La
cronicidad del proceso inflamatorio es un proceso que, si bien puede
estar iniciado por AP (y por tau), no parece ser dependiente de estos

marcadores patolégicos en su evolucion.

Ademas, la microglia se activa a causa de los depésitos de AR (Hampel
et al. 2010) e inicia la via clasica del complemento. Asi, se libera
interleuquina-1B y varias citoquinas, que activan inmediatamente a los
astrocitos que rodean las placas amiloides los que, a su vez,
promueven la cascada inflamatoria previamente mencionada (Selkoe,
2001). También se activan proteinas de la fase aguda, como la al-

antiquimiotripsina (McGeer y McGeer 1995; Rogers et al. 1996).

Cuando la reaccion celular y molecular no puede mantener la
homeostasis y se ve superada por los procesos patoldgicos, aparece la

fase clinica de la EA (De Strooper y Karran 2016).

Todos estos mecanismos compensadores acttan en la fase preclinica
de la enfermedad con la finalidad de mantener la funcidn cognitiva
reordenando las redes neuronales y resistiendo las agresiones

cerebrales que se producen (Bookheimer et al. 2000).
1.3.2.Genética de la EA

Durante los ultimos afios la investigacion también se ha centrado
mucho en la etiologia de la EA y en sus posibles factores de riesgo. Hoy
en dia sabemos que existen dos formas de desarrollo de la EA: una

forma temprana (con un origen genético, que corresponde apenas a
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un 5% de los casos totales) y una forma esporadica (95% de los casos
totales (van der Flier et al. 2011, Carrillo-Mora et al. 2014). Ambas vias

confluyen en el aumento del AR como se puede ver en la figura 9.

Familial AD Sporadic AD
Mutations in the APP or PS1/PS2 genes: Aging in the concert with genotic (APOE £4)
duplication in the APP gene and environmental risk factors

/\ /\

Life-long increase in AR42 Increased tendency for Failure in AB clearance Failure of chaperones or factors
production with gradual AB misfolding with higher or degradation with gradual pmmonng correct AB folding with
AB accumulation amyloidogenicity AB accumulation higher tendency for aggregation

\\ //

Increase in AR oligomers

Gradual deposition of AR oligomers
and intermediates as diffuse plaques

A,

Impared LTP with
synaptic dysfunction

ki hosph activity ] Further accumulation of AR aggregates Microglial and astrocytic activation,
with tangle formation 1 and fibrils into plaques inflammatory response, oxidative stress
Neuronal/ synaptic dysfunction

with neurotransmitter deficits

Y

Cognitive dysfunction

Figura 9: diagrama que explica el desarrollo de la EA segun si el sujeto padece la
forma familiar o la esporadica. Tomado de Hampel et al. (2010).

a) EA genéticamente determinada

La forma de Alzheimer familiar viene dada por tres mutaciones que
segregan de forma autosdmica dominante y que son capaces de
predisponer al individuo a padecer EA. Dos de estas mutaciones
ocurren en proteinas componentes de la y-secretasa que procesa la
APP. Dichas proteinas son la presenilina 1y la presenilina 2. Ademas,
también existen mutaciones en la propia APP que la predispone a ser
procesada por la B-secretasa en lugar de por la a-secretasa (Zhou et al.

2011; Song et al. 2015; Scheltens et al. 2016).
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La forma mutada de la APP incrementa los niveles de AP hasta el doble
de lo normal, ya que el procesamiento amiloidogénico de esta
proteina se encuentra favorecido por mutaciones missense (Karch et
al. 2014). Estas mutaciones se colocan estratégicamente dentro de la
proteina, bien en los dos aminodcidos que preceden el lugar de corte
de la BACE1, bien poco después del corte de la a-secretasa (Selkoe
2001). Estas alteraciones se encuentran en unas pocas familias en todo
el mundo, pero su penetrancia es completa. Asimismo, este
procesamiento alterado de la APP que ocurre en la forma familiar de
la EA tiene como efecto colateral una disminucidn del péptido s-APPa,
hecho que condiciona los efectos neuroprotectores, haciendo mas

vulnerables a las neuronas.

Las presenilinas 1 y 2 se localizan en diferentes lugares del genoma.
Ambas presenilinas son proteinas componentes de la y-secretasa
junto con la nicastrina, Aph-1 y Pen-2, y se situarian en el centro
catalitico de la misma (Selkoe 2001; Karran et al. 2011; Scheltens et al.
2016). En su forma mutada, estas proteinas causan errores en el
procesamiento de la APP y tienden a favorecer la generacién de un AB

mucho mas hidrofébico, y por tanto, con mayor poder de agregacion.

Finalmente, hay que remarcar que la edad de aparicidn de la EA
genética es considerablemente mas baja que la EA esporadica,

anterior a los 65 afios (Chouraki y Seshadri 2014).
b) Factores de riesgo en la EA: ApoE

Existen, ademas, ciertos factores denominados “de riesgo” que estdn

relacionados con un desarrollo tardio de EA (Jack et al. 2010). Uno de
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estos factores y, seguramente el de mayor riesgo, es ser portador de

una o dos copias del alelo4 de la apolipoproteina E (ApoE).

La ApoE es una glicoproteina de 299 aminodcidos y con un peso
molecular de aproximadamente 34 kDa que forma parte de varias
lipoproteinas como los quilomicrones, lipoproteinas de muy baja
densidad y lipoproteinas de alta densidad (Strittmatter et al. 1993). Su
principal funcién fisioldgica es el transporte de colesterol entre las
células, via los diferentes receptores situados en la membrana celular.
En el cerebro los astrocitos, la microglia y las células de musculo liso
vascular expresan ApoE constitutivamente, mientras que las neuronas

solo lo hacen bajo condiciones de estrés (Kanekiyo et al. 2014).

Por un lado, a nivel molecular, la ApoE contiene diferentes dominios
de interés. En el extremo N-terminal (de 167 aminoacidos) existe un
dominio de unién a receptores (residuos 136 al 150). Por otro lado
existe un dominio de unidn a lipidos que esta localizado en el extremo
C-terminal y otros dos dominios de unién a heparina. Es notable que
el AB es capaz de unirse tanto a los dominios de unidn a lipidos como

a los dominios de unién a heparina.

El gen de la ApoE se encuentra en el cromosoma 19 y presenta tres
alelos (Apog2, Apoe3 y Apoed), las principales diferencias entre ellos
es el tipo de residuo que se encuentra en las posiciones 112 y 158. Se
ha visto que aquellos individuos con una dotacion de una o dos copias
de ApoE4 tienen un mayor riesgo de desarrollar EA prematuramente

(Corder et al. 1993). Este hecho sugiere que una alteracion en la
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homeostasis lipidica podria jugar un papel importante en la EA como

se ha discutido previamente.

Heparin AB
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Figura 10: esquematizacion de la estructura del gen de la ApoE, asi como de los
diferentes residuos modificados en funcidn de su isoforma y de su interaccion con el
péptido amiloide. Tomado de Kanekiyo et al. (2014).

Como puede verse en la figura 10, la Apo E4 tiene dos argininas en las
posiciones 112 y 158. En las isoformas E2 y E3, la Arg 61 forma un
puente de hidrégeno con la Thr 194 y el Glu 255 forma un puente
salino con la Lys 95, manteniendo los residuos mas polares escondidos
en el interior de la proteina gracias al plegamiento. Sin embargo, en el
caso de la isoforma E4, la Arg 112 forma un puente salino con un
residuo mas préoximo a ella exponiendo la Arg 61 que interacciona con
el Glu 255 (en verde), provocando una interaccién entre los dos
dominios C-terminal y N-terminal (Strittmatter et al. 1993; Roses

1996).

Otro aspecto relevante respecto a la biologia molecular de la ApoE es

que las isoformas E2 y E3 se comportan como proteinas HDL, mientras
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que la isoforma E4 tiende a comportarse como LDL y VLDL. De hecho,
si se reemplaza el residuo Arg 61 y el Glu 255, la proteina resultante
tiende a unir lipidos de alta densidad, como sus alelos homdlogos

(Kanekiyo et al. 2014).

La importancia sobre el tipo de lipidos que transporta la ApoE es que
una ApoE con pocos residuos lipidicos es capaz de promover la
deposicién del AB (Hirsch-Reinshagen et al. 2009). La ApoE tiene como
funcidn el transporte lipidico entre las células contribuyendo, asi, a la
renovacion de las membranas y a la sinaptogénesis. ApoE 4 es la
isoforma menos efectiva en esta funcién, produciéndose una
disminucién en los dos procesos, a la par que un aumento de colesterol
oxidado en las membranas celulares con la consecuente facilitacion de

la via amiloidogénica de la APP (Hirsch-Reinshagen et al. 2009).

Dejando a un lado los aspectos moleculares, son numerosos los
estudios que refrendan que la presencia de un alelo o dos de ApoE4
incrementan el riesgo de padecer EA. Es mas, en los mismos estudios
se describe que la presencia de un alelo 4 de ApoE (o dos) rebaja la
edad de inicio de la enfermedad (Corder et al. 1993, Jack et al. 2010,
van der Flier et al. 2011).

Este hecho se ve muy claro en la figura 11. Entre los homocigotos del
alelo 4 de la ApoE, la frecuencia de padecer EA varia entre el 20 y el
90% dependiendo de la edad. La edad de inicio de la sintomatologia
siendo portador del genotipo 4/4 es de aproximadamente 68 afios y la

probabilidad de padecer EA es del 20%. A medida que una persona con
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este genotipo avanza en la vida, su probabilidad de padecer EA se

incrementa hasta el limite del 90% con 84 afios.

La presencia de un unico alelo de la Apog4 implica un riesgo del 10%
con 68 afos de padecer EA y aumenta hasta un 47% con una edad de
84 afios. La edad media de inicio de los sintomas es de 76 afios.
Asimismo, la ausencia de un alelo Apo&4 da una probabilidad del 20%
de padecer EA, con una edad de 84 afos para el inicio de los sintomas
(Corderet al. 1993; Roses, 1996). En cuanto a la distribucidn por sexos,
el riesgo de padecer EA sin una copia de Apoegd es del 11% para

hombres y del 14% para mujeres (Karch et al. 2014).
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Figura 11: representacion de la edad de inicio de los sintomas clinicos de EA
aproximada para un sujeto en funcién del genotipo de ApoE que tenga o de si tiene o
no una mutacién familiar. Se aprecia que la media de edad para el inicio de la
enfermedad en los sujetos ApoE 4/4 es de menos de 70 afios, mientras que aquellos
con un genotipo ApoE 2/3 es de mas de 90 afios. Tomada y modificada de Roses
(1996).

Segln Roses, la deposiciéon de placas de AP esta relacionada con
ApoE4, ya que sujetos con EA homocigotos para este alelo presentan

una mayor deposicion de AB en un tiempo similar a la de sujetos
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homocigotos ApoE3 (Roses 1996). Igualmente, en un estudio reciente,
se muestra que aquellos sujetos portadores de ApoE 4, ademds de
presentar una mayor carga amiloide a una edad mas temprana
también presentan un mayor dafio neuronal respecto a los sujetos con
EA que no portan ninguna copia de ApoE4. Del mismo modo, las MRI
realizadas a estos pacientes mostraban una disfuncidn clinica mucho
antes que los no portadores de ApoE4, como se ve en la figura 12 (Jack

et al. 2010).

A APOE £4 non-carrier

Abnormal & Amyloid
—— Neuron injury and dysfunction
MRI

Biomarker magnitude

Normal —

B APOE<4 carrier

Abnormal &4 —— Amyloid
—— Neuron injury and dysfunction e
MRI d

Biomarker magnitude

Normal

v

65 years

Figura 12: inicio del cuadro clinico de la EA de acuerdo con sujetos portadores del
genotipo ApoE 4 y aquellos no portadores de ninguna copia de este alelo. Se observa
un desplazamiento hacia la izquierda de la disfuncion neuronal y de los dafios medidos
por imagen en el caso de los portadores. Tomado de Jack et al. (2010).

También se ha visto que sujetos con deterioro cognitivo y sujetos con
guejas subjetivas de memoria que eran portadores del alelo Apog4d
presentan una mayor reduccion del metabolismo cerebral, al igual que

una mayor atrofia del I6bulo temporal medial (Ballard et al. 2011). Sin
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embargo, la supervivencia de los sujetos, que tiene una estrecha
relacidon con el momento de inicio de la enfermedad no parece tener
relacidn con la mayor carga de AP causada por la presencia de ApoE4

(Roses 1996).

En relacidn con ApoE, resultados previos de nuestro grupo, mostraron
que individuos sanos portadores de al menos un alelo 4 de la ApoE ya
presentaban una sobrexpresion de proteinas involucradas en la
fisiopatologia de la EA. Algunas de estas proteinas son la ya
mencionada GSK3pB, p-tau y RCAN. También existen otras proteinas
sobreexpresadas en estos individuos sanos que se tratardn mas
adelante como PKR, por ser de interés para la presente tesis doctoral

(Badia et al. 2013).
c) Otros genes como factores de riesgo de la EA

Gracias a los avances actuales, numerosos estudios GWAS (del inglés,
genome-wide association study) se han llevado a cabo para detectar
genes que en un principio no parecian conectados con una
enfermedad concreta. Los GWAS comparan la frecuencia de los alelos
presentes en las poblaciones entre casos y controles y dibujan una
distribucidn diferente o no, dependiendo del resultado (Chouraki y

Seshadri 2014; Karch et al. 2014).

La intensa investigacidn en el campo de la EA hizo que los GWAS no se
hicieran esperar demasiado y multiples polimorfismos fueron
descubiertos en diferentes genes como posibles factores de riesgo de
una aparicién tardia de esta enfermedad. Polimorfismos en genes

como CLU (clusterina), PICALM (proteina ensambladora de clatrina y
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transportadora de fosfatidilinositol), CR1 (receptor del complemento
1) o CD33 fueron descubiertos en los primeros GWAS y todos parecen
relacionados con formas tardias de EA dada su implicaciéon en el
procesamiento de la APP y la eliminacidn del A (Chouraki y Seshadri

2014; Karch et al. 2014; Song et al. 2015).

Recientemente, Ballard y colaboradores propusieron al gen SorlLl
como factor de riesgo, ya que su proteina interacciona con APP y es
sustrato de la y-secretasa (Ballard et al. 2011). Parece ser que la unién
de esta proteina con APP reduce la produccion de AB (Alexopoulos et
al, 2012). De hecho, la OMS incluye en su informe especifico de la EA
del afio 2013 a muchos de estos genes y detalla si aumentan el riesgo
de aparicion de la enfermedad tardia o temprana. Algunos de ellos
aparecen a continuacién en la tabla 2. La lista completa de genes se

encuentra en la pagina web de Alzgene.

Tabla 2: principales genes identificados que pueden contribuir al riesgo de desarrollar
EA. Datos recopilados de www.alzgene.org, (Ballard et al. 2011, Karch et al. 2014).

GEN ALTERACION EFECTO MECANISMO
APP Mutacion Promueve Autosémica
procesamiento Dominante,
amiloidogénico Aparicién temprana
PRESENILINA Mutacion Procesa APP AutosOmica
1 Dominante,
Aparicidon temprana
PRESENILINA Mutacion Procesa APP AutosOmica
2 Dominante,
Aparicidn temprana
APOE Diferentes Rol en Alelo 4 influye en
alelos aclaramiento/ aparicion temprana

deposicion de AB
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SORL1 Variante Implicado en el Influye en aparicién

comun trafico de APP temprana
CLU Variante Rol en Aparicion esporadica
(CLUSTERINA) comun aclaramiento de ytardia
AB
PICALM Variante Rol en el reciclado  Aparicion esporadica
comun de las vesiculas vy tardia
sindpticas
CR1 Variante Implicado en Aparicion esporadica
comun aclaramiento de ytardia
AB

d) Factores de riesgo no genéticos de la EA

Como ya se ha mencionado a lo largo de la presente introduccién, la
EA se desarrolla a lo largo de varios afios (Bateman et al 2012). En su
informe de 2013 la OMS da una lista de aquellos factores que pueden

influir en un riesgo de desarrollo de EA.

Existen ciertos factores de riesgo, como la edad y los antecedentes
familiares, que son capaces de predisponer a una persona a padecer
EA. Los accidentes cerebro-vasculares como el ictus isquémico
también son considerados un factor de riesgo puesto que la hipoxia y
la hipoperfusién son dos eventos importantes en el mantenimiento de
la BHE. De hecho se ha visto que cuando la BHE esta comprometida a
causa de la ausencia de O; los procesos que se desencadenan a
continuacién precipitan la aparicion de EA a medio y largo plazo (De

Strooper y Karran 2016).

Por un lado, existen ciertos riesgos, modificables en la vida diaria, que
predisponen a padecer EA y que se han relacionado con la forma
esporadica de la enfermedad mediante varias meta-analisis (Norton et

al. 2014, de Bruijn et al. 2015). Estos factores son la diabetes, la
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hipertension, la obesidad, la vida sedentaria y el tabaco y todos ellos
aumentan la probabilidad de padecer EA. Por otro lado, los niveles
altos de educacioén, el ejercicio fisico y la dieta saludable (Mattson
2004) son protectores, puesto que disminuyen el riesgo de padecer EA

(Batsch y Mittelman 2015).

1.4. Clinica, diagndsticos y primeros tratamientos

1.4.1.Clinica de la EA

La forma clinica mas tipica de EA es aquella en la que el paciente
presenta amnesia. Los principales sintomas de la EA son la pérdida de
memoriay el declive intelectual progresivo (Galton et al. 2000; Murray

et al. 2011).

Es especialmente relevante la afectacién intensa y muy rapida de la
memoria secundaria o a corto plazo y concretamente de la memoria
episoddica, ya que ambas dependen de la integridad del Iébulo
temporal medial y del circuito limbico (R. Alberca 2002). Esta
afectacién de la memoria a corto plazo impide el aprendizaje, puesto
que todo lo aprendido de forma reciente no puede ser retenido.
Ademas, la memoria semantica, la autobiografica y la atencidn
elemental se van a conservar en los estadios iniciales de la EA (Murray

etal. 2011).

Otros trastornos cognitivos aparecen, principalmente, afectando al
lenguaje (el sujeto tiene dificultades para encontrar palabras a la hora
de expresarse y/o para comprender el lenguaje escrito) y a la
capacidad de realizar actividades de la vida diaria. Son especialmente

relevantes la desorientacion (temporal al inicio y espacial mas tardia)
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y la incapacidad de reconocer objetos (apraxia) y caras

(prosopagnosia) (R Alberca, 2002).

También estd documentado que los pacientes de EA padecen
insomnio, trastornos en la alimentacion e incontinencia de los
esfinteres. Igualmente padecen trastornos en el animo (irritabilidad o
ansiedad), hecho que, afadido al resto de sintomas, provocan una alta
carga en familiares, cuidadores y en el ambito asistencial (R. Alberca

2002).

Existe un estado previo a la EA, denominado deterioro cognitivo leve
(DCL) en el que los fallos de memoria no repercuten en la vida diaria
del sujeto. Es en esta fase donde debe distinguirse si el funcionamiento
cognitivo es debido a un envejecimiento normal o a una demencia
(Petersen et al. 2001). Los criterios diagndsticos establecidos en el afio
2001 para esta fase aparecen en el Anexo 1. Hay que destacar en este
punto, que recientemente se han propuesto nuevos criterios al hilo de
la aparicion de los biomarcadores que serdn tratados posteriormente

(Albert et al. 2011).

1.4.2.Criterios diagndsticos clasicos y nuevos criterios

Los criterios diagndsticos empleados por los profesionales para
determinar la existencia de EA no tienen un origen comun, pese a que
la mayoria de éstos emplean las directrices establecidas por la United
Status National Institute for Communicative Disorders and Stroke y The
Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association (NINCDS-

ADRDA) (Tierney et al. 1988). No obstante, hay que destacar que estos
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criterios, pese a ser los mas empleados por los profesionales, no son

Unicos debido a la falta de consenso para dicho diagnéstico.

La EA se diagnostica también segun los criterios dados por la DSM-IV
(Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders fourth edition)
y la NINCDS-ADRDA. Mediante los criterios del NINCDS-ADRDA se
obtiene un diagndstico de probabilidad de EA que se clasifica en tres
posibles estadios: EA probable, EA posible o EA definitiva. Sin embargo
no hay un diagndstico definitivo hasta que se confirma
histopatolégicamente post-mortem (Mckhann et al. 1984; Dubois et

al. 2007).

Los criterios del DSM-IV, aprobados por la American Psychiatric
Association (First, 1994), contemplan que una persona padece EA
cuando sufre una deficiencia de memoria y un impedimento extra en
otro factor cognitivo que interfiere con su actividad diaria. Al igual que
los primeros criterios, no se puede confirmar la existencia de EA hasta

gue no se hace por técnicas histopatoldgicas.
Ambos criterios aparecen en los Anexos 2 y 3.

A la luz de los avances cientificos que han dilucidado la fisiopatologia
de la EA, al igual que sus aspectos moleculares y estructurales, los
criterios de las organizaciones previamente mencionadas muestran
ciertas deficiencias a la hora de cubrir especificamente el diagndstico
de EA y de confirmarlo. La especificidad de los criterios diagnésticos
de la NINCDS-ADRDA y del DSM-IV tiene un amplio rango, ya que varia
entre el 65 y el 96%. La sensibilidad de los mismos también es muy

variable y se encuentra entre el 23 y el 86%. Esto se debe a que existen
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otras demencias ademas de la EA (demencia por cuerpos de Lewy,
demencia frontotemporal y demencia vascular) que no son excluidas

en estos criterios diagndsticos (Varma et al. 1999; Dubois et a/.2007).

En un intento de ir mas alld de las directrices propuestas por la
NINCDS-ADRDA&DSM-IV, Dubois y colaboradores conforman el
International Working Group for New Research Criteria for the
Diagnosis of Alzheimer’s Disease (IGW) y revisando estos criterios
proponen unos nuevos para diagnosticar la EA (Dubois et al. 2007).
Esta nueva vision de diagndstico pretende detectar la EA en etapas
tempranas sin que se tenga que identificar primero un sindrome de
demencia. Ademds, los autores basan su revisién en que el
conocimiento sobre los mecanismos moleculares de la EA, asi como su
fisiopatologia, estd mucho mas desarrollado que en el afio de

publicacidon de los criterios previos.

La totalidad de los criterios diagndsticos propuestos por Dubois y

colaboradores (Dubois et al. 2007) aparece a continuacion:

1. Criterio principal

a. Fallo de memoria episdédica precoz

1. Cambio gradual y progresivo en la memoria al
inicio de la enfermedad referida por los propios
pacientes o familiares durante un periodo de mas
de 6 meses.

2. Evidencias objetivas de memoria episddica
significativamente dafiada mediante diferentes

test.
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3. El dafio de la memoria episddica puede
presentarse de forma aislada o asociada con otros
cambios cognitivos al comienzo de la EA o a
medida que esta avanza.

2. Criterios de apoyo

a. Atrofia de estructuras temporales mesiales mediante
imagenes de resonancia magnética (MRI).

b. Anormalidad de biomarcadores en LCR

c. Patron metabdlico especifico que se evidencia mediante
métodos de neuroimagen (PET)

d. Mutaciones genéticas familiares autosdmicas dominantes
en los cromosomas 21, 14y 1.

3. Criterios de exclusién

a. Aparicidn repentina o precoz de demencia.

b. Aparicion de lesiones neurolégicas como hemiparesia,
pérdida de sensibilidad, pérdida de campo visual,
alteraciones en la marcha o convulsiones.

c. Presencia de otros trastornos que puedan justificar la
pérdida de memoria o sintomas relacionados como
depresion, enfermedad cerebrovascular, enfermedades
metabdlicas, demencia por cuerpos de Lewy u otro tipo de

demencias no EA.

Apoyan al diagndstico pruebas mas funcionales que reflejan el
metabolismo de las distintas areas cerebrales como son el SPECT y el

PET cerebral, que miden la cantidad de flujo sanguineo o el consumo
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de glucosa respectivamente, siendo sugestivo de EA un patron de

hipocaptacion parieto-temporal (Craig-Schapiro et al. 2009).

Es también importante la informacion que pueda obtenerse mediante
imagenes de resonancia magnética (MRI) que fundamentalmente se
centra en observar la integridad y/o la pérdida de volumen del
hipocampo o la corteza entorrinal entre otras estructuras temporales

mesiales en pacientes con EA (Frisoni et al. 2010).

Asimismo, la anormalidad de ciertos marcadores bioldgicos en LCR,
como el AB y tau también apoyan al diagndstico de EA. El uso de
biomarcadores en LCR se emplea hoy en dia para identificar la EA
cuando se quiere confirmar el diagndstico clinico (Jack et al. 2010).
Ademas, estos biomarcadores ayudan al diagndstico prematuro de la
enfermedad, asi como a diferenciarla de otras demencias (Craig-

Schapiro et al. 2009).

La relevancia de los criterios propuestos por Dubois, Feldman et al.
(2007) reside en que por primera vez se incluyen en el diagndstico
clinico de la EA criterios basados en los avances fisiolégicos y biolégicos
de los ultimos afios. De hecho, aunque el diagndstico principal de la EA
es obviamente clinico, el papel diagndstico de la dimensidn bioldgica
de la enfermedad cobra plena importancia y se acufia un término muy

importante en la clinica de la EA que es el concepto de biomarcador.

Asi, por primera vez se propone que la EA no empieza en el momento
en el que se manifiestan los primeros sintomas, sino varios afios antes,
mientras las estructuras del I6bulo temporal medial empiezan a ser

afectadas. De la misma manera, y dado el incremento en la busqueda
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de un farmaco que pueda funcionar en la EA, los autores sostienen que
un diagndstico precoz de la misma puede ser el mejor diagndstico
posible a la hora de tratar a un sujeto, ya que cuando la demencia estd
demasiado avanzada (la carga de AB cerebral y la hiperfosforilacion de

tau es mucho mayor) el tratamiento no es eficaz (Dubois et al. 2007).

Los mismos autores plantean que el estado previo a la EA, conocido
como DCL, y los criterios diagndsticos para detectarlo en un sujeto
ocupan un rango demasiado heterogéneo. Por tanto, dentro de un
diagndstico DCL pueden incluirse sujetos que no evolucionen a una EA.
De hecho, la sensibilidad y la especificidad de dichos criterios varian
(respectivamente 47-88% y 37-90%) (Dubois et al. 2007). Es por ello
por lo que se acuifian nuevos nombres para denominar las diferentes

fases de la EA.

De esta forma, la EA preclinica se describe como el periodo
asintomatico en el que se dan las primeras lesiones cerebrales y
termina cuando aparecen los primeros sintomas de quejas subjetivas
de memoria en aquellos pacientes que a posteriori desarrollan una EA
(Dubois et al. 2010). Asimismo la EA prodrémica se describe como un
periodo sintomatico, donde el sujeto ya sufre de los primeros fallos de
memoria episddica, pero cuyos sintomas no son lo suficientemente
severos como para catalogar el diagndstico como demencia. Ademas,
los autores sefalan que la EA prodrémica se incluye dentro del estado
DCL, aunque este concepto no se ha instalado completamente en el
lenguaje técnico. Después de estas dos fases, el diagndstico de

demencia tipo EA se da cuando el paciente desarrolla toda la
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sintomatologia propia de la enfermedad (Dubois et al. 2010, Dubois et

al. 2014).

Los nuevos criterios diagndsticos propuestos por Dubois vy
colaboradores (Dubois et al. 2007) establecen un fenotipo clinico muy
especifico de la EA y no emplean el diagnéstico de exclusion utilizado
hasta el momento. De esta forma, proponen como criterio diagndstico
principal el fallo de memoria episddica que aparece de forma precozy
afaden un numero de pruebas de apoyo sefalando que cuando una
de ellas sea positiva el diagndstico sera de EA probable, a falta de un
criterio totalmente especifico de EA. Cabe destacar, que las formas
atipicas de EA fueron introducidas a posteriori en los siguientes

trabajos del IGW.

Por su lado, después de la publicacién de los nuevos criterios de
Dubois, Feldman et al. (2007), el National Institute on Aging americano
(NIA) y la AA revisaron los criterios diagndsticos de la NINCDS-ADRDA,
concluyendo que el uso de los biomarcadores tiene una dimension
muy relevante en clinica (Jack et al. 2011; McKhann et al. 2011,
Sperling et al. 2011). En dichos trabajos, previamente a especificar los
diagndsticos de la EA, los autores definen los criterios centrales de
demencia que incluyen otros tipos de deterioros cognitivos ademas de
la EA. Ademas, destacan que todos los pacientes que cumplan los
criterios para la EA probable propuestos por la NINCDS-ADRDA,

también cumplen los criterios para la EA probable que ellos proponen.

Del mismo modo, la NIA-AA aporta nuevos criterios diagndsticos para

DCL (Albert et al. 2011). Es necesario destacar que un diagndstico de
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DCL es muy complejo y que un individuo tiene que ser evaluado varias
veces antes de poder emitir un diagndstico y, alin en ese caso, este no
sera totalmente sdlido. También hay que tener en cuenta que el
deterioro cognitivo de un sujeto debe de ser corroborado por un
informador (familiar cercano) o por la historia clinica si la primera

opcién no fuese posible.

Los criterios NIA-AA de ambas patologias aparecen en los Anexos 4 y
5 y en ellos puede observarse un cambio de direccién hacia la

implantacién de los biomarcadores.

Ambos grupos (NIA-AA y el IWG) exponen en un trabajo en comun
diferentes aspectos sobre la patologia, el diagndstico clinico de laEA 'y
el uso de biomarcadores; cuyo objetivo es asentar y aclarar los
conceptos de biomarcadores, formular recomendaciones para su uso
clinico, asi como reforzar la idea de que la EA es una enfermedad de
inicio asintomatico y que tiene una etapa asintomatica (Dubois et al.

2016).

Dada la relevancia de los biomarcadores en la presente tesis doctoral,

estos se tratardn de forma exhaustiva en el siguiente capitulo.
1.4.3.Aproximaciones terapéuticas

Dada la gravedad de la EA, la busqueda de un farmaco que pueda
revertir o paliar los efectos de esta condicién es un hecho que todavia
hoy en dia sigue vigente. La EA es una enfermedad crénica y, como tal,
tiene una red muy amplia de aspectos moleculares que pueden ser
diana de diversos farmacos. Sin embargo es precisamente su amplitud

la que hace que encontrar un tratamiento contra ella sea tan
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complicado (Hardy y Selkoe 2002). Desde que se inicid la
profundizacién en los aspectos mds moleculares de la EA, algunos
farmacos han sido aprobados por la FDA (Food and Drug
Administration) Americanay por la EMA (European Medicines Agency)

Europea para su utilizaciéon en pacientes con EA avanzada.

En las ultimas décadas el tratamiento contra la EA se centraba en
incrementar los niveles de los neurotransmisores que resultan
afectados en la enfermedad y que desaparecen inexorablemente.
Todos estos farmacos se basan principalmente en la transmision
colinérgica, que estd comprometida a causa de la pérdida progresiva
de los receptores nicotinicos a lo largo del progreso de la EA

(Schelterns y Feldman, 2003).

Se ha visto que los inhibidores de la colinesterasa tienen efectos
beneficiosos ante los diferentes sintomas de la EA. Algunos de los
farmacos anticolinesterdsicos aprobados por la FDA son la tacrina
[farmaco agonista colinérgico retirado del mercado por su elevada
hepatotoxicidad (Qizilbash et al. 1998)], el donepezilo [empleado
como tratamiento paliativo al inicio de los sintomas de la EA pero con
efectos secundarios gastrointestinales (Birks y Harvey 2003)], la
rivastigmina (también aprobada por la EMA) y la galantamina
(Schelterns y Feldman 2003). No obstante, el beneficio terapéutico de
estos farmacos es escaso en pacientes con EA avanzado y, ademas,
provocan una gran cantidad de efectos secundarios. Por lo tanto, no
son farmacos ideales para su uso, aunque son los que mas se emplean

hoy en dia por falta de alternativa.
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Otro farmaco de diferente mecanismo molecular aprobado por la EMA
es la memantina (Schelterns y Feldman 2003). Este farmaco se basa en
el mecanismo del glutamato como neurotransmisor excitatorio. Los
receptores NMDA activados permiten la entrada de calcio al interior
de las neuronas como parte del LTP explicado en anteriores capitulos.
En la patogénesis de la EA existe un incremento de glutamato
extracelular que provoca una activacion excesiva de los receptores
NMDA vy, con ello, un mayor influjo de Ca*? al interior de la célula,
provocando su apoptosis mediante diversas rutas (Fuchsberguer et al.
2016). Asi, la memantina es un antagonista del NMDA: disminuye su
activacion y puede proteger a las neuronas de esta excitotoxicidad
mediada por el glutamato (Reisberg et al. 2003). No obstante, se ha
visto que el efecto de la memantina reduce el deterioro clinico en la
EA muy avanzada, pero, obviamente, no es capaz de revertir sus

efectos.

Diversas aproximaciones centradas en multiples dianas moleculares
han intentado reducir los devastadores efectos de la EA. Por ejemplo
existen ensayos clinicos que intentan inhibir las B y y-secretasas.
Especialmente relevante es un ensayo clinico que llegd hasta fase Il
con un inhibidor de la y-secretasa llamado Semagacestat y que no
superd dicha fase, puesto que su inhibicién de la via Notch provocaba
pérdidas de peso, vomitos y problemas cutaneos que hicieron
empeorar a los sujetos con EA enrolados en el estudio (Doody et al.

2013; De Strooper 2014).

Otros estudios se centran en la blisqueda de una vacuna contra el AB,

terapias centradas en evitar la agregacion del AB. Otros, tienen como
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objetivo desarrollar nuevos farmacos antiinflamatorios. Otros,
emplean quelantes de metales como el Cu* y el Zn* como estrategia
farmacoldgica. También hay ensayos en los que se intenta reducir el
colesterol, especialmente el oxidado (Schelterns y Feldman 2003,

Gillette-Guyonnet et al. 2013).

Hoy en dia, gracias a los avances en la inmunoterapia, los farmacos en
los que mas esperanzas hay puestas son los anticuerpos especificos
contra AR o tau (Hampel et al. 2010). Entre ellos destaca el
Aducanumab, un anticuerpo monoclonal IgG1l que actualmente se
encuentra en fase Ill (https://clinicaltrials.gov codigo 221AD301). El
Aducanumab parece unirse al AB agregado en las placas amiloides,
situado en el parénquima cerebral, y es capaz de iniciar una cascada
para su degradacidon de una forma dependiente de la dosis y del
tiempo de administracion. De hecho, como defienden Sevigny y
colaboradores (Sevigny et al. 2016), dosis mensuales intravenosas de
este anticuerpo en pacientes con EA reducen la carga amiloide

cerebral.

A la vista de que cada uno de estos farmacos se centran en una Unica
ruta molecular y de que la EA es una enfermedad multifactorial,
existen algunas aproximaciones basadas exclusivamente en la
nutricion y en el suplemento vitaminico que tiene como objetivo
reducir el avance de la EA adaptando ciertos habitos de efecto
sistémico. Diferentes estudios (Gillette-Guyonne et al. 2013; Bredesen
2014; Nelson y Tabet 2015) proponen que el ejercicio fisico moderado
acompafiado de una dieta muy estricta, con suplementos de ciertas

vitaminas (B12, B6, E, D), el uso de antioxidantes naturales (como el
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resveratrol y algun derivado de la soja) y el complemento con Ginko
Biloba y curcumina como antiinflamatorios naturales permite detener

el deterioro cognitivo y mejorar las condiciones de vida.

Cabe destacar que muchas de las aproximaciones mds novedosas solo
son posibles si el diagndstico de la EA se realiza de forma prematura,
por lo que los criterios de Dubois y colaboradores previamente
mencionados adquieren una relevancia mayor a la hora de buscar una

aproximacién terapéutica para combatir la EA.
1.5. Biomarcadores

Los nuevos criterios propuestos por Dubois y colaboradores (Dubois et
al.2007) introducen el concepto de biomarcador en la EA. Entendemos
como biomarcador especifico de la EA a aquella variable fisioldgica,
bioquimica o incluso anatémica que puede ser medida in vivo y que
varia a lo largo del progreso de la EA, caracterizando los cambios

patoldgicos subyacentes a la enfermedad.

El uso de biomarcadores especificos permite el diagndstico de la EA
con mayor eficacia e incluso posibilita su determinacién antes de que
la enfermedad inicie los sintomas. De hecho, la idea que se afianza hoy
en dia es que los principales procesos fisiopatoldgicos que derivan en
la EA tienen su origen mucho antes de que se realice el diagndstico de
EA prodrémica, es decir, cuando el sujeto es normal cognitivamente

(Dubois et al. 2016).

Los biomarcadores mas estudiados en la EA son cinco y se dividen a
continuacién. Cada uno de ellos es un indicador de un proceso

fisiopatoldgico concreto, por lo que es importante observar el
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conjunto de los mismos. Ademas, todos ellos se correlacionan con la

severidad de la enfermedad.

1.5.1.Diagndstico mediante imagen

a) Depdsitos de AR mediante PET

Se puede estimar la agregaciéon del AB y su deposicion mediante la
tomografia por emision de positrones o PET (del inglés, Positron
Emission Tomography), empleando el compuesto B de Pittsburg (PiB)
que se une a las placas ya agregadas de A en el tejido. De hecho, este
compuesto se emplea como una medida directa de la carga de placas
amiloides (Lockhart et al. 2007). Hay que destacar que este compuesto
solo se une al péptido no soluble ya depositado en placas amiloides

(Dubois et al. 2010; Jack et al. 2010)

De hecho, el uso del compuesto PiB permite la visualizacion in vivo de
la disposicion fisica del AB (Ballard et al. 2011). Una mayor retencién
de este compuesto implica una mayor cantidad de AP depositado en
el parénquima cerebral. A estos sujetos que retienen una mayor
cantidad de PiB se les denomina “PiB positivos”, mientras que los que
no retienen dicho compuesto son categorizados como “PiB negativos”
(Hampel et al. 2010). Asi, dado que el AB se deposita en momentos
muy tempranos de la enfermedad, el uso de PiB-PET puede funcionar

como biomarcador temprano de la enfermedad.

De hecho, la conversidn de un sujeto PiB negativo en PiB positivo es
marcadora de un riesgo de desarrollo de EA en un futuro (Mintun et

al. 2006). Ademads, la carga cerebral de placas amiloides, visibles
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mediante PiB-PET, esta inversamente relacionada con los niveles de

AB medidos en LCR (Fagan et al. 2006).

No obstante, la estimacion del riesgo que tiene un sujeto de
desarrollar EA no debe basarse exclusivamente en el hecho de ser PiB
positivo o no, puesto que no es despreciable el hecho de que la
intensidad de la sefial de fluorescencia presente puede subdividir la
poblacién de PiB positivos en “PiB de elevada intensidad y PiB de baja
intensidad” (Lazarczyk et al. 2012, Villemagne et al. 2013). Asi,
individuos con una baja intensidad de fluorescencia presentarian un
menor riesgo de desarrollar una demencia tipo EA que aquellos con
una mayor intensidad de sefial, superando ambos grupos el umbral

positivo para esta prueba.

Tampoco es despreciable el hecho de que el factor tiempo es relevante
en la acumulacién de placas amiloides. De esta forma, aquellos sujetos
que presentaran una variacién rapida desde un estado PiB bajo a un
estado PiB de alta intensidad tendrian un riesgo mucho mayor de
desarrollar una demencia tipo EA que aquellos que no presentan tal

variacion (Craig-Schapiro et al. 2009).

Finalmente, algunos estudios ponen de manifiesto que existen
personas cognitivamente normales que dan una seial PiB positiva. Es
por ello por lo que el uso del PiB se emplea cuando hay otras

evidencias clinicas de demencia (Fagan et al. 2006, Dubois et al. 2016).
b) FDG PET

La técnica PET también se emplea para estimar dafio neuronal,

midiendo la incorporacion de fluorodesoxiglucosa (FDG) (2-desoxi-
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2[1sF] fluoro-D-glucosa) como estimador del metabolismo de la
glucosa en el tejido nervioso (Schwartz, Smith et al. 1979). Esto se
considera también estimador del metabolismo cerebral y de los
niveles de actividad sindptica. Asi, la captacion de FDG se relaciona

inversamente con el deterioro cognitivo (Dubois et al. 2010).

De hecho, en enfermos de EA se detecta una menor entrada de FDG
en el cerebro que refleja una menor toma de glucosa y por ende, un
menor metabolismo que correlaciona con un mayor dafio neuronal
(Dubois et al. 2014). Mediante la FDG-PET se puede detectar un patrén
de distribucion especifico del metabolismo cerebral (Fiandaca et al.
2014).Una reduccion de captacion de FDG a nivel bilateral en las
regiones temporales y parietales y de forma especial en el cértex
cingular es el atributo mas descrito para sujetos que padecen de EA

(Ballard et al. 2011, Scheltens et al. 2016).

Actualmente, el FDG-PET se emplea como marcador de progresion
clinica en la EA, puesto que diferentes estudios, uno llevado por la
ADNI (Alzheimer’s Disease Neuroimaging Initiative) (Toledo et al 2013)
y otro independiente (Ewers et al. 2014), indican que la captacién de
FDG reducida en sujetos mayores predice la progresién clinica de la

enfermedad con sensibilidad y especificidad superiores al 80%.
c) Imagen de MRI

La atrofia de las estructuras temporales mesiales, causada por la
pérdida de dendritas y la muerte de las neuronas de esta zona, puede
ser medida en pacientes mediante MRI estructural (Ballard et al.

2011). De hecho, muchos estudios defienden este marcador como
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medio fiable de diagndstico (Frisoni et al. 2010) y como marcador de

neurodegeneracion (Fiandaca et al. 2014; Scheltens et al. 2016).

Concretamente, la MRI estructural es la técnica de neuroimagen mas
empleada para observar la integridad anatémica de la vascularizacion
del tejido nervioso y la del parénquima cerebral. Tanto es asi, que es
una técnica incluida tanto en los criterios de Dubois (Dubois et al.
2007), como en los de la NIA-AA (Jack et al. 2011). Su especificidad y
sensibilidad como marcador de EA son superiores al 85% (Ballard et al.

2011).

El primer lugar donde se observa claramente neurodegeneracién es en
la regién hipocampal. Concretamente, esto ocurre en estructuras
relevantes como el cértex entorrinal y la region CA1, hecho que
coincide con los primeros depdsitos de tau segun las fases definidas
por Braak (Braak y Braak 1995). Ademas, las pérdidas de estas
estructuras correlacionan con la clinica inicial de la EA prodromica
(Frisoni et al. 2010). A medida que la EA avanza, la neurodegeneracién
se expande hacia estructuras como el neocoértex frontal, temporal y
parietal, por lo que es posible emplear la MRI como biomarcador de

seguimiento para observar la evolucién de la enfermedad.

Respecto a este ultimo hecho, algunos autores afirman que una ligera
disminucién del grosor de ciertas regiones neocorticales se asocia a un
factor de riesgo para el desarrollo de EA, puesto que pueden preceder

a la atrofia del hipocampo (Dickerson et al. 2011, Sabuncu et al. 2011).

Los principales inconvenientes de la MRI no son derivados de la técnica

y ya se han mencionado aquellas enfermedades, también demencias,
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cuya diferenciacidon clinica de la EA es complicada. Sujetos con
enfermedades como la demencia por cuerpos de Lewy o las demencias
frontotemporales son dificiles de distinguir mediante esta técnica de
aquellos sujetos que padecen EA preclinica (Scheltens et al. 2002). Es
por ello que la MRI no es una técnica que pueda usarse en exclusiva
como criterio absoluto para diagnosticar una EA de forma precoz, por

lo que siempre va a tener que ser acompafiada de otras pruebas.

No obstante, dados los prometedores resultados de esta técnica,
existen estudios multicéntricos como el ADNI que investigan si nuevas
técnicas de imagen basadas en la MRI como el mapeo tridimensional
del hipocampo pueden ser biomarcadores especificos de la EA (Ballard

etal. 2011).
1.5.2.Biomarcadores en liquido cefalorraquideo

El uso de biomarcadores en LCR estd plenamente aceptado vy
respaldado por numerosos estudios y se emplea hoy en dia en la
practica clinica diaria para identificar la EA (Craig-Schapiro et al. 2009,
Hampel et al. 2010, Jack et al. 2010). Ademas, estos biomarcadores
ayudan al diagndstico prematuro de la enfermedad, asi como a
diferenciarla de otras demencias. Los compuestos que se miden en
LCR son las dos proteinas patoldgicas mas importantes en la EA: AB,

tau total y su forma patoldgica (tau-p).
a) AB

Los niveles de AP en LCR reflejan los procesos patogénicos de
agregacion de este péptido en placas amiloides. Asi, una baja

concentracién de AB en LCR implica una mayor cantidad de AP
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depositado en placas amiloides, por ello AB esta disminuido en LCR en
los individuos que padecen EA respecto a sujetos sanos (Craig-

Schapiro et al. 2009, Hampel et al. 2010).

En fases tempranas de la EA, los niveles de AP ya aparecen alterados
en el LCR. De hecho existen estudios que documentan que el AB
empieza a mostrar niveles anormales varios afios antes de la aparicion
de las primeras quejas subjetivas de memoria (Jack y Holtzman 2013),
siendo, por tanto, el marcador mds precoz que existe hoy en dia

(Dubois et al. 2016).

La combinaciéon de los niveles de AB en LCR con otros criterios
diagndsticos como el uso de PiB-PET muestra los niveles de agregacion
del AB en placas amiloides de una forma mucho mas fiable. También
se ha visto que los resultados de AP en LCR correlacionan con cambios
en el grosor de estructuras anatdmicas cerebrales reveladas mediante
MRI funcional (Dubois et al. 2016). Asimismo, se ha visto que la
combinacion de AP, tau y p-tau medidas en LCR mejora la fiabilidad
diagnéstica y al diagndstico diferencial de otras demencias (Ballard et

al. 2011; Lazarczyk et al. 2012).

Es relevante un estudio realizado por Kang y colaboradores en el que
se demostraba que la produccién de AB sigue un ritmo circadiano
(Kang et al. 2009). En este estudio, se defiende que en el estado de
vigilia se produce mayor cantidad de AB que durante el suefio. Esto
puede sugerir que periodos largos de falta de suefio tengan un

impacto en el desarrollo de EA.
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b) Tauy p-tau

Tauy p-tau se consideran también dos biomarcadores en LCR de la EA.
De hecho, los niveles de tau total en LCR son un reflejo de la patogenia
de tau en la corteza cerebral y permiten hacer una aproximacion del
dafio neuronal. Asi, muchos estudios prueban que tau aumenta en LCR
en aquellos sujetos que padecen una EA frente a sujetos normales al
igual que lo hace p-tau (Dubois et al. 2007; Craig-Schapiro et al. 2009;
Hampel et al. 2010). Ambos marcadores son indicadores de

neurodegeneracion y apoptosis neuronal.

A pesar de que p-tau deberia de ser un indicador mas especifico de la
EA que la tau total, se ha visto que ambas proteinas se comportan de
forma muy similar en enfermos de EA. Tanto los incrementos de los
niveles de tau como los de p-tau en LCR se asocian a una mayor carga
de ovillos neurofibrilares. Al igual que en el caso del AB, en fases
tempranas de la EA los niveles de tau y p-tau estan ya alterados, siendo
biomarcadores precoces de la aparicién de la enfermedad. Es
especialmente importante la relacion p-tau/tau a la hora de

discriminar la EA de otras demencias (Riemenschneider et al. 2003).

No obstante, el principal problema que presenta el empleo de este
biomarcador es la pérdida de especificidad en el caso de que un sujeto
presente una taupatia primaria, diferente a la EA que es considerada
una taupatia secundaria (Dickson, 2009). Las taupatias son
enfermedades neurodegenerativas en las que la proteina tau se
agrega de forma muy similar a lo que ocurre en la EA vy, por ello, es

también detectada en LCR.
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1.5.3.Visién global y dindmica de los biomarcadores.

Los biomarcadores aportan una vision nueva sobre la totalidad de la
EAy rompen con la visién estatica de la EA del todo o nada. Segun esta
perspectiva una persona puede estar afectada por la enfermedad y
presentar una demencia avanzada o bien estar cognitivamente normal
y no estar afectada. Hoy en dia, la visién de la EA es gradual y dinamica,
de modo que la enfermedad empieza sin hacer ruido muchos afios
antes de la aparicion de los sintomas clinicos y avanza
progresivamente hasta comprometer la cogniciéon de la persona. En
esta evolucién, que puede durar afos, los biomarcadores cambian y

anticipan la demencia antes de que esta ocurra.

Los cinco principales biomarcadores descritos previamente aportan
diferente informacién sobre el momento de la EA en la que se
encuentra un sujeto. Jack y colaboradores realizan un modelo en el
que contempla los cinco biomarcadores y su evolucién a lo largo del
tiempo. Asimismo, distinguen entre dos grandes grupos de
biomarcadores: aquellos que indican neurodegeneracion y aquellos
indicadores del depdsito de placas de AB (tabla 3) (Jack et al. 2010).
Ademas, indican que los biomarcadores no aumentan todos a la vez,
sino que lo hacen de manera ordenada a lo largo del tiempo, concepto
que refuerzan en su ultimo trabajo Dubois y colaboradores (Dubois et

al. 2016).
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Tabla 3: division de los biomarcadores en funcidn de aquello que indican. Fuente: (Jack
et al. 2010).

Biomarcadores de depésito de Biomarcadores de
placas de AB neurodegeneracion
Disminucién de AB en LCR Aumento de tau y p-tau en LCR
PiB-PET Hipometabolismo de la glucosa
por FDG-PET

Atrofia cerebral mediante MRI

estructural

Este modelo correlaciona los diferentes estadios de la enfermedad con
los distintos biomarcadores de la EA y ofrece una visiéon dindmica de la
patologia, ademas de demostrar que, realmente, la EA se inicia mucho
tiempo antes de la aparicién de sintomas clinicos en el sujeto. El
modelo presenta tres fases a lo largo del continuo de la enfermedad,
primero la fase asintomatica, después la fase DCL (que tiene una
mayor aceptacion clinica que la recientemente acufiada “EA
prodromica”) y, por ultimo, la fase de demencia tipo EA. Podemos ver

la representacion grafica del modelo en la figura 13.

Como se observa en esta figura, los primeros biomarcadores en
volverse anormales son aquellos que marcan depdsito de placas de AR
y que, de hecho, se alteran mucho antes de la fase de demencia e
incluso alcanzan su maximo al inicio de la fase DCL, cuando el sujeto
empieza a experimentar deterioro cognitivo. Otros aspectos

relevantes sobre los biomarcadores de AB son que se afectan antes
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que los biomarcadores de neurodegeneracién y que no son suficientes
para provocar un fenotipo clinico de EA. Ademads, es relevante
recordar en este punto que un PiB positivo se asocia a una baja

concentracion de AB en LCR (Fagan et al. 2006).

Abnormal & —— AB :

—— Tau-meditated neuronal injury and dysfunction —
Brain structure > ]
Memory

—— Clinical function

Biomarker magnitude

Normal

v

Cognitively normal : Ml ' Dementia

Clinical disease stage

Figura 13: representacion grafica del modelo dinamico de los biomarcadores. En el
eje vertical vemos el grado de anormalidad de cada biomarcador mientras que el eje
horizontal representa la progresion a lo largo de los diferentes estadios clinicos. Como
vemos en la figura, la anormalidad en los biomarcadores precede a los sintomas
clinicos. Fuente: (Jack et al. 2010).

Los biomarcadores indicativos del dafo neuronal y disfuncion
sindptica (fundamentalmente el FDG-PET y los niveles en LCR de tau y
p-tau) serian los siguientes en volverse positivos y también lo harian
antes de la fase de DCL. Finalmente, en estadios mas avanzados de la
enfermedad aparecerian los cambios en la estructura cerebral
(fundamentalmente atrofia y disminucién del volumen hipocampal,
todo ello detectado por MRI) que coincidirian en el tiempo con el inicio
de la fase DCL. De hecho, Frisoni y colaboradores defienden que los

marcadores estructurales tomados mediante imagen son mas
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sensibles a la evolucion de la enfermedad que aquellos basados en el
depdsito de AB como la estimacion de concentracién de éste en LCR

(Frisoni et al. 2010).

Se ha demostrado que los sintomas cognitivos tienen una relacion mas
directa con los biomarcadores de neurodegeneracién que con aquellos
que indican deposicién de AB. De hecho, estudios post-mortem
exponen que es el grado de atrofia cerebral el indicador patoldgico
mas estrechamente relacionado con el deterioro cognitivo (Craig-

Schapiro et al. 2009).

Un ultimo concepto que postula este modelo es la existencia de una
fase de latencia de duracidn variable entre la formacién de placas
amiloides y el inicio de la cascada neurodegenerativa. Esto se deberia
a diferencias en el procesado de AB, a la capacidad de resistencia a los
dafios patoldgicos derivados de la toxicidad del AB por parte de las

células y a los mecanismos de compensacion (Karran et al. 2011).

Un nuevo modelo sobre el comportamiento de los biomarcadores
(Jack y Holtzman 2013) tiene en cuenta el riesgo de desarrollar la EA
en diferentes momentos ya que el tiempo de evolucidn en los
sintomas varia entre los diferentes individuos. El modelo aparece
doblemente en las figuras 14 y 15 por razones que seran justificadas a

continuacion.
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Max 4 —— CSFAR,
— Amyloid PET
— CSFtau

— MRI + FDG PET
== Cognitive impairment

Biomarkerabnormality
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threshold
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-~ - -
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Figura 14: representacion grafica del modelo dinamico de los biomarcadores
revisada. En el eje vertical vemos el grado de anormalidad de cada biomarcador
mientras que el eje horizontal representa el tiempo de vida del sujeto, a lo largo de la
cual evolucionan los distintos biomarcadores. Es relevante la linea indicadora del
limite de deteccién del biomarcador Fuente: Jack y Holtzman (2013).

Max 4

Biomarker abnormality

Normal

v

Figura 15: representacion grafica del modelo dinamico de los biomarcadores
revisada. En el eje vertical vemos el grado de anormalidad de cada biomarcador
mientras que el eje horizontal representa el tiempo de vida del sujeto, a lo largo de la
cual evolucionan los distintos biomarcadores. Es relevante la linea vertical indicadora
de un mismo tiempo para sujetos de alto y bajo riesgo. Fuente: Jack y Holtzman (2013).
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En ambas figuras observamos como el eje horizontal es el tiempo y no
la fase clinica de la enfermedad. Al igual que en el modelo de 2010
(mostrado previamente en la figura 13), los biomarcadores
indicadores de deposicion de AP siguen siendo los primeros en
volverse positivos y, a continuacidn, se alteran los marcadores de
neurodegeneracion. Es llamativo que la forma de las trayectorias de
los biomarcadores continuda siendo sigmoidea, pero, en este caso, hay
diferencias entre ellas, ya que los biomarcadores que se positivizan
mas tardiamente tienen pendientes mucho mas pronunciadas.
Ademas, se reduce la distancia de separacion entre las diferentes
curvas, indicando menor separacion temporal entre los

biomarcadores.

A la derecha aparece el estado clinico de DCL delimitado por los lineas,
para su explicacion se emplea un tiempo Ty su prolongacion lineal en

la figura 15.

Segln esto, existen dos tipos de poblaciones en cuanto a la
susceptibilidad de desarrollar EA. Las personas con un alto riesgo de
desarrollar esta enfermedad presentan una mayor anormalidad en los
biomarcadores a una cierta edad, comparado con aquellos individuos
con bajo riesgo a la misma edad, por lo que la curva de la primera

poblacién aparece desplazada hacia la izquierda.

Se ha visto que portadores del alelo ApoE 4 cognitivamente normales,
que son sujetos de riesgo para la EA de inicio tardio, también

presentan niveles disminuidos de AB. En estudios realizados de EA
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familiar, se ha visto que estas alteraciones en AB y p-tau preceden mas

de 10 afios al inicio clinico de la enfermedad (Lazarczyk et al. 2012).

Por ultimo, cabe remarcar que en la figura 14 aparece un limite de
deteccién, a partir del cual los biomarcadores empezarian a
considerarse positivos. Segun este modelo, la anormalidad de tau en
LCR precederia a la de AB, pero no es detectable porque estamos por
debajo de sus limites de deteccién. No obstante, mediante esta
imagen, Jack y colaboradores proponen un modelo que pretende
integrar los puntos de vista opuestos de las corrientes de pensamiento
gue defienden respectivamente a AP y a tau como origenes

patoldgicos Unicos de la EA (Jack y Holtzman 2013).

Los datos, obtenidos a partir de biomarcadores en ancianos y
portadores jovenes de mutaciones autosdmicas dominantes, sugieren
que en la secuencia cronoldgica de los mismos el AB precede a tau. Sin
embargo, las autopsias sugieren que AP estd precedido por la
alteracion de tau (Braak y Del Tredici 2011). Estos hechos se integran
de forma coherente si se consideran a la taupatia y a la

amiloidogénesis como procesos independientes.

Asi, la taupatia se desarrollaria muy lentamente y seria el primer
proceso fisiopatoldgico que tendria lugar, pero solo se podria detectar
mediante métodos de inmunotincién y, por si sola, no seria suficiente
para desarrollar un fenotipo clinico EA. La posterior aparicidon
independiente de AP acelera la alteracion de tau preexistente vy
potencia la degradacidn de tejido nervioso al incrementar la apoptosis.

Esta aceleracion de la taupatia ocurriria tras la deteccién positiva de
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los biomarcadores de AP, razéon por la cual tau se detecta

posteriormente a AB (Jack y Holtzman 2013).
1.5.4.Biomarcadores periféricos

Como se ha visto, existen varios tipos de técnicas para estimar la
evolucion de la EA. Este hecho hace que el interés en determinar
formas de diagndstico prematuro de los diferentes tipos de demencia
vaya en alza y que la busqueda de biomarcadores especificos de EA sea
uno de los grandes retos de la ciencia y la medicina en estos momentos

(Ballard et al. 2011).

Es interesante sefialar que los biomarcadores estan presentes en la
practica clinica diaria, pero con algunas limitaciones. Por ejemplo, los
biomarcadores de imagen son costosos y las repeticiones estan
limitadas. El principal problema del uso de los biomarcadores en LCR
es que implican una puncién lumbar para la obtencién de dicho
liquido. Esta técnica es una técnica dolorosa con efectos secundarios
tras el examen como migrafas y sangrados raquideos. Ademas,
excepcionalmente, puede requerir del ingreso de la persona por dafios
a la zona de la cola de caballo subdural si el sujeto se mueve durante

el examen.

Es por ello por lo que la ciencia hoy en dia esta sumida en la busqueda
de biomarcadores periféricos, aquellos que se encuentren en el
plasma o suero de los sujetos, porque es mucho mds accesible, menos
doloroso y menos costoso. En el presente trabajo nos vamos a centrar

en aquellas proteinas que pueden ser de interés para actuar como
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nuevos biomarcadores de EA. A continuacién se introducen aquellas

gue van a ser objeto de estudio en la presente tesis doctoral.
a) Clusterina

El gen CLU da lugar a una proteina llamada clusterina, también
conocida como apolipoproteina J (Apol). Este gen se encuentra en el
cromosoma 8p21-pl2 y en su estructura destacan nueve exones
(Nuutinen et al. 2009). Su regidn promotora tiene lugares de unidn
para factores de transcripcién relacionados con el estrés como CREB,
HSF y AP1 (Loison et al. 2006). Es destacable el hecho de que existen
dos lugares alternativos de inicio de la transcripcién del gen, dando,
por tanto, diferentes isoformas de la clusterina, cuya diferencia
principal radica en que la isoforma mas estudiada es secretaday tiene
funciones de supervivencia. Existe otra isoforma descrita que
permanece en el citoplasma celular y tiene funciones pro-apoptéticas

(Yuy Tan 2012).

Tras la modificacién post-traduccional a la que se somete la clusterina,
su estructura definitiva consta de dos dominos (a y B) de 40kDa unidos
por 5 puentes disulfuro que permiten su estabilizacion (Calero et al.

2000).

Las principales funciones de la clusterina estan implicadas en la
apoptosis, la regulacion del sistema complemento, el transporte de
lipidos (ya que es una apolipoproteina) y su papel como chaperona
dependiente de ATP. En cuanto a su expresion, la clusterina se expresa
en todos los tejidos, pero sus niveles son mas elevados en el cerebroy

en el tejido nervioso (de Silva et al. 1990). Dentro del cerebro, es
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especialmente relevante su expresiéon en las capas piramidales y
granulares del hipocampo y en las neuronas motoras de las astas

ventrales de la médula espinal (Calero et al. 2000).

Muiltiples estudios relacionan la clusterina con la EA ya que se ha visto
que su expresion estd aumentada en enfermos que padecen dicha
enfermedad (Calero et al. 2000; Thambisetty et al. 2010; Schrijvers et
al. 2011). De hecho, se asocia la clusterina con atrofia hipocampal en
la EAy con el progreso de la misma hacia sus estadios finales (Calero

et al. 2000).

Asimismo, estos estudios muestran que existe un aumento de la
concentracién de clusterina en plasma en los enfermos de EA y que
este aumento se correlaciona positivamente con una mayor carga
amiloide en diferentes pacientes de EA, observada por PET
(Thambisetty et al. 2010, Schrijvers et al. 2011). En esta linea, existen
también estudios que reportan que estos aumentos de la
concentracién de clusterina en plasma de enfermos de EA y que
correlacionan esta concentracién con una mayor atrofia en el cértex
entorrinal y en el hipocampo (Yu y Tan, 2012) Ademas, existen
evidencias de que la clusterina se colocaliza en las placas amiloides con

el AB (Calero et al. 2000).

Estudios GWAS han relacionado al gen CLU con la EA espordadica y
destacan algunos polimorfismos (SNPs) como factores de riesgo para
la EA (Harold et al. 2013). Asi, parece ser que la expresion de clusterina
aumenta ligeramente de forma normal con el envejecimiento, pero

tras un dafio neuronal su expresién se ve muy aumentada. También
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existe una variacién genética en la clusterina que podria predisponer
a padecer EA en funcidn del metabolismo de ésta sobre las grasas (Yu

y Tan 2012).

A nivel molecular, estd documentado que la clusterina es capaz de unir
péptidos de AP y realizar diferentes acciones una vez unido el AB
(Nuutinen et al. 2009). Asi, la clusterina es capaz de regular la
agregacion de AB de varias maneras. Por un lado, existen estudios que
indican que la clusterina es capaz de disminuir la agregacién de AB in
vitro otorgandole a esta proteina un efecto protector frente a la EA
(Oda et al. 1995); por otro lado, algunos estudios demostraron en un
modelo murino que la clusterina es capaz de promover la agregacién

del AB y la formacidén de placas amiloides (DeMattos et al. 2001).

Ante esta disyuntiva, refrendada por otros trabajos que apuntaban en
ambas direcciones, se propone que la clusterina puede realizar las dos
acciones dependiendo del ratio de las concentraciones entre esta
proteinay el AB. Asi, la clusterina promueve la agregacién de A si hay
una elevada concentracion del mismo (ratio 1:500), mientras que en
concentraciones bajas o similares a la de la propia clusterina se
previene esta agregacion y se promueve el aclaramiento del A (ratio

1:10) (Yerbury et al. 2007).

Ademas de la clusterina, existen otras proteinas capaces de aclarar AB
del cerebro, como la ya mencionada ApoE. Estas dos apolipoproteinas
estan estrechamente relacionadas puesto que emplean los mismos
receptores LRP. Pese a las similitudes que puedan sugerir estos

hechos, hay que destacar que la clusterina es inducible. De hecho su
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expresion aumenta cuando hay una mayor agregacién de AP
(Nuutinen et al. 2009). Es también relevante que la clusterina parece
cooperar con ApoE, tanto a la hora de evitar la deposicion de AB en el
parénquima cerebral, como cuando la promueven. Ciertamente, son
la clusterina y la ApoE las dos principales proteinas capaces de unir AR
en el tejido nervioso y actuar sobre él. Ratones transgénicos knockout
para ApoE y clusterina muestran una mayor cantidad de AB en el LCR

(DeMattos et al. 2004).

El aclaramiento de AB mediado por la clusterina se da también
mediante la internalizacién de este péptido en células de la microglia
0 en astrocitos y siempre es dependiente de la unién a un receptor
llamado LRP-2 (también conocido como megalina). La union del
complejo clusterina-megalina da como resultado la principal fuente de
aclaramiento de AP y es bastante abundante en zonas como plexos
coroideos y a lo largo del endotelio de la BHE (Sagare et al. 2007). Su
presencia en la BHE hace pensar que, en concentraciones fisioldgicas,
el complejo megalina/clusterina permite el aclaramiento del AR al
exterior. Todos estos roles de la clusterina respecto al AR se pueden

ver en la figura 16.
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Figura 16: diferentes rutas empleadas por la clusterina para promover el
aclaramiento del A (flechas verdes). La primera es mediante la interaccién con los
receptores LRP2/megalina que se expresan en las células endoteliales de los capilares
que irrigan el tejido cerebral y, asi, promueven su salida a través de la BHE. También
existen receptores LRP1 en las neuronas, en los astrocitos y en las células de la glia
que interaccionan con la clusterina y median la internalizacidn del AP por estas células.
Una ultima forma de aclaramiento es la protedlisis de AR por neprilisina, una
metaloproteasa dependiente de zinc. Cuando la concentracidn de clusterina se ve
superada por la concentracidon de AB, se promueve su agregacion (flechas rojas).
Fuente: (Yuy Tan 2012)

b) Glicoproteina a1

La glicoproteina alPf es una proteina cuya funcidn es todavia
desconocida, si bien en estudios previos mediante protedmica
detectamos que esta proteina incrementa su estado de oxidacién en
sujetos con EA y sujetos con DCL frente a sujetos controles (Di
Domenico et al. 2016). Esta proteina tiene secuencia similar a la de las
inmunoglobulinas y se ha visto en estudios previos que estd reducida

en sujetos con EA frente a sujetos controles (Puchades et al. 2003).
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c) Receptor for Advanced Glycation End-products

(RAGE)

Alo largo de la presente introduccién ya se ha mencionado al receptor
RAGE. Este receptor, codificado en el brazo corto del cromosoma 6,
consta de 11 exones y 10 intrones y esta situado al lado del locus del
complejo mayor de histocompatibilidad (Bierhaus et al. 2005). Esta
proteina se categoriza dentro de la familia de las inmunoglobulinas y
es un receptor multiligando, ya que es capaz de interaccionar y unir a
muchas moléculas, ademas de los AGE (advanced glycosylation end
products, que son lipidos o proteinas glicosilados por la elevada
presencia de azucares). Estas moléculas pueden estar implicadas en la
homeostasis, el desarrollo y la inflamacion, pero la que mas interesa
en la presente tesis es la capacidad de unién entre RAGE y AB (Neeper

et al. 1992; Hudsos et al. 2002).

La estructura del receptor de aproximadamente 35 kDa, consta de 5
dominios: el citosdlico (que se encarga de la transduccion de las
diferentes sefiales), un dominio transmembrana que permite el
anclaje a la membrana celular, dos dominios constantes y un dominio
variable que une los diferentes ligandos (Hudson et al. 2002). Fruto del
splicing alternativo, existen diferentes isoformas de RAGE, algunas de
ellas truncadas, y otras que carecen de dominio transmembrana y son
secretadas fuera de la célula (conocidas como sRAGE) (Falcone et al.

2005).

La gran importancia que tiene RAGE en la EA es que parece mediar el

paso de AP a través de la BHE desde la sangre hacia el LCR,
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perjudicando a dicha barrera (Kook et al. 2013). De hecho, diferentes
estudios defienden esta idea de que RAGE media la transcitosis de AB
a través de la BHE y esto se asocia con un mayor estrés oxidativo en
las neuronas que lo internalizan (Deane et al. 2003; Deane et al. 2004).
Ademas, como defienden De Strooper y Karran (2016), la interaccién
entre el AB y RAGE es una fuente de moléculas pro-oxidantes que
acaban por incrementar el estrés oxidativo en la célula pero que
contribuye a la respuesta inflamatoria generada por la microglia (Du

Yan et al 1996).

d) Proteina quinasa dependiente de RNA de doble
cadena (PKR)

PKR (del inglés, double stranded RNA dependent protein kinase)
también llamado EIF2AK2 (del inglés, eukaryotic translation initiation
factor 2-alpha kinase 2) es una proteina quinasa que controla la
sintesis proteica al fosforilar el factor eucariético de iniciacion de la
traduccién elF2a. Su forma activa estd fosforilada y se denomina p-

PKR.

Entre otros roles, PKR esta implicada en la inflamacién y el control de
infecciones viricas. Sin embargo, parece tener un papel importante en
la patologia de la EA, ya que bajo condiciones de estrés oxidativo
puede inducir a BACE (Dumurgier et al. 2013). Este hecho provoca un
aumento en la sintesis de AB que, como se ha visto, correlaciona

directamente con el desarrollo de la EA.

Ademas, se ha observado que PKR esta aumentado en cerebros de

sujetos con EA. Mouton-Liger y colaboradores muestran en un estudio
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que los niveles de p-PKR en LCR de pacientes con EA y con DCL
amnésico estaban aumentados respecto a controles normales
(Mounton-Liguer et al 2012). Ademas, este estudio también defiende
gue los niveles de p-PKR correlacionan con los niveles de p-tau en

pacientes de EA.

De hecho, en nuestro grupo se realizaron una medida de PKR, entre
otras proteinas, en linfocitos de personas sanas portadoras del gen
ApoE4, demostrando que la expresién de esta proteina era mayor en
portadores del alelo ApoE4 que en los no portadores (Badia et al.
2013). Esto sugiere que BACE1 es un componente importante, ya que
estd aumentada por accién de la PKR y tiene su accién facilitada en los

portadores de ApoE4 (Hirsch-Reinshagen et al. 2009).
e) Regulador de la Calcineurina (RCAN1) y Calcineurina

RCAN, del inglés regulator of calcineurin es el nombre dado a una
familia de proteinas que estdn muy conservadas en las levaduras hasta
en los mamiferos (Porta et al. 2007). De todos los componentes de esta
familia, hay una en particular que tiene especial relevancia en el

Alzheimer: RCAN1.

El gen RCAN1 se situa en el cromosoma 21g22.12, lugar que le confirid
durante mucho tiempo el nombre de DSCR1 (del inglés Down
Syndrome Critical Region 1), dada su relacién con el brazo
cromosomico responsable de la trisomia 21 (Ermak et al. 2011). Este
gen posee seis intrones que separan siete exones. El splicing
alternativo del RNA mensajero genera cuatro transcritos primarios que

seran modificados a posteriori. De esos transcritos, RCAN1.1 es el mds
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expresado en cerebro (ademas de en musculo esquelético y fibras

cardiacas) y, por ello, es el mas relevante para la EA (Wu et al. 2014).

Por su parte, la calcineurina es una fosfatasa de serinas/treoninas
dependiente del sistema calcio-calmodulina. Tiene su origen en el
cromosoma 4q21-g24 y su transcripcion origina una proteina con dos
dominios: uno de ellos catalitico (de 60 kDa) y otro, regulador (de 19
kDa) donde se une RCAN1. La funcién principal de la calcineurina en la
EA es defosforilar a tau, aunque otros estudios defienden que su
expresiony niveles de actividad correlacionan con el incremento de AB

(Abdul et al. 2009, Lloret et al. 2011, Furman y Norris 2014).

RCAN1 estd sobreexpresada en pacientes con EA (Wu et al. 2014). Esta
sobreexpresién estaria directamente relacionada con la muerte
neuronal y la formacidn de ovillos neurofibrilares, dado que un
aumento de RCAN1 implica una regulacion negativa de la calcineurina
(Cook et al. 2005; Ermak et al. 2011) que, como ya hemos dicho, es

una defosforilasa de tau.

Datos previos de nuestro laboratorio muestran que, ademads, RCAN1
es capaz de inducir a GSK3B. Por tanto la sobreexpresidon de esta
enzima aumentara la hiperfosforilacidon de tau al inhibir la calcineurina
y, a la par, estimular a GSK3B. Ademas, los resultados sugieren que AR
induce la expresion de RCAN1, cerrando un circulo que uniria las dos

lesiones insignia de la EA (Lloret et al. 2011).

Del mismo modo, en un estudio llevado a cabo en nuestro grupo de

investigacién se mostrd que linfocitos de sujetos con genotipo 4/4
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para la ApoE tienen mayor expresion de RCAN1, calcineurina y GSK3p

que los controles (sujetos ApoE 3/3) (Badia et al. 2013).

En la figura 17 aparece un esquema que muestra las rutas de RCAN1
para aumentar la fosforilacion de tau. También se muestra una posible

relacidn entre los efectos de AB y la fosforilacion de tau.
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Figura 17: esquematizacion de las rutas de RCAN1 para aumentar la fosforilacion de
tau. Fuente: (Lloret et al. 2011).

f) Proteinas implicadas en inflamacion: TGF-B e IL-6

El factor de crecimiento transformante B (o TGF-B) es el nombre que
recibe una familia de citoquinas que tiene un rol especial en
proliferacién celular, neuroproteccion, diferenciaciéon y angiogénesis

(Massagué 2012).

Dentro de la familia TGF-B, existen varias isoformas (TGF-B -1, 2, 3) que
presentan una estructura conservada (hasta el 80% de homologia). La
sintesis de todas ellas es en forma de pro-proteina, por lo que

necesitan un procesamiento post-traduccién para alcanzar su forma
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activa. Asi, TGF-B1 es una proteina de 390 aminodacidos, mientras que
TGF-B2 y TGF-B3 son un poco mads largas, con un total de 412
aminodcidos (Massagué 2012). La forma activa de TGF-B se produce
cuando se forman dimeros de proteinas de unos 25 kDa y existen dos
tipos diferentes de receptores para estas moléculas en diferentes

tejidos.

Todas las isoformas de TGF-B se expresan a niveles bajos en las
neuronasy en las células gliales y sus niveles aumentan, especialmente
en el caso de TGF-B1, tras una agresion (Flanders et al. 1998). De
hecho, Unsicker y Krieglstein mantienen que TGF-B actua junto a
neurotrofinas como BDNF (del inglés Brain Derived Neurotrophic
Factor) o NGF (también del inglés Nerve Growth Factor) para mantener

la homeostasis en el tejido nervioso (Unsicker y Krieglstein, 2003).

Se havisto que los niveles de TGF-3 estdn elevados en el tejido cerebral
de sujetos con EA respecto a controles sanos (Flanders et al. 1995),
mientras que en la bibliografia hay posiciones contradictorias sobre si
TGF-B esta disminuida en el plasma de enfermos de EA (De Servi et al.

2002) o aumentada (Malaguarnera et al. 2006).

Con todo, el rol de TGF-B en la EA no estd plenamente descrito. Das y
Golde (2006) proponen que estaria relacionado con la proteccidn
frente a la inflamacidn que aparece en las fases tempranas de la EA 'y
que este papel es totalmente dependiente de la sefializacion de TGF-
por sus receptores (en concreto el receptor tipo Il, que se encuentra

en las neuronas y en las células gliales) (Das y Golde 2006).
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Asi, TGF-B es sintetizado por la microglia y los astrocitos activados y
seria capaz de reducir la deposicion de AP en placas, pero aumentaria
la deposicidon de éste en los vasos sanguineos cerebrales. De esta
forma, TGF-B previene la inflamacidon temprana, pero, cuando la
inflamacidn se vuelve crdnica, su sefializacion se reduciria a causa de
diferentes mecanismos. Por consiguiente, la deposicion en placas
amiloides continuaria. Ademas, esta reduccion de la sefalizacién
parece afectar a la supervivencia de las neuronas (Das y Golde 2006,

Tesseur et al. 2006). Esto aparece esquematizado en la figura 18.
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Figura 18: esquema del rol de TGF-B en la EA. Esta citoquina se produce por la
microglia y los astrocitos activados al inicio del proceso inflamatorio caracteristico de
la enfermedad y actua sobre la agregacion del AB en las placas amiloides. Ademas,
parece ejercer efectos beneficiosos sobre las neuronas, ayudando a su supervivencia
frente a la excitotoxicidad del AB. Cuando la inflamacion se vuelve crénica las
neuronas reducen la expresidn de los receptores Il para TGF-B y esta reduccion de la
sefalizacion de TGF-B parece contribuir a la degeneracion de la célula. Fuente: (Das y
Golde 2006).

92

Neurodegeneration



Se ha demostrado en ratas que la microinyeccidn intrahipocampal de
AB, conjuntamente con la administracion de TGF-B por via intranasal,

reduce e incluso detiene la neurodegeneracién (Ke et al. 2015).

Por su parte, la interleuquina 6 (IL-6) es una citoquina muy implicada
en la inflamacidon y en la respuesta de la fase aguda que ocurre en los
primeros momentos de una infeccién. Diversos estudios la implican
con la inflamacién que se produce en la EA; por ejemplo, Dursun y
colaboradores defienden que los niveles séricos de IL-6 estdn
incrementados en pacientes con EA de inicio temprano (normalmente
genético) frente a controles sanos (Dursun et al. 2015). Sin embargo,
en el mismo estudio se muestra que los niveles de IL-6 no son

diferentes entre pacientes con EA esporadica y controles.

Bauer y colaboradores muestran que la IL-6 colocaliza con las placas
amiloides, pero no obtienen diferencias en la concentracién de IL-6 en
LCR de sujetos sanos frente a sujetos con EA (Bauer et al. 1991). Sin
embargo, Blum-Degena y colaboradores si reportan estas diferencias
(Blum-Degena et al. 1995). Los resultados que existen en la bibliografia
son un poco confusos, pero tiene sentido que la IL-6 esté implicada en

las fases tempranas de la EA, dado su rol en la inflamacion.
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“Las ideas no duran mucho.
Hay que hacer algo con ellas”

Santiago Ramédn y Cajal

OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS

1. Determinar los niveles de B-amiloide, tau fosforilada y tau
total en liquido cefalorraquideo en sujetos sanos, en
pacientes diagnosticados de deterioro cognitivo leve y en

aquellos que padezcan enfermedad de Alzheimer.

2. Determinar la concentracidon en suero de RCAN, clusterina,
PKR, calcineurina, RAGE, alfB glicoproteina e IL6 para su
estudio como posible biomarcador. Todas los proteinas se
determinaran en sujetos sanos, en pacientes diagnosticados
de deterioro cognitivo leve y en aquellos que padezcan

enfermedad de Alzheimer.

3. Estudiar la variacion y/o correlacién de las proteinas
determinadas con el diagnéstico de la enfermedad de

Alzheimer.

4. Calcular las curvas ROC de las proteinas determinadas para
estudiar su sensibilidad y especificidad como posibles
biomarcadores para el diagndstico de EA. Valorar si un
conjunto de las proteinas determinadas puede tener un

mayor valor diagndstico.
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5. Realizar un andlisis discriminante que nos permita
categorizar a los sujetos del estudio segun las
concentraciones de las proteinas determinadas en cada uno

de ellos.

6. Analizar si el conjunto de estos biomarcadores nos permite
desarrollar una regla de decision que clasifique
correctamente a los pacientes en funcidon de su grupo

diagnéstico.
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“Dejamos de temer aquello que
se ha aprendido a entender”

Marie Curie.

MATERIALES Y METODOS
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

3.1.1.Aparatos

Los aparatos utilizados en la fase experimental de esta tesis se
encuentran ubicados en el Departamento de Fisiologia de la Facultad
de Medicina de la Universidad de Valencia, asi como en la Unidad
Central de Investigacion de Medicina (UCIM) situada en la misma
facultad. La infraestructura es la correspondiente al grupo de trabajo

del Dr. José Viia y la Dra. Ana Lloret.
Centrifugas:

e Eppendorf® Thermomixer Compact.
e Thermo scientific, Sorvall legend XTR.
e Hettich, rotina 35 R para tubos cénicos (Eppendorf®).

e Sigma, 1-14 para tubos cénicos (Eppendorf®).
Balanzas:

e Gram precision, serie AHZ. Sensibilidad £0,01 g.
Agitador magnético:

e Hot Plate Stirrer SB 162-3. Marca Stuart.
Sistema de purificacién de agua:

e Purelab flex marca Elga.

Congeladores:
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e Congelador de -802C Mmarca Revco. Modelo Ultima Il.

e Congelador de 802C marca Froilabo. Modelo Biomemory
333690 L.

e Congelador de -202C marca Liebherr, modelo Confort Nofrost.

e Cdmara Fria Marca lbercex.

e Nevera Marca Lynx (2-42C).
Termobloque:

e Marca Stuart, Block heater, SBH 130 D.
Lavador automatico de placas ELISA:

e Marca Tecan, modelo Hydroflex.
Autoclave:

e Marca JP_selecta.
Espectrofotometro:

e SpectraMax Plus 384.

3.1.2. Reactivos

a) Kits ELISA

Los kits ELISA empleados para la realizacién de esta tesis, asi como la

casa comercial de la cual vienen estdn especificados en la tabla 4.
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Tabla 4: en la columna de la izquierda aparecen las proteinas especificas que se
determinaron mediante ELISA. A la derecha aparece el nombre de la casa comercial

de la que obtuvimos dicho kit.

Proteina de Interés

Lugar de medida

Casa comercial

Péptido B-amiloide (1-42)
Tau total

Tau fosforilada
Tau total
Receptor for Advanced
Glycation-End-products
(RAGE)
Double stranded RNA-
dependent protein kinase
(PKR)

Calcineurina

Regulator of Calcineurin 1

(RCAN1)

Clusterina

alp glicoproteina
Factor de crecimiento
transformante B (TGF-B1)
Interleuquina 6

ApoE4/Pan-ApoE Elisa Kit

LCR
LCR
LCR

Suero

Suero

Suero

Suero

Suero

Suero

Suero

Suero

Suero

Suero

Innogenetics N.V
Innogenetics N.V
Innogenetics N.V
Thermo Fisher
Scientific Inc.

Ray Biotech Inc.

CUSABIO
BIOTECH.,LTD

Cloud-Clone Corp-
CUSABIO
BIOTECH.,LTD
CUSABIO
BIOTECH.,LTD
MyBiosource

Diaclone SAS

Diaclone SAS

MBL International

Corporation
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3.1.3.Material fungible
Tubos Vacutainer®:

e Para LCR: BD Vacutainer®

e Para extraccion de suero: BD Vacutainer® SST Il Advance.
Pipetas Pasteur de vidrio.
Pipetas automaticas multicanal.
Pipetas automaticas monocanal.

3.2. Métodos

3.2.1.Seleccidn de sujetos

Se reclutaron un total de 82 sujetos: 33 son sujetos sanos, 23 pacientes

diagnosticados con DCL y 26 son pacientes de EA.

Todos los sujetos accedieron a participar en el estudio de forma
voluntaria tras ser informados convenientemente sobre el mismo y
tras firmar un consentimiento informado. En todo momento se
respetaron los principios fundamentales establecidos en Ia
Declaraciéon de Helsinki, en el consejo de Europa relativo a los
Derechos Humanos y la Biomedicina, en la Declaracién de la UNESCO
sobre el genoma humano y los Derechos Humanos, asi como los
requisitos establecidos en la legislacion espafiola en el ambito de la
investigacion biomédica, la proteccidn de datos de cardcter personal y

la bioética.

En el caso de que algun sujeto no estuviera capacitado para firmar el

consentimiento, éste fue firmado por un familiar a su cargo. Todos los
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documentos se incluyen en el presente proyecto que fue previamente
aceptado por el Comité Etico del Hospital Clinico de Valencia; el cual

se adjunta en el Anexo 6.
a) Sujetos controles

Un total de 33 sujetos sanos, sin antecedentes de demencia, fueron
designados como grupo control. Los sujetos control se reclutaron del
Servicio de Anestesiologia del Hospital Clinico de Valencia, donde se
les extrajo una muestra de liquido cefalorraquideo y otra de sangre

que fueron procesadas en nuestro laboratorio.
Los criterios de exclusidn para este grupo fueron:

e Estar en un rango de edad diferente al comprendido entre 60
y 85 anos.

e Padecer cancer o alguna otra enfermedad pro-inflamatoria.

e Padecer alguna clase de demencia.

e No firmar el consentimiento informado.

b) Sujetos con DCLy EA

Los pacientes con diagndstico de DCL y EA provienen del servicio de
Neurologia del Hospital Clinico de Valencia. Los criterios de exclusiéon

para los sujetos DCL y EA fueron los siguientes:

e Padecer de alguna enfermedad neoplasica o estar recibiendo
un tratamiento inmunosupresor por algun otro motivo.

e Ausencia de familiares.
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e Padecer alguna enfermedad que influya en el estado oxidativo
(como Diabetes Mellitus) o recibir tratamientos que alteren tal
estado (hemodialisis).

e No firmar el consentimiento informado.

El tamafio muestral final fue un total de 23 sujetos DCLy 26 EA. A cada

paciente se le hizo una extraccion de LCR y una de sangre venosa.
3.2.2.Test cognitivos

A todos los pacientes de los grupos DCL y EA, se les pasé un test al
principio del estudio con orientacién clinica. Dicho test es el Mini
Mental State Examination (MMSE), que aparece detallado a

continuacion.

Fundamento

Este test fue descrito por Folstein y colaboradores (Folstein et al. 1975)
con el objetivo de valorar el estado cognitivo del paciente y tratar de
discernir principios de demencia. Mediante un total de 11 items se
estudian 5 dreas relevantes de la funcién cognoscitiva: la orientacion
espacio temporal, la concentracion, la atencién, la memoria (tanto
inmediata como diferida), la capacidad de calculo y finalmente el
lenguaje expresivo y también receptivo. Es un test muy utilizado
debido a su brevedad (puede hacerse en 5-10 minutos) y es

habitualmente rutinario en la practica clinica.

Su validez como medida de la funcién cognoscitiva esta ampliamente
aceptada (Tombaugh y Mclntyre, 1992), presentando una sensibilidad

del 87% a la hora de detectar demencia en pacientes hospitalizados.
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Sin embargo, este test presenta algunos sesgos, se ha visto que el
MMSE reduce su valor con la edad creciente y en sujetos con un escaso

nivel de educacion (Crum et al. 1993).

Aunque originalmente fue disefiado para discriminar pacientes
organicos de deprimidos, su utilizacion es casi diaria en el campo de la
psiquiatria y la neurologia. De hecho es el test mas utilizado en
investigacion epidemioldgica relacionada con estas dos especialidades
y también en ensayos clinicos en los que se requieren las funciones

intelectivas del paciente (Tombaugh y Mcintyre, 1992).

El funcionamiento de este test es muy sencillo: hay un nimero de
items y la superaciéon de cada uno da un punto por lo que las
puntuaciones obtenidas van de 0 a 35. Existen diferentes valores de
corte que permiten interpretar los resultados: una puntuacién igual o
superior a 29 se asocia a un funcionamiento cognitivo normal,
mientras que una puntuacién menor o igual a 23/24 suele
considerarse patoldgica en caso de adultos de 65 afios de edad o mas.
Para adultos no geriatricos una puntuacién de 27/28 puntos es
también considerada como patoldgica (Patten y Fick, 1993). Estos
valores de corte pueden variar dependiendo de varios factores que
fomentan el sesgo: la inclusidn de personas de escaso nivel cultural y
profesional, algo que puede dar falsos positivos, la inclusion de
personas que acceden con menos frecuencia al ambito hospitalario y,

finalmente, la inclusién de personas muy ancianas.
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La versidn espafola del MMSE descrita por Lobo y colaboradores (Lobo
et al 1993), llamada MEC (Mini Examen Cognoscitivo) tiene en cuenta
el sesgo de baja escolarizacion en grupos de edad avanzada y afiade
unas pequefias modificaciones. El nimero total de items es de 30 0 35,
dependiendo del test, y el punto de corte estd establecido en 27. La
sensibilidad es de un 93% vy la especificidad de un 90%(Llamas-Velasco

et al. 2015). Se adjunta un ejemplar del MMSE en el Anexo 7.
3.2.3.0btencién de las muestras

Se realizd una puncidn lumbar a primera hora de la mafiana siguiendo
los procedimientos estandar hasta llegar al espacio subaracnoideo. Se
recogieron 2mL de LCR en un tubo de polipropileno y se transporto al
laboratorio donde se procesaron todas las muestras. El LCR se
centrifugd a 2000 G durante 10 minutos a temperatura ambiente, el
sobrenadante fue pipeteado y posteriormente se alicuoté en
volumenes 500 pl y se congeld a -802C hasta su uso en los andlisis
biogquimicos necesarios teniendo en cuenta los ciclos de

congelacion/descongelacion.

Las muestras de sangre fueron recolectadas en tubos para suero. En el
caso del suero, se depositd la sangre en tubos sin anticoagulante
durante 30 min aproximadamente para permitir la coagulacién de la
sangre. Tras este tiempo la sangre se centrifugo a 1500 G durante 15
min y las muestras se alicuotaron y congelaron a -802 C hasta su

posterior analisis.
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3.2.4.Ensayo por inmunoabsorcion ligada a enzimas (ELISA)

a) Fundamento de la técnica

El ensayo por inmunoabsorcién ligada a enzima (del inglés, Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay o ELISA) es una de las técnicas mas
utilizadas para detectar antigenos. Esta basada en un principio similar
al radioinmunoensayo (RIA), pero depende de un enzima en lugar de
una sonda radiactiva. Una enzima conjugada a un anticuerpo
reacciona con un sustrato incoloro generando un producto coloreado.
Segun la enzima utilizada puede tener la sensibilidad del RIA con la

ventaja de ser menos peligrosa y mucho mas barata.

En la actualidad, existen numerosas variaciones de la técnica de ELISA
con el objetivo de detectar o de cuantificar tanto antigenos, como
anticuerpos. En nuestro caso empleamos el ELISA sandwich, que se
diferencia del ELISA por ensayo indirecto en que el primero sirve para
cuantificar una proteina sérica, mientras que el segundo se emplea

para titular anticuerpos especificos.
b) Procedimiento experimental

La técnica se realiza en placas de poliestireno de 96 pocillos, en cuyo
fondo estd el anticuerpo contra la proteina que se pretende detectar
fijado por adsorcidn fisica. Se siguieron las recomendaciones y el

protocolo especificado por la casa comercial para cada kit ELISA.

Las proteinas medidas en LCR fueron AB, tau y tau fosforilada. En suero
se midieron clusterina, RCAN1, RAGE, PKR, TGF, alp glicoproteina,

calcineurina y la interleuquina 6.
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Se realizé una curva patrén con distintas concentraciones de la
proteina estandar proporcionada por la casa comercial junto al kit.
Tanto las muestras como los patrones se cargaron por duplicado en la
placa en un volumen especificado en el kit. Dichos voliumenes

aparecen a continuacién en la tabla 2.

Tras la adicién de la muestra a los pocillos, la placa se cubre y se deja
en agitacion leve (300rpm) y con calor (372C) durante un tiempo que

también aparece especificado en la tabla 5.

Durante el tiempo de incubacién se produce la unién especifica
antigeno-anticuerpo. Tras esta incubacién se lava la placa eliminando
el liquido restante y afiadiendo el tampdn de lavado preparado con
antelacién. Este paso, al igual que todos los futuros lavados se realizan
con el lavador de placas Tecan Hydroflex y puede consistir en varias
aspiraciones de liquido y suministro de tampdén de lavado

(normalmente se hacen de 3 a 5 ciclos aspiracién-suministro).

Tras el lavado se afiade un segundo anticuerpo biotinilado que se une
al complejo anticuerpo-proteina de interés, presente en las paredes
de los pocillos, y se deja incubar en las mismas condiciones que
anteriormente durante un tiempo variable (1-2 horas). Tras esta
incubacién el exceso de anticuerpo biotinilado es eliminado mediante

otro lavado, y seguidamente, se afiade un conjugado de estreptavidina

con peroxidasa de rdbano (HRP, del inglés horseradish peroxidase), el

cual se une en la parte biotinilada del sandwich.
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Tabla 5: detalle de volimenes de muestra empleados en cada kit ELISA, asi como de
los tiempos de la primera incubacién. También aparece si es necesario o no una

dilucién previa de la muestra.

(Dilucion 1:500)

Proteina de Interés Volumen Tiempo de
cargado (pL) incubacion (min)

Péptido B-amiloide (1-42) 25 60
Tau total 25 60
Tau fosforilada 75 8400
Tau total 50 120
Receptor for Advanced 100 150
Glycation-End-products
(RAGE) (Dilucién 1:2)
Double stranded RNA- 100 120
dependent protein kinase
(PKR)
Calcineurina 100 120
Regulator of Calcineurin 1 100 120
(RCAN1)
Clusterina (Dilucién 100 120
1:500)
alp glicoproteina 100 60
Factor de crecimiento 40 120
transformante B 1 (TGF-
B1) (Dilucién 1:10)
Interleuquina 6 100 60
ApoE4/Pan-ApoE Elisa Kit 100 60 (a 259C)
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Tras la eliminacién por lavado del conjugado HRP no unido, la solucién
con el sustrato de la HRP es afiadida a los pocillos. Asi, se forma un
producto coloreado proporcional a la cantidad existente de proteina
tanto en las muestras problemas, como en los estandares. Por ultimo,
la reaccidn se para con una solucién Stop y la absorbancia es medida
en un lector de placas espectrofotométrico a la longitud de onda de
A=450nm. La concentracién de la correspondiente proteina puede ser
determinada gracias a la interpolacion en la curva patrdn realizada con
la concentracion de las muestras estandares de concentracidon

conocida.
e Kit de ApoE

Mencion especial merece el Kit ELISA para la determinacion del
genotipo de ApoE: Este kit busca la diferencia entre homocigotos
ApoE4/4 y los heterocigotos. Para ello se emplea el ratio de la
concentracién entre ApoE y Pan-ApoE, de forma que un ratio mayor
gue 1 indica un genotipo ApoE 4/4 y un valor de 0,44 o mas indica que
la persona es portadora de una sola copia de ApoE4. Si el ratio es 0, el
sujeto no presenta ninguna copia del alelo €4 y, por tanto, es genotipo

3/3.
3.2.5.Métodos estadisticos

El proceso de analisis siguio diferentes fases para las cuales se usaron
distintas pruebas estadisticas con sus respectivos test. Se abordan,
sucesivamente, la descripcién de la base, asi como su depuracion de

datos, andlisis descriptivo, los test de sensibilidad, ANOVA, el concepto
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de curva ROC, el andlisis factorial y el concepto de analisis

discriminante.

Para el presente andlisis estadistico se ha usado el programa /IBM SPSS
Statistics 22. En todos los test se considera un resultado
estadisticamente significativo cuando el p_valor es menor a 0,05. En
caso contrario, se especifica la motivacién por la cual se acepta un
valor diferente, ya que segun Milton (2001) las normas para rechazar
o aceptar una hipdtesis nula en funcién del tamafio del p_valor no son
absolutamente estrictas. Siempre hay que tener en cuenta que cuando
rechacemos Ho cabe la posibilidad de cometer un error

(concretamente de tipo 1).

El p_valor es una medida del grado de riesgo que corremos cuando
decidimos aceptar una Ho y, por si las consecuencias de este error tipo
1 fueran muy graves, el p_valor esta convencionalmente aceptado
como muy pequefio. Una regla empirica aproximada es que Ho no

deberia rechazarse para valores P que excedan de 0,10.
a) Estructura de las variables.

En primer lugar, se procedié a la depuracion de los datos,
estableciendo un criterio de seleccion de forma que sélo fueron
considerados aquellos pacientes que tuvieran como maximo una celda

vacia del conjunto de variables medidas.

Esta depuracidn de la base de datos era necesaria, puesto que habia
demasiados pacientes sin muchas de las variables medidas, por tanto
teniamos muchos valores perdidos. Todos los sujetos que cumplieran

esta condicion se incluyeron en el estudio quedando al final un tamafio
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muestral de 66 sujetos, compuesta por 24 sujetos control, 22 sujetos

DCLy 20 sujetos EA.
b) Anadlisis descriptivo y comparacion de medias

Las variables AB, tau, p-tau, clusterina, PKR, RAGE, RCAN1 y TGF-f1
corresponden con las concentraciones de la proteina de interés

determinadas en el laboratorio para cada caso.

La variable ApoE es categdrica e indica el genotipo de esta proteina
presente en cada paciente. La variable Grupo, también categorica,

indica el grupo diagndstico al que pertenece cada sujeto.

En este proyecto el método experimental de determinacién de los
valores de las diferentes variables se produjo en dos muestreos
diferentes. Ees decir, se emplearon al menos dos kits ELISA que
determinan la misma proteina. Esto implica que la base de datos
enlaza dos muestreos distintos, por lo que es necesario contrastar que
se puede realizar la agrupacion de las dos muestras en una sola
variable para realizar este ejercicio. Asi, se realiza una prueba de
igualdad de medias y varianzas (mediante el test de Levene) para
confirmar que los datos pueden ser agrupados dentro de la base de

datos para su analisis.

Con el fin de garantizar el uso de la metodologia apropiada, cabe
confirmar que las variables de la base de datos se distribuyen como
una normal. Para ello, se realizd un analisis de normalidad de los datos,
comprobando que en todos los grupos muchas de las variables

presentaban una distribucién normal mediante el test de Kolmogorov-
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Smirnov con una significatividad estandar del 95% de confianza (p-

value>0,05).

El siguiente paso fue el andlisis comparativo de las variables de la
muestra utilizando un test de diferencia de medias mediante la
metodologia ANOVA. Dicho analisis se centré en comparar la igualdad
de medias entre los grupos incluidos en el estudio [Control, DCL, EA],
contrastando los resultados con una prueba no paramétrica de
asociacion (Kruskall-Wallis) para ofrecer robustez a los datos. Se
profundizé en el andlisis calculando la relacion bilateral entre las
variables incluidas en cada grupo (dos a dos) empleando la correccién

de Bonferroni.

En caso de aquellas variables que siguen una distribucién no normal,
se emplea la prueba de Kruskall-Wallis para estimar si existen

diferencias o no entre los tres grupos de estudio.

Ademas, se colapsaron los grupos de estudio en dos (Sano, Enfermo) y
se contrastd la igualdad de medias de las diferentes proteinas
mediante una T de Student o una U de Mann Witney segun la
normalidad de los grupos. Hay que mencionar que el grupo Enfermo

contiene a los sujetos DCLy a los sujetos EA.
c) Correlaciones

Se estimd si existe correlacion entre las variables incluidas en el
estudio, para tal fin se construye una tabla donde se presentan las
correlaciones bivariadas que son estadisticamente significativas, y

donde la citada significatividad se contrasta mediante tres test: el
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calculo del coeficiente de correlacidn de Pearson, la rho de Spearman

y la tau-b de Kendall, todos ellos con sus niveles de significacion.

El coeficiente de correlacion de Pearson es una medida de asociacion
lineal. Puede tomar valores entre 1y -1, siendo 1 la relacién lineal
positiva perfecta, 0 la relacién lineal nulay -1 la relacién lineal negativa

perfecta.

El coeficiente tau-b de Kendall se emplea para estudiar la relacion
entre variables ordinales, por lo que en el presente estudio tiene un
uso limitado dada la gran cantidad de variables continuas de las que
se dispone. Al igual que el coeficiente de correlacidon de Pearson, sus

valores oscilan entre -1y 1, coincidiendo también en su interpretacién.

Finalmente, la rho de Spearman se emplea como el coeficiente de
correlacién de Pearson, cuando las variables estudiadas incumplen el
supuesto de distribuciéon normal (Milton, 2001). Hay que recordar que
un p_valor significativo en alguna de estas tres pruebas indica

correlacién y una potencial causalidad.
d) Curvas ROC

Ademas, dado el interés clinico y la potencial aplicacién del estudio, se

realizaron curvas ROC con las variables incluidas en la base de datos.

Las curvas ROC (del inglés Receiver Operating Characteristic) son una
herramienta muy empleada para evaluar la capacidad diagndstica de
una prueba cuantitativa. Consiste en una representacion grafica en la

que la sensibilidad de la prueba se encuentra en los ejes de abscisas y
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la diferencia entre 1y la especificidad de la prueba para cada sujeto se

muestra en los ejes de ordenadas.
Sensibilidad

Es la probabilidad de clasificar correctamente a un individuo enfermo.
Es decir, la probabilidad de que para un sujeto enfermo se obtenga en
la prueba un resultado positivo. La sensibilidad es, por lo tanto, la
capacidad del test para detectar la enfermedad. De ahi que también la

sensibilidad se conozca como FVP o fraccién de verdaderos positivos.

VP

Sensibilidad = m

Especificidad

Es la probabilidad de clasificar correctamente a un individuo sano, es
decir, la probabilidad de que para un individuo sano se obtenga un
resultado negativo. En otras palabras, se puede definir la especificidad
como la capacidad para detectar a los sujetos sanos. De ahi que

también sea denominada FVN o fraccion de verdaderos negativos.

VN

Especificidad = VN T FP

Esto aparece especificado a continuacidn en la tabla 6. A su vez, en la
figura 19, se muestra una curva ROC. Esta, calculada como se explica
previamente, delimita un area bajo la curva realizada (AUC), que es el
valor predictor de la prueba. Este valor siempre oscila entre 0 y 1,
donde O indica que la prueba no tiene valor predictivo alguno mientras
qgue un valor de 1 indica que es una prueba muy sensible y muy

especifica (J.Irala Estévez, 2003).
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Tabla 6: tabla de contingencia que enfrenta los resultados de una prueba diagnéstica
con la presencia o ausencia de una enfermedad. Adaptado de Pita Fernandez y

Pértegas Diaz (2003).

Relacion entre el resultado de una prueba diagndsticay la
presencia o ausencia de una enfermedad.
Resultado | Verdadero diagndstico
de la
prueba
Enfermo Sano
Positivo Verdadero Positivo (VP) | Falso Positivo (FP)
Negativo Falso Negativo (FN) Verdadero Negativo
(VN)
100

a0

60

40

20

True Pasitive rate (Sensitivity)

III|III|III|III|I'II|

0 TR N R T N RN N N N B B B |
] 20 40 G0 20 100

False Fositive rate (100-5pecificity)

Figura 19: representacion de una curva ROC. Tomado de

https://www.medcalc.org/manual/roc-curves.php.
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Por tanto, se considera que una curva ROC tiene un valor predictivo
bueno cuando el citado valor oscila entre 0,8 y 1 y un valor predictivo

no aceptable por debajo del 0,5.

En el presente estudio, las variables de contraste son cuantitativas y
corresponden a los resultados de determinacién de proteinas
realizado previamente, mientras que la variable de estado indica la
categoria a la que pertenece un sujeto (grupo diagnosticado de
enfermedad). Es importante resaltar que para obtener una buena
curva ROC debe indicarse la categoria que se debe considerar positiva
en la variable de estado, siendo esto relevante porque para cada

variable el valor positivo serd diferente.

Una vez realizadas las curvas ROC para las variables de interés, se
establecen como modélicas (concepto conocido como gold-standard
en inglés o patréon de oro en castellano) las curvas obtenidas con las
variables AB en LCR, tau en LCR y p-tau en LCR, ya que estas variables
corresponden con los biomarcadores mdas empleados en la practica

clinica.

Las curvas ROC estan realizadas frente la variable de grupo diagndstico
(dando como positivo pertenecer al grupo EA), y frente a la variable de
diagnostico colapsada (Sano o Enfermo, siendo el estado positivo el

grupo Enfermo).
e) Reduccién del numero de variables a factores significativos

Se realiza una reduccidn del nimero de variables entre las que existe
una fuerte dependencia, indicativo de que contienen informacién

similar, y, por tanto, pudieran ser redundantes en la explicacién de la
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variable dependiente del modelo si se incluyesen conjuntamente en el

analisis.

Para ello, se utiliza el procedimiento de construcciéon de variables
combinadas (factores) mediante la técnica de extraccion de
componentes principales (PCA) de las variables disponibles. A partir de
la estimacion de los componentes principales, se emplea la técnica del
anadlisis factorial para extraer factores comunes que contengan la
mayor parte de la informacion existente en las variables (Landau y
Everitt, 2004). El PCA provee una aproximacion para la construccion de
estas nuevas variables estadisticas (sintéticas) y para decidir cuantas
nuevas variables podrian ser necesarias para representar bien la

informacidn original.

El método para la extraccion de factores se utiliza para formar
combinaciones lineales no correlacionadas de las variables
observadas, de forma que el primer componente tiene la varianza
maxima. Los componentes sucesivos explican progresivamente
proporciones menores de la varianza y no estan correlacionados unos
con otros. El método continda con estas directrices hasta que haya
tantos componentes que expliquen la mayor parte de la varianza. El
analisis principal de los componentes se utiliza para obtener la

solucién factorial inicial.

Cada una de las p-variables observables es una combinacidn lineal de
k-factores comunes a todas ellas y de un factor Unico para cada una.
Por tanto, todas las variables originales estan influenciadas por todos

los factores comunes, mientras que para cada una existe un factor
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Unico especifico para esa, siendo, tanto una como otra, variables no
observables. La determinacidn de la matriz factorial o matriz de pesos

factoriales es uno de los problemas esenciales del andlisis factorial.

Una vez determinada la matriz factorial se utiliza la informacién que
ella proporciona con el objetivo de identificar la composicidén de los
factores. Para ello, y con el objeto de facilitar esta interpretacién,
existen procedimientos como la rotacidon de factores que pueden

ayudar en esta tarea.

Inicialmente cada factor comun estd correlacionado en distinta
medida con cada una de las variables originales. Utilizando la rotacién
de los factores se obtiene una matriz equivalente a la matriz factorial
A. En esta nueva matriz las variables originales presentaran una
correlacién préxima a 1 con uno de los factores y préximas a 0 con el
resto. De esta manera, cada factor tendrd correlacién alta con un
grupo de variables y baja con el resto, simplificAndose la tarea de

identificar e interpretar cada uno de los factores.

La prueba de que los factores son representativos se contrasta con dos
test: el de KMO vy el de Barlett. El test KMO (Kaiser, Meyer y Olkin)
representa si existe una relacion entre las variables, y tiene un valor
que oscila entre 0 y 1. Por lo tanto, un valor KMO cercano a la unidad
implica una elevada relacion entre las variables. De hecho si el valor de
la KMO es menor que 0,5 no se considera aceptable el analisis factorial,
puesto que las variables son suficientemente distintas y no pueden ser
utilizadas para obtener las combinaciones comunes que representan

los factores (Landau y Everitt, 2004).
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El test de esfericidad de Barlett valora la aplicabilidad del anlisis
factorial en las variables del estudio. Un test estadisticamente
significativo respalda el analisis factorial y los factores extraidos. Para
la demostracion de la significatividad se asumen las normas

estadisticas convencionales, esto es, el 10%, el 5% o el 1%.

Los factores extraidos del analisis de componentes principales se
interpretan como una combinacion que se produce entre las variables
incluidas en la base y que tienen efectos conjuntos. Cada factor hace
referencia a un conjunto de condiciones. Por su parte la extraccion de
factores significativos contribuye a comprender cdmo las distintas
variables (proteinas) interactian bioldgicamente entre ellas para

ejercer sus efectos.

Esta prueba se aplico en el presente estudio a conjuntos diferentes de
variables. En primer lugar al conjunto de las variables clusterina, PKR,
RAGE y RCAN1. En segundo lugar, empleamos el mismo conjunto de
variables, afiadiendo la variable continua TGF-B1 en un ejercicio y

afiadimos la variable categérica ApoE en el siguiente ejercicio.

En el primer caso, la elevada correlacion entre las cuatro variables
mencionadas recomendaba el cdlculo de factores para reducir los
efectos que tuviese esa correlacion en forma de multicolinealidad
excesiva y su consecuente efecto sobre la eficiencia de los parametros.
Como es sabido, los factores extraidos son independientes entre ellos,

lo que conseguiria resolver este problema estadistico.

En las reducciones de factores se obtuvo el grafico de componentes en

el espacio rotado, que sitla las variables utilizadas en cada modelo en

124



funcién de los valores nuevos que se adquieren mediante la reduccién
de factores. Para contemplar todas las relaciones que existen entre las
proteinas que hemos medido en este estudio, se elabord un grafico a
partir del analisis de componentes realizado, que muestra cdmo se
relacionan las diferentes proteinas plasmaticas entre si. Ademads,
realizamos otro analisis de componentes principales donde afiadimos

las variables medidas en LCR.

Sobre la base de la idea de Doecke et al (2012), el principal interés de
la reduccién del numero de variables independientes en factores en
este trabajo es hallar un set de biomarcadores que pueda tener un
valor predictivo tanto o mas preciso que el de alguna de las variables
consideradas modélicas hoy en dia y que se emplean en la practica
clinica diaria para diagnosticar EA (Dubois et al. 2014), que se

aproximan al concepto conocido como patrén de oro.

Ademas, las primeras cuatro variables introducidas presentan
correlacién entre ellas y, si se calcula su area bajo la curva, las propias
variables de forma independiente superaban el valor umbral de 0,5
pero no llegan a erigirse como pruebas diagndsticas fiables. Por ello, la
estimacion de factores, entendidos como una combinacién lineal de
las proteinas medidas en este estudio, permite obtener nuevas
variables que incorporan y combinan su informacidn, resultando en un

mayor valor predictivo (en este trabajo).

Los factores estimados se exportan a nuevas variables que fueron
incluidas en el estudio. Una vez determinados, se realizaron sus curvas

ROC en las que se observd una mejora del valor del area bajo la curva.
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De nuevo, todas las curvas ROC estan realizadas frente la variable de
grupo diagndstico (dando como positivo pertenecer al grupo EA), y
también frente a la variable de diagndstico colapsada (sano o Enfermo,

siendo el estado positivo el grupo Enfermo).
f)  Analisis discriminante

El andlisis discriminante es un andlisis donde existe una variable
dependiente categorica Y (variable grupo diagndstico) y un nimero
concreto de variables independientes continuas X (las proteinas

determinadas experimentalmente).

En nuestro caso, el objetivo del analisis discriminante es determinar a
qué grupo diagndstico pertenecen los sujetos en funcién de las
proteinas séricas determinadas. Se pretende encontrar relaciones
lineales entre las variables continuas que mejor discriminen en los

grupos dados a los sujetos.

Un segundo objetivo es construir una regla de decisién que asigne un
sujeto nuevo, que no sabemos clasificar previamente, a uno de los
grupos prefijados con un cierto grado de riesgo. Se calculara también

la sensibilidad y la especificidad de la regla de decision resultante.

Es importante destacar que ninguna variable discriminante puede ser
la combinacién lineal de otras variables, por lo que los factores
calculados quedaran fuera del analisis. De esta forma, emplearemos
las proteinas RAGE, RCAN, PKR vy clusterina como variables
independientes continuas. Ademds, por sus caracteristicas,

emplearemos el modelo aplicable a una variable dependiente
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categérica que solo adoptara dos categorias: sujeto control o sujeto

con EA.

El analisis discriminante consiste en aprovechar la informacién
contenida en las variables independientes para crear una funcién, a la
que llamaremos D, que sera una combinacién lineal de las diferentes
variables independientes (Xi, X,...Xn) Yy que serdn capaces de
diferenciar lo mas posible a ambos grupos. Hay que tener en cuenta
que existiran unos coeficientes (Cy, C,...Cn) que conseguiran otorgar a
los sujetos de un grupo puntuaciones maximas (superiores) en la
funcion D mientras que los sujetos del otro grupo conseguiran

puntuaciones minimas (Torrado-Fonseca y Berlanga-Silvente. 2013).

De esta manera, obtendremos una funcion D¢ para el grupo de sujetos
controles y otra funcidon Dga para los sujetos con EA. Cuando se
apliqguen ambas funciones a un sujeto que deseamos clasificar, aquella
que obtenga un resultado numérico mas elevado serd la categoria a la

que pertenece el sujeto.

Esta misma metodologia se aplicé también, con las mismas proteinas
como variables independientes, en un modelo en el que las dos

variables dependientes fueron sujetos DCL y sujetos EA.

Asi, las proteinas empleadas para este analisis fueron clusterina, PKR,

RAGE y RCAN1, quedando fuera ApoE (por ser categorica).
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“Para las personas creyentes
Dios esta al principio. Para los
cientificos esta al final de todas
sus reflexiones”

Max Planck

RESULTADQOS
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4. RESULTADOS

4.1. Descripcion de la muestra

Nuestra muestra tiene un total de 66 sujetos divididos en 3 grupos de
la siguiente forma: 24 sujetos sanos (controles), 22 sujetos
diagnosticados con DCL y 20 son sujetos que padecen la EA. Los
controles son sujetos sanos que no padecen ninguna clase de
demencia, mientras que los sujetos de los grupos DCL y EA fueron
clinicamente diagnosticados y asignados a los grupos
correspondientes por neurdlogos del Hospital Clinico de Valencia. Las

tablas 7,8 y 9 son descriptivas de la poblacién de estudio.

Como puede verse en ellas, el tamano muestral total en cada grupo es
homogéneo y las pruebas estadisticas realizadas con el fin de

demostrar dicha homogeneidad asi lo respaldan.

En cuanto a la distribucion de la poblacion por sexos (tabla 7), existe
un claro sesgo hacia el sexo femenino: el 72% de sujetos son mujeres,

frente a un 28% de hombres.

Esto tiene sentido puesto que en la introduccién se ha mencionado
gue los estudios EuroDem y EuroCoDe (http://www.alzheimer-
europe.org/EN/Media/Images/Article-lmages/Prevalence-Rates/

Eurodem) sefialaron que habia una mayor prevalencia de la EA en
mujeres respecto a hombres. Por tanto, la proporcidn mas alta de
mujeres encontrada en nuestra muestra es congruente con estos

hallazgos.
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Tabla 7: tabla descriptiva de la poblacién de estudio. Se muestra la distribucién por

sexos en la muestra.

SEXO
Grupo Hombres Mujeres Total
control 8 16 24
DCL 6 16 22
EA 4 16 20
Total 18 48 66

Tabla 7: Distribucién de la muestra de estudio en funcidn del sexo

En cuanto a las medias de edad de los sujetos observamos que entre
los grupos (tanto de mujeres como de hombres) no hay diferencias

significativas (tabla 8).

Tabla 8: tabla descriptiva de la poblacién de estudio. Se muestran las medias de
edad con su error estandar de los diferentes grupos de estudio que componen la
muestra

Media de edad (afos) £ error estandar

Grupo Hombres Mujeres Total
control 6214 61+3 6212
DCL 7213 7212 72+1
EA 69+4 7142 69+2

Tabla 8: Medias de edades en los diferentes grupos diagndsticos.

A continuacidn en la tabla 9 aparece la distribucion de la muestra la
puntuacion de cada grupo de estudio en el MMSE (Mini Mental State
Examination) que se realizd en el momento en los sujetos fueron
reclutados para el estudio. Todos los controles obtuvieron 30 puntos
y, como ya hemos mencionado en la metodologia, no habia

antecedentes de demencia familiares.
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Respecto a la puntuacidon obtenida en el MMSE los sujetos que
presentan EA tienen un valor inferior al punto de corte que indica una
demencia (en torno a 24) mientras que los sujetos DCL puntuan
superior a los sujetos EA pero no obtienen una puntuaciéon que
simbolice ausencia de deterioro cognitivo (el maximo de esta prueba

es de 30 puntos y estos sujetos puntian de media 26 puntos).

Tabla 9: tabla descriptiva de la poblacidn de estudio. Se muestra la puntuacién en el
MMSE de los diferentes grupos junto con sus errores estandar.

Grupo Puntuaciéon (MMSE) * error estandar
control 30+1
DCL 2613
EA 2043

Tabla 9: Distribucidn de la muestra de estudio en funcién de la puntuacién en el MMSE

Se determinaron también los genotipos para la ApoE de todos los
sujetos reclutados en el estudio. Como se ha mencionado previamente
esta descrito (Corder et al. 1993) que ser portador de una o dos copias
del alelo €4 de esta apolipoproteina se ha relacionado con un mayor
riesgo de padecer EA. En la tabla 10 se muestra la distribucién de la

muestra en los diferentes grupos seguin sus genotipos de ApoE.

Observamos un 50.8% de individuos con genotipo 3/3, un 34.4% de
individuos con genotipo 3/4 y un 14.8% de individuos que son genotipo
4/4. Es especialmente llamativo, a la par que coherente, los 0 casos de
genotipo ApoE 4/4 en el grupo de controles y el 75% de los sujetos con

genotipo 3/3 en este mismo grupo.
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Tabla 10: tabla descriptiva de las diferentes edades de los grupos de la muestra
expresados como medias de edades en los diferentes grupos diagndsticos * su

desviacidn tipica.

Genotipo ApoE

3/3 3/4 4/4 Total
control 18 6 0 24
DCL 6 8 8 22
EA 10 8 2 20
Total 34 22 10 66

Tabla 10: Distribucidon del genotipo ApoE en la muestra de estudio

Es llamativo que la distribucién del genotipo ApoE 4/4 sea desigual en
el grupo EAy en el DCL, ya que era de esperar una distribucién similar
y posiblemente mas sesgada hacia el genotipo ApoE 4/4. Como ya se
menciond, el porcentaje de riesgo de padecer EA siendo portador en
homocigosis del alelo 4 de la ApoE es del 20% con 68 afios (Corder et
al. 1993; Roses 1996). Por ultimo también es relevante el hecho de que

la poblacién mayoritaria en el grupo EA tenga un genotipo ApoE 3/3.

Con estas evidencias nos planteamos que esta distribucion de los
genotipos de ApoE en nuestra muestra puede verse afectada por las
frecuencias genotipicas totales de los tres alelos de la ApoE. Singh y
colaboradores documentan que la frecuencia del alelo 4 en Europa es
del 0.127%, mientras que la frecuencia del alelo 3 es del 0.790% y la
del alelo 2 es del 0.077%. Por tanto tiene sentido que exista en nuestra
muestra una mayor proporcién de poblacidn que sea portadora de una
o dos copias del alelo 3 de la ApoE, frente a los portadores del alelo 4

(Singh et al. 2006).
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4.2. Determinacion de biomarcadores en LCR

4.2.1.Determinacion de la concentracion de A en LCR

Los niveles de AB en LCR disminuyen significativamente en el grupo
Enfermo (que es un grupo que une a los pacientes diagnosticados con
DCL y EA) cuando se comparan con el grupo Sano (compuesto por los

sujetos controles) (figura 20).

Asi mismo, los niveles de AB disminuyen significativamente en los
pacientes de DCLy EA compardndolos con el grupo de controles (figura
21). Ademas, también observamos que los niveles de este péptido
estan disminuidos en los sujetos que padecen EA frente a los que estan

en estadios mdas tempranos de la enfermedad (DCL).
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Sano Enfermo

Figura 20: concentracion de AB en LCR en los grupos Sano y Enfermo. Los sujetos del
grupo sano presentan mayor concentracion de AB en LCR que los sujetos enfermos.
Cada barra representa la media * la desviacidon estandar. Cada determinacidn se
realiza por duplicado. n grupo sano =24, n grupo enfermo= 40.*p<0.05 respecto al
grupo sano.
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Figura 21: concentracion de AB en LCR segun el grupo de diagndstico. Los sujetos
controles presentan mayor concentracion de AR en LCR que los sujetos de los grupos
DCL y EA. Cada barra representa la media = la desviacién estandar. Cada
determinacidn se realiza por duplicado. n grupo control =23, n grupo DCL= 22, n grupo
EA=18.* p<0.05 respecto al grupo control. ~p<0.05 respecto a grupo DCL

En cuanto a la concentracion de AP en funcidn del genotipo ApoE, se
observa que los individuos con genotipo ApoE 4/4 muestran menor
concentracidn de esta proteina respecto a los individuos con ApoE 3/3,

independientemente de su grupo diagndstico (figura 22).

La determinacion de AR en LCR se ha incluido en la clinica diaria como
criterio diagndstico para la EA y esta descrito que su concentracion en
LCR disminuye en la EA (Dubois et al. 2007). Nuestros resultados
sefialan que los niveles de AB en LCR pueden correlacionar con la
evolucidn de la enfermedad ya que los pacientes de EA presentaban

significativamente menores niveles que los sujetos DCL.
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Figura 22: concentracion de péptido amiloide en LCR dependiendo del genotipo de
ApoE de los sujetos del estudio. Los sujetos con genotipo ApoE 3/3 presentan mayor
concentracion de péptido amiloide en LCR que los sujetos de genotipo ApoE 4/4. Cada
barra representa la media % la desviacidn estandar. Cada determinacion se realiza por
duplicado. n grupo ApoE 3/3= 34, n grupo ApoE 3/4 = 22, n grupo ApoE 4/4= 10.
*p<0.05 respecto al genotipo ApoE 3/3.

4.2.2.Determinacién de la concentraciéon de tau en LCR

Los niveles de tau total en LCR aumentan significativamente en el
grupo Enfermo respecto a los sujetos del grupo Sano (figura 23).
Observamos también que los niveles de tau aumentan
significativamente en los sujetos DCL y EA respecto al grupo control,
pero no encontramos diferencias en la concentraciéon de tau total
entre los pacientes DCL y EA (figura 24). Teniendo en cuenta que la
proteina tau se distribuye de forma no normal en nuestros datos,
aportamos una grafica donde se muestren la medianay los percentiles
25 y 75, en forma de diagramas de cajas, tal y como recomiendan

Martinez-Gonzalez et al (2014). Esto se adjunta en la figura 25.
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Figura 23: concentracion de tau total en LCR en los grupos Sano y Enfermo. Los
sujetos del grupo Enfermo presentan mayor concentracién de tau en LCR que los
sujetos del grupo Sano. Cada barra representa la media + la desviacidn estandar. Cada
determinacidn se realiza por duplicado. n grupo Sano =24, n grupo Enfermo= 42.
*p<0.05 respecto al grupo Sano.
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Figura 24: concentracion de tau total en LCR segun el grupo diagnéstico. Los sujetos
controles presentan menor concentracion de tau en LCR que los sujetos de los grupos
DCL y AD. Cada barra representa la media + la desviacién estandar. Cada
determinacidn se realiza por duplicado. n grupo control =23, n grupo DCL= 22, n grupo
EA=20 *p<0.05 respecto al grupo control.
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Figura 25: diagrama de cajas para la variable Tau Total. Se muestran las medianas de
esta variable en cada grupo, el percentil 25 y el percentil 75. También aparecen los
posibles outliers indicados con circulos si se desvian mas de una desviacidn tipica
desde la mediana o con rombos si se desvian mas de dos desviaciones tipicas.

Para concluir este apartado, observamos que los sujetos con genotipo
ApoE 4/4 presentan una mayor concentracién de tau total comparado

con los individuos 3/3 (figura 26).
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Figura 26: concentracion de tau total en LCR segun el genotipo de ApoE. Los sujetos
con genotipo ApoE 3/3 presentan menor concentracion de tau en LCR que los sujetos
de genotipo ApoE 4/4. Cada barra representa la media + la desviacidn estandar. Cada
determinacidn se realiza por duplicado. n grupo ApoE 3/3= 34, n grupo ApoE 3/4 =22,
n grupo ApoE 4/4= 10. *p<0.05 respecto al genotipo ApoE 3/3.
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4.2.3.Determinacién de la concentracién de p-tau en LCR

Los niveles de p-tau en LCR aumentan significativamente en los
sujetos del grupo Enfermo respecto a los sujetos del grupo Sano (figura
27). Cuando comparamos los diferentes grupos segun el diagndstico,
los resultados muestran que los niveles de p-tau aumentan
significativamente en los sujetos DCL y EA respecto al grupo control

(figura 28).
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Figura 27: concentracion de p-tau en LCR los grupos Sano y Enfermo. Los sujetos
sanos presentan menor concentracion de tau fosforilada en LCR que los sujetos
enfermos. Cada barra representa la media = la desviacidn estandar. Cada
determinacidén se realiza por duplicado. n grupo Sano =24, n grupo Enfermo= 40
*p<0.05 respecto al grupo Sano.
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Figura 28: concentracion de p-tau en LCR segtn el grupo de diagnéstico. Los sujetos
controles presentan menor concentracion de tau fosforilada en LCR que los sujetos de
los grupos DCL y EA. Cada barra representa la media + la desviacién estandar. Cada
determinacidn se realiza por duplicado. n grupo control =18, n grupo DCL= 22, n grupo
EA=19 *p<0.05 respecto al grupo control.

Tau y p-tau también estan descritas como biomarcadores de la EA y
sus niveles en LCR son indicativos del avance clinico de la enfermedad
(Dubois et al. 2007). Nuestros resultados reflejan que, efectivamente,
los sujetos que padecen la enfermedad tienen los niveles de tau y p-

tau significativamente elevados respecto a los sujetos controles.

En cambio, cuando analizamos la concentracion de p-tau respecto al
genotipo de ApoE observamos que, aunque hay una tendencia a
aumentar, no hay diferencias significativas entre los individuos ApoE

3/3,3/4 vy 4/4 (figura 29).
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Figura 29: concentracion de p-tau en LCR segun el genotipo de ApoE. No se observan
diferencias significativas en la concentracion de p-tau en funcién del genotipo de
ApoE. Cada barra representa la media * la desviacidn estandar. Cada determinacion
se realiza por duplicado. n grupo ApoE 3/3= 34, n grupo ApoE 3/4 = 22, n grupo ApoE
4/4=10.

4.3. Determinacion de biomarcadores en suero

Los objetivos de la presente tesis doctoral se basan en comprobar si
alguna de las proteinas que aparecen a continuacién (o un conjunto de
ellas) pueden ser biomarcadores de la EA cuando son medidas en
suero. Estas proteinas son clusterina, RAGE, RCAN1, PKR, TGF-B1,

calcineurina, alpB-glicoproteina o interleuquina 6.

Por tanto, y al igual que se realizé en las proteinas medidas en LCR,
para las proteinas medidas en suero se ha calculado si existen
diferencias significativas entre los sujetos de los grupos Enfermo y
Sano vy si existen diferencias entre los sujetos de los diferentes grupos

de diagndstico clinico.
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4.3.1.Determinacién de la concentracién de clusterina en

suero

La concentracidon de clusterina es significativamente menor en el
grupo Enfermo respecto al grupo Sano (figura 30). Cuando analizamos
los niveles de clusterina entre los tres grupos diagndsticos,
observamos que los pacientes con EA presentan menor concentracion
de clusterina respecto al grupo control y DCL. No encontramos
diferencias significativas entre sujetos del grupo control y del grupo

DCL (figura 31).

Ademas, la concentracion de clusterina en suero no mostro diferencias

significativas entre los grupos de sujetos por sus genotipos de ApoE.
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Figura 30: concentracion de clusterina en suero los grupos Sano y Enfermo. Los
sujetos sanos presentan mayor concentracion de clusterina que los sujetos enfermos.
Cada determinacién se realiza por duplicado. n grupo Sano =24, n grupo Enfermo= 40
*p<0.05 respecto al grupo control. Cada barra representa la media + la desviacion
estandar.
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Figura 31: concentracion de clusterina en suero en funciéon del grupo de diagnéstico.
Los sujetos controles presentan mayor concentracion de clusterina que los sujetos AD.
Los sujetos DCL no presentan diferencias significativas comparadas con otros grupos.
Cada barra representa la media * la desviacidon estandar. Cada determinacion se
realiza por duplicado. n grupo control =24, n grupo DCL= 22, n grupo EA=20 *p<0.05
respecto al grupo control.

4.3.2.Determinacién de la concentracién de RAGE en suero

La concentracién de RAGE no muestra diferencias significativas entre
los grupos Sano y Enfermo. No obstante cuando comparamos los
niveles de RAGE segun los diferentes grupos de diagndstico
observamos que éstos son significativamente mayores en los sujetos
del grupo de EA tanto respecto a controles, como respecto a sujetos
DCL (figura 32).

Hay que remarcar que RAGE se distribuye de forma no normal, por lo
gue es necesario aportar una grafica donde se muestren la mediana 'y
los percentiles 25 y 75, en forma de diagramas de cajas tal y como

recomiendan Martinez-Gonzalez et al (2014). Esta grafica se muestra
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en la figura 33. Finalmente, la concentracién de RAGE en suero no
mostré diferencias significativas en los grupos de sujetos por sus

genotipos de ApoE.

* >

450 ~
400 A
350 A
300 A
250 4
200 A [
150 ~
100 A
50 H
0

RAGE (pg/mL)

control DCL EA

Figura 32: concentracion de RAGE en suero en funcion del grupo de diagnéstico. Los
sujetos EA presentan mayor concentracién de RAGE que los sujetos control y DCL.
Cada barra representa la media * la desviacién estandar. Cada determinacién se
realiza por duplicado. n grupo control =22, n grupo DCL= 21, n grupo EA=20 p<0.05
respecto al grupo control. *p<0.05 respecto a grupo DCL.
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Figura 33: diagrama de cajas para la variable RAGE. Se muestran las medianas de esta
variable en cada grupo, el percentil 25y el percentil 75. También aparecen los posibles
outliers indicados con circulos si se desvian mas de una desviacién tipica desde la
mediana, o con rombos, si se desvian mas de dos desviaciones tipicas.
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4.3.3.Determinacién de la concentracién de RCAN1 en suero

No hay diferencias significativas en los niveles de RCAN1 entre los
sujetos del grupo Sano con el grupo Enfermo. Comparando las
concentraciones de esta proteina entre los tres grupos de estudio, los
niveles de RCAN1 fueron significativamente menores en sujetos del
grupo EA comparado con los sujetos del grupo DCL (figura 34), pero no
hay diferencias significativas entre pacientes de EA y sujetos controles.
Tampoco observamos diferencias significativas cuando comparamos

los niveles de RCAN1 en los tres grupos de genotipo ApoE.

Debido a que RCAN1 también se distribuye de forma no normal, es
necesario aportar una grafica donde se muestren la mediana y los
percentiles 25y 75 en forma de diagramas de cajas. Esto se encuentra

en el la figura 35.
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Figura 34: concentracion de RCAN1 en suero en funcion del grupo de diagnéstico.
Los sujetos DCL presentan mayor concentracién de RCAN1 que los sujetos EA. Los
sujetos controles no presentan diferencias significativas comparados con otros
grupos. Cada barra representa la media * la desviacion estandar. Cada determinacion
se realiza por duplicado. n grupo control =19, n grupo DCL= 22, n grupo EA=18. p<0.05
respecto al grupo DCL.
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Figura 35: diagrama de cajas para la variable RCAN1. Se muestran las medianas de
esta variable en cada grupo, el percentil 25 y el percentil 75.

4.3.4.Determinacidn de la concentracidon de PKR en suero

Los niveles plasmaticos de PKR en los sujetos del grupo Enfermo estdn
disminuidos con respecto a los sujetos del grupo Sano (figura 36).
Ademads, encontramos menor concentracion de PKR en el grupo EA
con respecto a los sujetos controles cuando comparamos los niveles

de esta proteina en funcidn de los grupos de diagnéstico (figura 37).

Teniendo en cuenta que PKR, al igual que otras proteinas, se
distribuyen de forma no normal, es necesario aportar una grafica
donde se muestren la mediana y los percentiles 25y 75 en forma de

diagramas de cajas. Esta grafica aparece en la figura 38.

Finalmente, los niveles de PKR en suero no mostraron diferencias
significativas en los grupos de sujetos en funcién de sus genotipos de

ApoE.
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Figura 36: concentracion de PKR en suero segtin los grupos Sano y Enfermo. Los
sujetos del grupo Sano presentan mayor concentracion de PKR que los sujetos del
grupo Enfermo. Cada determinacién se realiza por duplicado. n grupo Sano =24, n
grupo Enfermo= 40 *p<0.05 respecto al grupo control. Cada barra representa la media
+ la desviacién esténdar.
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Figura 37: concentracion de PKR en suero funcién del grupo de diagnéstico. Los
sujetos controles presentan mayor concentracién de PKR que los sujetos EA. Los
sujetos DCL no presentan diferencias significativas comparadas con otros grupos. Cada
barra representa la media * la desviacion estandar. Cada determinacion se realiza por
duplicado. n grupo control =24, n grupo DCL= 20, n grupo EA=20 *p<0.05 respecto al
grupo control.
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Figura 38: diagrama de cajas para PKR. Se muestran las medianas de esta variable en
cada grupo, el percentil 25 y el percentil 75. También aparecen los posibles outliers
indicados con circulos, si se desvian mas de una desviacidn tipica desde la mediana, o
con rombos, si se desvian mas de dos desviaciones tipicas.

4.3.5.Determinacién de la concentracion de TGF-B1 e IL-6

Estas dos proteinas estan implicadas en los procesos inflamatorios,
algo que esta descrito en la EA (Wyss-Coray y Rogers, 2012). En el caso
de TGF-B1, no encontramos diferencias significativas entre ningin
grupo en ninguna de las comparaciones realizadas a lo largo el estudio.
En cuanto a IL-6, sus niveles no pudieron determinarse
experimentalmente porque los valores reales obtenidos se
encontraban por debajo del umbral de deteccidn del kit (2 pg/ml).

4.3.6.Determinacién de la concentracién de calcineurina

La calcineurina es la principal proteina reguladora de RCAN1 (Abdul,
Sama et al. 2009) y en trabajos previos de nuestro laboratorio se vio
gue estaba afectada en sujetos sanos con genotipo ApoE 4/4 (Badia et

al. 2013). La determinacién de los valores de calcineurina no se pudo
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realizar correctamente, ya que los valores reales obtenidos se

encontraban por debajo del umbral de deteccién del kit (0.09ng/ml).

4.3.7.Determinacién de la concentracion de a1 glicoproteina

La alp glicoproteina no se pudo determinar por no llegar al limite de
deteccion del kit ELISA (0.1ng/ml). En estudios previos de nuestro
grupo de investigacion en colaboracién con el de la Dra. Perluigi de
Roma, vimos mediante protedmica redox que esta glicoproteina se
encontraba mds oxidada en plasma de enfermos con EA y en sujetos

DCL respecto a sujetos controles (Di Domenico et al. 2016).

4.4. Correlaciones entre Biomarcadores

Las correlaciones que aparecen a continuacion (tablas 11 y 12) se
establecen entre aquellas proteinas incluidas en nuestro estudio que
tienen una conexién con la EA. Hay que destacar que una correlacién
no indica causalidad. La asociacion entre las citadas proteinas ha de
ser sugerida teniendo en cuenta las funciones bioldgicas vy fisioldgicas

de cada una de ellas.

El hecho de que los coeficientes de las correlaciones entre las variables
no superen el 0.5, indica que dichas variables contienen informacién
diferente. Esto motiva la realizacion de una prueba para la reduccidn
de las mismas al conjunto de factores comunes: un andlisis de

componentes principales (PCA, explicado en Metodologia).

El PCA es la metodologia estadistica que empleamos con el objetivo de

encontrar, basandonos en la bibliografia, un set de biomarcadores que
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sea sensible y especifico y que mejore o complemente a las pruebas

diagndsticas empleadas actualmente (Doecke et al. 2012).

4.4.1.Correlaciones entre biomarcadores en LCR

Tabla 11: tabla de correlaciones entre los diferentes biomarcadores medidos en LCR
e incluidos en el estudio.

AR tau p-tau ApoE Grupo
Ap Coeficiente 1 .302 _ag== | _3go** | _738"*
Sig.
R e ,017 ,000 ,002 ,000
(bilateral)
tau Coeficiente -,302% 1 ,693%* 425+ 30g%*
Sig.
B 017 ,000 ,000 ,001
(bilateral)
p-tau Coeficiente _482*= 593++ 1 659%*
Sig.
e ,000 ,000 ,000
(bilateral)

Tabla 11: tabla de correlaciones entre las diferentes proteinas biomarcadoras
determinadas en suero e incluidas en el estudio. Se incluyen en la tabla aquellas
proteinas que muestran correlaciones significativas bien mediante el coeficiente
correlacion de Pearson. Ademas, aparece marcado con un asterisco (*) aquella
correlacion con valor 0.05 o inferior hasta 0.01 y con dos asteriscos (**) aquellas
correlaciones con valores de 0.01 o inferiores. Se muestran las proteinas determinadas
en LCR a la izquierda y su relacién con otras proteinas determinadas en LCR, con la
clusterina de forma especial y con los genotipos ApoE y el grupo de diagndstico.

En latabla 11 se observa que existe una correlacidn entre las proteinas
medidas en LCR (AB, tau y p-tau) con los grupos de diagndstico. Esto
tiene sentido, puesto que, como ya se ha remarcado previamente,
estas proteinas son biomarcadores de uso en la actividad clinica diaria
y muchas veces son empleadas por los clinicos en el diagnéstico
diferencial. Llama también la atencion la correlacion de estos
biomarcadores en LCR entre ellos, mostrando su solidez a la hora de
actuar como criterios diagndsticos de apoyo tal y como proponen

Dubois et al. (2014).
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4.4.2.Correlaciones entre biomarcadores periféricos

Tabla 12. Tabla de correlaciones entre las diferentes proteinas biomarcadoras
determinadas en suero e incluidas en el estudio.

AR Tau P-Tau Clusterina Grupo
Clusterina | Coeficiente 33g++ _ a1
Sig.
,007 ,001
(bilateral)
PKR Coeficiente 351*= _191= 305" _317*
Sig.
B ,005 021 011
(bilateral)
RCAN1 Coeficiente 289* 200 _261*
Sig.
e 029 020 044
(bilateral)
RAGE Coeficiente _179* _a5g% 289+
Sig.
,040 ;022
(bilateral)

Tabla 12: Tabla de correlaciones entre las diferentes proteinas biomarcadoras
determinadas en suero e incluidas en el estudio. Solo se incluyen en la tabla aquellas
proteinas que muestran correlaciones significativas, bien mediante el coeficiente
correlacion de Pearson (en verde), el coeficiente tau de Kendall (en azul) o ambos (en
amarillo). Ademds, aparece marcado con un asterisco (*) aquella correlacién con valor
0.05 o inferior hasta 0.01 y con dos asteriscos (**) aquellas correlaciones con valores
de 0.01 o inferiores. Se muestran las proteinas séricas determinadas y su relacién con
las proteinas determinadas en LCR. Estas proteinas no mostraban correlaciones mas
alla de las reflejadas en esta tabla.

En este caso, observamos que todas las proteinas medidas en suero
se correlacionan con los niveles de AB y con el grupo de diagndstico.
Es relevante que PKR tiene una correlacidon también con tau y p-tau.
Ademas, observamos que RCAN1 y RAGE presentan una correlacion

significativa con clusterina.
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4.5. Estudio de la especificidad y sensibilidad de los

biomarcadores determinados

Las curvas ROC se hallan con el objetivo de determinar cémo de
sensibles y especificos son estos biomarcadores para ayudar al
diagndstico de un sujeto que padezca EA, razén por la cual se emplea
como estado positivo de la enfermedad el grupo de EA de entre los 3
grupos diagndsticos que tenemos en nuestra muestra. Es importante
resaltar que para obtener una buena curva ROC debe indicarse la
categoria que se debe considerar positiva en la variable de estado,
porque para cada variable el valor positivo sera diferente (por
ejemplo, en la variable AP se considera positiva -marcadora de

enfermedad- una concentracidon mas pequefia).

4.5.1.Estudio de la especificidad y sensibilidad de los

biomarcadores determinados en LCR

Las areas bajo la curva (AUC) de los biomarcadores empleados en la
practica clinica (AR, tau y p-tau medidas en LCR) dan muy buen
resultado. Hemos calculado cada curva ROC de estas variables para
evaluar la capacidad de diagnéstico tanto entre 2 categorias (Sano y
Enfermo), como en 3 categorias (Control-DCL-EA). Los resultados de
estas Ultimas también aparecen en la tabla 13 y en las graficas de la

figura 39
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Tabla 13: dreas bajo la curva para las diferentes curvas ROC de los biomarcadores
medidos en LCR.

AB en LCR 0,99 0.000 |0,95 0.000
tau en LCR 0,69 0.150 (0,91 0.000
p-tauen LCR |0,82 0.000 (0,90 0.000

Tabla 13: Se indica el valor de la AUC tanto para la capacidad diagndstica frente a los
3 grupos (Crtl-DCL-EA), como para 2 grupos (Sano-Enfermo). En el primer caso el
estado positivo se considera pertenecer al grupo EA. En el 22 caso la categoria positiva
es pertenecer al grupo Enfermo. Es relevante el hecho de que tau en LCR a la hora de
diagnosticar entre controles, DCLy EA no es significativa.

Las curvas ROC de AB y p-tau que obtenemos de nuestra muestra
dejan un AUC de 0.99 y 0.82, respectivamente a la hora de
discriminar entre los grupos control, DCL y EA. Por lo tanto son
considerados muy buenos biomarcadores para la EA. Resulta
destacable la curva ROC de tau deja un AUC de 0.69, que dista del

limite aceptado de 0.8 para considerar una prueba diagndstica como

buena.

Sin embargo, cuando procedemos a colapsar los grupos en enfermos
y sanos; las tres curvas ROC dan valores de AUC excelentes,

probandose como buenos biomarcadores de la EA.
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Figura 39: figuras de las curvas ROC para AB (A, B), Tau total (C, D) y tau fosforilada
(E, F) (patrones de oro o gold standard) como pruebas diagndsticas medidas en
LCR.Panel A: curva ROC de AB que discrimina entre grupos control, DCL y EA. Panel
B: curva ROC del mismo péptido para discriminar entre Sanos-Enfermos. Panel C:
curva ROC de tau que discrimina entre grupos control, DCL y EA. Panel D: curva ROC
de tau que discrimina entre Sanos-Enfermos.Panel E: curva ROC de p-tau que
discrimina entre grupos control, DCL y EA. Panel F: curva ROC de p-tau que
discrimina entre Sanos-Enfermos.
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4.5.2.Estudio de la especificidad y sensibilidad de los

biomarcadores determinados en suero

En las figuras 40, 41, 42 y 43 aparecen las curvas ROC de los
biomarcadores determinados en suero cuando se discriminan entre 3
categorias diagndsticas. Ademas, también realizamos las curvas ROC
de estas variables, para evaluar la capacidad de diagnéstico, entre solo
2 categorias (Sano y Enfermo). Los datos concretos de las AUC

aparecen en la tabla 14.

Tabla 14: areas bajo la curva para las diferentes curvas ROC de los biomarcadores
medidos en suero

Clusterina 0,75 0.001 0,72 0.002
PKR 0,68 0.071 0,66 0.080
RCAN1 0,70 0.069 0,53 0.898
RAGE 0,73 0.009 0,63 0.167

Tabla 14: se indica el valor de la AUC tanto para la capacidad diagnéstica frente a 3
estados (siendo la categoria positiva perteneciente al grupo enfermo de Alzheimer)
como para 2 estados (siendo el estado positivo perteneciente al grupo enfermo). Es
relevante destacar que clusterina presenta una AUC significativa en ambos casos

En primer lugar, en la figura 40 aparecen las curvas ROC de clusterina.
A la derecha podemos observar la capacidad diagndstica de esta
proteina cuando tiene que distinguir sujetos EA de sujetos DCL y
controles. A la izquierda observamos este mismo valor diagndstico
pero solo para discriminar sujetos enfermos de sujetos sanos. Como
se ha mostrado en la tabla 8, los 2 valores de AUC son estadisticamente
significativos, pero ninguno de los ellos es aceptable como marcador

diagndstico por no superar el umbral de 0.8.
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Figura 40: curvas ROC para la clusterina medida en suero. A la izquierda (panel A),
aparece la curva ROC de la capacidad diagndstica de la clusterina para distinguir
sujetos enfermos de sujetos sanos. A la derecha (panel B) aparece la curva ROC de la
misma proteina, esta vez, indicando la capacidad de discriminar sujetos con EA de los
sujetos control y DCL. Ninguno de los valores de AUC es valido para hablar de un
marcador sensible y/o especifico.

A continuacidn, en la figura 41 aparecen las curvas ROC de PKR en el
mismo orden que el antes citado para clusterina. En este caso, las
curvas ROC no son significativas, por lo que no se considera su AUC.
De forma similar a lo previamente descrito para PKR, RCAN1 tiene
también 2 valores no significativos de AUC. Las curvas ROC para esta

proteina aparecen a continuacién en la figura 42.

157



, Curva ROC de PKR (dos grupos) Curva ROC de PKR (tres grupos)

A : B

08

05

Sensibilidad
1
Sensibilidad

0.4

T T T
00 02 04 08 0B 10

1-Especificidad 1 - Especificidad

Figura 41: curvas ROC para PKR medida en suero. A la izquierda (panel A), aparece la
curva ROC de la capacidad diagnéstica de PKR para distinguir sujetos enfermos de
sujetos sanos. A la derecha (panel B) aparece la curva ROC de la misma proteina, esta
vez, indicando la capacidad de discriminar sujetos con EA de los sujetos control y DCL.

Ninguno de los valores de AUC es vélido para hablar de un marcador sensible y/o
especifico.
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Figura 42: curvas ROC para RCAN1 medida en suero. A la izquierda (panel A), aparece
la curva ROC de la capacidad diagnostica de RCAN1 para distinguir sujetos enfermos
de sujetos sanos. A la derecha (panel B) aparece la curva ROC de la misma proteina,
esta vez indicando la capacidad de discriminar sujetos con EA de los sujetos control y

DCL. Ninguno de los valores de AUC es vélido para hablar de un marcador sensible y/o
especifico.
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En el caso de RAGE las dos curvas ROC aparecen segun lo descrito para
las anteriores. Llama la atencidon que su curva ROC, para distinguir
sujetos EA de sujetos DCL y control, es significativa pero no llega al
valor umbral de 0.8 (figura 43). Sin embargo, al colapsar los grupos DCL
y EA en el grupo Enfermo y calcular la curva ROC esta significatividad
se pierde. Esto puede ser indicativo de que RAGE es un marcador

especifico de EA.

Curva ROC de RAGE (dos grupos) Curva ROC de RAGE (tres grupos)
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Figura 43: figuras de las curvas ROC RAGE medida en suero. A la izquierda (panel A),
aparece la curva ROC de la capacidad diagndstica de la clusterina para distinguir
sujetos enfermos de sujetos sanos. A |la derecha (panel B) aparece la curva ROC de la
misma proteina, esta vez indicando la capacidad de discriminar sujetos con EA de los
sujetos control y DCL. Ninguno de los valores de AUC es vélido para hablar de un
marcador sensible y/o especifico.

Por tanto, como ya se ha mencionado, ninguna curva ROC de proteinas
medidas en suero deja un AUC aceptable en ninguno de los casos, ni
siquiera cuando colapsamos los grupos. Este hecho nos hizo pensar
que la medida de las proteinas por separado podia dar informacion

demasiado distinta. Asimismo, siguiendo la bibliografia consultada y
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viendo que en nuestra muestra era viable, procedimos a realizar una
reduccion de factores a partir de la que calculamos un set de
biomarcadores. Sobre la base de la idea de Doecke y colaboradores
(Doecke et al. 2012), nos planteamos la obtencién un set de
biomarcadores que uniera la sensibilidad y la especificidad de los

biomarcadores determinados en suero.

4.6. Obtencién de un set de biomarcadores
4.6.1.Analisis de componentes principales como método de

uniéon de biomarcadores

Esta prueba fue aplicada a diferentes agrupaciones de variables, ya
especificadas en la metodologia. En la tabla 15 se reproducen los
resultados obtenidos para el determinante de la matriz de

correlaciones y la prueba de KMO y Bartlett para el andlisis.

Tabla 15: resultados del andlisis de componentes principales (PCA). Las variables
introducidas en el modelo son clusterina, PKR, RAGE y RCAN1.

Matriz de

Prueba de KMO y Bartlett .
correlaciones

Medida Kaiser-Meyer-

Olkin de adecuacién de|0,49

muestreo Det ant

- eterminante

A . Chi-

Prueba de prox I 12,905 =0.772

o cuadrado

esfericidad I 6

de Bartlett g'
Sig. 0,045

Tabla 15: Se muestran el indice de esfericidad de Barlett, asi como su significatividad,
el valor del determinante de la matriz y el test KMO.
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Por un lado, como se puede observar, el valor del determinante de la
matriz de correlaciones no es préximo a 0, lo que indica que las
variables usadas estdn relacionadas y, por lo tanto, el analisis factorial
es una técnica pertinente para analizar estas variables. Por otro lado,
el valor obtenido para el estadistico KMO es bajo, pero superior a 0,5,
lo que implica que la utilizacién del andlisis factorial es aceptable
(Bisquerra A., 2004). La significatividad del test nos permite aceptar el

analisis, dado el pequefio tamafio muestral empleado.

En la tabla 16, se reproduce la matriz resultante del PCA. En el andlisis
se han obtenido 2 factores que son capaces de explicar un 66 % de la
varianza de los datos originales. El método de extraccién utilizado ha
sido el andlisis de componentes principales y el método de rotacion
varimax con normalizacién Kaiser, convergiendo la rotacién en 3

iteraciones.

Finalmente, a partir de las 4 variables introducidas obtenemos 2
factores, que matematicamente serian la combinacidn lineal entre los
elementos que aparecen en la tabla 16 multiplicados por sus
respectivas variables (en la primera columna), como se explicaba en la

Metodologia.

Los 2 factores extraidos del citado analisis fueron guardados como
nuevas variables. Con éstas se calcularon nuevas curvas ROC, que
mostraran la especificidad y sensibilidad del nuevo set de

biomarcadores.
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Tabla 16: resultado del andlisis de componentes principales.

. Componente
Variable
1 2
Clusterina 0,813 0,082
PKR -0,045 -0,861
RCAN1 0,589 0,416
RAGE -0,699 0,470

Tabla 16: Se muestran los dos componentes extraidos de la matriz, asi como los
valores que explican la variabilidad explicada por cada biomarcador.

Una aplicacion de los dos factores del PCA es que su representacion

nos permite colocar las proteinas de estudio en un espacio explicativo.

Esto aparece en la figura 44 y es explicado a continuacion.

Grafico de componente en espacio rotado
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Figura 44: grafico donde aparecen las proteinas introducidas en el PCA1. En la figura
aparecen representadas clusterina, RCAN1, RAGE y PKR y se muestra el peso
explicativo de cada una de ellas en los distintos factores.

162



En la figura 44 observamos los componentes que son parte de los 2
factores del PCA1 explicado previamente. La representacion grafica
nos hace ver que en el factor 1 (horizontal) clusterina y RCAN1 tienen
un valor préximo a 1, lo que indica que le dan mucho peso a dicho
factor. Lo mismo ocurre con RAGE, que le da peso con un valor
negativo. PKR sin embargo se mantiene cerca del 0, siendo la que

menos nivel explicativo proporciona al factor 1.

Parte de la capacidad explicativa de las proteinas que se representan
en este grafico, tiene que ver con las relaciones biolégicas que
mantienen entre ellas. Por ejemplo, RCAN1 vy clusterina se sitlan
cercanas la una de la otra, manteniendo una relacién positiva entre
ellas. Esto concuerda con la correlacién entre ambas proteinas que

mostrabamos previamente.

De la misma manera, clusterina muestra una relacién negativa con
RAGE (siempre respecto al componente 1), lo que también concuerda

con lo que ya hemos observado en las correlaciones.

Teniendo en cuenta esta explicacidn, resultaria interesante observar
el comportamiento de estas proteinas cuando introducimos en el
modelo de PCA las proteinas determinadas en liquido. Dicho PCA (PCA
2) se realizé Unicamente con este fin y el grafico de componentes

aparece a continuacién en la figura 45:
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Figura 45: grafico de espacio explicativo del PCA2 donde aparecen las proteinas
introducidas en el PCA1 (clusterina, RCAN1, RAGE y PKR) junto con dos proteinas
medidas en LCR. En este caso se introdujeron solo AR y p-tau puesto que al introducir
tau en el modelo, éste no era significativo.

En este caso vemos que las proteinas clusterina y RCAN1 siguen
situadas cerca la una de la otra, lo que da robustez a la relacién entre
ambas, que se ha mencionado antes. Cabe destacar la relacién entre
clusterina, RCAN1 y AR, que serd comentada en el apartado de
Discusion. Asimismo, creemos relevante el hecho de que RCAN,
clusterina y PKR tengan una relacién positiva entre ellas ya que se
situan a la derecha del valor 0 para el factor 1. Esto es coherente con

las correlaciones que ya hemos observado anteriormente.

De la misma manera, es relevante el hecho de que AP tiene una
relacion negativa en este caso con RAGE y con p-tau; algo que, de

nuevo, también habiamos visto en las correlaciones.
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Sin embargo, los factores de este Ultimo PCA no serdn evaluados como
un posible set de biomarcadores, puesto que una buena parte de su
explicacion tedrica recae en las proteinas determinadas en LCR y un
objetivo de la presente tesis doctoral es determinar nuevos
biomarcadores en suero. Es por ello por lo que tomaremos en
consideracion el PCA1 que ya fue descrito y explicado previamente y

que estd compuesto Unicamente por proteinas séricas.
4.6.2.Set de Biomarcadores

El principal interés de la prueba descrita en el apartado anterior es
hallar un set de biomarcadores que pueda tener un valor predictivo
tan preciso como el de una de las variables consideradas modélicas
(figura 46). En la tabla 17 aparece el area bajo la curva (AUC) que se
obtiene de cada uno de los factores del analisis de componentes

principales.

Tabla 17: valores del Area bajo la curva (AUC) que dejan los dos factores del PCA1.

Clusterina, PKR, 0.819 0.000 0,747 0.05
RAGE y RCAN1.
Primer factor
extraido.
Clusterina, PKR, 0.371 0.128 0,365 0.121
RAGE y RCAN1.
Segundo factor
extraido

Tabla 17: Se muestran los valores del AUC para los dos factores extraidos en el PCA1.
El primer factor es significativo tanto a la hora de discriminar entre Controles, DCL y

EA como a la hora de discriminar entre enfermos y sanos.
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Figura 46: curvas ROC del set de biomarcadores entre grupos control, DCL y EA. Se
representa solo el valor de la AUC del factor 1; puesto que es estadisticamente
significativo. Este valor de AUC es superior a 0.8 por lo que se puede considerar a este
set de biomarcadores como una buena prueba diagndstica.

Del andlisis de componentes principales obtuvimos dos factores con
los que realizamos dos nuevas curvas ROC. Resulta notable el potencial
valor diagndstico del Factor 1, que tiene una AUC de 0.82 sobre
nuestra muestray que es estadisticamente significativo. Este resultado
nos sugiere que este set de 4 proteinas aporta informacion al
diagndstico de la EA, que ya de por si es suficientemente complicado.
De hecho, enla clinica diaria los sujetos alcanzan la fase de EA probable
sin que se les haya realizado ninglin biomarcador de los descritos por
Dubois et al. (2014), puesto que, bien son demasiado invasivos para
un sujeto que manifiesta pocos sintomas cognitivos, bien son

demasiado caros para el sistema de salud publico.
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Cuando se realizaron las curvas ROC (figura 47) para discriminar a los
sujetos enfermos de los sujetos sanos obtuvimos, al igual que en el
caso anterior, que solo el factor 1 tenia una AUC significativa. Sin
embargo, el valor de esta AUC no superaba el umbral de 0.8, por lo
gue creemos que este set no puede ser considerado como un set
sensible para cualquier estado de deterioro cognitivo, sino que es

especifico de la EA.

Curva ROC Set Biomarcadores (dos estados)
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Figura 47: curvas ROC del set de biomarcadores entre grupos sano y enfermo
Ninguno de los dos valores de AUC es superior a 0.8. Esto refleja la especificidad de
nuestro set de biomarcadores de la EA, ya que cuando colapsamos los sujetos con esta
patologia con los DCL perdemos el valor diagndstico.

4.6.3.Caracterizacién de la muestra segun los set de

biomarcadores y el grupo de diagndstico

A su vez, quisimos observar si en la representacion de los 2 factores,

obtenidos a partir del analisis de componentes principales, existia
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alguna distribucion por subpoblaciones que pudiéramos observar en

funcién del diagndstico de los sujetos. De esta manera, representamos

ambos factores en los ejes de abscisas y ordenadas y clasificamos los

puntos en funcion de la categoria de diagndstico a la que pertenecen:

Control, DCLYy EA (figura 48). A la vista del resultado, también quisimos

observar solo la distribucién de Controles y EA (figura 49) excluyendo

al grupo DCL.
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Figura 48: representacion de los factores del PCA en funcion del grupo diagnéstico.
El color naranja determina a los enfermos de EA, el color verde a los DCLy los controles

son representados por el color azul.
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Figura 49: representacion de los factores del PCA en funcién del grupo del grupo de
diagndstico. Solo aparecen controles, en lila y sujetos con EA en amarillo.

En la figura 48 podemos observar como la muestra se divide de forma
clara en 3 subpoblaciones en funcién del diagnéstico. Consideramos
importante destacar que existe un drea comun entre los 3 grupos de
diagndstico segln nuestros factores. No obstante, hay un mayor
solapamiento de los grupos EA y DCL, puesto que tienen mas puntos

comunes. Ademas, se observa una clara tendencia en la que los sujetos
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controles tienen una pendiente positiva y los sujetos EA presentan una
pendiente negativa. Igualmente, cuando solo seleccionamos los
sujetos control y los EA vemos como ambos grupos se diferencian

claramente y se posicionan en diferentes cuadrantes (figura 49).

4.7. Estudio de la capacidad predictiva de los biomarcadores

determinados en suero

Con el fin de valorar la capacidad de prediccion de los biomarcadores
plasmaticos, se aplicé un andlisis discriminante. El analisis
discriminante es una técnica que permite diferenciar los individuos
entre grupos y estima una combinacidon lineal de variables
independientes (denominadas discriminantes) que permiten Ia
clasificacion de los individuos entre ellos. En este analisis la variable de
agrupacion (Y) fue el grupo de diagnéstico y las variables
independientes (X) fueron las proteinas clusterina, PKR, RCAN1 y
RAGE. De estas cuatro proteinas, RCAN1 no se introdujo en el ejercicio
por no mostrar diferencias significativas entre sujetos control y
pacientes de EA. Estos resultados se mostraron previamente en la

figura 34.

Durante la realizacién del ejercicio se pidié al programa la relacion
candnica entre la variable dependiente y la funcién que agrupara las
variables independientes. Es recomendable que superen el valor de
0.5 (Torrado-Fonseca y Berlanga-Silvente. 2013) y en nuestro caso la

correlacidon candnica fue de 0.67.

Ademas, la prueba lambda de Wilks sale significativa en nuestro

analisis (p<0.001). Esto indica que la funcién calculada en el analisis si
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que explica la variable dependiente. Es decir, que la funcién calculada
a partir de clusterina, RAGE y PKR si que es capaz de discriminar entre

los dos estados (control o EA).

Las reglas de decision para clasificar a nuevos sujetos son las

siguientes:

D, = 9,147 x 1075 « [clu] + 0,40  [PKR] + 0,16 » [RAGE]
~ 19,413

Dgy = 6,94« 1075 = [clu] + 0,28 * [PKR] + 0,20 = [RAGE]
— 12,563

Donde:

[clu]= concentracidn de clusterina del sujeto a clasificar.
[PKR]= concentracién de PKR del sujeto a clasificar.
[RAGE]= concentracion de RAGE del sujeto a clasificar.
D= Férmula discriminante para grupo control.

Dea= Formula discriminante para grupo control.

Para clasificar a un sujeto externo al estudio se aplican ambas férmulas
y aquella con mayor puntuacion es la categoria a la que pertenece

dicho sujeto (Torrado-Fonseca y Berlanga-Silvente. 2013).

Finalmente, el analisis discriminante realizado clasifica a los sujetos de
nuestra muestra de forma correcta en el 79.4% de los casos. Para
comprobar esta eficacia, el andlisis discriminante se calculé sin incluir

una parte de la muestra del estudio y, posteriormente, se clasificaron
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estos sujetos segun las reglas de decisién previamente explicadas. La
sensibilidad y especificidad de esta regla de decisidn, aplicada sobre

nuestra muestra, son del 65% y del 88%.

A continuacidn se aplican las férmulas previamente expuestas a uno
de los sujetos de nuestra muestra a modo de ejemplo. El sujeto C2
tiene los siguientes valores: Clusterina 317658,45 pg/mL; RAGE 36,83
pg/mLy PKR 300,39 pg/mL. Su valor D.es de 135,7 y el valor de Deaes

de 100,95. Por ello este sujeto seria clasificado como control.
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“No hay nada repartido de
modo mas equitativo que la
razon: todo el mundo cree
tener la suficiente”

René Descartes.

DISCUSION
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5. DISCUSION

En los ultimos afios los criterios diagndsticos de la EA han sufrido una
evolucién. Hasta ahora se utilizaban los criterios United Status
National Institute for Communicative Disorder and Stroke y The
Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association (NINCDS-
ADRDA). Estos criterios recaen en la clinica y sélo alcanzan el
diagndstico de Alzheimer probable, requiriéndose para el diagndstico
definitivo la confirmacion histopatoldgica post mortem. No obstante
recientemente aparecen unos nuevos criterios introducidos por
Dubois y colaboradores basados en el uso de biomarcadores y pruebas
de imagen (Dubois et al. 2007). Estos biomarcadores se realizan en
LCR, prueba invasiva y dolorosa, por lo que muchos investigadores nos

centramos en la busqueda de biomarcadores plasmaticos.

Segun la FDA un biomarcador es un indicador de un proceso biolégico
(bien patolégico, bien normal) o de un proceso inducido tras una
intervencidén. Asi, este marcador es estimado (o medido) de forma
cuantitativa. Los biomarcadores sirven como indicadores de salud o de
enfermedad en el entorno clinico. Por ello, la sensibilidad, la
especificidad de un biomarcador y la facilidad de acceso al mismo, al
igual que la correcta validacion de éste son factores importantes que

pueden influir en un diagndstico (Humpel, 2011; Robb et al. 2016).

Los principales criterios de apoyo al diagndstico de la EA, entre otras
demencias, pasan por biomarcadores. Estos biomarcadores pueden

ser en forma de imagenes obtenidas a partir de resonancia magnética
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funcional, de PET o mediante la estimacion de la concentracién de

biomarcadores en LCR como el AB, tau o p-tau.

Todos estos criterios fueron introducidos por los diferentes trabajos
en el campo de los biomarcadores en la EA, en un intento de mejorar
la forma de diagndstico actual. Fruto de ello, existe un cambio en el
concepto de la EA, la cual es ahora observada como una enfermedad
de inicio prematuro y asintomdtico que va avanzando y mostrando
poco a poco sus sintomas definitivos (Dubois et al. 2007; McKhann et
al. 2011; Jack y Holtzman. 2013). Sin embargo, los biomarcadores de
imagen son costosos y sus repeticiones estan limitadas al presupuesto

de cada centro hospitalario.

Por su parte, los biomarcadores en LCR son menos costosos de realizar
pero son invasivos, dolorosos y el procedimiento empleado condiciona

al paciente, por lo que es dificil una repeticién.

Nosotros aportamos evidencias sobre proteinas plasmdticas que
pueden ser potenciales biomarcadores de EA y cuya estimacién no
seria, ni implicaria, ningun proceso dafiino al paciente mas alla de una

extraccién rutinaria de sangre venosa.

5.1. Relevancia de los biomarcadores determinados en la

fisiopatologia de la EA

En este estudio, realizamos las determinaciones de AR, tau y p-tau en
LCR, para tener al menos, 2 de los biomarcadores postulados por
Dubois y colaboradores que apoyan al diagndstico realizado por los

especialistas (Dubois et al. 2007). También determinamos las
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concentraciones de clusterina, RAGE, PKR, RCAN1 y TGF-B1 en suero

de los sujetos del estudio.

5.1.1.Biomarcadores determinados en LCR

Existen multiples estudios que se han centrado en medir en LCR los
biomarcadores de AP, tau total y tau fosforilada y en describir su
comportamiento en la EA. En todos ellos, los niveles de AB estan muy
disminuidos en enfermos de EA y moderadamente disminuidos en
enfermos de DCL. Los resultados presentados en este trabajo aportan
evidencia adicional a los resultados de la bibliografia consultada

(Craig-Schapiro et al. 2009; Hampel et al. 2010; Buchhave et al. 2012).

El motivo por el cual AB estda mas disminuido en LCR en los enfermos
de EA que en los sujetos del grupo DCL se debe a que hay una menor
cantidad de péptido amiloide circulante en el liquido, ya que estd en
su mayoria agregado en formas de placas amiloides. El sistema
empleado, ELISA, solo es capaz de medir el péptido amiloide en su
forma soluble y su uso estd ampliamente validado, empledandose
rutinariamente en la practica clinica diaria. La medida de AB en LCR
como un biomarcador de EA estd muy apoyada por evidencias clinicas

y experimentales (Dubois et al. 2016).

Asimismo, los niveles de tau total y tau fosforilada presentados en los
resultados también coinciden con la bibliografia consultada y
muestran un aumento de los niveles de dichas proteinas en el LCR de
enfermos de EA y DCL (Craig-Schapiro et al. 2009; Hampel et al. 2010;

Buchhave et al. 2012). Esto se corresponde con el aumento en la
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formacién de ovillos neurofibrilares propios de la enfermedad v,
también, con un mayor indice de neurodegeneracién, que
correlaciona con un mayor deterioro cognitivo. Ademas, al igual que
en el caso de AB, las medidas de estos 2 biomarcadores apoyaban al
diagndstico dado por los especialistas en el momento de la entrevista

clinica.

Por un lado, todas las proteinas medidas en LCR presentan correlacion
entre ellas y con el grupo de diagndstico. A su vez, se muestran
diferencias significativas cuando comparamos el grupo de sujetos
sanos con el grupo de sujetos enfermos, confirmando el valor

diagndstico de las pruebas y su relacion con la enfermedad.

Por otro lado, en el caso de AP y tau total observamos diferencias
significativas de concentracion en ambos compuestos medidos en LCR
entre sujetos con genotipo ApoE 3/3 y ApoE 4/4. En el caso de AB,
sujetos con genotipo ApoE 4/4 presentan una menor concentracion de
AB hecho que tiene sentido con lo encontrado en la bibliografia: la
presencia de un alelo ApoE 4 condiciona la produccion de AB y es clave
en su deposicion en forma de placas amiloides (Corder et al. 1993,

Strimatter et al. 1993).

Asimismo, en otros trabajos se refleja una relacion dosis dependiente
entre AB y el alelo €4 de esta apolipoproteina, pero, curiosamente, no
hay relacion descrita entre ApoE y tau (Lautner et al. 2014), algo que
si vemos nosotros, puesto que sujetos con genotipo ApoE 4/4 tienen
una mayor concentracién de tau en LCR que los sujetos con genotipo

ApoE 3/3.
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En relacién a esto, Strittmatter y colaboradores (Strittmatter et al.
1994) muestran in vitro que la isoforma ApoE3 se une a tau, mientras
que la isoforma ApoE4 no es capaz de realizar esta union. Ademas,
ninguna de las 2 isoformas de ApoE es capaz de unirse a tau
hiperfosforilada. Los mismos autores muestran que la unidén entre
ApoE3 y tau se realiza en dominios de tau susceptibles a la
hiperfosforilacién, por lo que mencionan la posibilidad de que la
isoforma ApoE3 (y también la ApoE2) tenga un rol protector y pueda
evitar formacion de ovillos neurofibrilares por esta razén (Corder et al

1995).

No obstante, en estudios realizados en humanos hay discordancia en
la bibliografia revisada. Por un lado Lindh y colaboradores sugieren
que si existe una correlacidn entre los niveles de ApoE y los de la
proteina tau en enfermos de EA medidos en LCR. Por otro lado, Morris
y colaboradores muestran en su estudio que no hay una relacion entre

ApoE 4y p-tau o tau total en LCR (Lindh et al. 1997, Morris et al. 2010).

A continuacién, mostramos un esquema resumen de los procesos
fisiopatolégicos en los que se hallan involucradas las 2 proteinas
insignia de la EA. El AB se sintetiza extracelularmente y ejerce efectos
toxicos fuera de las células, al depositarse en placas, y dentro de ellas,
al causar la apoptosis de las mismas. Ademas, AB es aclarado fuera del
LCR por diferentes mecanismos. De la misma manera, la
hiperfosforilacion de tau es tdxica para la célula y la aboca a la

apoptosis. Estos procesos aparecen ilustrados en la figura 50.
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Figura 50: proceso fisiopatoldgico de la EA seguin nuestros resultados. Se representan
las principales vias por las que ABy tau inducen la apoptosis celular. Abreviaturas: ABs=
péptido amiloide en forma soluble, ABp= péptido amiloide depositado en placas.

5.1.2.Biomarcadores determinados en suero

En este estudio hemos identificado que las proteinas RAGE, RCAN1,
PKR y clusterina estan relacionadas con la patologia de la EA. Es mas,
la clusterina, ademas de ser un buen marcador de EA, también lo es de
la evoluciéon de la enfermedad, porque sus niveles varian en los
diferentes estadios clinicos (control-DCL-EA). A continuacion se

discuten los resultados obtenidos de cada una de ellas.

a) Clusterina

La clusterina o Apo J es una proteina capaz de interactuar con AB y
promover o prevenir su agregacién mediante la interaccidn con la

astroglia o con la BHE (Nuutinen et al. 2009). Los resultados
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presentados muestran una disminucién significativa de los niveles de
clusterina en el suero de sujetos con EA respecto al suero de los
controles. Ademas, estos resultados se correlacionan con los
presentados sobre la concentracion de AP en los sujetos EA que,
recordemos, presentaban una disminucion de este péptido a medida

gue avanzaba la enfermedad.

Como ya ha sido descrito, la clusterina a concentraciones de AP
elevadas tiende a agregar junto al péptido, siendo proamiloidogénica
(Yerbury et al. 2007). De esta forma, se co-incorpora junto a su
sustrato en agregados insolubles, lo cual indicaria una disminucién en
el suero. lgualmente pensamos que la clusterina muestra tendencia a
disminuir en sujetos DCL porque su capacidad para aclarar el AB
empieza a verse comprometida y es posible que inicie la agregacion de
este péptido en forma de placas amiloideas, como ocurre en los

sujetos con EA, tal y como describe la bibliografia consultada.

Es relevante sefialar que esto concuerda con el hecho de que AB
disminuye cada vez mas a medida que la enfermedad avanza. Ademas,
es notable para el AR medido en LCR la correlacidon positiva con
clusterina medida en suero. Esto sugiere bioldgicamente que cuanto
mas AP hay circulante, mas cantidad de clusterina lo une e intenta
aclararlo. Sin embargo, cuando la cantidad de AB que se forma es muy
elevada, la clusterina tiende a agregar junto a ella y las

concentraciones circulantes de ambas disminuirian.

Llama también la atencidn con respecto a la clusterina, su correlacion

significativa con RAGE. Esta correlacién encontrada tiene un sentido
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bioldgico, ya que, RAGE es un transportador que internaliza moléculas
de AR a través de la BHE hacia el cerebro y la clusterina, al contrario,
es la encargada de aclarar el AB al exterior de la BHE mediante el
receptor megalina (Yu y Tan 2012). Esto es congruente con nuestros
resultados, ya que en los enfermos de EA la clusterina esta disminuida

respecto a los controles pero RAGE esta aumentado.

Asimismo, hemos encontrado una correlacién significativa entre
clusterina y RCAN1, aunque la relacion funcional entre ambas
proteinas aun no ha sido descrita. Tampoco cabe ninguna duda de que
los niveles de ambas proteinas se encuentran estrechamente
relacionados con los de AB. De esta forma, en la EA, un incremento de
AB provocaria una induccién de la expresion de RCAN1 (Lloret et al.
2011). Al mismo tiempo, la clusterina también se veria aumentada
para tratar de asimilar la carga amiloidea y prevenir la agregacién de
estos oligdmeros (DeMattos et al. 2001). Ademas, cuando observamos
el grafico de componentes del PCA1, RCAN1 y clusterina se mantienen

juntos en el mismo cuadrante, sugiriendo que esta relacion es firme.

A continuacién, en la figura 51 aparece el rol de clusterina en la

fisiopatologia de la EA que defendemos.
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Figura 51: proceso fisiopatoldgico de la EA seguin nuestros resultados. Se representan
las principales vias por las que AB y tau inducen la apoptosis celular. Es relevante el rol
de aclaramiento del AB por parte de la clusterina, al igual que su rol de agregacion del
péptido amiloide. Abreviaturas: ABs= péptido amiloide en forma soluble, ABp=
péptido amiloide depositado en placas, Clu= clusterina.

Ciertos estudios reportan que existe clusterina colocalizada con AB, lo
cual coincidiria con nuestra hipdtesis (Morgan et al. 2004, Duyckaerts
et al. 2009). Pensamos que nuestro resultado refleja el cese del

mecanismo protector de la clusterina.

Gran parte de la literatura coincide en sefalar a la clusterina como un
potencial biomarcador de la EA, aunque todavia existe divergencia
sobre si esta proteina se ve aumentada o disminuida en los sujetos con
EA. De hecho, un estudio indica que podria llegar a elevarse en plasma
hasta 10 afios antes de los primeros sintomas clinicos, cuando el
paciente es cognitivamente normal (Thambisetty et al. 2010), pero no
hemos encontrado en la bibliografia revisada estudios prospectivos a

tan largo plazo.
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En este sentido estudios de cohortes apuntan a que los niveles de
clusterina estan elevados en el LCR de enfermos de EA y se
correlacionan con la sintomatologia, la atrofia hipocampal y la carga
amiloidea en el cerebro (Schrijvers et al. 2011). Estos resultados son
contrarios a los que muestran Vishnu y colaboradores: ellos defienden,
en un estudio de casos y controles, que la clusterina tanto en plasma
como en LCR se ve disminuida en los sujetos con EA frente a los
controles, al igual que encontramos en nuestro estudio. (Vishnu et al.

2016).

Gupta vy colaboradores muestran que la clusterina esta
significativamente aumentada en pacientes con EA y también en
sujetos con DCL respecto a sujetos controles, algo que también
defienden Jongbloed y colaboradores. No obstante éstos ultimos
sefialan que no existen diferencias en la concentracién de clusterina
en LCR entre los diferentes grupos (Jongbloed et al. 2015, Gupta et al.
2016).

A la vista de la heterogeneidad de resultados sobre la clusterina,
nosotros pensamos que, efectivamente, se trata de un buen marcador
de EA, aunque probablemente sus niveles en plasma o suero deben
depender de la fase de la enfermedad en la que se encuentre cada

sujeto.
b) RAGE

Diferentes estudios defienden que RAGE media la transcitosis de AB a

través de la BHE. Ademds, se ha visto que hay neuronas que lo
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internalizan y esto se ha asociado con un mayor estrés oxidativo y con

su posterior apoptosis (Deane et al. 2003, Deane et al. 2004).

Los resultados presentados muestran un mayor nivel de RAGE en el
suero de enfermos con EA respecto a sujetos controles. Este resultado
se correlaciona con la disminucién ya observada en los niveles de AB
en los sujetos con EA. Por lo tanto, pensamos que existe una
facilitacion por parte de RAGE que permite al AB entrar de nuevo en el

cerebro, como ya estda descrito (Kook et al. 2013). Esto aparece en la

figura 52.
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Figura 52. Proceso fisiopatoldogico de la EA segtin nuestros resultados. Se representan
las principales vias por las que AB y tau inducen la apoptosis celular. Es relevante el rol
de aclaramiento del AB por parte de la clusterina, al igual que su rol de agregacion del
péptido amiloide. Notese que se ha afiadido a RAGE como puerta de entrada del AB al
LCR. Abreviaturas: ABs= péptido amiloide en forma soluble, ABp= péptido amiloide
depositado en placas, Clu= clusterina.

También es destacable el hecho de que los niveles de RAGE son

diferentes entre los sujetos con DCL y los sujetos con EA. Este
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resultado nos sugiere que la entrada de AB no es tan abundante en ese

momento de la enfermedad.

Existen pocos estudios realizados en humanos donde se determine la
cantidad de RAGE. Uno de ellos, llevado a cabo por Donahue y
colaboradores, se centra en estudiar el hipocampo de sujetos
controles y sujetos con EA. Sefala que no hay co-localizacién de RAGE
en los depdsitos amiloides encontrados en el hipocampo en los sujetos
con EA y que hay una mayor expresion de RAGE en hipocampo y en
cortex de enfermos de EA, en comparacidon con sujetos controles,
sugiriendo que RAGE solo seria la puerta de entrada del AB al interior

del cerebro (Donahue et al. 2006).

Lo que si existe son estudios realizados en modelos animales; por
ejemplo Dean vy colaboradores observaron que en ratones
transgénicos para APP la expresion de RAGE estd incrementada,
mientras que la de LRP1, el transportador que aclara AB hacia la
sangre, esta reducida (Deane et al 2004). Los mismos autores
describieron previamente que la interaccién de AB con RAGE facilita la

internalizacion del primero a través de la BHE (Deane et al 2003).

Asi pues, los resultados presentados coinciden con los ya existentes en
la bibliografia y aportan nueva evidencia que pueden postular a RAGE

como un biomarcador periférico de EA.
c) RCAN1

Nuestros resultados muestran una disminucién de RCAN1 en el suero

de los sujetos de EA respecto al suero de los sujetos DCL. Sin embargo
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no encontramos diferencias significativas entre los niveles de sujetos

controles y sujetos EA.

Para interpretar este resultado, pensamos que es importante tener en
cuenta que AP soluble induce la expresién de RCAN1 (Lloret et al.
2011). Como ya hemos mencionado, en los enfermos de EA la cantidad
de AP circulante es menor porque existe una mayor deposicidon en
forma de placas seniles. Los resultados obtenidos de RCAN1 nos
sugieren que esta induccion podria no producirse en los sujetos con

EA, y por ello, no detectamos diferencias respecto a los controles.

Ademads, en nuestros resultados mostramos que la expresion de
RCAN1 esta aumentada en sujetos con DCL respecto a los sujetos con
EA. Esto puede deberse a que los primeros sujetos todavia tendran
cantidades de AP circulante suficientes como para ejercer esta
induccion. Siguiendo con nuestra hipédtesis, resulta congruente el
hecho de que RCAN1 se correlacione positivamente con los niveles de
AB en LCR, puesto que, como ya se ha mencionado, AB es inductor de

RCAN1.

Nuestra propuesta aparece esquematizada a continuacién en la figura
53. Es conveniente resaltar que en el trabajo de Lloret y colaboradores
se describié que RCAN1 induce la expresién de GSK3f e inhibe la
expresion de la calcineurina: 2 proteinas que, como se menciond en la
Introduccidén, estan relacionadas con la fosforilacion/defosforilacion

de tau (Lloret et al 2011).
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Figura 53: proceso fisiopatoldgico de la EA seglin nuestros resultados. Se representan
las principales vias por las que AB y tau inducen la apoptosis celular. Es relevante el rol
de aclaramiento del AB por parte de la clusterina, al igual que su rol de agregacion del
péptido amiloide. Notese que se ha afiadido a RAGE como puerta de entrada del AB al
LCR. RCAN1 ejerce de nexo de unién entre GSK3B y CaN. Abreviaturas: ABs= péptido
amiloide en forma soluble, ABp= péptido amiloide depositado en placas, Clu=
clusterina, CaN= calcineurina,

Existen otros estudios que también apuntan en esta direccién.Por un
lado, Wu et al. (2014) defienden de forma tedrica que RCAN1 estaria
sobreexpresada en pacientes con EA. Por otro lado, Harris vy
colaboradores también siguen en esta linea y muestran en su trabajo
que la isoforma RCAN1-1L estd sobreexpresada en cerebros de
enfermos de EA cuando se compara con controles (Harris et al. 2007).
De la misma forma, Cook y colaboradores muestran que la expresion
de RCAN1 (calcipresina) incrementa su expresion en neuronas del
I6bulo temporal durante el envejecimiento normal y también en
pacientes que padecen de EA cuando se comparan con sujetos

controles (Cook et al. 2005).
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d) PKR

Los resultados presentados muestran que los sujetos con EA tienen un
menor nivel de PKR en suero, significativamente distinto que los

sujetos controles.

Se ha descrito que PKR estd relacionada con un aumento de la
actividad de BACE1 en condiciones de estrés oxidativo, ya que esta
proteina se veria inducida por PKR (Dumurgier et al. 2013). Este hecho
provoca un aumento en la sintesis de AP que esta relacionada
directamente con el desarrollo de la EA. Ademas, se ha visto que AB es
capaz de activar PKR, promoviendo un bucle que produce una mayor
cantidad de AB mediante la activacion de BACE (Porta et al. 2007).
Asimismo Bose y colaboradores mostraron en su trabajo que PKR
induce la fosforilacion de tau, ademds de apoptosis, en

neuroblastomas expuestos a AB (Bose et al. 2011).

Estudios realizados en humanos muestran que PKR estd aumentada en
LCR de sujetos con EA, frente a sujetos con otras enfermedades
neuroldgicas, en un estudio de cohortes (Mouton-Liger et al. 2012).
Los mismos autores muestran en otro trabajo que los niveles de pPKR
en LCR de sujetos con EA estdn asociados a un mayor deterioro

cognitivo (Dumurgier et al. 2013).

Damjanac y colaboradores muestran que 2 dianas de PKR (p53 vy
Redd1) estan incrementadas en linfocitos de sujetos con EA cuando se
comparan con linfocitos de sujetos normales (Damjanac et al. 2008).

En esta linea, en nuestro laboratorio ya observamos que PKR esta
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aumentada en linfocitos de sujetos jévenes y cognitivamente sanos,

pero portadores del genotipo ApoE 4/4 (Badia et al. 2013).

Con todo, los resultados obtenidos de PKR divergen de los mostrados
por la bibliografia hasta ahora, si bien es cierto que no hemos
encontrado en la literatura otros estudios que midan PKR en suero o
plasma. Todo indica que los niveles encontrados en suero no siguen el
mismo patrdon que los encontrados en cerebro o LCR, lo cual se explica
porque las vias de degradacion en suero son diferentes a las existentes

en LCR o en cerebro.

Observamos también que los niveles de p-tau para los sujetos con EA
estan aumentados respecto a los controles. También presentamos una
correlacién negativa entre ambas proteinas. Segun lo que esta descrito
en la bibliografia, PKR es capaz de inducir la fosforilacion de tau via
GSK3pB (Bose et al. 2011). Una visién de conjunto de todos los procesos

previamente tratados puede verse en la figura 54.
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Figura 54: proceso fisiopatoldgico de la EA seguin nuestros resultados. Se representan
las principales vias por las que AB y tau inducen la apoptosis celular. Es relevante el rol
de aclaramiento del AB por parte de la clusterina, al igual que su rol de agregacion del
péptido amiloide. Notese que se ha afiadido a RAGE como puerta de entrada del AB al
LCR. RCAN1 ejerce de nexo de unidn entre GSK3B y CaN. PKR es inducida por AB a la
vez que induce la fosforilacion de tau. Abreviaturas: ABs= péptido amiloide en forma
soluble, ABp= péptido amiloide depositado en placas, Clu= clusterina, CaN=
calcineurina, BACE= B-secretasa.

e) TGF-B

Los resultados de la presente tesis no muestran diferencias

significativas entre los diversos grupos para TGF-B.

Se havisto que los niveles de TGF-3 estdn elevados en el tejido cerebral
de sujetos con EA (Flanders et al. 1995) respecto a controles sanos. Sin
embargo, otros estudios muestran tanto que TGF-B esta disminuida
(De Servi et al. 2002) como aumentada en el plasma de pacientes de

EA (Malaguarnera et al. 2006).
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5.2. Capacidad  predictiva de los  biomarcadores

determinados

Una prueba relevante de la capacidad de una molécula para ser
considerada un buen biomarcador es la curva ROC. Nosotros
comprobamos que las curvas ROC de los biomarcadores en LCR
presentan areas bajo la curva elevadas, lo cual indica una alta
especificidad y sensibilidad. En concreto, todas presentan areas
superiores a 0.8 salvo en el caso de tau (donde AUC =0.69). Sin
embargo, al comparar las curvas ROC de los grupos Sano y Enfermo
obtenemos que las tres AUC son superiores a 0.9, dejando patente que
los biomarcadores medidos en LCR son muy especificos y reaccionan

de forma muy sensible a la deteccién de la enfermedad.

Este no es el caso de los biomarcadores determinados en suero en
nuestra muestra, ya que, de todos ellos, la mayor AUC viene dada por
la clusterina y es de 0.75, ligeramente inferior al valor umbral de 0.8
para ser considerado como aceptable. Al colapsar los grupos no

obtenemos una mejora de este parametro.

Nuestro set de biomarcadores plasmaticos propuestos (que incluye
RCAN, clusterina, PKR y RAGE) presenta una AUC de 0.81, que
determina una capacidad diagndstica elevada, con un AUC de 0.81.
Hay que destacar que del PCA se obtienen dos factores que se
diferencian entre ellos por el peso que le dan a las distintas proteinas
introducidas dentro del modelo. De esta forma, el primer factor es el
que mejor AUC tiene e incluye a las proteinas clusterina, PKR, RAGE y

RCAN1.
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Este resultado nos sugiere que las proteinas periféricas que hemos
determinado si que son, en conjunto, biomarcadoras de la EA.
Ademas, consideramos que este set de biomarcadores aporta una
evidencia anadida a los biomarcadores periféricos que estdn siendo
objeto de investigacion (Thambisetty et al. 2010; Henrisken et al 2014,
Hye et al. 2014).

Otro aspecto que refuerza el valor predictivo de este set de
biomarcadores es el porcentaje de acierto en la clasificacidn de sujetos
segun las féormulas obtenidas en el analisis discriminante. El objetivo
de esta prueba es asignar a cada sujeto a su grupo diagndstico correcto
(Control o EA) empleando Unicamente las proteinas del set de
biomarcadores que podian introducirse en el analisis (que son
clusterina, RAGE y PKR). El porcentaje de acierto en esta clasificacién

es del 79.4%.

Este porcentaje de acierto sobre la muestra es superior al que
aportaria un Unico alelo 4 de la ApoE, que es de aproximadamente un
47% de ser diagnosticado de EA con una edad de 84 afios (y de un 10%
con 68 afos). También es superior a la que aportan dos alelos ApoE 4
(que es de un 90% con una edad de 84 afios y un 20% con 68 afios), si
tenemos en cuenta que nuestra poblacidn de estudio tiene una media
de edad de 69 afios (Corder et al. 1993, Roses 1996). Hay que tener en
cuenta, no obstante, que nuestro estudio tiene un tamano muestral

limitado y esta realizado en un Unico centro.
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Cuando intentamos realizar el analisis discriminante para categorizar
a los sujetos incluyendo el diagndstico de DCL, el analisis se dificulta
porque un requisito previo antes de realizar la prueba es la
comparaciéon 2 a 2 de las diferentes proteinas del modelo entre los
diferentes grupos de diagndstico. Como hemos mostrado en los
resultados, algunas de las proteinas plasmdticas no muestran

diferencias entre los grupos DCL y Control.

Por otro lado, al realizar la prueba del analisis discriminante entre los
grupos Sano y Enfermo solo hay diferencias significativas entre estos
grupos en la clusterina y en PKR (algo que ya hemos mostrado en

nuestros resultados). Por ello, no continuamos con el analisis.

Esta dificultad de clasificacion se debe en gran parte a los
solapamientos que existen entre los grupos Control - DCL y DCL - EA,

algo que aparecio en la figura 48 de los resultados.

En dicha figura podemos observar como la muestra se divide de forma
clara en tres subpoblaciones en funcidn del diagndstico, aunque el
grupo DCL es increiblemente heterogéneo y se solapa en su mayoria
con los otros dos grupos por separado. No obstante, pensamos que
esta grafica refleja que la muestra del estudio tiene una buena

distribucidn y que no estd sesgada pese a su pequefio tamafio.

Ademas, si se eliminan los sujetos DCL y se representan Unicamente
los controles y los pacientes con EA, obtenemos una grafica (figura 49
de los resultados) que evidencia con claridad que las subpoblaciones
de sujetos con EA y sujetos controles se distribuyen de forma distinta

y tienen un comportamiento diferente respecto a las proteinas
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plasmaticas de nuestro estudio. Entre estos 2 grupos, el andlisis
discriminante es capaz de capturar nitidamente las diferencias.
Pensamos que esto puede deberse a que nuestro set de
biomarcadores es especifico para EA y no para un estado previo como

DCL.

Por tanto, a modo de resumen, estos resultados respaldan que las
curvas ROC de los biomarcadores de LCR son buenas herramientas que
evidencian el valor de estas proteinas a la hora de confirmar un

diagndstico de EA o DCL.

De la misma forma, la unién de cuatro biomarcadores si que se
muestra Gtil para este propdsito, con una curva ROC que entra en el
rango aceptable de las pruebas diagndsticas. Ademas, este set es
marcador especifico de EA, y no de DCL y presenta un elevado
porcentaje de acierto a la hora de clasificar sujetos segin su
diagndstico. Estos aciertos lo son si clasificamos Unicamente entre

controles y sujetos con EA.
5.3. Relevancia clinica y limitaciones del estudio

Todos los resultados presentados nos sugieren que el set de
biomarcadores que aportamos, compuesto por las concentraciones de
clusterina, PKR, RAGE y RCAN1 en sujetos que padecen EA, aporta una

evidencia al campo del diagnéstico.

Igualmente, el set de biomarcadores propuesto es especifico de EA
algo que creemos relevante porque, segun la Alzheimer’s Association,

hoy en dia el diagndstico de EA es complicado y es muy frecuente que
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los pacientes presenten una EA probable sin que tengan ningln
biomarcador de imagen o de LCR realizado y por tanto, no estén

diagnosticados correctamente.

La dificultad diagnéstica de la EA es algo que queda patente si
observamos que los criterios diagndsticos respaldados por la NINCDS-
ADRDA sélo alcanzan el diagndstico de EA probable. Tienen una
sensibilidad que varia entre el 65y el 96% y una especificidad, también

variante, entre el 23 y el 88%.

Estos nimeros cambian con los nuevos criterios de Dubois et al (2007)
que proponen el uso de un criterio principal (fallo de memoria) y
criterios de apoyo al diagnéstico, fundamentados en biomarcadores

en LCR o de imagen.

Por un lado, la atrofia del I6bulo temporal medial medida con
resonancia magnética tiene unos valores de sensibilidad variables
entre el 51y el 70% y unos valores de especificidad del 69% a la hora
de detectar EA prodrdmica (Dubois et al.2007). Si se afade a esta
prueba la edad del sujeto y test cognitivos, estos valores superan la
barrera del 80% (81 y 88% respectivamente para sensibilidad y
especificidad) para detectar EA prodréomica. Recordemos que, como
ya se menciond en la introduccién, la EA prodréomica es aquel periodo
sintomadtico donde el sujeto sufre los primeros fallos de memoria
episodica pero no presenta sintomas suficientemente severos como

para comprometer sus actividades de la vida diaria.

Por otro lado, los biomarcadores medidos en LCR, como A, presentan

unos valores de sensibilidad y especificidad muy elevados (86% y 90%)
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demostrando que son marcadores tanto especificos como sensibles de
la EA. Por su parte, p-tau en LCR presenta también valores superiores
al 80% en ambas categorias (Dubois et al.2007). De hecho, la
combinacion de p-tau y AB en LCR presentan valores de sensibilidad y
especificidad por encima del 90% y es por ello por lo que son tan

empleados en la practica clinica diaria.

El analisis discriminante calculado nos permite categorizar nuevos
sujetos ajenos al estudio en los 2 grupos diagndsticos empleados en
dicho analisis con el acierto ya citado del 79.4%. Este aspecto es
positivo y lo pusimos a prueba en un andlisis de robustez de los
resultados, extrayendo aleatoriamente sujetos de los 2 grupos
diagndsticos del andlisis y clasificandolos posteriormente, en todos los
casos de forma correcta. La sensibilidad de esta prueba para
discriminar enfermos con EA de sujetos controles es del 65% y la

especificidad del 88%.

Si bien es cierto que este set de biomarcadores se ha detectado en una
muestra reducida y que sus sujetos provienen de un mismo centro
hospitalario, hay que tener en cuenta que los biomarcadores de
imagen son costosos y las repeticiones estan limitadas. Ademas, como
ya se menciond en la introduccion de la presente tesis doctoral, el uso
de los biomarcadores en LCR presenta también algunos aspectos
negativos como que implican una puncién lumbar para la obtencién
de dicho liquido; algo que muchos pacientes rehtsan ademas de ser

una técnica invasiva y dolorosa.
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En relacién a esto ultimo, pensamos que nuestro set de proteinas
puede aportar nuevos puntos de partida para determinar una prueba
que pueda servir como screening de biomarcadores en suero o plasma
previamente a la realizacion de los biomarcadores descritos por
Dubois et al. (2007). Los valores de sensibilidad y especificidad que
obtenemos de nuestro set de biomarcadores indican que dicho set es
especifico de EA y no de DCL, pero igualmente tienen valores de

sensibilidad equiparables con los dados por la NINCDS-ADRDA.

La principal limitacién de esta prueba es la variacion de las 2 férmulas
discriminantes en el caso de que se ampliara la muestra de estudio y
también el hecho de que los kit ELISA empleados pueden dar rangos
diferentes de concentracién de proteina a los obtenidos en este
estudio. Por lo tanto, seria interesante realizar un estudio
multicéntrico con muestreos en diferentes lugares eliminar la
influencia del ambiente y los habitos de la zona sobre la muestra, como

defiende Humpel (2011), para asi validar los resultados presentados.

Con todo, pensamos que nuestro trabajo aporta nuevas evidencias
sobre proteinas que pueden postularse como biomarcadores de EA 'y
gue en conjunto muestran que son especificas de EA y no de DCL.
Asimismo son capaces de clasificar a sujetos del estudio
correctamente segln su grupo diagndstico. Con la presente tesis
doctoral deseamos contribuir a la busqueda de biomarcadores
plasmaticos que permitirdn detectar la EA de forma no invasiva como

un analisis rutinario de sangre.
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“El secreto de una buena
vejez no es otra cosa que un
pacto honrado con la soledad”

Gabriel Garcia Mdrquez.

CONCLUSIONES
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6. CONCLUSIONES

1. Los niveles de AB, tau y p-tau en LCR son biomarcadores validos
para el diagndstico de la EA, especialmente en aquellos pacientes

donde la clinica no es clara.

2. Los niveles de clusterina en plasma disminuyen significativamente
en pacientes de Alzheimer en comparacion con sujetos controles
sin demencia. Estos niveles correlacionan con los de AP en LCR, lo

cual indica una estrecha relacion funcional entre ambas.

3. RAGE aumenta en pacientes de Alzheimer con respecto tanto a
controles como a enfermos de DCL. Sus niveles correlacionan con

los de AB, indicando la relacién bioldgica existente entre ambas.

4. RAGE y clusterina presentan una correlacién estadisticamente
significativa, lo cual esta en concordancia con la funcidn de
clusterina de aclarar AP fuera del cerebro y la de RAGE, de

internalizarla.

5. PKR disminuye en plasma de pacientes de Alzheimer, comparados

con controles sanos.

6. La proteina RCAN1 en plasma esta disminuida en enfermos de
Alzheimer respecto a sujetos DCL. Sus niveles correlacionan con los

de AB, indicando funciones relacionadas.
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7. Encontramos un set de biomarcadores plasmaticos especificos de
la enfermedad de Alzheimer, compuesto por clusterina, RAGE,

RCAN1 vy PKR.

8. La curva ROC del set de Biomarcadores encontrado da una AUC de

0.81, lo cual indica alta especificidad en el diagndstico de la EA.

9. Encontramos una regla de decisién, que clasifica correctamente a
los casos sanos/Alzheimer en un 79,4%:
D, = 9,147 * 1075 x [clu] + 0,40 * [PKR] + 0,16 * [RAGE]
— 19,413
Dgy = 6,94 % 1075 x [clu] + 0,28 * [PKR] + 0,20 * [RAGE]
— 12,563

Donde el valor superior clasificara al sujeto en su grupo diagnéstico.
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“Ars longa, vita brevis”

Hipdcrates

ANEXQOS
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7. ANEXOS

Anexo 1: Criterios diagndsticos de DCL (a partir de etersen RC y cols,

2001).

Criterios Diagnosticos de DCL

1.
2.

Queja de pérdida de memoria corroborada por un informador
Funcidn cognoscitiva normal

Inexistencia de una alteracidn significativa de las actividades de
la vida diaria

Puntuacién en el test de memoria (como el Mini Mental State,
ver en Métodos) que no sea inferior mas de 1.5 desviaciones
estandar de la media de los controles

Incumplimiento de los criterios de la NINCDS-ADRDA ni de DSM-

IV para la EA (ver mas abajo)

Anexo 2: Criterios diagndsticos de la EA segtin la NINCDS-ADRDA

Criterios Diagnosticos de EA segun la NINCDS-ADRDA Traducidos de

Tierney, Fisher et al. (1988)

1.

Criterios para el diagndstico Clinico de la EA Probable:

1.1. Demencia, establecida por un diagndstico clinico y
soportada por el test Mini-Mental State de Folstein, la
escala de demencia de Blessed u otros test cognitivos
similares. Debe estar a su vez confirmada por test
neuropsicolégicos.

1.2. Déficit en una o mas areas cognitivas
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1.3. Empeoramiento progresivo de la memoria y otras
funciones cognitivas

1.4. No alteracion de la consciencia

1.5. Inicio entre la edad de 40 y 90 afios de edad, siendo la mas
frecuente 65 afos.

1.6. Ausencia de alteraciones sistémicas o de otras
enfermedades cerebrales que pudieran producir por ellas
mismas un deterioro progresivo de la memoria y de otras

funciones cognitivas.

2. Ademds, el diagndstico de la EA Probable esta apoyado por:

2.1. Deterioro progresivo de funciones cognitivas especificas,
como el lenguaje (afasia), las habilidades motoras
(apraxia) y percepcion (agnosia).

2.2. Actividades de la vida diaria afectadas y patrones de
comportamiento alterados.

2.3. Antecedentes familiares con un trastorno similar,
especialmente si han sido confirmados
anatomopatoldgicamente

2.4. Diferentes pruebas complementarias
2.4.1.LCR normal, en las determinaciones estandar
2.4.2.EEG normal, con alteraciones inespecificas
2.4.3.Atrofia cerebral evaluada mediante TAC, cuya

progresion estd documentada.
3. Otros aspectos clinicos consistentes con el diagndstico de EA
probable, tras la exclusién de otras causas:

3.1. Mesetas en la progresion de la enfermedad
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3.2.

3.3.

Sintomas asociados de depresion, insomnio,
incontinencia, ideas delirantes, alucinaciones, accesos
emocionales, fisicos o verbales, pérdida de peso vy
alteraciones de la conducta sexual.

Otras alteraciones neuroldgicas en algunos pacientes,
especialmente en aquellos que se hallan en fase avanzada,

como hipertonia, miclonia o alteraciones de la marcha.

3.4. Convulsiones en la fase avanzada de la enfermedad

3.5.

TAC normal para la edad del paciente.

4. Aspectos que convierten el diagndstico de EA probable en incierto

o improbable:

4.1.
4.2.

4.3.

Aparicién brusca o muy rdpida

Manifestaciones neuroldgicas focales como hemiparesia,
alteracion de la sensibilidad, pérdida de los campos
visuales o falta de coordinacién en fases tempranas de la
enfermedad.

Convulsiones o alteraciones de la marcha en fases iniciales

de la enfermedad.

5. Diagnéstico clinico de la EA posible.

5.1.

5.2.

Posibilidad de estar basado en una demencia siempre que
haya una ausencia de cualquier alteracidon neuroldgica,
psiquidtrica o sistémica que pueda ser causa subyacente
de dicha demencia.

Posibilidad de estar basado en la presencia de una
segunda alteracion neuroldgica o sistémica suficiente para
producir demencia y que no es la causa principal de la

demencia segun las consideraciones del clinico
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5.3. Denominacién puede ser usada en investigacion cuando
un déficit cognitivo es Unico y progresivo y ademas es
identificado en ausencia de cualquier otra causa.

6. Criterios para el diagndstico de EA definitiva
a. Criterios clinicos para la EA probable
b. Evidencias histopatolégicas obtenidas en una biopsia o en

la autopsia.

Anexo 3: Criterios diagndsticos de la EA seguin el DSM-IV

Criterios Diagndsticos de EA segun la DSM-IV. Aprobados por la
American Psychiatric Association (First 1994)

1. Desarrollo de deficiencia cognitiva multiple, manifestada por:

a. Deterioro de memoria y ademas, al menos una alteracion
cognitiva como: afasia, apraxia, agnosia o alteracién de
funciones ejecutivas.

2. Las alteraciones previas representan un deterioro con respecto
a las capacidades previas del paciente y producen dificultades
significativas y consecuente deterioro en las funciones
ocupacionales y sociales.

3. La evolucidn se caracteriza por la instauracién gradual y el
deterioro cognitivo continuo.

4. Las alteraciones mencionadas previamente no se deben a:

a. Otros trastornos del sistema nervioso central que puedan
ocasionar deterioro progresivo de la memoria y de otras
funciones cognitivas.

b. Trastornos sistémicos que pueden ocasionar demencia u

Intoxicaciones.
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5.

Las alteraciones no ocurren Unicamente durante un sindrome
confusional agudo

El trastorno no es atribuible a una alteracién psiquidtrica que
pudiera justificar las manifestaciones, como por ejemplo una

depresiéon mayor o una esquizofrenia.

Anexo 4: Criterios diagndsticos huevos de DCL

Nuevos criterios para diagndstico de DCL. Traducidos a partir de

Albert, DeKosky et al. 2011.

1.
2.

Cambios cognitivos relevantes

Deterioro en uno o mas dominios cognitivos

Capacidad de realizar de forma independiente las actividades de
la vida diaria.

En caso de confirmar el diagndstico de DCL, se debe intentar
profundizar en el mismo y aumentar el grado de certeza
respecto a si el sujeto padece o no una demencia tipo EA. Aqui
es de gran utilidad el empleo de los biomarcadores a los que
hacen referencia Dubois, Feldman et al. (2007) puesto que en
funcién de la presencia o no de los mismos la NIA-AA distingue
entre:

a. DCL debido a enfermedad de Alzheimer con alto grado de

certeza: si cumple los criterios centrales y ademas
presenta un biomarcador positivo de depdsito de amiloide
y un biomarcador positivo de dafio neuronal.

b. DCL debido a enfermedad de Alzheimer con grado

intermedio de certeza: cumple los criterios centrales pero
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sélo tiene un biomarcador positivo (bien de amiloidosis o
de neurodegeneracion).

DCL probablemente no debido a EA: si cumple criterios

centrales pero no tiene ningun biomarcador positivo.

Anexo 5: Criterios diagndsticos de la EA segiin la NIA-AA

Nuevos criterios para diagndstico de EA. Traducidos a partir de

McKhann, Knopman et al. 2011

El paciente cumple criterios centrales de demencia y ademas presenta:

1.

4.

Un inicio insidioso de la demencia. Los sintomas no son subitos,

sino que se alargan de meses a afios.

Existe un claro empeoramiento cognitivo.

Los déficits cognitivos iniciales son evidentes y estdn

documentados en la historia clinica y son especialmente

notables en, al menos, una categoria:

a.

Amneésica: Afectacién en el recuerdo de informacién dada
recientemente, dificultad lectora.

No amnésica: El déficit cognitivo afecta a un dominio
distinto de la memoria, como el lenguaje (dificulatades en
expresion y precision de las palabras), la memoria
visuoespacial (agnosia) y la memoria ejecutiva (dificultad
de razonamiento). Cualquiera de estas variantes deberian

de cursar junto a otros deficits cognitivos.

Estos criterios no son aplicables en caso de evidencia de
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a. Enfermedad cerebrovascular concomitante importante
(como la existencia de un ictus relacionada con el
deterioro cognitivo)

b. Criterios diagndsticos coincidentes con la demencia por
cuerpos de Lewy.

c. Caracteristicas propias de otras demencias.

Ademas, los autores aportan criterios afiadidos segun el grado de

certeza con el que se diagnostique la EA probable:

1. Demencia tipo EA con grado de certeza alto:

a. Con deterioro documentado en la historia clinica del
paciente y corroborado por un informador.

b. Elsujeto es portador de una mutacién causal de EA: APP,
PSEN1 o PSEN2.

2. Demencia tipo EA con evidencia fisiopatoldgica:

a. Empleo de 2 tipos de biomarcadores: de depdsito de AR
(PET-amiloide) y los de neurodegeneracion en (PET
glucosa). Deben obtenerse ambos positivos. Si se obtienen
uno de los dos positivos se habla de EA posible (que es un
rango inferior a la EA, contenido en los diagndsticos de

DCL).
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Anexo 6: Comité Etico del Hospital Clinico de Valencia

FONRA 18] TN

%, AGENCIA
VALENCIANA
P DE SALUT

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA DEL HOSPITAL CLINIC
UNIVERSITARI DE VALENCIA

O Manuel Labios Gomez Secretario dei Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospttal Ciinic
Universitart de Valencia

CERTIFICA

Que en este Comité en su reunion de ordinaria de fecha 30 de junio de 2011 y segun consta er
& acta de la misma se han analizado 'os aspectos etices y cientificos relacicnados al proyecto de
investigacion aue lleva por titulo

Identificacion de nuevos marcadores perifericos de deterioro cognitivo ligero y de
enfermedad de alzheimer

Que sera levado a cabo en el Departamento de Fistologia de 12 Facultad de Medicina de Valencia
nvestigador orincipal es et Dr José Vina Ribes. acordando que reune las caracteristic
adecuadas referentes a nformacién a los pacientes y cumplimiento de !0s criternos éticos para ia
nvestigacton medica y biomedica establecidos en la Declaracién de Helsinki {Junio 1664
Helsinki  Frnlandiai de 1a Asamblea Médica Mundial, y sus revisiones {Octubre *975 Tokio
Japont iOctubre 1983 Venecia ltaliai {Septiembre 1989, Hong Kong). (Octubre 1996. Scmerset
West Sudafrcar :Octubre 2000 Edimburgo) y (Octubre 2008 Seul Corea) en la Declaracion
Universal sobre el Genoma Humano y los Derechos del Hombre de la UNESCO vy los
acuercos del Protocolo Adicional del Consejo de Europa para la proteccion de los Derechos
del Hombre y de la dignidad del ser humano frente a la aplicaciones de la biologia y de la
medicina (Paris %2-1-1998 ratificado e! 23-7-1999)

Lo que certifico a efectos oporturos de Convocatoria de Ayudas para proyectos de investigacion
en Enfermedades Neurodegenerativas

Valencia. 30 ge Jur%lcl\deZC“
% .k;-——a

SN
N

Fdo. Dr D Manuel Labios Gomez
Secretario del Comité Etico de Investigacion Clinica
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Anexo 7: Ejemplar del MMSE

PABIEHE s ssusmsmmmonmamrsonsmums s s R Bdad: ..
O RGO oo s s S S  SA0 Escolatidal cunsasmansas

..Fecha..

Examinado por...

Puntuacion
Concepto
Paciente Maximo
Orientacion
Digame el dia fecha mes estacion ano (5)
Digame el hospital (o el lugar) planta ciudad
provincia nacion (5)
Memoria de fijacién
Repita estas 3 palabras: peseta - caballo - manzana
(repetirlas hasta que las aprenda) (3)
Concentracién y cilculo
Si tiene 30 euros y me va dando de 3 en 3:
;Cudntos le van quedando?: - - - - (5)
Repita estos niimeros: 5— 9 -2 (hasta que los aprenda).
Ahora hacia atrés: .- - (3)*
Memoria
;Recuerda las 3 palabras que le he dicho antes?: - - (3)
Lenguaje y construccion
Mostrar un boligrafo: ;Qué es esto? Repetirlo con el reloj (2)
Repita esta frase: «En un trigal habia cinco perros» (1)
Una manzana y una pera son frutas, ;verdad?
Qué son el rojo y el verde? ;Qué son un perro y un gato? (2)*
Coja este papel con la mano derecha, doblelo y pongalo encima de la mesa (3)
Lea esto y haga lo que dice: CIERRE LOS 0Jos (1)
Escriba una frase (1)
Copie este dibujo
1)
Puntuacion total MEC-35 (35)
Puntuacion total MEC-30 (30)
*Se suprimen para la version de 30 items.
Nivel de conciencia (marcar):
Alerta— Obnubilacién - Estupor — Coma
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“Al final, lo que importa no
son los afios de vida, sino la
vida de los afos”

Abraham Lincoln
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