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Resumen

La enfermedad de Alzheimer incrementa aceleradamente su incidencia y prevalencia global, y esta
considerada hoy dia entre los principales problemas de salud publica en el mundo. La formacion y
depdsito de agregados proteicos amiloides y ovillos neurofibrilares en el cerebro de las personas
afectadas, son rasgos distintivos de dicha enfermedad. Actualmente, con un fin diagndstico, se
suelen cuantificar determinados biomarcadores, tanto bioquimicos como por neuroimagen. La
estrategia de la utilizacion de estos apunta hacia su uso combinado para mejorar la certeza del
diagnostico clinico de la enfermedad, asi como para la distincion del Alzheimer de controles y de
sujetos con otras demencias, evaluacion de nuevos tratamientos, e incluso, en la prediccion de la
evolucioén de los pacientes con deterioro cognitivo leve.

Descriptores DeCS: Subject headings:
ENFERMEDAD DE ALZHEIMER DISEASE/epidemiology
ALZHEIMER/epidemiologia BIOLOGICAL MARKERS

MARCADORES BIOLOGICOS

La demencia es una de las condiciones que puede afectar a un anciano, pero debe distinguirse de
las alteraciones cognitivas inherentes al envejecimiento normal’. Para decir que un individuo
padece una demencia, debe tener una disminucion del nivel cognitivo, en especial de la memoria,
alteraciones conductuales y pérdida de la independencia, con un grado de deterioro en el control
emocional y en el comportamiento social o de la motivacion, que interfiera en las actividades
cotidianas del enfermo y en su funcionamiento social y ocupacional®®.

En la actualidad, se estima que existen en el mundo veintidés millones de personas con demencia,
con una prevalencia media de 3 -15 % en mayores de 65 afios e incidencia de 0,3 - 0,7 %°. La
enfermedad de Alzheimer (EA), con un 60 - 80 % de presentacién, constituye la demencia mas
frecuente®®. Su prevalencia se duplica cada cinco anos, a partir de los 65 hasta los 85 afios.

La Organizaciéon Mundial de la Salud estimé que, en el afo 2005, el 0,379 % de las personas a
nivel mundial tenian demencia, y que la prevalencia aumentaria a un 0,441 % en el 2015 y a un
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0,556 % en el 2030>"". Otro estudio estimé que en el afio 2006 un 0,4 % de la poblacién mundial
(unos 26,6 millones) se verla afligido por la EA, y que la prevalencia se cuadruplicaria a 106,6
millones para el afo 2050". Tales estimaciones ubican la EA entre las seis afecciones incluidas
COmo un serio y creciente problema en el orden médico, econémico, social y humano, en relacion
con la salud mental, y dadas Ias tendencias demograficas actuales, esta enfermedad ha sido
llamada “la epidemia del S|glo

La EA es una enfermedad neurodegeneratlva de caracter progresivo vy, hasta ahora, incurable,
que condiciona un deterioro cognitivo y funcional grave de la persona afectada. Alois Alzheimer,
un psiquiatra y neuropatélogo aleman, describié en el ano 1906 la enfermedad como una demencia
progresiva presenil antes de los 65 afios, cuyos hallazgos patoldégicos fueron: atrofia cerebral,
depdsitos neurofibrilares (conocidos hoy dia como “ovillos neurofibrilares”) y placas en la corteza
cerebral (ahora llamados “placas de amiloide”). La presenC|a de estas placas y ovillos en el cerebro
se consideran actualmente el sello caracteristico de la EA™

Actualmente, no existen pruebas diagnésticas estandarlzadas aplicables en la practica clinica
sistematica para diferenciar fiablemente las distintas formas de demencia. El diagndstico se basa
en criterios clinicos que permiten una aproximacion diagndstica “de probab|l|dad” una vez que se
han descartado otras causas metabdlicas, vasculares o estructurales'?°. Para la EA no existe un
método clinico que permita su diagndstico en una fase previa a la demencna, y que determine qué
casos evolucionaran hacia la presentacion de un sindrome demencial®.

Se hace necesario, por tanto, contar con pruebas que, mas alla de descartar otros trastornos,
puedan ayudar a conocer el proceso patolégico subyacente. Tales pruebas se denominan
marcadores bioldgicos o biomarcadores. Un biomarcador es cualquier caracteristica medida
objetivamente que refleje procesos normales o patologicos, o respuestas a intervencién
terapéutica. Estos, ya sean bioquimicos, fisiolégicos o morfolégicos, deben ser medibles vy
reproducibles 17,1921 y pueden emplearse para diagnosticar una enfermedad, establecer su
gravedad, seguir su progresion o monitorizar la respuesta a las medidas terapéuticas”’.

La enfermedad para la que se ha investigado mas en la busqueda de biomarcadores es la EA. El
biomarcador ideal para esta enfermedad deberia detectar una rasgo fundamental de su
neuropatologia, haber sido validado en casos confirmados mediante estudio neuropatoldgico, tener
una sensibilidad y especificidad superior al 80 % para distinguirla de otras demencias, ser fiable,
reproducible, no invasivo, facil de realizar, barato, y ser capaz de apreciar la progresién de la
enfermedad y la eficacia de las intervenciones terapéuticas®’

La utilidad de los biomarcadores en la EA puede establecerse a varios niveles. Los de riesgo
(rasgo) identificarian a las poblaciones de riesgo; asi ayudaran a tomar medidas preventivas de
tipo primario o secundario. Los de diagndstico (estado), tanto para el diagndstico diferencial como
para el diagnoéstico precoz, son necesarios para confirmar la presencia de la enfermedad y
seleccionar mejor a los sujetos susceptibles de algun tipo de intervencion terapéutica. También lo
serian los de progresion, que permitirian predecir qué sujetos van a pasar de una fase de deterioro
cognitivo leve (DCL) a otra, o que van a evolucionar de forma mas agresivag.

Los biomarcadores aplicados a demencias se dividen en bioquimicos (basados en la determinacion
de la concentracion de ciertas moléculas en liquido cefalorra%wdeo (LCR) o en fluidos periféricos,
sangre y orina), y por neuroimagen, estructural o funcional'”'®. Recientemente se han desarrollado
métodos bioquimicos para la identificacion de multiples biomarcadores a partir de la determinacion
simultanea de un amplio repertorio de moléculas seleccionadas previamente. Asi se llega a la
obtencién de “paneles” de biomarcadores, constituidos por un conjunto de moléculas, cuya
determinacion aporta datos de sensibilidad y especificidad mas elevados que los de cualquier otra
molécula determinada de forma aislada, por lo que este tipo de enfoque parece definirse como la
estrategia mas prometedora a medio plazo17

Las profundas alteraciones bioquimicas y patoldgicas en el cerebro con EA resultan de procesos
celulares, tales como el metabolismo de la proteina precursora de amiloide (APP) y de la proteina
B-amiloide (AB), la fosforilacion de tau, el estrés oxidativo, la inflamacién y las alteraciones en la
regulaciéon lipidica. Los biomarcadores de EA intentan detectar estas alteraciones de la
patofisiologia de la EA en fluidos bIO|OgICOS
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Biomarcadores en fluidos biolégicos
Proteina B-amiloide en LCR

El péptido AB se genera a partir de dos cortes enzimaticos secuenmales de beta-APP
transmembrana, por las enzimas beta-secretasa y gamma-secretasa'®*?°. Las especies
predominantes de AB son el Pepudo de 40 aminoacidos AR 1-40 (AB 40) y el péptido de 42
aminoacidos AR 1-42 (AB 42 . Varias evidencias sugieren la funciéon de AB en la patogénesis de
EA debido a su presencia umforme en el cerebro de personas con sintomas clinicos de la
enfermedad, en forma de Placas difusas de agregados de proteinas fibrilares, de placas seniles y
en formas mas solubles''°. Las formas protoflbrllares de AB42 han sugerido ser el suceso téxico
inicial que conduce al comienzo de la EA

En el LCR de muchos pacientes con EA, se ha observado una reduccion de los niveles de Ap42"”.
La sensibilidad de AB42 disminuida en LCR para discriminar a pacientes con EA de pacientes
controles promedia un 86 %, con una especificidad del 89 %'. El péptido AB total en LCR, que
consiste principalmente en AB40 y AB42, se ha encontrado solo modestamente disminuido en la
EA. De esta manera, a pesar de que AB40 en el LCR representa una proporcién mucho mas alta
que AB42, los cambios en AB40 no son tan marcados como los de AB42. Este resultado muestra
que ApR42 es un componente importante de las placas * Los bajos niveles de AR42, en la relacion
AB42/AB40 en el LCR de pacientes con DCL estan asociados con una elevada carga amiloide
cerebral, y predicen la conversién a EA%®

Proteina B-amiloide en plasma

Los niveles de AB en LCR no se correlacionan con los niveles de AB plasmatico. Estudios en
animales indican que AR puede pasar entre el LCR y el plasma. El paso de AB del cerebro al
plasma en humanos, de ser confirmado, pudiera ser un indicador periférico de la extension de la
deposicion de amiloide en el cerebro, aun antes del inicio de los sintomas de Alzheimer?®.

Al comparar individuos con niveles plasmaticos bajos de AB42, y aquellos con niveles elevados de
Ap42, estos ultimos tienen un incremento del riesgo en mas de tres veces para desarrollar EA en
un tiempo promedio de cuatro afos y medio. El hallazgo de una disminucién en el nivel plasmatico
de AB42, pero no del nivel de AB40 (baja relacion AB42/AB40) al repetir la toma de sangre a
determinado tiempo, se ha relacionado con el comienzo de Ia enfermedad; por tanto, estos se
consideran indicadores sensibles de conversion reciente a EA%

Se postula que el declinar de ApB42 en el plasma refleja la compartimentacién de péptidos AB en el
cerebro, a partir del acumulo de AB42 en placas seniles o la formacion de oligémeros semisolubles.
La disminucién de los niveles de AP42 protofibrilar se relaciona con el inicio de alteraciones
cognitivasza.

Proteina Tau

Tau y tau fosforilada (p-tau) son biomarcadores potenciales de EA en LCR™'. Numerosos
estudios han identificado tau total elevada en LCR, como caracteristica de Ia EA Sin embargo, tau
total también puede encontrarse elevada en otras condiciones neurologlcas Tau es una proteina
involucrada en el ensamblaje de los microtibulos mediante las subunidades de tubulina, y esta
ampliamente presente en el cerebro. Las acumulaciones intracelulares anormales de tau
constituyen la segunda marca patologica caracteristica de EA, en adicién a las placas que
contienen amiloide™

Las inclusiones de tau en la EA son llamadas ovillos neurofibrilares. EIIos consisten en agregados
anormales de tau en forma de pares torcidos o filamentos helicoides'. Esta forma de tau es
anormalmente fosforilada en unos 30 sitios a lo largo de la proteina (sitios 181 199, 231, 235, 396
y 404), pero existen tres SItIOS involucrados con mayor frecuencia, que incluyen los am|noaC|dos en
posicion 181, 199 y 231" Estas formas estan elevadas en el LCR de los pacientes con EA, y las
concentraciones de las tres aparentan estar linealmente relacionadas. Se ha determinado en ellas
una sensibilidad similar; no obstante, Ia p-treonina 231 tiene mayor especificidad para la EA, en
relacion con otras formas de demencia'®
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Tau elevada en LCR de pacientes con EA, comparada con la de sujetos sanos, muestra una
sensibilidad promedio de un 81 % y una especificidad promedio de un 91 %. P-tau en LCR tiene
una habilidad similar para discriminar sujetos con EA de controles sanos' . Debido a que la EA
es marcada por una fosforilacion anormal de tau, p-tau puede ser mas especifica para la EA y
permitir la discriminacion de EA de otras condiciones con dafio neuronal que cursen con p-tau
elevada. Mediciones de p-tau en estudios recientes demuestran mejoria en la precision del
diagnéstico, y especialmente en la diferenciacion de otras demencias™.

La probada utilidad de AB42 y tau como biomarcadores ha llevado a su uso combinado. Hoy dia
existen varios estudios en los cuales la ejecucién del diagndstico de la combinacion de tau total en
LCR y AB42 ha sido evaluada, 3/ se ha obtenido una mejoria del diagndstico comparado con el uso
de cualquier método aislado'”'®?°. Las concentraciones de tau total, p-tau y AB42 parecen estar ya
alteradas en los pacientes con DCL, que posteriormente evolucionaran a EA, por lo que se trata de
una excelente herramienta de diagnéstico para poder identificar a los sujetos con DCL con mayor
riesgo de evolucionar hacia la EA".

En la mayoria de los estudios, la sensibilidad y la especificidad para la combinacion de estos dos
biomarcadores han sido ligeramente elevadas (89 % y 90 %, respectivamente), con relacién a tau
total (81% y 91%) y AB42 (86 % y 89 %) solas. Otras combinaciones de biomarcadores en LCR
han resultado también ligeramente mejores diagnésticos que el uso de marcadores aislados. En un
estudio de la combinacién de p-tau 181 y Ap42, la sensibilidad fue del 86 % y la especificidad del
97 %, y en otro estudio de combinacién de tau total, el LCR)/7p—tau 396/404, se encontrd una
sensibilidad del 96 % y una especificidad de 100 %'“'"'". Frente a otros procesos

neurodegenerativos, estos indicadores son mas débiles®"”.

Neurofilamentos

Son proteinas constituyentes del citoesqueleto de las neuronas. Los niveles elevados de estas
pueden reflejar degeneracion neuronal. Su medicion en el LCR resulta Util para diferenciar entre
demencia frontotemporal (DFT) (con niveles elevados) y EA de inicio precoz. La determinacion
conjunta con AB42 y p-tau 181 aumenta la precision de estos?.

Kalicreina tipo 6 (hk6)

También conocida como neurosina, zyme o proteasa M, es una serin proteasa “similar a tripsina” y
es expresada principalmente en el cerebro humano. La hK6 se localiza en las placas seniles y
ovillos neurofibrilares en el parénquima cerebral de pacientes con EA. El mecanismo patogénico
por el que la hK6 puede estar implicada en la EA parece ser, en cierto modo, debido a que hk6
posee propiedades amiloidogénicasm.

La proteina beta amiloide fibrilar (fAB), que es uno de los principales componentes de las placas
amiloides que aparecen en la EA, inhibe la actividad proteasica de ciertas proteinas (proteasa
bovina cerebral de alto peso molecular y la tripsina)27, y probablemente también inhiba a hk6.
Ademas, fAB es resistente a la accion proteolitica de la tripsina desde fases tempranas de la
enfermedad, cuando se comienzan a formar los agregados de beta-amiloide. Todo ello sugiere que
la fibrilacion de AB puede afectar al propio aclaramiento de AB por la inhibicion de proteasas
cerebrales, con lo que se cierra un circulo vicioso que hace progresar la enfermedad'®. Otra
hipétesis es que hk6 regula el balance de las distintas secretasas que procesan la proteina beta
amiloide, lo que deshace el equilibrio fisiolégico en favor de la beta secretasa que genera el AR42,
que no puede ser eliminado, y se desencadena asi la cascada amiloide.

En pacientes con EA, la concentracién de hK6 en LCR es tres veces superior a los controles™®.
Otros estudios recientes afirman lo contrario'’. En sangre, se ha encontrado una concentracién 10
veces superior a la normal’®. Otros autores indican que la concentracién de hk6 también decae en
la sangre de pacientes con EA, y difiere de los controles y de los pacientes con demencia vascular
y pseudodemencia depresiva (donde se encuentra elevada)”. Recientemente se ha demostrado
que en pacientes con DCL la determinacion de la concentracion plasmatica de hk6 puede ayudar a
predecir la evolucion del paciente: hacia EA (de estar disminuida) o hacia demencia vascular (de
encontrarse elevada)'’.
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Homocisteina

Es un aminoacido con un grupo tiol involucrado en el ciclo de la metionina, como producto de la
desmetilacion de la metionina (la cual puede subsecuentemente ser remetilada en procesos
dependientes de vitamina B12 y folato) y en la via de transulfuracion (en la cual es
irreversiblemente convertida a cistationa en proceso vitamina 86)22. Investigaciones recientes
sugieren que niveles elevados de homocisteina en plasma pueden contribuir a la disminucion de la
funcion neurocognitiva y a la EA%.

Muchas vitaminas del complejo B estan involucradas en el metabolismo de la homocisteina. Se
han encontrado bajas concentraciones séricas o plasmaticas de acido félico y B12 asociadas a la
EA en un gran numero de estudios. Las deficiencias de folato, vitamina B12 y, en menor grado, de
vitamina B6, se asocian al incremento de las concentraciones de homocisteina en plasma; asi, la
hiperhomocisteinemia ha sido propuesta como indicador de inadecuados niveles de esas
vitaminas**?® Una baja ingestion dietética y bajas concentraciones de riboflavina en plasma se
asocian con elevadas concentraciones de homocisteina®.

Niveles inadecuados de esas vitaminas pueden conducir a una insuficiente metilacion de
homocisteina a metionina y, a su vez, a una sintesis reducida de S-adenosylmetionina, donador
universal de grupos metilos, los cuales, en cambio, podrian restringir la disponibilidad de los grupos
metilos que son esenciales para el metabolismo de la mielina, neurotransmisores y membrana de
fosfolipidos. Esta hipometilacién podria alterar algunas vias metabdlicas especificas del cerebro,
responsables del deterioro cognitivoze. El exceso de homocisteina también tiene un efecto dafiino
sobre las paredes de los vasos sanguineos. En la EA y en la demencia vascular, se han
encontrado concentraciones elevadas de homocisteina®

Colesterol y 24S-Hidroxicolesterol

Algunos estudios han asociado altos niveles de colesterol con un riesgo incrementado de EA o
alteraciones cognitivas; otros no muestran asociacion significativa. EI 24 S-Hidroxicolesterol
plasmatico refleja la homeostasis cerebral del colesterol mas cerca que el colesterol total
plasmatico. El exceso de colesterol en el cerebro es convertido en 24S-Hidroxicolesterol, un
oxisterol cerebral especifico que cruza rapidamente la barrera hematoencefalica. Los niveles de
24S-Hidroxicolesterol plasmatico representan un balance entre la produccién en el cerebro y el
metabolismo en el higado. Los niveles plasmaticos muestran una débil, si acaso, correlacion con
los niveles en el LCR. El nivel de 24S-Hidroxicolesterol se ha encontrado elevado en el LCR de
pacientes con EA, y elevado inconsistentemente en el plasma de estos pacienteszz’zg.

Apolipoproteina-E

Esta es una proteina plasmatica implicada en el transporte del colesterol y otros lipidos en los
diferentes tejidos. Es sintetizada primariamente por el higado y el cerebro, y constituye la principal
apolipoproteina expresada en el tejido cerebral, preferentemente en la glia. La isoforma mas
frecuente (constituye el 78 % de los alelos presentes en la poblacién caucasiana) es la E3. La E4
es menos frecuente (15 % de alelos en la poblacién caucasiana), y la isoforma menos frecuente es
la E2 (7 %). El hallazgo del grupo de investigadores de Duke (USA) fue que los enfermos con una
EA familiar, tanto de comienzo tardio como en los casos esporadicos, presentaban una frecuencia
del alelo E4 mucho mas alta (entre 35-45 %) que en los controles tomados de la poblacién normal
(entre 10-15 %),

El alelo ApoE e4 estd asociado con un riesgo incrementado de EA, comienzo temprano de EA,
elevada formacion de placa amiloide, y niveles elevados de AP40 en el cerebro con EA. El
genotipo ApoE influye en los niveles de proteina ApoE, con el alelo ApoE e4, y esta asociado con
menos proteina ApoE en el plasma. No se ha encontrado una asociacion consistente de los niveles
séricos o plasmaticos de proteina ApoE con el diagnéstico, cuando se ha controlado por el
genotipo ApoE; algunos estudios han documentado elevados niveles de ApoE en EA, no
diferencias, o niveles reducidos en relacién con los controles®.
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El genotipo e4 de la ApoE se ha asociado también a un mayor riesgo de desarrollo de EA de
comienzo tardio (a partir de los 65 afios). Este efecto es aditivo, en el sentido de que una copia de
e4 (e2/e4 o e3/ed) ya implica cierto riesgo; dos copias (e4/e4) se asocian a mayor riesgo de EA. No
obstante, debe tenerse presente que este riesgo es relativo. La mayor parte de individuos con el
genotipo ApoE e4 no desarrollara nunca Alzheimer, y muchos de los pacientes con EA no
presentan este genotipo®".

Isoprostanos

Son miembros de una compleja familia de productos de la oxidacion lipidica derivados del ataque
mediado por especies reactivas del oxigeno a acidos grasos libres o esterificados. Un grupo de
ellos, llamados isoprostanos F2 (IPF2A), estan presentes en cantidades detectables en todos los
fluidos biolégicos normales y tejidosm.

Las concentraciones de IPF2A estan elevadas en el cerebro, LCR y plasma de los pacientes con
EA, comparado con los controles®. Algunos estudios correlacionan, directamente, las
concentraciones de IPF2A en el LCR con concentraciones de tau total, e inversamente, con los
niveles de AB42. En pacientes con alteraciones cognitivas leves, las concentraciones en LCR de
IPF2A son intermedias entre las de pacientes con EA y las de sujetos controles; resulta interesante
que pacientes con alteraciones cognitivas leves que progresan hacia la EA tienen mayores
concentraciones que aquellos que no la tienen®".

La combinacion de mediciones en el LCR de AB42, tau e IPF2A ha permitido diagnosticar la EA
con una sensibilidad del 84 % y una especificidad del 89 %. En otro estudio, el mismo grupo de
marcadores permitié clasificar correctamente el 88,5 % de los pacientes, de acuerdo con su
diagnéstico clinico o histopatolégicog.

Proteina fibrilar neuronal

Es una fosfoproteina de membrana cuya expresion se encuentra aumentada en la fase fetal, en
ciertas enfermedades tumorales y en la EA. Es la mas avalada por mas estudios, si bien los
resultados no son del todo concluyentes. Se han encontrado niveles aumentados en LCR, plasma
y orina de pacientes con EA, donde se sobreexpresa, desde estadios iniciales, en el cerebro de
estos pacientes®"’.

Summary

Alzheimer's disease increases rapidly its global incidence and prevalence, and it is currently
considered as one of the main public health problems in the world. This disorder is characterized by
the formation in the brain of amyloid protein aggregates and neurofibrillary tangles. Nowadays and
with diagnostic purposes certain biochemical and neuroimaging biomarkers can be quantified. The
strategy for biomarkers has a tendency towards their combined use for the improvement of the
disease clinical dignosis, as well as for the differenciation of the Alzheimer’s disease in control and
subjects; also to differentiate it from other dementias, treatment evaluation and even in the
prediction of the evolution of patients with a mild cognitive deterioration.
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