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RESUMEN (en espaifiol)

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa que se caracteriza por la
pérdida progresiva e irreversible de las capacidades cognitivas, emocionales y ejecutivas. La
mayoria de los estudios encaminados al desarrollo de un diagndstico precoz han sido orientados a
la busqueda de biomarcadores, sobre todo genéticos y bioquimicos, prestando menor atencién
hacia posibles marcadores cognitivos, para los cuales se siguen utilizando test rutinarios. Por ello,
la presente investigacion pretende utilizar de manera combinada marcadores biolégicos y
cognitivos, buscando afinar la correlacién entre ambos parametros, lo cual permitird una deteccion

rapida, precoz y diferencial de la enfermedad de Alzheimer.

RESUMEN (en Inglés)

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disease characterized by the progressive and
irreversible loss of cognitive, emotional and executive abilities. Most of the studies that aimed to
develop an early diagnosis have been oriented to the search of biomarkers, especially genetic and
biochemical, paying less attention towards possible cognitive markers, for which routine tests are
still used. Therefore, this research aims to use combined biological and cognitive markers, seeking
to refine the correlation between both parameters, which will allow a rapid, early and differential

detection of Alzheimer's disease.
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Comprendi que sin el amor, todas las obras son nada, aun las mas brillantes.

Santa Teresita del Nifio JesUs, 1873-1897. Historia de un alma

Ten siempre a itaca en la memoria.

Llegar alli es tu meta.

Mas no apresures el viaje.

Mejor que se extienda largos afos;

y en tu vejez arribes a la isla

con cuanto hayas ganado en el camino,

sin esperar que Itaca te enriquezca.

itaca te regal6 un hermoso viaje.

Sin ella el camino no hubieras emprendido.
Mas ninguna otra cosa puede darte.
Aunque pobre la encuentres, no te engafiara itaca.
Rico en saber y vida, como has vuelto,
comprendes ya qué significan las itacas.

(Constantino Kavafis, 1863-1933, Poesias completas, XXXII)
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Resumen

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa que se caracteriza
por la pérdida progresiva e irreversible de las capacidades cognitivas, emocionales y ejecutivas. La
mayoria de los estudios encaminados al desarrollo de un diagndstico precoz han sido orientados a la
busqueda de biomarcadores, sobre todo genéticos y bioquimicos, prestando menor atencion hacia
posibles marcadores cognitivos, para los cuales se siguen utilizando test rutinarios. Por ello, la
presente investigacion pretende utilizar de manera combinada marcadores biolégicos y cognitivos,
buscando afinar la correlacion entre ambos pardmetros, lo cual permitird una deteccion rapida, precoz

y diferencial de la enfermedad de Alzheimer.

Palabras clave: enfermedad de Alzheimer, diagndstico precoz, diagndstico diferencial, marcadores

cognitivos y biomarcadores.

Abstract

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disease characterized by the progressive and
irreversible loss of cognitive, emotional and executive abilities. Most of the studies that aimed to
develop an early diagnosis have been oriented to the search of biomarkers, especially genetic and
biochemical, paying less attention towards possible cognitive markers, for which routine tests are still
used. Therefore, this research aims to use combined biological and cognitive markers, seeking to
refine the correlation between both parameters, which will allow a rapid, early and differential

detection of Alzheimer's disease.

Key words: Alzheimer’s disease, early diagnosis, differential diagnosis, cognitive markers and

biomarkers.
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1. Enfermedades neurodegenerativas y demencia

Las enfermedades neurodegenerativas constituyen un grupo heterogéneo de enfermedades
que afectan al sistema nervioso central y que se caracterizan por una pérdida neuronal progresiva en
areas concretas del cerebro que dan lugar a manifestaciones clinicas, principalmente la demencia.

La demencia es un sindrome caracterizado por el deterioro de la funcion cognitiva. Suele ir
acompanfado Y, a veces precedido, por deterioro del control emocional, del comportamiento social o
de la motivacion. Es una de las principales causas de discapacidad y dependencia entre las personas
mayores y puede ser causada por diversas enfermedades y lesiones (OMS, 2020).

Entre las enfermedades neurodegenerativas que cursan con demencia, la mas frecuente es la
Enfermedad de Alzheimer (EA), representando -aproximadamente- el 59% de todos los casos,
seguida de la demencia vascular, mixta, por cuerpos de Lewy y frontotemporal (Figura 1) (Jellinger
& Attems, 2010; Lopez-Pousa, 2002).

La incidencia de la demencia se estima en 5-10 casos por cada 1000 personas con edades entre
los 64 y 69 afios, y en 40-60 casos por cada 1000 personas con edades entre los 80 y los 84 afios
(Savva & Brayne, 2010). Se prevé que el nimero total de personas con demencia alcance los 82
millones en el 2030 y los 152 millones en el 2050 (OMS, 2020; Patterson, 2018). En el caso concreto
de la EA, en el 2010 se estimaba que mas de 35 millones de personas en el mundo estaban afectadas
por la enfermedad (Querfurth & LaFeria, 2010). Se prevé alcanzar los 74,7 millones en el 2030 y
superar los 131,5 millones para el 2050. Si bien la prevalencia varia segun la region, es mayor en los
paises méas desarrollados (Ballard et al., 2010). En Espafia, por ejemplo, se estima que hay entre
500.000 y 800.000 pacientes con EA.

Este incremento de la tasa de enfermos se traduce, a su vez, en un aumento de los costos de
la sanidad. El gasto total estimado de la demencia en 2018 fue de 1 billon de délares, y se espere que

alcance los 2 billones para el afio 2030 (Patterson, 2018).
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Figura 1
Distribucién de demencias en una muestra poblacional espafiola

@® Enfermedad de Alzheimer @ Demencia vascular Cuerpos de Lewy
@ Demencia mixta @ Demencia frontotemporal Demencia secundaria

Es tal el impacto de esta enfermedad que en mayo del 2017, durante la Asamblea Mundial de
la Salud, los delegados de los gobiernos respaldaron el borrador del Plan de Accion Mundial sobre la
respuesta de la salud publica a la demencia 2017-2025, mostrando su compromiso a desarrollar

estrategias nacionales y planes de implementacion para atajar este problema de salud.
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2. Enfermedad de Alzheimer y Deterioro Cognitivo Leve

La Enfermedad de Alzheimer es una enfermedad neurodegenerativa que fue descrita por
primera vez en 1905 por Alois Alzheimer, psiquiatra y neur6logo aleméan. Se trataba de una mujer de
51 afos ingresada en un manicomio. EI primer sintoma fueron los celos con respecto a su marido y,
pronto, la rapida pérdida de memoria. Posteriormente, se desorientaba en la casa, movia las cosas de
un lugar a otro y las escondia, y a veces creia que alguien la queria matar y lloraba gritando. Cuando
la ingresaron, en la institucion estaba completamente desorientada en el espacio y en el tiempo. En
ocasiones decia que no entendia nada y que todo le resultaba extrafio; otras veces, deliraba y gritaba
durante horas (Stelzmann et al., 1995).

La mera observacion clinica de la paciente era inusual y no podia ser clasificada en ninguna
de las enfermedades conocidas hasta entonces. En cuanto a las caracteristicas anatomicas, en el
analisis postmortem, se observo atrofia cerebral uniforme sin degeneracion focal macroscopica. En
el interior de las células se podian distinguir varias fibrillas unas junto a otras formando manojos. Las
fibrillas tenian la capacidad de tefiirse con colorantes frente a los cuales las neurofibrillas normales
no reaccionaban. Por tanto, Alois supuso que algin cambio quimico habria sufrido y que ese hecho
podria ser la causa de la desintegracion de la célula (Stelzmann et al., 1995).

Es de destacar que cuando Alois llevo a cabo su estudio no disponia de una gran variedad de
métodos de tincion y carecia de las técnicas de neuroimagen actuales. Sin embargo, su capacidad de
observacion y deduccion le llevo a describir una nueva categoria diagnostica que ain hoy no se ha
desmentido.

Asi, la descripcion mas extendida de la enfermedad de Alzheimer no dista de la dada por Alois
Alzheimer: un trastorno neurodegenerativo caracterizado por la presencia de ovillos neurofibrilares
intraneuronales y placas seniles extraneuronales, que conllevan la pérdida de neuronas y sinapsis, y

la reduccion del volumen cerebral, y, como consecuencia, alteraciones cognitivas.
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Durante muchos afios el conocimiento disponible sobre la enfermedad de Alzheimer requeria
la presencia de déficits cognitivos relevantes o incluso demencia para su diagnostico, lo que implica
la presencia de dafio neuropatoldgico subyacente. Si bien han existido diferentes criterios
diagnosticos los mas utilizados y validados por estudios clinico-patolégicos han sido los propuestos
por el grupo de trabajo del National Institute of Neurological and Communicative Disorders and
Stroke Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association (NINCDS-ADRDA) en 1984
(McKhann et al., 1984). Estos distinguen entre EA probable o posible, solo alcanzando el diagndstico
definitivo con la confirmacién anatomopatolégica. Pero estos criterios conllevan algunos
inconvenientes. En primer lugar, cuando los sujetos son diagnosticados ya presentan un deterioro
significativo y probablemente sea demasiado tarde como para que se puedan beneficiar de una
intervencidn farmacoldgica. Los criterios NINCDS-ADRDA no son sensibles a los estadios leves de
la enfermedad pues no definen los primeros sintomas antes de alcanzar el umbral de demencia. Y en
segundo lugar, los criterios diagndsticos no son etioldgicos sino por exclusion (Valls-Pedret et al.,
2010). Esto nos lleva al problema de la definicion de EA. Dubois et al. (2009) propusieron incluir en
su definicion a todo el espectro predemencia y demencia. Segun estos autores, no hay razén para unir
el diagndstico de la EA a un determinado umbral de severidad y excluir del diagndstico y del
tratamiento a un gran nimero de sujetos que ya han expresado el diagndstico clinicamente. Afiaden
que, desgraciadamente, la etapa de predemencia o EA prodromica esta integrada en el amplio
concepto de Deterioro Cognitivo Leve (DCL), que es un sindrome asociado con muchas otras causas
que no so6lo la EA prodromica. Esto quedaba justificado cuando era mas dificil de diagnosticar
precozmente y la definicién de EA estaba restringida al concepto de demencia (Dubois et al., 2009).
En el 2011, McKhann et al. presentaron la puesta al dia de los criterios NINCDS-ARDRA de 1984.
La propuesta es el resultado del trabajo conjunto de grupos pertenecientes al National Institute of
Aging estadounidense (NIA) y la Alzheimer's Association (AA). En esta nueva version, definieron

criterios generales para la demencia y otros especificos para la EA, que se describen a continuacion:
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Se diagnostica EA cuando hay sintomas cognitivos o conductuales (neuropsiquiatricos) que:

1. Interfieren

habituales.

con la capacidad de funcionar normalmente en el trabajo o las actividades

2. Suponen un deterioro respecto a los niveles de rendimiento y funcionamiento previos.

3. No se explican por la presencia de un delirium o un trastorno psiquiatrico mayor.

a.

Se detectan y diagnostican por la combinacion de:

La historia clinica obtenida en la entrevista con el paciente y un informador que lo
conoce.

La valoracion objetiva del estado mental, bien una evaluacion cognitiva de
“cabecera del paciente” 0 bien una evaluacién neuropsicologica formal. “La
evaluacion neuropsicoldgica formal debe llevarse a cabo cuando la historia clinica

y el examen del estado mental no pueden sustentar un diagnostico firme.

5. Laalteracion cognitiva o conductual involucra al menos 2 de los 5 siguientes aspectos:

a.

b.

C.

Capacidad alterada de adquirir y recordar nueva informacién. Los sintomas
incluyen: repetitividad en las preguntas o las conversaciones, pérdidas de objetos
personales, olvido de citas o acontecimientos, desorientarse en lugares o caminos
familiares.

Alteracion o cambios en el razonamiento, manejo de tareas complejas, capacidad
de juicio. Los sintomas incluyen: comprensién limitada de situaciones de riesgo,
dificultad en el manejo de asuntos econdémicos personales, capacidad limitada para
la toma de decisiones, incapacidad para la planificacion de actividades complejas
0 secuencias de actividades.

Alteracion de las capacidades perceptivas y visoespaciales. Los sintomas incluyen:
limitacion para el reconocimiento de caras u objetos comunes o para localizar
objetos que estan a la vista a pesar de que la agudez visual es buena, limitacion

para la utilizacién de herramientas o aparatos sencillos, limitacion para orientar
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las prendas sobre el propio cuerpo.

d. Alteracion de las funciones del lenguaje. (Hablar, leer, escribir). Los sintomas
incluyen: dificultad para encontrar las palabras comunes mientras se habla,
dudas/pausas, errores en el habla o la articulacion (deletreo) fonologica o durante
la escritura.

e. Cambio de personalidad o en el comportamiento. Los sintomas incluyen:
fluctuaciones en el estado de animo, agitacion/irritabilidad, alteracion de la
motivacion o la iniciativa, apatia, retraimiento social, pérdida de interés en
actividades previas, pérdida de empatia, comportamiento obsesivo o compulsivo,
conductas socialmente inaceptables.

La diferenciacion entre demencia y DCL se hace en funcidn de si el deterioro interfiere en las
actividades de la vida cotidiana.
Los criterios NIA-AA establecen las siguientes categorias:
Demencia EA probable.
Cumple criterios de demencia y ademas tiene:
a. Inicio insidioso.
b. Historia clara de un empeoramiento cognitivo progresivo (referido por observador).
c. El déficit inicial y mas prominente puede seguir un patrén de presentacion de una de
las siguientes categorias.
e Amnésico (lo més frecuente).
e No amnésico: trastorno del lenguaje, trastorno visoperceptivo, disfuncién
ejecutiva.
Con grado “aumentado de certeza”. Se cumplen los criterios nucleares de EA probable.
1. Hay un deterioro progresivo documentado, a través de evaluaciones sucesivas.

2. Hay mutaciones genéticas causales (PSEN 1, PPA, PSEN 2, pero no de APOE).
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2. Demencia EA posible.
Curso atipico. Cumple los criterios clinicos nucleares pero tiene inicio abrupto y no tiene un
claro declinar progresivo.
Presentacion etiolégicamente mixta. Cumple los criterios clinicos nucleares pero:
a. Hay evidencia de enfermedad vascular concomitante.
b. Caracteristicas de enfermedad por cuerpos de Lewy.
c. Cualquier otra enfermedad neuroldgica o médica, o toma de farmacos con potencial
efecto sobre la cognicion.
No coincide con los criterios NINCDS-ADRDA de 1984.
3. Demencia EA probable con evidencia de procesos fisiopatoldgicos.
EA probable con evidencia (datos) del proceso fisiopatoldgico de la EA cumple los criterios
de demencia Alzheimer y hay datos de:
a. Depdsito de amiloide:
o Niveles bajos de AB42.
e PET con marcador de amiloide.
e (PIB) positivo.
b. Neurodegeneracion.
o Niveles elevados de tau, p-tau.
e Hipometabolismo parietotemporal en PET-FDG.
e Atrofia desproporcionada (temporal medial, parietal medial) en RM.
4. Demencia EA posible con evidencia de procesos fisiopatoldgicos.
EA posible con evidencia (datos) del proceso fisiopatoldgico de la EA.
Cumple criterios de demencia no-Alzheimer pero hay datos de biomarcadores o
neuropatolégicos de EA.
5. Demencia EA fisiolégicamente probada.

Cumple criterios ante y post morten.
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El objetivo fundamental de estos criterios fue ayudar a identificar y tratar la EA tan pronto
como fuera posible; es decir, antes de que se produzca el sindrome demencial. Esto permitiria una
mayor eficacia de los tratamientos que estdn actualmente en investigacion, que van dirigidos a
utilizarse en las fases preclinicas o prodromicas de la enfermedad, cuando ya existe un proceso
fisiopatologico de EA pero aun no se han manifestado los sintomas clinicos (Budson & Solomon,
2012). Existen otras alternativas actuales a estos criterios, como los criterios del Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders (DSM) (2013, 52 ed). Sin embargo, son los criterios NIA-AA
los mas utilizados.

En cuanto al concepto predemencia, éste se remonta a 1962 cuando Kral (1962) describi6 por
primera vez lo que denomind Benign senescent forgetfulness u Olvido senescente benigno. Se trataba
de un deterioro leve y fluctuante de la memoria pero que carecia de criterios operativos para un
diagnostico fiable. Mas de 20 afios despues, el concepto de Kral fue ampliado y operativizado por
Crook et al (1986), que pasaron a denominarlo Age-Associated Memory Impairment (AAMI) o
Deterioro de la Memoria Asociado a la Edad. Se trataria de una queja subjetiva de memoria junto con
un deterioro objetivo en pruebas de memoria de al menos una desviacion tipica por debajo de la
media. El problema de este nuevo concepto era su baja especificidad al emplear adultos jovenes sanos
como muestra de referencia. Adicionalmente, este concepto se centraba exclusivamente en la
memoria, aunque otros dominios cognitivos - como las habilidades visoespaciales, el lenguaje o las
funciones ejecutivas - pueden verse afectados. Ambos problemas fueron solventados por la
Asociacion Internacional de Psicogeriatria al emplear una muestra de referencia de la misma edad y
al incluir el deterioro de otros dominios cognitivos en la elaboracion de un nuevo concepto, el Age-
Associated Cognitive Decline (AACD) o Deterioro Cognitivo Asociado a la Edad. Este diagndstico
requeria el cumplimiento de tres criterios: deterioro cognitivo subjetivo segun el propio individuo o
un informante, deterioro gradual durante al menos 6 meses y deterioro de un dominio cognitivo con
un rendimiento de una desviacion tipica por debajo de la media de una muestra normativa equivalente

en edad y nivel educativo (Levy, 1994).
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Finalmente, el concepto de Deterioro Cognitivo Leve fue introducido en 1988 por Reisberg y
definido en 1991 por Flicker para clasificar a sujetos con dificultades cognitivas, pero sin demencia.
No obstante, el concepto de DCL mas ampliamente aplicado es el que propusieron Petersen et al. a
finales de los afios 90 basadndose en estudios observacionales (Valls-Pedret et al., 2010). Esta
definicion se centraba en los problemas de memoria de modo que los dafios leves en otros dominios
cognitivos eran “permitidos”, pero déficits tnicos en otros dominios no memoristicos eran criterio de
exclusion. Cuando se observo que no todos los casos de DCL evolucionaban a EA, se supuso que
habria otras causas subyacentes. En el 2003, se celebr6 un simposio sobre el DCL que supuso la
publicacion de nuevos criterios, convirtiéndose el DCL en un sindrome clinico con muchos perfiles
posibles debido a la variedad etiologica. En el 2011, el National Institute on Aging - Alzheimer’s
Association (NIA-AA) cred un grupo de trabajo encargado de redefinir especificamente los criterios
del DCL debido a la EA, pero los criterios se solapaban con los propuestos en el Simposio del 2003.
La ultima novedad ha sido la aportada en el DSM-5, que reconoce un estadio intermedio de deterioro
cognitivo. Se denomina Mild Neurocognitive Disorder (MNCD) o, en espafiol, Trastorno
Cognoscitivo Leve (TCL), y comparte muchas caracteristicas con el DCL. Es considerado como la
fase previa a varios tipos de demencia: Alzheimer, degeneracion frontotemporal, desorden de los
cuerpos de Lewy y dafio cognitivo vascular (Flicker et al., 1991; Small et al., 2000); y sugiere que
los biomarcadores deben ser incorporados en el proceso de decision diagndstica.

Todavia no hay instrumentos o marcadores que discriminen los subtipos de DCL de forma
exacta, pero se han hecho diversos intentos prometedores para clasificarlos de acuerdo a su etiologia.
Asi, la literatura emergente sobre DCL enfatiza su naturaleza etiolégicamente heterogénea. Esto tiene
unas limitaciones importantes, como correr el riesgo de que los efectos significativos de los
tratamientos se diluyan en la heterogeneidad de los DCL (Dubois et al., 2009).

Ha habido varios intentos de clasificar los subtipos de DCL (Petersen et al., 2014):

1. El primer intento fue presentado por Petersen et al. en 2004 a la vez que presentaron la revision

de los criterios diagnosticos del DCL.
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Distinguieron:

1. DCLamneésico, si la ejecucion en los test neuropsicologicos para la memoria episodica
era pobre.

2. DCL no-amnésico, si la pobre ejecucion era en las pruebas relacionadas con otros
aspectos que no fueran la memoria: funciones ejecutivas, lenguaje o capacidad
visoespacial.

3. DCL-unico dominio, si el dafio afecta a un unico dominio.

4. DCL-multidominio, si el dafio afecta a varios dominios.

Cada subtipo podria reflejar una etiologia diferente que distinguiria su evolucién. La validez
predictiva de los subtipos de DCL que existe hoy en dia en los diversos estudios longitudinales
es aun limitada y en ocasiones contradictoria (Busse et al., 2006; Han et al, 2012). En general,
los autores que han seguido la linea del grupo de Petersen afirman que el subtipo DCL-
amneésico es el que méas probabilidades tiene de evolucionar hacia EA (Petersen et al., 2001;
Fischer et al., 2007), aunque también otros autores han hallado que el subtipo DCL-
multidominio; es decir, aquél en el que aparte de la memoria existen otros déficits cognitivos,
también puede tener riesgo de evolucionar a demencia tipo Alzheimer (Brandt et al., 2009).
No obstante, este Gltimo suele constituir el estado prodrémico de demencias no Alzheimer,
tales como demencias por cuerpos de Lewy o vascular (Rasquin et al., 2004).

Mas recientemente, los criterios NIA-AA distinguen tres subtipos de DCL debido a la EA
en funcion de la presencia o0 no de biomarcadores (McKhann et al., 2011; Sperling et al.,
2011):

1. DCL debido a enfermedad de Alzheimer con alto grado de certeza: si cumple los
criterios centrales y ademas presenta un biomarcador positivo de deposito amiloide y
un biomarcador positivo de dafio neural.

2. DCL debido a enfermedad de Alzheimer con grado intermedio de certeza: cumple los

criterios centrales pero sélo tiene un biomarcador positivo (bien de amiloidosis o de
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neurodegeneracion).

3. DCL probablemente no debido a enfermedad de Alzheimer: si cumple criterios

centrales pero no tiene ningn biomarcador positivo.
Los criterios centrales que se mencionan son:

1. Cambios cognitivos respecto al nivel previo de la persona.

2. Deterioro en uno 0 mas dominios cognitivos (el sintoma mas coman y el mas tipico de
los pacientes que progresan a demencia es la afectacion de la memoria episodica).

3. Preservacion de las actividades de la vida diaria, mantienen buena funcionalidad e
independencia en el dia a dia, aunque pueden tener problemas en aquellas tareas mas
complejas que antes realizaban sin problemas como pagar facturas, preparar una
comida, etc.

4. No demencia.

3. DSM-5 (2013, 52 ed), de manera similar a Petersen (2004), usa un procedimiento de dos pasos.
Primero distinguir entre leve-NCD y mayor-NCD; después intentar determinar la etiologia
subyacente (EA, demencia frontotemporal, deterioro cognitivo vascular, demencia de los
cuerpos de Lewy, EP, enfermedad de Huntington, HIV/AIDS, lesion cerebral traumatica y
abuso de sustancias). Hay varios criterios para el diagnéstico de cada una de las categorias.

En definitiva, se puede afirmar que el constructo de DCL ha ido evolucionando desde su origen,

pero los criterios diagndsticos centrales se han mantenido inamovibles (Petersen et al, 2014).

De manera similar, el conocimiento cada vez mayor de la EA también ha permitido clasificarla

en funcion de distintos factores:

1. Segun la edad de inicio.

a. Inicio precoz o presenil. La enfermedad comienza antes de los 65 afios, su curso es
rapido y solo representa el 1% del nimero total de enfermos de Alzheimer.

b. Inicio tardio o senil. Aparece después de los 65 afos, en la mayoria de los casos es

esporadica, de curso lento y es la més frecuente.
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2. Segun implicacion del factor genético.

a. Familiar o de causa genética. Se produce una alteracion o mutacion en tres genes: el
gen de la Proteina Precursora Amiloide (PPA) en el cromosoma 21, el gen de la
Presenilina 1 (PSEN 1) en el cromosoma 14 y el gen de la Presenilina 2 (PSEN 2) en
el cromosoma 1. Se heredan de forma dominante y en la mayoria de los casos
coinciden con la EA precoz.

b. Esporadica. Si bien no se conocen genes causales, estan implicados diversos factores
genéticos de susceptibilidad. Coincide generalmente con los casos de EA de inicio
tardio, representando el 98% de los casos de EA.

La edad de comienzo y la presencia o ausencia de antecedentes familiares no son elementos
clasificatorios excluyentes, pudiendo existir casos familiares de inicio precoz y tardio.

En cuanto a la tasa anual de conversion a demencia (tipo Alzheimer, por cuerpo de Lewy 0
vascular) de pacientes con DCL se estima que es del 10-15%, y que aumenta hasta el 50% tras tres
afios de seguimiento (Valls-Pedret et al., 2010). Sin embargo, también algunos estudios muestran una
reversion a la normalidad hasta del 40% (muy alta). Los factores que explican esta inestabilidad estan
relacionados con los diferentes escenarios de evaluacidn, el método de reclutamiento de participantes,
la naturaleza del diagnostico clinico o la longitud del seguimiento. Recientemente se ha documentado
que la estabilidad del diagndstico mejora con periodos de seguimiento mas largos, que pueden estar
influenciados por los efectos de la edad, el desgaste y la mortalidad. Esto permite que los sujetos cuyo
diagnostico no es claro acaben siendo bien diagnosticados. La reversion a un estado de normalidad
cognitiva también puede ser consecuencia de tratar aquello que provocaba un deterioro cognitivo
(como el consumo de drogas). Mejores criterios de exclusion dependiendo del objetivo del
investigador o del clinico ayudarian a reducir esta variabilidad. (Petersen et al., 2014).

Existen beneficios importantes para el individuo, la familia y la sociedad en la deteccion
temprana del deterioro cognitivo. En primer lugar, se abre la posibilidad de detener o retrasar el

avance con tratamiento farmacologico o, en el caso de demencias tratables, revertirlo. Ademas, se ha
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encontrado efectividad en la implementacion de intervenciones cognitivas. Otros beneficios incluyen
la posibilidad del paciente para decidir sobre su propio futuro financiero y los cuidados médicos

deseados.
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3. Hipotesis explicativas de la Enfermedad de Alzheimer

Amedida que se han ido encontrando marcadores de la enfermedad, se han ido desarrollando

diversas hipotesis explicativas.

3.1. Hipdtesis amiloide

El beta-amiloide (BA) es un péptido que se encarga de asegurar la efectividad de la
transferencia de informacién (Abramov et al., 2009) amortiguando la transmision excitatoria y
previniendo la hiperactividad celular; es decir, regulando la actividad sinaptica. Se sintetiza a partir
de la PPA dando lugar a dos especies diferentes: el BAso y el BA42. A pesar de sélo diferenciarse en
dos aminoécidos, ambos péptidos tienen propiedades muy diferentes: BA4> es mas toxico, y forma
agregados y placas con mayor facilidad que el BA4o. En condiciones normales, existe un equilibrio
entre su generacion y eliminacion. La acumulacion y precipitacion anormal del péptido fuera de la
célula es lo que se relaciona con la formacién de las denominadas placas seniles. Sin embargo, no fue
hasta mediados de los afios 80 cuando se descubri6 la naturaleza quimica de las mencionadas placas.
Su descubrimiento, junto con el de los ovillos neurofibrilares -depositos intracelulares de la proteina
tau hiperfosforilada asociada a microtabulos- y la influencia de la Apolipoproteina E (APOE),
supusieron el inicio de la investigacion moderna de la EA (Hardy & Selkoe, 2002) y el marco genético
para elaborar la hipotesis amiloide de la EA (Selkoe, 1991; Hardy & Higgins, 1992) (ver Figura 1).
Segun esta hipotesis, los procesos implicados en la enfermedad serian, en gran medida, resultado del
desequilibrio entre la produccion y eliminacion de BA. Aunque se desconocen con exactitud los
mecanismos que inducen este aumento de produccion, la primera consecuencia es la acumulacion de
BAs2 insolubles y de oligbmeros solubles, formando lo que se conoce como placas difusas.
Posteriormente, se deposita BA4o provocando una cascada de procesos inflamatorios -activacion de
astrocitos y microglias- y de liberacion de proteinas. De este modo, las placas -ahora conocidas como

placas seniles o neuriticas- pasan a estar formadas, ademéas de por BA, por dendritas y axones
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distroficos, astrocitos reactivos, microglias activadas y proteinas mediadoras de las inflamacion.
Como consecuencia de esta inflamacién o de la propia neurotoxicidad de la BA, las neuritas y
neuronas acaban dafiadas experimentando cambios metabdlicos que desencadenan la
hiperfosforilacion de la proteina tau y la consecuente formacion de ovillos neurofibrilares. Todos
estos procesos, junto con la alteracion en la homeostasis de calcio y el dafio celular provocado por el
incremento de estrés oxidativo, se traduce en defectos en la neurotransmision y en la aparicion de

sintomas clinicos.

Figura 2
Cascada amiloide (Pedrosa Serrano)
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de neurctransmisores.

Varios hechos apoyan esta hipotesis. En primer lugar, que las mutaciones de las proteinas
presenilinas provocan EA y mejoran el procesamiento de la PPA para formar BA (Scheuner et al.,
1996; Duff et al., 1996; Borchelt et al., 1996). En segundo lugar, que las mutaciones en la codificacién
genética de la proteina causan demencia frontotemporal con parkinsonismo (Poorkaj et al., 1998;
Hutton et al., 1998). Este trastorno neurodegenerativo se caracteriza por la deposicion de proteina tau
en ovillos neurofibrilares, pero no deposicion de amiloide. Es decir, la alteracion de la proteina tau
no induce la formacién de las placas seniles caracteristicas de EA. Los ovillos neurofibrilares (tau)
que se observan en EA se depositan después de que haya cambios en el metabolismo de BA vy, por

tanto, de que se formen las placas seniles (Hardy et al., 1998). En tercer lugar, que los ratones
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transgénicos que sobreexpresan tanto PPA mutada como tau mutada, incrementan la formacién de
ovillos de tau, mientras que la estructura y el nimero de placas de amiloide permanece esencialmente
inalterado (Lewis et al., 2001). Es decir, el procesamiento alterado de PPA ocurre antes que la
alteracion de la proteina tau en la cascada patogénica de la EA. En cuarto lugar, que cruzando ratones
transgénicos PPA con ratones transgénicos con deficiencia de ApoE se observa una reduccion de la
deposicion de BA en la descendencia (Bales et al., 1997), lo que implica que el papel genético ApoE
se relaciona con el metabolismo de la BA (Corder & Saunders, 1993). Por ultimo, que la variabilidad
genética en la produccién y eliminacion de BA incrementa el riesgo de aparicion tardia de la EA
(Wavrant-DeVrieze et al., 1999; Mullan et al., 1992; Ertekin-Taner et al., 2000; Bertram et al., 2000;
Olson, Goddard & Dudek, 2001). Todas estas evidencias son consistentes con la afirmacion de que
la acumulacion de BA es el desencadenante del resto de los procesos neuropatologicos de la EA,
incluida la formacion de los ovillos neurofibrilares a partir de proteinas tau (Hardy & Selkoe, 2002).
A pesar de que la hipétesis amiloide ofrece un marco de referencia para explicar la patogénesis de
EA, no es capaz de explicar ciertas observaciones. Una de las principales objeciones hace referencia
al hecho de que el nimero de depdsitos de amiloide no correlaciona con el dafio cognitivo. De hecho,
hay casos de sujetos sin sintomas de EA que tienen muchos depositos de BA (Naslund et al., 2000).
Otra observacién inexplicable seria que las mutaciones en PPA, PSEN1 o PSEN2 que causan EA,
incrementan la deposicion de BA; sin embargo, el grado en el que cada mutacion particular afecta a
la produccidn de BA en los cultivos celulares no correlaciona con la edad en que se produce el primero
de los sintomas (Citron et al., 1997; Mehta et al., 1998). La causa de estas discrepancias no estan
claras, pero podrian deberse a que los estudios de cultivos de células no reflejan bien la complejidad
de la BA en el cerebro humano (Hardy & Selkoe, 2002). También resulta controvertido el hecho de
que las especies neurotoxicas del BA y la naturaleza de sus efectos en la funcion neuronal no se han
definido en vivo; sin embargo, varias lineas de investigacion convergen en que los oligbmeros
solubles de BA, pero no los insolubles, pueden ser los responsables de la disfuncion sinéptica en los

cerebros de los pacientes con EA. Otra observacion controvertida es que los ratones transgénicos
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sometidos a deposicion progresiva de BA a menudo no muestran clara pérdida neuronal (Irizarry et
al., 1997). Por ultimo, Braak & Braak (1991) encontraron que la degeneracion neurofibrilar de los
cuerpos celulares y de sus neuritas se incrementa gradualmente con la edad y esos cambios son
anteriores a las placas amiloides morfoldégicamente detectables; sin embargo, los casos examinados
en los estudios post-mortem eran sujetos en estadio | no demenciados todavia, por lo que no se sabe
si esos cambios neurofibrilares eran prodrémicos a la EA. Puede que las lesiones neurofibrilares
durante el final de la vida media puedan ocurrir al margen de la EA (Price & Morris, 1999). En
conjunto, ninguna de estas debilidades son razon suficiente para abandonar la hipétesis; sin embargo,

muestran importantes lagunas (Hardy & Selkoe, 2002).

3.2. Hipotesis inmunologica

Si bien la década comprendida entre 1990 y 2000 fue lo que se podria llamar la época dorada

de la “hipétesis de la cascada de amiloide”, las nuevas investigaciones apuntan a la “hipotesis
inmunologica”, segun la cual, las microglias -células que actian como defensa inmunitaria en el
sistema nervioso central- juegan también un papel importante en el desarrollo de la enfermedad.
A mediados de 1980 se descubri6 por primera vez que las células microgliales en el cerebro de los
enfermos de Alzheimer podian marcarse con anticuerpos contra los Complejos Mayores de
Histocompatibilidad clase Il (CMH 1), un marcador clasico para las células inmunes activadas
(Luber-Narod & Rogers, 1988; McGeer et al., 1988; Rogers et al., 1988). Esto no sélo supuso la
creacion de un método mas sencillo para identificar microglias, sino que también demostré que el
cerebro no era tan inmunolégicamente privilegiado como se suponia hasta entonces.

Un signo reconocido de la enfermedad de Alzheimer en el cerebro de los afectados es la
inflamacion cerebral. Cuando el sistema inmunitario detecta sustancias dafiinas, como las proteinas
tau y beta amiloide, reacciona enviando células que puedan atacar esas sustancias. Hasta ahora, se

sabe que dos tipos de células del sistema inmunitario, los astrocitos y las microglias, cambian durante
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la enfermedad. Estos cambios son especialmente notables en la microglia, célula responsable de
reciclar las células dafiadas o muertas, los residuos y las toxinas a través de un proceso denominado
fagocitosis; y encargadas de producir sustancias proinflamatorias, las citoquinas. De este modo, en
condiciones normales, la microglia tiene una funcion neuroprotectora, pero en la enfermedad de
Alzheimer, se vuelve hiperactiva y produce gran cantidad de citoquinas, que terminan dafiando las
células sanas. Adicionalmente, pierden la capacidad de fagocitar las sustancias dafiinas como las
fibrillas de amiloide. Hoy en dia, se considera que las microglias son parte fundamental en las
respuestas inmunes/inflamatorias innatas de mdaltiples trastornos neuroldgicos, incluidas la
enfermedad de Parkinson o la enfermedad de Alzheimer, y se siguen realizando estudios, en particular
con respecto a los estados intermedios de activacion microglial y las interacciones microgliales con
el péptido beta-amiloide (Cai et al., 2014; Tuppo & Arias, 2005).

En el pasado, muchas investigaciones de tratamientos antiinflamatorios fracasaron, por lo que
durante un tiempo el interés hacia la neuroinflamacion como posible diana terapéutica fue
disminuyendo. Sin embargo, los Gltimos resultados estan siendo esperanzadores y la investigacion en
este campo esta resurgiendo. En esta linea de investigacion, Choi et al. (2015) descubrieron que el
acido salicilico, un metabolito de la aspirina, inhibe la Gliceraldehido 3-Fosfato deshidrogenasa
(GAPH), una enzima que en condiciones de estrés oxidativo entra en el nucleo de las neuronas

provocando Su muerte.

3.3. Hipotesis de Tauy los ovillos neurofibrilares

Otra hipotesis explicativa de la EA, pero de menor importancia, ha sido la hipdtesis de Tau 'y
los ovillos neurofibrilares. La funcion principal de la proteina tau es incorporar monémeros o y
tubulina a los microtubulos neuronales, lo que contribuye al mantenimiento, estabilidad dinamica, y
control de las actividades sinapticas de las neuronas implicadas en la memoria y funciones cognitivas.

Cuando esta proteina es fosforilada, disminuye su afinidad por los microtibulos lo que facilita la
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agregacion y formacion de ovillos neurofibrilares intracelulares, provocando neurotoxicidad (Frost
et al., 2015; Martin et al., 2011). Adicionalmente, estas modificaciones en tau que implican la
formacion de ovillos neurofibrilares han sido asociadas con las concentraciones toxicas de BA, pero
el mecanismo concreto de esta relacion sigue siendo objeto de investigacion (Hernandez et al., 2009;

Huang & Jiang, 2009; Yin et al., 2018)

3.4. Hipotesis de la cascada mitocondrial y estrés oxidativo

La hipotesis de la cascada mitocondrial afirma que la funcion mitocondrial de cada individuo
esta determinada genéticamente y factores como el estrés metabdlico y la edad avanzada reducen su
eficiencia en la formacion de ATP (trifosfato de adenosina) y su durabilidad (Swerdlow et al., 2010).
El deficit energético resultante de la disminucion de la actividad mitocondrial podria impedir el
adecuado aclaramiento de los agregados de proteinas y el adecuado funcionamiento de los canales de
iones, de las bombas transportadoras, de la neurotransmisién, y del transporte axonal y dendritico en
la EA. La disminucion de energia podria estar también asociada con una defectuosa reduccion del
oxigeno y del agua y con un aumento de la formacion de radicales libres que pueden dafiar el ADN
mitocondrial, tal como se observa desde etapas precoces de la enfermedad (Delbarba et al., 2016) y
que se define como dafio por estrés oxidativo.

El estrés oxidativo es el proceso de deterioro celular dependiente de la produccion de radicales
libres 0 especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés reactive oxygen species), producto del
metabolismo aerobio -aunque las mitocondrias no son la Unica fuente de radicales libres. Los radicales
libres son atomos o pequefias moléculas altamente reactivas que a veces cumplen funciones
fisiol6gicas tales como transduccion de sefiales y expresion génica, activacién de factores
transcripcionales y proteccion inmunoldgica (Zentella & Saldafia, 1996). Su presencia dentro del
organismo se encuentra en equilibrio gracias a varios sistemas de proteccion como la actividad de la
superoxido dismutasa, la catalasa o la glutation peroxidasa. Sin embargo, cuando por consecuencia

del envejecimiento celular se rompe este equilibrio (por ejemplo, aumenta la producciones de ROS
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en las mitocondrias), estos acaban dafiando a la célula (al ADN, a las proteinas y a los lipidos) y a su
entorno provocando muerte celular y disfuncién tisular.

Es muy amplia la documentacion acerca del dafio oxidativo en la EA; sin embargo, aun
permanecen poco claros los responsables del incremento de ROS (Angoa & Selva, 2007). Algunos
de los posibles causantes son: 1) la microglia activada, ya que es fuente de éxido nitrico y superoxido,
que reaccionan formando peroxinitritos; 2) los depdsitos de BA, que promueven la generacion de
ROS por su unién con metales de transicion o por su interaccion con receptores de superficies que
participan en la respuesta inflamatoria (Sayre et al., 2001); 3) el propio estrés oxidativo.

El cerebro es particularmente vulnerable al estrés oxidativo debido a la elevada tasa
metabdlica derivada de la glucosa, al bajo contenido en defensas antioxidantes, a las altas
concentraciones de acidos poliinsaturados y de actividades enziméticas relacionadas con metales de
transicion y con la produccion de radicales libres. Es un hecho que el cerebro de pacientes con
enfermedad de Alzheimer presenta un estado de estrés oxidativo severo y los indicadores de la
presencia de este estado apuntan a una relacion entre la produccién de beta-amiloide y estrés
oxidativo, pero se desconoce si el estrés causa su produccion o si, por el contrario, la mencionada

proteina es un agente pro-oxidativo.

3.5. Modelo de dafios acumulados

Un modelo que estd muy relacionado con el estrés oxidativo es el modelo de dafios acumulados. La
acumulacion excesiva de radicales libres, fruto de la conversion del oxigeno en energia, puede
provocar la muerte neuronal pues pasan a actuar como potentes agentes oxidantes. En concreto,
provocan alteraciones oxidativas acumuladas en el colageno, la elastina y el ADN; rompen
mucopolisacaridos mediante la degradacion oxidativa; acumulan sustancias metabdlicamente inertes
(como ceras y pigmentos) y provocan la fibrosis de arteriolas capilares. De este modo, se puede

concluir, que a medida que pasan los afios, con el envejecimiento, las células, los tejidos, y los 6rganos
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sufren cambios irreversibles. EI almacenamiento de estos cambios son la base del modelo de dafios
acumulados que explica este proceso basandose en la acumulacion de dafios celulares irreversibles,
en la disminucion del sistema inmunolégico y en el decrecimiento de la capacidad de reparacion del

ADN, que facilita la sintesis de proteinas anormales.

57



4. Factores de riesgo y prevencion

El principal factor de riesgo del DCL y de la EA es la edad. Esto no quiere decir que la
demencia sea una fase normal del envejecimiento o que ser mayor es causa suficiente para desarrollar
esta patologia, sino que el riesgo de padecerla incrementa notablemente con la edad (Nelson et al.,
2011). Asi, la evidencia clinica indica que es importante atender las quejas subjetivas de memoria
pasados los 50 afios (Casanova, Casanova & Casanova, 2004). Un segundo factor de riesgo es la
historia familiar de la enfermedad. Personas con un pariente de primer grado con la EA tienen un
riesgo del doble al triple de desarrollar la enfermedad (Cannon-Albright et al., 2019). Atendiendo a
la genética, la EA presenta dos posibles manifestaciones: la EA familiar, que se caracteriza por un
inicio precoz y una herencia autosémica dominante -los hijos de los portadores tendran un 50% mas
de probabilidades de heredar la enfermedad-; y la EA esporédica, que presenta un inicio tardio y un
patron de herencia muy complejo. Si bien es cierto que la prevalencia de la primera es muy pequefia,
en torno al 1% (Bekris et al., 2010), su evolucién es muy agresiva. Los principales factores de riesgo
genéticos son la Proteina Precursora de Amiloide, el gen de la Presenilina 1 y Presenilina 2 y la
Apolipoproteina E. Esta tltima se encarga del transporte del colesterol y otros lipidos a los diferentes
tejidos (Kryscio et al., 2006) pero también se asocia a la EA. Todo el mundo hereda una de las formas
(alelos) del gen ApoE (€2, €3 0 €4), una del padre y otra de la madre. El alelo €3 y el genotipo €3/ &3
son los mas frecuentes en la poblacién europea (80%), pero ni incrementan ni decrecen el riesgo a
desarrollar EA. Las otras dos formas, €2 y €4 son mucho menos comunes. El alelo &4, presente en el
15% de la poblacion, esta sobre-representado en pacientes e incrementa el riesgo de desarrollar EA
esporadica o familiar de inicio tardio. Aquellos que heredan una copia del alelo &4 tienen hasta 3
veces mas riesgo de desarrollar EA, mientras que los que heredan dos copias tienen entre 8 y 12 veces
mas riesgo. No obstante, algunos portadores de APOE ¢4 sobreviven hasta edades avanzadas sin
padecer trastorno cognitivo. Por tanto, heredar la forma €4 del APOE no garantiza que el individuo

desarrolle DCL o EA, pero si incrementa notablemente las posibilidades (Farrer et al., 1997,
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Holtzman et al., 2012; Loy et al., 2014; Raber et al., 2004; Saunders et al., 1993; Xu et al., 2013). La
presencia de €4 también afecta a la edad de inicio de la enfermedad, los portadores de €4 tienen una
edad de inicio mas precoz (Spinney, 2014). Por su parte, el alelo €2 decrece el riesgo de desarrollar
demencia y de presentarlo, aparece a una edad mas tardia. En cualquier caso, estudios con gemelos
no apoyan la idea de una fuerte base genética. Por este motivo; es decir, al no ser necesario ni
suficiente para ocasionar EA, la European Federation of Neurological Associations (EFNS) no
recomienda el analisis de ApoE en la practica rutinaria del diagnostico de EA (Hort et al., 2010). No
obstante, el genotipo ApoE es una variable importante en ensayos clinicos para evitar un sesgo
genético y evaluar el efecto del genotipo sobre las variables de eficacia. El alelo €4 también se asocia
con frecuencia a pacientes con DCL con mayor riesgo de conversién a EA (Growdon, 1999). En
algunos estudios, dicha asociacion no alcanza significacion estadistica o se asocia a conversién en el
grupo de DCL de mayor edad. Las diferencias pueden explicarse por los criterios de DCL utilizados
y que no todos los estudios tienen como objetivo principal analizar la influencia de ApoE sobre la
progresion del DCL. Otro factor de riesgo, pero que sélo afecta a las mujeres, seria la menopausia.
Recientemente, la investigacion llevada a cabo por la Sociedad Norteamericana de Menopausia
(NAMS del inglés The North American Menopause Society) (2016), demostré que las mujeres tienen
mejor memoria que los hombres al menos hasta la llegada de la menopausia, momento en que las
capacidades de esta funcién quedan equilibradas para ambos géneros. Los resultados de las analiticas
de sangre mostraron que las mujeres que obtenian peor resultado en las pruebas de memoria también
eran las que presentaban menores niveles de estradiol. El estradiol es una hormona esteroide sexual
femenina, que experimenta un cambio brusco con la menopausia debido al agotamiento de los
foliculos ovéricos donde se produce. En otro estudio, Mosconi et al. (2018) estudiaron como cambia
el cerebro de la mujer antes y después del fin de su ciclo fértil. Encontraron que el grupo de mujeres
posmenopausicas presentaba cambios relacionados con el alzhéimer -tasa méas alta de pérdida de
volumen del hipocampo y tasas mas altas de deposicién de AB- en comparacion con los hombres. De

este modo parece que los cambios cerebrales estan relacionados con la edad reproductiva y no sélo
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con la edad cronoldgica. Otro factor de riesgo es la presencia de comorbilidad con trastornos como
las enfermedades cardiovasculares (ataque al corazon o enfermedades del corazon). El cerebro esta
nutrido de una rica red de vasos sanguineos. Asi, un corazén sano ayuda a asegurar que la suficiente
sangre es bombeada al cerebro y unos vasos sanguineos sanos ayudan a asegurar la llegada correcta
de oxigenos y nutrientes para su correcto funcionamiento. Los factores de riesgo de las enfermedades
cardiovasculares - como el habito de fumar (Anstey et al., 2007; Rusanen et al., 2010; Pendlebury, &
Rothwell, 2009), la obesidad (Whitmer et al, 2008; Raji, et al., 2010; Kivipelto et al., 2005; Xu et al.,
2011; Fitzpatrick et al., 2009; Ronnemaa et al., 2011; Luchsinger et al., 2012), la hipertension
(Kivipelto et al., 2005; Launer et al., 2000; Ninomiya et al., 2011; Debette et al., 2011) y la diabetes
(Ohara et al., 2011; Ahtiluoto et al., 2010; Cheng et al., 2011) - tambiéen lo son de desarrollar DCL,
EA u otras demencias. La depresion ha sido ampliamente estudiada como factor de riesgo (Byers &
Yaffe, 2011; Jorm, 2000; Jorm, 2001; Petersen et al., 2014), lo mismo que la diabetes. La correlacién
entre la diabetes y la demencia es tan firme que se ha llegado a denominar diabetes tipo Il a la EA.
De hecho, una de las pruebas mas aceptadas para diagnosticar el Alzheimer en la actualidad es la
Tomografia por Emision de Positrones (TEP) que mide el metabolismo de la glucosa, que se ve
afectado de forma temprana en la enfermedad. Con esto no se puede concluir que estas alteraciones
metabolicas sean la causa, pero queda patente que es un factor de riesgo importante. Con todo, habria
que matizar que es la diabetes tipo 2 frente a la diabetes tipo 1 la que se asocia con un riesgo mas alto
de desarrollar demencia (Whitmer & Nickerson, 2015). Esto es debido a que, si bien ambos tipos de
diabetes suponen problemas con la regulacion del azicar en la sangre, la causa de cada enfermedad
es distinta. En la diabetes tipo 1, el sistema inmunitario ataca por error a las células beta, que producen
la insulina en el pancreas. Esto deja a las personas con diabetes tipo 1 con poca o0 ninguna insulina.
La insulina es una hormona necesaria para que las células del cuerpo puedan utilizar los carbohidratos
de los alimentos como combustible. En la diabetes tipo 2, el cuerpo desarrolla resistencia a la insulina
y no usa los carbohidratos con efectividad. De este modo, es posible que los niveles altos de azlcar

en sangre puedan provocar algun tipo de dafio en los vasos sanguineos que contribuya a la demencia
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en las personas con diabetes, pero es necesaria mas investigacion (Whitmer & Nickerson, 2015). Las
investigaciones centradas en la relacion entre la diabetes tipo 2 y la EA han encontrado que el exceso
de glucosa y de BA causa iguales cambios a nivel molecular -aumento de 6xido nitrico y otras especies
radicales libres-, que terminan conduciendo a la pérdida de sinapsis (Akhtar et al, 2016; Macauley et
al., 2015). Esto tiene implicaciones incluso a nivel de tratamiento. De hecho, tomando como base los
datos recogidos por la compafiia publica de seguros alemana AOK entre 2004 y 2010, parece que
algunos medicamentos utilizados en el tratamiento a largo plazo de la diabetes logran reducir
significativamente el riesgo de demencia; es decir, lograrian un efecto preventivo sobre el Alzheimer
en los diabéticos. Todavia queda por investigar si este efecto protector se mantiene en los no
diabéticos. Otro factor de riesgo es el bajo nivel educativo. Los estudios demuestran que las personas
con menos afios de formacion tienen mas riesgo de desarrollar Alzheimer u otra demencia (Hendrie
et al., 2018; Sando et al, 2008). Adicionalmente, esta realidad suele estar asociada a un bajo nivel
socioecondmico, lo que a su vez se relaciona con una peor alimentacion y con un menor cuidado de
la salud; es decir, con mas factores de riesgo. Y es que un alto nivel educativo no sélo reduce las
posibilidades de desarrollar la demencia, sino que también aumenta lo que se conoce como la reserva
cognitiva (Sattler et al, 2012); un importante factor de prevencién definido como la habilidad del
cerebro para hacer un uso flexible y eficiente de la red neuronal que permita al sujeto seguir llevando
a cabo tareas cognitivas a pesar de los cambios experimentados por el cerebro (Stern, 2002).

Otros factores de prevencion son el estilo de vida -aunque no se sabe en qué grado- (Petersen
et al., 2014), la actividad fisica -aunque no hay acuerdo ni en el tipo, ni en la frecuencia ni en la
duracion del ejercicio a realizar- (Larson et al., 2006; Laurin et al., 2001; Stephen et al., 2017; Willis
et al., 2012), dieta rica en antioxidantes, baja en grasas saturadas y rica en vegetales, o la
actividad/estimulacion mental y social (Karp et al., 2005; Krueger et al., 2009; Labra & Menor de
Gaspar Pinilla, 2015; Sharp et al., 2010; Ball et al., 2002; Hall et al., 2009; Wilson et al., 2002; Wilson
et al., 2002). Entre los alimentos que “mejoran” la memoria estarian:

e Las verduras de hoja verde, como las coles de Bruselas, brocoli o las espinacas, por su
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contenido en vitaminas A y B, y antioxidantes como flavonoides y sulforafanos, que tienen
propiedades neuroprotectoras y antioxidantes (Morris et al., 2018).

El pescado azul, por ser fuente de fosforo, necesario para las membranas de las neuronas, y
de omega 3, que disminuye la progresion del deterioro (Barberger-Gateau et al., 2002; van de
Rest et al., 2016).

Los frutos secos, ricos en omega 3, fosforo, magnesio y vitaminas E y B, componentes
indispensables para la salud cerebrovascular, favoreciendo un correcto aporte sanguineo. Son
ricos también en antioxidantes como los polifenoles, que retrasan el envejecimiento de las
neuronas al actuar contra los radicales libres que provocan estrés oxidativo (Miller et al.,
2017).

La fruta, fuente importante de vitamina C, acido félico, minerales y antioxidantes que
contribuyen al buen funcionamiento de la memoria (Miller et al., 2017). Dentro de los frutos,
los que mayores beneficios aportan serian los arandanos y las manzanas ya que contienen
flavonoides y los polifenoles, antioxidantes que mejoran las funciones cognitivas y luchan
contra la oxidacion celular. Ademaés, tienen efecto antiinflamatorio y retrasan las
enfermedades degenerativas (Williams & Spencer, 2011).

Los integrales, que controlan el nivel de azlcar y colesterol en la sangre, lo cual resulta
indispensable para la salud cerebral, y combaten el estrés ademas de mejorar la concentracion
y el rendimiento en etapas de esfuerzo mental (Jenkins et al, 2002).

Conocidos todos estos factores de riesgo y prevencion, distintos grupos de investigacion han
ido elaborando modelos multifactoriales de intervencion, buscando aquel que mejor prevenga
la enfermedad de Alzheimer (Park et al., 2019; Schneider & Yvon, 2013). La evidencia
confirma que aquellos programas que implican la intervencion sobre varios factores son mas

eficaces que aquellos que se focalizan en uno solo (Schneider & Yvon, 2013).
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5. Tratamientos

A dia de hoy no existe tratamiento curativo para la enfermedad de Alzheimer. Sin embargo,
se dispone de tratamientos farmacoldgicos y no farmacoldgicos que han demostrado enlentecer su
progresion, sin ser capaces de revertirla. Los primeros palian los efectos de la enfermedad y los
segundos alivian los sintomas y mejoran la calidad de vida de las personas afectadas y de sus
familiares.

Las investigaciones han demostrado que que las terapias no farmacolégicas en combinacion
con los tratamientos farmacolégicos pueden ser tan efectivas, o incluso mas, que cada uno de ellos

por separado.

5.1. Tratamientos no farmacoldgicos

Los tratamientos no farmacoldgicos se basan, esencialmente, en el concepto de
neuroplasticidad (Arroyo, 2002). Esta plasticidad neuronal hace referencia a la capacidad del sistema
nervioso para reorganizar sus conexiones a fin de suplir algan tipo de lesion o disfuncion. Aunque se
sabe que el cerebro en formacién presenta mayor plasticidad que la de un adulto, ambos poseen esta
capacidad de reorganizarse a través de la experiencia y la ejecucion de tareas diferentes (Johansson,
2004).

El grado de recuperacion dependera -ademas de la edad- del area el cerebro comprometida,
de la cantidad de tejido dafiado, de la extension de la lesion, de la rapidez con la que se produce el
dafo, de los programas de rehabilitacion y de los factores ambientales y psicosociales (Hernandez-
Muela et al., 2004). En este sentido, otro factor que se ha revelado fundamental para el éxito
terapéutico es la educacion de los cuidadores en el manejo del paciente, especialmente en el uso de
las técnicas adecuadas de comunicacion.

En la tabla 1 se pueden observar los principales tratamientos no farmacoldgicos existentes a

dia de hoy para su empleo en personas con EA.
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Tabla 1

Principales tratamiento no farmacoldgicos para la EA (De los Reyes Aragén et al., 2012)

TIPO

TRATAMIENTO

¢EN QUE CONSISTE?

Tratamientos
cognitivos

Estimulacion cognitiva

Estimulacion individualizada, adaptada a las
necesidades cognitivas del paciente, para rehabilitar
funciones alteradas.

Aprendizaje sin error

Impedir a los sujetos que cometan errores durante el
aprendizaje de una nueva tarea o la adquisicién de una
nueva informacion.

Recuperacion espaciada

Presentacion de estimulos con un intervalo creciente,
incrementando asi la retencién y evocaciéon de
informacién especifica a través del tiempo.

Imagineria visual

Solicitar al sujeto que preste atencion a detalles
visuales especificos de la informacion que debe
aprender, 0 que genere una imagen mental del objeto
que le es presentado en modalidad verbal.

Difuminacién de pistas

Dar al paciente pistas para la evocacion de la
informacion. Estas pistas disminuyen
sistematicamente a medida que el sujeto va
aprendiendo, hasta que desaparecen por completo.

Ayudas externas

Sustitucion de funciones cognitivas perdidas por
diferentes herramientas.

Intervencion

Terapia de orientacion
de la realidad

Presentacién constante de la informacion relacionada
con la orientacion en tiempo, lugar y persona.

Terapia de validacion

Aplicacion de técnicas basadas en una actitud de
respeto y empatia por los adultos con EA.

Terapia de
reminiscencia

Estimulacién para el recuerdo de experiencias
pasadas a través de fotografias, videos, canciones,
ropas, periédicos, cartas o cualquier otro elemento.

psicosocial
Método Montessori Trabajo a traves del analisis de tareas, la repeticion
guiada y la progresion paulatina de lo simple a lo
complejo y de lo concreto a lo abstracto.
Terapia Implementacién de programas en los que los
intergeneracional pacientes con demencia ensefian a nifios a realizar
diferentes actividades de la vida diaria u otras
habilidades.
Otras Psicomotricidad y Utilizacion del ejercicio fisico y actividades motrices

intervenciones

actividad fisica

guiadas para estimular vias sensoriales y motoras.
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Musicoterapia Utilizacién de la musica para el manejo de diferentes
sintomas presentes en la EA.

Arteterapia Utilizacién de diferentes formas de arte como método
de expresion en pacientes con EA.

Modificaciones Realizacion de modificaciones en el entorno del
ambientales paciente con EA para disminuir el riesgo de
accidentes e impacto de sus déficits en las Actividades
de la vida diaria.

Dietas y cambio de | Seguimiento de dietas de restriccion caldrica y
habitos alimenticios disminucién de grasas saturadas, para disminuir la
presencia de radicales libres en el organismo.

Estos tratamientos son empleados en las etapas iniciales o intermedias de la EA pues en los
estadios tardios los pacientes ya no poseen los recursos cognitivos necesarios y los logros alcanzados
son muy limitados. Deben aplicarse de forma selectiva, conocimiento el estado cognitivo del paciente
y mediante el asesoramiento de un profesional. Aunque estas técnicas también pueden usarse para la
rehabilitacion de otras funciones (atencion, funciones ejecutivas...), en el caso de los pacientes con
EA han sido utilizadas sobre todo para mejorar los problemas de memoria. Tal es asi que los sujetos
que participan muestran un mejor desempefio en las tareas de memoria después del tratamiento, pero
también en la funcionalidad de la vida diaria, que es lo verdaderamente importante en cualquier
proceso terapéutico. El objetivo Ultimo de este tipo de intervenciones es sacar el maximo partido de
las funciones que aun quedan activas en el enfermo y asi mejorar su calidad de vida. En cuanto a la
duracion de las ganancias obtenidas durante el proceso de rehabilitacion, varios estudios han
demostrado que éstas se mantienen entre los 6 meses y los dos afios (Clare et al., 2000; Clare et al.,
2001; Clare et al., 2002; Cherry & Simmons-D’Gerolamo, 2005), siendo las técnicas que mantuvieron
por mas tiempo las ganancias del entrenamiento la Estimulacion Cognitiva, el Aprendizaje sin Error,
la Recuperacion Espaciada y las Ayudas Externas (De los Reyes Aragon et al., 2012).

En cuanto a la combinacion con el tratamiento farmacoldgico, se ha demostrado mayores
posibilidades de éxito cuando se aplica conjuntamente con la Estimulacion Cognitiva (Chapman et

al., 2004; Matsuda, 2007) que cuando se aplican por separado.
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5.2. Tratamientos farmacologicos

Los ensayos clinicos realizados hasta ahora, en su busqueda por abordar la patogénesis
subyacente, han sido una gran decepcion. Desde 1988 hasta ahora se han aprobado méas de 100
medicamentos, pero solamente se han autorizado 4 para su uso (ver Tabla 2). Estos farmacos ni
producen mejoras de las funciones cognitivas ni tienen un impacto sobre la supervivencia de los
pacientes, solo ralentizan la progresion de la enfermedad. Son de dos tipos: 1) inhibidores de la
colinesterasa, que aumentan la cantidad de acetilcolina disponible para las células nerviosas,
previniendo su descomposicién y consiguiendo un aumento de la vigilia y de la activacion
generalizada del sujeto; y 2) antagonistas del N-meti-D-aspartato (NMDA), que restablecen la
transmision neuronal glutamatérgica, evitando los efectos excitotoxicos producidos por los valores
tonicos patoldgicamente elevados de glutamato sinaptico, que pueden dar lugar a la disfuncion
neuronal. De este modo, la funcion de todos ellos ha consistido en retrasar la progresion del deterioro
cognitivo mediante la modulacion de la neurotransmision -colinérgica o glutamatérgica-, pero
normalmente, s6lo han resultado eficaces para algunos pacientes entre la fase primera e intermedia
de la enfermedad. El porqué de este fracaso sigue siendo objeto de gran controversia, pero en general
el debate gira en torno a tres posibles causas: 1) defectos en el disefio del estudio, por ejemplo:
ensayos muy cortos o inclusién de pacientes muy avanzados en la enfermedad, lo que disminuye la
posibilidad de demostrar impacto clinico; 2) defectos del estudio, por ejemplo: atacar a mecanismos
incorrectos; 3) falta de biomarcadores para seleccionar a los pacientes “correctos” en los ensayos, por
ejemplo: incluir pacientes en los que el curso de su enfermedad puede verse modificado. Por ello,
buena parte de la investigacion ha intensificado sus esfuerzos en la busqueda de biomarcadores
indicadores de cambios patolégicos tempranos. El desarrollo y validacion de biomarcadores
facilitaran en gran medida la identificacion de nuevos tratamientos y estrategias preventivas mas

eficaces.
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Tabla 2

Medicamentos aprobados por la Administracion de Medicamentos y Alimentos de los EE.UU. para

tratar sintomas.

Nombre del Marca Mecanismo de  Etapaen la que Afo de
farmaco actuacion se administra aprobacion por
la FDA
Donezepil Aricept Inhibidor de la Todas las etapas 1996
colinesterasa
Galantamine Razadyne Inhibidor de la Etapa leve- 2001
colinesterasa moderada
Memantina Namenda Antagonista del Etapa moderada- 2003
receptor de grave
NMDA
Rivastigmina Exelon Inhibidor de la Todas las etapas 200
colinesterasa
Donezepil y Nanzaric Inhibidor de la Etapa moderada- 2014
memantina colinesterasa grave

El proceso de desarrollo de un medicamento, desde que la compariia comienza a investigar
una molécula innovadora hasta que el medicamento Ilega al mercado, pueden transcurrir entre 10 y
15 afos. En la actualidad existen varios medicamentos en fase de desarrollo, pero son necesarios mas
ensayos clinicos y financiacion.

En marzo de 2019 tuvo lugar uno de los ultimos y més sonados fracasos farmacolégicos,
Aducanumab, un farmaco antiamiloide desarrollado por las compafiias farmacéuticas Biogen y
Eisai. Se trataba del ensayo clinico en fase mas avanzada en el que participaban personas con
deterioro cognitivo leve y demencia debidas a la enfermedad de Alzheimer. La decision de finalizar
con el estudio se comunicO a través de Globe newswire, y llegd después de que un comité
independiente evaluara los datos y concluyera que el farmaco no resultaba eficaz ni para generar
mejoras funcionales ni cognitivas. Las hipotesis explicativas de este fracaso han girado en torno a si
se interviene demasiado tarde en la enfermedad dado que las investigaciones apuntan que los cambios

relacionados con el inicio de la enfermedad comienzan décadas antes de la aparicion de los sintomas
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(Coupé et al., 2019) y a si se estd atacando a la diana equivocada. Este farmaco asume que la
acumulacion de beta amiloide es uno de los mecanismos patologicos basicos, aunque realmente se
desconoce la causa de la enfermedad.

Lo mismo ocurrié afios antes, en 2016, con el fa&rmaco antiamiloide de la compafiia
farmacéutica Eli Lilly, Solanezumab, que no fue capaz de enlentecer el deterioro cognitivo de los
enfermos de Alzheimer.

Ambos farmacos son anticuerpos, pero mientras que el primero se dirige a las placas
amiloides, el segundo ataca a la proteina en su forma soluble.

Sorprendentemente, en octubre del 2019, Biogen anuncio que tenia nuevos resultados. Al
analizar los datos de los pacientes en fase inicial con dosis mas altas observaron gque, en comparacion
con el placebo, éstos presentaron una reduccion del 20-30% del deterioro cognitivo luego de 78
semanas. Ante tales resultados, han solicitado a la Administracion de Alimentos y Medicamentos
(FDA, por sus siglas en inglés) permiso para su comercializacién en los Estados Unidos. En caso de
aprobarse, seria la primera terapia contra el Alzheimer y supondria un argumento a favor de la
hipbtesis amiloide.

A dia de hoy no hay cura para la enfermedad pues ain no se comprende en su totalidad la
patogénesis de la misma. Esto hace que el principal objetivo de la investigacion sea la deteccion
precoz, lo cual es posible porque la enfermedad es sintomatica afios antes de la aparicion de la
patologia. Algunos autores sitdan el inicio de los procesos degenerativos incluso 20-30 afios antes del
diagnostico (Davies et al., 1988). Adicionalmente, diversos estudios han demostrado una mayor
efectividad de los tratamientos cuando éstos se inician en las fases tempranas de la EA (Duncan &

Siegal, 1998; Farlow & Cummings, 2007; Nordberg, 2003).
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6. Diagnostico y marcadores

Respecto al diagndstico, en el momento actual no existen pruebas diagnosticas estandarizadas
que se puedan aplicar en la practica clinica rutinaria para diferenciar fiablemente las distintas formas
de demencia. Tampoco se ha establecido una bateria neuropsicolégica especifica para diagnosticar el
DCL ni la enfermedad de Alzheimer. Por lo que la seleccién de los tests que forman parte de un
protocolo neuropsicoldgico es, en cierta manera, algo arbitrario y la identificacion de estas dos
condiciones depende del tipo y el nimero de pruebas neuropsicoldgicas que se utilicen, al igual que
del criterio clinico utilizado. Por tanto, para llevar a cabo una evaluacion de este tipo, la experiencia
clinica del evaluador sigue siendo de suma importancia y sus decisiones deben basarse en el
conocimiento empirico del perfil neuropsicopatoldgico de los pacientes, el cual ha sido extensamente
estudiado en el caso del DCL Yy de la EA.

Los expertos, ademas de llevar a cabo evaluaciones de los principales dominios cognitivos,
que tienen como objetivo final identificar posibles alteraciones y/o evaluar las necesidades de
tratamiento, se apoyan en las técnicas de neuroimagen, y en los biomarcadores -del liquido
cefalorraquideo y, mas actualmente, de la sangre- para llegar al diagnostico. Técnicas como la
Tomografia por Emisién de Positrones (TEP), la Resonancia Magnética (RM) o la Tomografia Axial
Computerizada (TAC), producen imagenes tridimensionales -en este caso del cerebro- que permiten
observar las alteraciones propias del Alzheimer: reduccion de la masa cerebral, depdsitos de amiloide
y cambios inflamatorios (Edison et al.,, 2007; Parbo et al., 2017; Scahill et al., 2003). Los
biomarcadores, por su parte, aportan las evidencias moleculares.

Todos estos recursos son los que permiten llevar a cabo un diagndstico diferencial, no solo de
la EA frente al DCL sino frente a otras enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad de

Parkinson.
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6.1. Diagnostico diferencial

Aunque el Alzheimer y el Parkinson son enfermedades distintas, ambas presentan una serie

de caracteristicas comunes:

1.

2.

4.

Son enfermedades neurodegenerativas; es decir, las alteraciones que se producen en los
cerebros de las personas afectadas conllevan un deterioro y pérdida progresiva de neuronas
que implica disfuncién cognitiva y pérdida de autonomia en la vida cotidiana.

A nivel fisiopatoldgico, ambas incluyen inflamacién, mutaciones genéticas, agregados
patoldgicos de proteinas (alfa-sinucleina, placas amiloides), activacion glial, disfuncion
mitocondrial y estrés oxidativo.

Entre los signos cognitivos ambas presentan deterioro del lenguaje y del razonamiento. En
ocasiones, también disfunciones ejecutivas precoces.

Aunque no es muy frecuente, pueden presentarse conjuntamente, particularmente en personas
mayores.

Si bien todos estos elementos comunes pueden llegar a dificultar en cierta manera el

diagnostico, hay otra serie de factores distintivos:

1.

El inicio de la EP suele ser mas precoz, apareciendo en la mayoria de los casos entre los 50 y
los 65 afios o incluso antes.

A nivel neuropatol6gico la EA se caracteriza por la acumulacion de proteinas beta-amiloide y
tau en areas corticales. En la EP la alteracion més destacada es el depoésito neuronal de la
proteina alfa-sinucleina, principalmente en la sustancia nigra.

En el Alzheimer, el principal sintomas es la pérdida de la memoria mientras que en el
Parkinson los primeros sintomas suelen ser de tipo motor: lentitud de movimientos, problemas

de caminar, dificultad en el control de movimientos automaticos...
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6.2. Marcadores

Para complementar el diagndstico, los evaluadores tienen a su disposicion marcadores
cognitivos, bioldgicos y neurofisioldgicos; es decir, caracteristicas objetivamente medibles y
evaluables que permiten predecir, con fiabilidad aceptable, si una persona con sintomas clinicos va a

desarrollar en el futuro una enfermedad.

6.2.1. Marcadores cognitivos

Los marcadores cognitivos son fallos del funcionamiento cognitivo normotipico de acuerdo
con la edad y el nivel educativo.

e La caracteristica cognitiva mas prominente en los pacientes con EA es el deterioro de la
memoria episodica -es decir, de la capacidad de adquirir y consolidar los eventos recientes-
junto con la presencia de omisiones repetitivas inusuales y la dificultad para aprender nueva
informacion (Perry, Watson, & Hodges, 2000). Es precisamente el hipocampo - la principal
area del cerebro implicada en la formacion de nuevas memorias y en el aprendizaje - la
primera estructura afectada por la acumulacion de placas seniles y ovillos neurofibrilares. Por
eso, en las primeras fases, los pacientes con la EA no recuerdan los acontecimientos recientes
pero si los hechos pasados o lo aprendido tiempo atrés -almacenados en otras areas cerebrales.
Los problemas de memoria son caracteristicos de la enfermedad de Alzheimer, pero también
de otros trastornos como la depresién o la ansiedad. Sin embargo, es posible diferenciar los
problemas de memoria propios de la EA frente al de estos otros trastornos, dado que en ésta
los problemas derivan de la disfuncion hipocampal. De ahi que la evaluacién neuropsicoldgica
sea crucial para establecer el tipo de dafio en la memoria, lo cual implica distinguir entre
(Dubois et al., 2009):

o Dafio en la memoria debido a un deterioro en el hipocampo, que se traduce en un

bajo rendimiento en recuerdo libre incluso con claves para el recuerdo al haber

71



almacenado poca informacion.

o Deterioro de la memoria debido al dafio de la atencidn o de las estrategias, que se
traduce en un bajo rendimiento en el recuerdo libre pero normotipico en el recuerdo
con claves.

El deterioro de las funciones ejecutivas y de la velocidad perceptiva son otras dos funciones
que, junto con el deterioro de la memoria, mejor predicen la apariciéon de la enfermedad de
Alzheimer (Baudic et al, 2006; Kelly et al., 2017; Lafleche & Albert, 1995). Dificultades en
tareas cotidianas tales como escoger la ropa apropiada para vestirse cada dia, planificar y
preparar la comida o desplazarse a un lugar son algunas de las manifestaciones de los déficits
en las funciones ejecutivas que relatan los cuidadores de pacientes con la EA (Marshall et al.,
2011; Perry & Hodges, 1999). La habilidad para comparar o reconocer letras, numeros,
objetos, dibujos o patrones durante la ejecucion de tareas sencillas que involucran la
percepcidn visual comienza a deteriorarse y manifestarse en la evaluacion neuropsicoldgica
desde etapas muy tempranas (Albert et al., 2001; Fabrigoule et al., 1998; Fox et al., 1998).

La habilidad verbal, la habilidad visoespacial y la atencion, son las siguientes funciones
cuya ejecucion difiere significativamente respecto a los controles (Backman et al., 2004). Los
déficits linguisticos de las personas con EA estan relacionados con los déficits en el
procesamiento cognitivo, particularmente con el deterioro de la memoria seméantica (Hodges
etal., 1992; Linn et al., 1995). Resulta especialmente caracteristica la anomia, sobre todo para
los nombres propios (Semenza et al., 2010; Reilly et al., 2011), pero también pueden
observarse incoherencias en el discurso, divagaciones, lentitud y sustituciones. En lo que se
refiere al deterioro de la habilidad visoespacial, parece que en los estadios iniciales de la EA
existe una fuerte asociacion entre ésta y la pérdida de funcionalidad. Esto es debido a la
relacion subyacente entre la habilidad visoespacial y las funciones ejecutivas (Fukui & Lee,
2009). Por ultimo, las dificultades para llevar a cabo las tareas de la vida diaria por falta de

concentracion o por distraerse facilmente, son interpretadas especificamente como déficits
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atencionales, presentes desde etapas muy tempranas de la enfermedad (Kaplan & Foldi, 2009;

Perry & Hodges, 1999).

Esta progresion de los déficits cognitivos responde a las lesiones cerebrales subyacentes,
como establecieron Braak & Braak (1991). Asi, el deterioro de la memoria se relaciona con lesiones
en regiones temporales-mediales (hipocampo, giro parahipocampal, corteza entorrinal); mientras que
el deterioro de las funciones instrumentales (lenguaje, praxis, capacidades visoespaciales), se

relaciona con lesiones en areas asociativas neocorticales.

6.2.2. Marcadores biol6gicos

Marcadores genéticos

Proteinas y genes que incrementan el riesgo de presentar EA. Existen dos tipos, las mutaciones
y los polimorfismos. Los primeros causan el EA familiar o de inicio precoz; los segundos, en
interaccion con factores ambientales, se relacionan con los llamados EA esporadicos.

e EA familiar. En estos individuos los sintomas tienden a aparecer antes de los 65, algunas
veces incluso a la temprana edad de 30 afios. Representa el 1% (0 menos) de los casos
diagnosticados (Bekris et al., 2010) y son consecuencia de mutaciones en alguno de los
siguientes genes:

= El gendelaPPAen el cromosoma 21, que causa el 10-20% de los casos familiares.
Presenta un patrén de herencia autosémico dominante.

= Notese que el sindrome de Down es causado por la trisomia del

cromosoma 21; es decir, por una mutacion que hace que estos sujetos

nazcan con 3 en lugar de 2 copias del cromosoma 21. En consecuencia,

tienen un riesgo mayor de desarrollar la EA. Segun las estimaciones

actuales, el 30% de las personas con sindrome de Down a la edad de 50

presenta la EA, porcentaje que asciende hasta el 50% o mas en la década
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de los 60 (Moran et al., 2018).

o El gen de la PSEN 1 en el cromosoma 14, responsable del 30-70% de los casos
familiares. Presenta patron de herencia autosdémico dominante y una edad media de
inicio es muy precoz, en torno a los 45 afios en un rango entre 29-62 afios. Se
desconoce el papel del gen en el organismo.

= En 1987 se encontr6 en Antioguia (Colombia) el grupo més grande
conocido de miembros de la misma familia con EA familiar (Cornejo et
al., 1987). Estaba causado por la mutacion E280A en el gen PSEN 1y se
trataba de un cuadro de deterioro muy agresivo que ha sido estudiado
durante varias generaciones.

o El gen de la PSEN 2 en el cromosoma 1, representa menos del 5% de todas las
mutaciones de EA descritas.

Heredar la mutacion en la PPA o en la PSEN 1 garantiza el desarrollo del subtipo precoz de
Alzheimer. En cambio, la herencia de la PSEN 2 supone un 95% de probabilidad de riesgo
(Goldman et al., 2011). Las mutaciones de PPA dan lugar a enfermedades mas largas (de 9 a
16 afios) y con una edad de inicio mas tardio (entre 40 y 70 afios) que las mutaciones en PSEN
1/2 (Holmes, 2002).

EA esporéadico. Los expertos consideran que, como en otras enfermedades crénicas comunes,
la mayor parte de los casos de Alzheimer -los llamados esporadicos- son resultado de maltiples
causas. A nivel genético estaria asociado a los siguientes marcadores:

o El gen de la apolipoproteina E (ApoE) en el cromosoma 19 (Rebeck et al., 1993).

o El gen codificador de la clusterina (CLU), en el cromosoma 8 (Harold et al., 2009;
Lambert et al., 2009).

o El gen codificador del receptor 1 del componente del complemento (en inglés,
complement component receptor 1 o CR1), en el cromosoma 1 (Harold et al., 2009;

Lambert et al., 2009).
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o El gen codificador de la proteina de ensamblaje de clatrina de union a
fosfatidilinositol (en inglés, phosphatidylinositol binding clathrin assembly protein
0 PICALM) (Harold et al., 2009).

o El gen codificador del bridging integrator o BIN1 (Glennon et al., 2020; Holler et
al., 2014; Tans et al., 2013).

o El gen TREM2. Su frecuencia es muy baja en todas las poblaciones estudiadas y su
riesgo es comparable al alelo e €4 del gen ApoE, el principal factor de riesgo para
EAesporadica (Ulrich et al., 2017).

o EI ATP5H/KCTD?2, el primer gen asociado al mecanismo de consumo energético

del cerebro y al riesgo de sufrir EA (Boada et al., 2014).

Biomarcadores
Moléculas determinadas en fluidos periféricos que facilitan el diagnoéstico de demencias. La
facilidad para su obtencion y procesamiento hace que éstos tengan méas posibilidades de convertirse
en los marcadores estandar en la EA. Sin embargo, esto requiere ain mucha investigacion y el
desarrollo de protocolos de los procedimientos de extraccion y analisis. Ultimamente se han
desarrollado métodos bioguimicos para la identificacion de maltiples biomarcadores a partir de la
determinacion simultdnea de un amplio nimero de moléculas seleccionadas previamente (Abdi et al.,
2006; Doecke, 2012). Asi se llega a la obtencion de “paneles” de biomarcadores, cuya determinacién
aporta una sensibilidad y una especificidad superior a los aportados por moléculas halladas de manera
aislada. Aunque parece que esta estrategia sea prometedora a medio plazo, hasta ahora han sido
hallados en LCR, orina y plasma los siguientes biomarcadores:
e En el liquido cefalorraquideo, fluido que refleja la composicion del espacio extracelular

cerebral, es donde se ha encontrado més alto rendimiento de biomarcadores, sobre todo,

disminucion de la concentracion de BA42 y aumento de la tau fosforilada. El problema radica

en que el método de extraccion, la puncion lumbar, es bastante invasivo y esto va en contra
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de los criterios que definen cdmo seria el biomarcador ideal para la EA. Sin embargo, se ha
demostrado que puede ejecutarse con buena tolerancia por parte del paciente y con baja
incidencia de efectos adversos (Alcolea et al., 2014). Los biomarcadores estudiados han sido:

o Beta-amilode (BA). La disminucion de esta proteina en el LCR probablemente
refleje la acumulacién de la misma en el cerebro, existiendo buena correlacion entre
los niveles de BAs2en LCR y la Tomografia por Emision de Positrones marcado
con componente Pittsburg. En pacientes con DCL, la mayoria de los estudios
muestra niveles de BA42 en LCR intermedios entre pacientes con EA'y controles. Si
bien la sensibilidad para diferenciar ambos grupos es reducida, para distinguir entre
controles y pacientes con EA es del 89%. La precision aumenta si se combina A4,
con tau total (t-tau) o tau fosforilada (p-tau), aunque existe un gran solapamiento
entre los grupos.

o Proteina tau y tau fosforilada. En pacientes con EA se ha observado aumento de
los niveles totales de tau (del orden de 3 veces) en LCR respecto a controles
(Blennow, 2004). Sin embargo, su especificidad es reducida e incrementos similares
pueden observarse en otras demencias. La medicion de p-tau, en cambio, ha
mostrado niveles aumentados respecto a controles, con sensibilidad del 80% y
especificidad del 92%. Los niveles de tau y p-tau se encuentran aumentados en
pacientes con DCL que progresan a la EA, comparado con los que permanecen
estables, y la sensibilidad para diferenciar ambos grupos es alta, aunque con
especificidad baja (Hampel, 2003).

o Los neurofilamentos, proteinas constituyentes del citoesqueleto de las neuronas,
han demostrado ser Utiles para diferenciar entre Demencia Frontotemporal y EA de
inicio precoz (de Jong, 2007).

o Otras sustancias que también se han estudiado en el LCR como posibles marcadores

de la EA son marcadores de glucosilacion, de estrés oxidativo, de inflamaciony
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del metabolismo fosfolipidico (Lovestone, 2006). Sin embargo, en general, no
llegan a cumplir los criterios de biomarcadores.
En orina se han determinado al menos dos posibles marcadores: isoprostanos F2 y la
proteina de cadena neural (Kim et al.,, 2004; Munzar et al., 2002). Si bien obtener
biomarcadores por este medio implicaria grandes ventajas de accesibilidad, aiun los resultados
son muy incipientes y es necesaria mas investigacion.
En plasma, si bien la fisiologia de la barrera hematoencefalica limita el potencial de un posible
biomarcador, es un medio de obtencion de biomarcadores rapido y no invasivo. En la
actualidad, se sigue empleando la puncion lumbar en la practica clinica dado que aun no existe
suficiente evidencia para utilizar biomarcadores plasmaticos para la EA. Esto no impide que
se siga investigando.

o Beta-amiloide. Uno de los primeros marcadores investigados fue BA, pero los
estudios no fueron concluyentes a la hora de diferenciar entre pacientes y controles
(Irizarry, 2004). Sin embargo, parece que la ratio BAs2/BAaso Si que puede ayudar a
predecir la evolucion de los DCL a EA (Graff-Radford et al., 2007; Toledo et al.,
2013).

o Los plasmogenos, fosfolipidos de la membrana cerebral, abundantes en el sistema
nervioso central cuyas funciones no estdn del todo esclarecidas, pero que se
consideran importantes en los procesos de conexion entre las neuronas. Cientificos
de la compafiia canadiense Life Labs publicaron una investigacion en la que se
demostraba que, a mayor declive de funciones mentales, menor nivel de
plasmdgeno en sangre (Wood et al., 2010). La prueba que desarrollaron puede
detectar niveles anormalmente bajos de esta sustancia incluso siete afios antes de
que los sintomas del mal de alzhéimer sean evidentes. Es necesaria mas
investigacion pues estos resultados preliminares fueron realizados con un grupo

reducido de pacientes.
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o LaProteina Neuroprotectora Dependiente de Actividad (ADNP, segun sus siglas
en inglés: Activity-dependent neuroprotector homeobox protein), esencial para la
formacion del cerebro y relacionada con varios procesos cognitivos. El equipo de
Illana Gozes, de la Universidad de Tel Aviv, encontr6 que habia diferencias
significativas en los niveles en la sangre de ADNP dependiendo del estado cognitivo
de la persona. De este modo, el analisis permitié distinguir entre sanos y pacientes
con DCL y EA (Malishkevich et al, 2016). Los resultados, no obstante, ain son
preliminares.

o La insulina, hormona que modula procesos de homeostasis energética,
reproduccion, plasticidad sindptica y supervivencia neuronal, parece estar
relacionada con procesos neurodegenerativos. En concreto, existen ciertos
mecanismos -como la alteracion en el procesamiento de PPA- que vinculan la
resistencia a la insulina con la EA (Biessels et al, 2006).

o Laapolipoproteina J (apoJ) o clusterina (CLU), proteina extracelular involucrada
en diferentes procesos fisioldgicos y chaperona en situaciones de estrés celular,
desempefia funciones relacionadas con la formacién y eliminacion del péptido -
amiloide, principal constituyente de las placas amiloide (Lambert et al., 2009). Altas
concentraciones plasmaticas de la misma se relacionan con la presencia y gravedad
de la EA, pero no con el riesgo de aparicion (Schrijvers et al., 2011).

o Los microARNSs, pequefias moléculas de ARN no codificantes que regulan la
expresion génica a nivel post-transcripcional, se han hallado alterados y en gran
cantidad en sujetos con EA'y con DCL (Sheinerman et al., 2012; Siedlecki-Wullich
et al., 2019). Los datos obtenidos hasta ahora aun no son suficientes como para
hablar de un kit molecular util para el diagnostico, por lo que se sigue investigando
(Wu et al., 2016). Uno de los dltimos intentos ha sido el realizado por Siedlecki-

Waullich et al. (2019), que afirman haber encontrado niveles plasmaticos
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significativamente elevados de miR-92a-3p, miR-181c-5p y miR-210-3p en
pacientes con DCL y EA, y confian poder desarrollar en un futuro un kit molecular
sencillo, minimamente invasivo y eficaz para el diagndstico de la EA en sus etapas
iniciales.

Las alteraciones redox en la sangre periférica se han estudiado también como
posibles biomarcadores. Schrag et al. (2013), en un meta-analisis, concluyeron que
la cantidad total de proteinas periféricas dafiadas por la oxidacién no es una
caracteristica especifica de la EA, pero los productos finales de la oxidacién, si que
ponen en manifiesto peculiaridades en la redox de los sujetos con EA. Por su parte,
Arce-Varas et al. (2017), midieron la actividad de las siguientes enzimas en la
sangre periférica de pacientes con EAy DCL.:

» Lasuperdxido dismutasa (SOD), localizada en el citosol de la mitocondria,
cataliza la disminucion del radical superoxido para formar perdxido de
hidrégeno.

= La glutatién perosidaxa (GPx) cataliza la reduccién de hidroperoxidos
intracelulares, peroxido de hidrogeno, grandes moléculas de peroxidos
lipidicos y productos derivados de las reacciones catalizadas por la enzima
lipooxigenasa.

= La catalasa (CAT) interrumpe la cadena oxidativa, detiene la peroxidacion
lipidica, degrada el perdxido de hidrogeno y protege a las células de la
toxicidad de la BA.

Encontraron, en el liquido extracelular, reduccion de la actividad de la SOD e
incremento de la actividad de la GPx tanto en los pacientes con EA como con DCL;
y reduccion de la actividad de la CAT en los enfermos de Alzheimer. En el liquido
intracelular encontraron reduccion de la actividad de la SOD tanto en pacientes con

EAcomo con DCL, coincidiendo con los resultados hallados en previos estudios en
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sujetos con EA familiar y esporadico (Buizza et al., 2012). Su estudio concluye
resaltando la importancia de determinar tanto la actividad de las enzimas
antioxidantes como la presencia de productos finales de oxidacién con el fin de
identificar el perfil de alteraciones redox de la sangre periférica.

o La p53 esuna proteina conocida por su papel como supresora de tumores, pero cada
vez es mayor la evidencia de su implicacién apoptotica en situacion de estrés celular
(Cenini et al., 2008). En estas condiciones, la proteina adquiere una forma
desplegada que la convierte en un potencial biomarcador pues, tanto en sujetos con
DCL como con la EA, la presencia de dafio oxidativo es elevada desde el inicio.

o Otras sustancias estudiadas en sangre serian isoprostanos, colesterol, citocinas,
agentes del sistema inmunitario y demas moléculas cuya fiabilidad aln se esta
investigando. Pero, sobre todo, se estan buscando paneles de proteinas plasmaticas

sefializadoras, como el realizado por Ray et al. (2007).

6.2.3. Marcadores de neuroimagen

Las técnicas de neuroimagen - estructural y funcional - han sido aplicadas al diagnostico de
la EA durante décadas, con un grado de precision cada vez mayor. Resultan Utiles incluso en las
primeras etapas de la enfermedad cuando los sintomas clinicos ain no se han expresado
completamente. De hecho, las guias de préactica clinica recomiendan el uso de la neuroimagen
estructural para el diagnostico de la EA (Pitner & Bachman, 2004). Sin embargo, la principal
limitacion de estas técnicas es el elevado coste de la maquinaria y de la tecnologia sofisticada que
soporta.

e Las técnicas estructurales ofrecen una imagen estatica del cerebro. Es de utilidad cuando se
busca la localizacion de una lesion o los efectos de una enfermedad, por lo que se suele utilizar
en el ambito de la sanidad o préactica clinica. Para la EA se suele medir el volumen del

hipocampo, el grosor del cortex, el tamafio de los ventriculos o la atrofia del cuerpo calloso,
80



entre otros (Chetelat & Baron, 2003; Gosche et al., 2002). El principal defecto de este tipo de
pruebas es que la pérdida neuronal necesaria para ser apreciable deber ser demasiado grande,
lo que supone una limitacion importante para el diagnostico precoz.

o La Resonancia Magnética consiste en emitir un campo magnético nuclear sobre el

sujeto y registrar la informacion a través de un ordenador para que transforme dicha
informacion en una imagen de gran resolucién espacial. Con esta técnica se ha
demostrado que en la etapa inicial de la EA ya se puede observar atrofia del
hipocampo y de la corteza entorrinal, especialmente cuando se combinan con un
volumen reducido del neocortex. Y es precisamente la combinacion de este
volumen reducido del neocdrtex temporal con atrofia del hipocampo o de la corteza
cingulada anterior el mejor predictor de progresion a EA (Chetelat & Baron, 2003).
Otro marcador importante es el agrandamiento ventricular (Nestor et al., 2008). Los
ventriculos se expanden entre un 5% y un 16% por afio en pacientes con EA 'y entre
un 1.5% y 3 % por afio en los ancianos sanos, convirtiéndose en una excelente
medida para la deteccion de cambios en intervalos cortos de seguimiento (Frisoni
et al., 2010; Nestor et al., 2008; Schott et al., 2005).

La Tomografia Axial Computerizada, escaner o Tomografia Computarizada,
permite, a través de rayos X, obtener imagenes radiogréaficas del interior del
organismo en forma de cortes transversales o tridimensionales. En ocasiones se
inyecta un liquido, el contraste, que suele ser un compuesto de yodo, para resaltar
las imagenes y facilitar la interpretacion de la prueba. Se podria decir que esta
técnica es un sustituto de la RM en aquellos casos en los que no se puede disponer
de ella. Es muy util en el diagndstico inicial pero no es muy fiable como marcador

de progresion de la enfermedad.

Las técnicas funcionales ofrecen una vision dindmica del funcionamiento cerebral. Los

estudios de neuroimagen funcional consisten en la exposicion del sujeto a un determinado
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estimulo y en la observacion de la actividad cerebral subyacente al rendimiento en la tarea
cognitiva propuesta. Se suele emplear en el ambito de la investigacion. En el caso de la EA lo
que se buscan son anomalias en la activacion cerebral tales como la disminucion de la
activacion en la corteza entorrinal, giro supramarginal, regiones prefrontales, I6bulo temporal
anteroinferior y medial, y areas hipocampicas; y el aumento de la activacion en la corteza
parietal medial y cingulada posterior (Craig-Schapiro et al., 2008). También se buscan
depdsitos  patégenos como el 2-(1- {6- [(2-[F-18] fluoroetilmetilamino-2-
aftiletilidenomalononitrilo (FDDNP) (Small et al., 2006), o la beta-amiloide (BA) (Price et al.,
2005). La principal limitacion de este tipo de pruebas son los distintos resultados hallados en
el caso de los pacientes con DCL. Existen distintas hipdtesis que intentan explicar la causa de
estos resultados contradictorios (Dickerson & Sperling, 2008) pero aun es un tema por
investigar.

o LaResonancia Magnetica Funcional mide los pequefios cambios de flujo sanguineo
durante la actividad cerebral. Diversos estudios han encontrado que las personas
con EA muestran no sélo una mayor actividad en las regiones prefrontales en
comparacion con los controles durante la ejecucion de tareas cognitivas sino
también una mayor conectividad, probablemente como mecanismo compensatorio
a la neurodegeneracion (Béckman et al., 1999; Cheryl et al., 2003; Saykin et al.,
1999).

o La Tomografia por Emision de Positrones es considerada una de las técnicas méas
invasivas dado que implica inyectar al sujeto, por via intravenosa, una sustancia
radioactiva que se une a la glucosa dando una imagen del gasto metabdlico y, por
tanto, de actividad neuronal, al unirse a las células del sistema nervioso central. Esta
técnica se ha empleado sobre todo para el diagndstico precoz y diferencial de
deterioro cognitivo y demencias gracias a los patrones metabolicos caracteristicos

de cada tipo de patologia (Rojas et al., 2016). En concreto, la hipocaptacion bilateral
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de la corteza parietotemporal y cingulo posterior se consideran prédromos de EA
(Cerami et al., 2015; Rojas et al., 2016).

Cabe mencionar en este punto que la estructura y la funciobn no se correlacionan
necesariamente entre si; es decir, puede darse el caso de un area cerebral donde hay atrofia estructural
asociada a una mayor activacion funcional y un rendimiento intacto (Bookheimer et al., 2000). Areas
cerebrales dafiadas pueden mostrar desde la infractivacion hasta la hiperactivacion pasando por la
activacion normal en funcién de la dificultad de la tarea y de la capacidad para compensar las
deficiencias del procesamiento (Prvulovic et al., 2005).

Estas limitaciones han hecho surgir un nuevo marcador de neuroimagen, las medidas de
coordinacion neuronal (CN) o medidas del grado de coherencia temporal de las sefiales neuronales
espacialmente diferenciadas (conectividad funcional). La CN se esta investigando ampliamente y se
espera que se convierta en un complemento a los marcadores estructurales y funcionales al combinar
la informacion de las redes neuronales con los cambios cerebrales (Bullmore & Sporns, 2009). Asi,
su enorme potencial radica en su capacidad para reflejar con sensibilidad cambios complejos en la

funcionalidad cerebral.

6.2.4. Marcadores neurofisiol6gicos

Los marcadores neurofisiologicos, hallados a partir de pruebas electrofisiologicas -como el
electroencefalograma. Se han encontrado una serie de patrones caracteristicos:
¢ Enlentecimiento del electroencefalograma.
o Distribucion anormal de las bandas de frecuencia.
o Diferencias entre el encefalograma de un EA familiar y un EA esporadico.
o Correlaciones entre el electroencefalograma y las tareas neuropsicologicas.
De todos los marcadores mencionados, en el presente trabajo nos centramos en la busqueda

de los cognitivos y de los bioldgicos, en concreto biomarcadores en plasma.
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7. Marcadores cognitivos

La sintomatologia clinica de la EA es heterogénea, reflejo de la extensa pero selectiva
afectacion cerebral. Se han hecho diversas clasificaciones, sobre todo en funcion de la edad de
presentacion y de la influencia genética. De hecho, el descubrimiento de la EA familiar en 1932
(Schottky, 1932), permitié estudiar mucho mas en profundidad los cambios cognitivos de las fases
preclinicas de la EA. Esto era posible dado que la EA familiar se comporta de manera muy similar a
la EA esporadica (Lopera, 2012). De este modo, se publicaron varios estudios centrados en examinar
el funcionamiento cognitivo de aquellos sujetos que ain no presentaban la EA pero que la
desarrollarian al ser portadores de mutaciones genéticas presentes en sus familias (Farlow et al, 1994;
Newman et al., 1994). Como resultado de estos estudios y otros similares con sujetos con DCL o EA
en su etapa inicial, se conocen una serie de marcadores cognitivos, que ayudan a delimitar las distintas
etapas de la enfermedad. De hecho, el diagnostico probable de la EA se basa principalmente en
criterios clinicos (McKann et al., 2011), que son un reflejo de estos marcadores.

Cuando el objetivo es el diagnostico precoz, se ha observado una alta capacidad discriminativa
en las medidas de memoria episddica, funciones ejecutivas y velocidad perceptiva, seguidas de
habilidad verbal, habilidad visoespacial y atencion (Bédckman et al., 2004; Small et al., 1997).

1. Memoria episoddica. La memoria es la funcion cognitiva mas afectada en la EA. De los
procesos que la integran, codificacion, consolidacion y recuperacion, son los dos primeros los
mas vulnerables desde los estados iniciales de la enfermedad (Greene, Baddeley & Hodges,
1996). Este déficit mnésico acompafia al paciente a lo largo de toda la enfermedad y es de
gran utilidad de cara al diagndstico diferencial. De entre los diferentes tipos de memoria,
diversos estudios coinciden en el valor predictivo del déficit en la memoria episodica, hasta
incluso 5 afios antes del diagnodstico (Backman et al., 2004; Grober et al., 2000). Esta
alteracion afecta tanto al material verbal (Linn, et al., 1995) como al no-verbal (Fuld et al.,

1990), asi como a los distintas formas de recuperacion -recuerdo libre (Grober et al., 2000;
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Howieson et al., 1997), recuerdo con claves (Linn et al., 1995; Backman & Small, 1998) y
reconocimiento (Fuld et al., 1990). En un primer momento aparece la amnesia anterograda,
provocada por fallos en la codificacion de la informacidn, y a continuacion, la retrograda.
Otro tipo de memoria que tambien suele verse afectada en estadios iniciales es la memoria
semantica, hecho que se deduce a partir de los resultados obtenidos en tareas de
categorizacion, de fluidez o de denominacién (Cuetos et al., 2005; Verma & Howard, 2012).
Todos estos déficits memoristicos repercuten en el funcionamiento diario de los pacientes,
ejemplos cotidianos de ello son el olvido del nombre de personas conocidas o del camino a
seguir (Irish et al., 2011). Parece que s6lo la memoria implicita se mantiene practicamente
conservada hasta etapas mas avanzadas (Golby et al., 2005).

Funciones ejecutivas. Se definen como la capacidad que permite a una persona planificar y
seleccionar, programar y monitorear las secuencias de accion apropiadas. Bajo esta definicion
se incluyen diferentes habilidades cognitivas y conductuales que incluyen razonamiento
verbal y no verbal, la resolucién de problemas, la secuenciacion, la inhibicion, la flexibilidad
mental, la capacidad de mantener la atencion y la regulacion de conductas sociales. Los
déficits en las funciones ejecutivas se traducen en dificultades en las tareas de la vida diaria,
que suelen ser el principal motivo que lleva a los pacientes y sus familiares a consulta. Existe,
ademas, una forma de EA con marcada afectacion frontal desde fases iniciales, que cursa con
trastorno disejecutivo y un cambio de personalidad (Habek et al., 2010; Herrero-Sanmartin et
al., 2013). Este perfil clinico, esta variante de EA, tiene una neuropatologia especifica,
caracterizada por la presencia de numerosos ovillos neurofibrilares en la corteza frontal.
\Velocidad perceptiva y de procesamiento. Parece que la disminucion de la velocidad
perceptiva con la edad subyace a una serie de déficits tales como el enlentecimiento en la
velocidad de procesamiento (Fisk & Warr, 1998). Sin embargo, parece existir un orden en la
progresion de estos déficits. De acuerdo con Bublak et al. (2011), los aspectos mas

elementales del procesamiento visual, como el umbral perceptivo, se ven afectados en una
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etapa anterior -antes de la aparicion de un deterioro cognitivo significativo, en la fase
preclinica de la EA- mientras que aspectos mas complejos -como la velocidad de
procesamiento y el deterioro de la memoria a corto plazo- se hacen patentes posteriormente.

Habilidad verbal. Un primer signo de disfuncién en el lenguaje es el empobrecimiento de la
riqueza expresiva y de la fluidez -en narrativa espontanea y en tareas de denominacién-
(Alegret et al., 2018; Cuetos, 2003), que desemboca en una expresion circunlocutoria (Cuetos
et al., 2006; Vicente, 1992). De hecho, las tareas de fluidez verbal resultan Utiles en el
diagnostico precoz (Carnero-Pardo & Lendinez-Gonzalez, 1999; Cuetos et al., 2003; Groves-
Weight et al., 2004). La sintaxis, por su parte, se conserva relativamente estable hasta etapas
mas avanzadas pero sin llegar al agramatismo (Ahmed et al., 2013). En cuanto a la
comprensién, empiezan a exhibirse dificultades progresivamente y a cometerse errores
(parafasias) (Savundranayagam et al., 2005). A medida que la enfermedad sigue avanzando,
la afasia se hace cada vez més evidente hasta llegar a un lenguaje cada vez mas estereotipado.
En cuanto a la pragmatica, su deterioro es lento y sutil desde el inicio de la enfermedad,
requiriendo mas investigacion su papel en la prediccion de la progresion del DCL a la EA
(Gutiérrez-Rexach & Schatz, 2016; Hapman et al., 2002). Paralelamente, las habilidades para
la escritura también van alterandose, e incluso a un ritmo mas acelerado que el lenguaje
(Croisile, 2005; Gonzalez-Nosti et al., 2020; Vicente, 1992). Finalmente, mencionar la lectura,
que si bien es una tarea que se mantiene preservada durante mas tiempo, no consigue
escaparse al deterioro. La lectura en voz alta se conserva inalterada hasta fases avanzadas,
pero disminuyendo progresivamente en velocidad y precision. En cuanto al tipo de errores
que cometen los enfermos de Alzheimer, se puede observar una evolucion que aporta valiosa
informacién. Conforme avanza el deterioro aumentan en nimero y cambian en tipologia. En
un primer momento abundan los errores semanticos y los circunloquios, mas adelante éstos
son sustituidos por “no respuesta” y “palabras no relacionadas” Yy, finalmente, aparecen los

errores fonoldgicos - aunque de escasa importancia (Cuetos et al., 2005).
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5. Habilidad visoespacial. Esta habilidad, aun habiendo sido reconocida como marcador
temprano de la enfermedad -aunque de manera muy variable entre unos individuos y otros-,
no ha sido tan estudiada. Los déficits visoespaciales se manifiestan en tareas que implican
discriminacion o analisis visual, juicio espacial y organizacion perceptual (Lezak, 2004). De
este modo, algunas de las deficiencias en la lectura, las operaciones numéricas y la orientacion
pueden ser resultado de déficits visoespaciales y no necesariamente consecuencia de un
deterioro de la memoria o el lenguaje, que son otras areas tipicamente afectadas por la
enfermedad (Binetti et al., 1993; Nguyen et al., 2003). Las habilidades visoconstructivas y
praxicas también se muestran alteradas durante el curso de la enfermedad, manifestandose
mediante la dificultad para dibujar figuras tridimensionales, incluso en tareas de copia. Politis
et al. (2004) encontraron que la severidad de la demencia correlacionaba con un mayor
deterioro de las praxias.

6. Atencion. Es bastante aceptado, basandose en las diferentes funciones y representacion
anatomica, que existen tres subtipos de atencidn: selectiva, sostenida y dividida. Parece que
la atencidn dividida y algunos aspectos de la selectiva, como el cambio de escenario y la
seleccion de respuestas, son particularmente vulnerables mientras que la atencién sostenida
se conserva relativamente estable en las primeras etapas de la enfermedad (Perry & Hodges,
1999). La atencion es una funcion estrechamente relacionada con las funciones ejecutivas y
su deterioro también se manifiesta en las dificultades en tareas cotidianas.

Las tasas de conversion a EA son considerablemente mayores para las personas que presentan
maultiples déficits cognitivos en comparacion con aquellas que s6lo presentan alteracidon en un unico
dominio (Bozoki et al., 2001; Ding et al., 2016). Esto quiere decir que el perfil tipico de un sujeto con
EA preclinica presenta una peor ejecucion en varias areas cognitivas, resultado de un deterioro global

del cerebro de afios de duracion.
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8. Biomarcadores

En la actualidad, la busqueda de biomarcadores que sean de facil identificacion en la consulta

del médico se esta convirtiendo en un reto fundamental en el diagndstico e intervencion de la EA.
En 1999, el National Institute of Health (NIH) estadounidense organiz6 una conferencia con el
propdsito de delimitar las caracteristicas que debia reunir un biomarcador para ser definido como tal.
De este modo, se entiende por biomarcador a “una caracteristica que es medida y evaluada de forma
objetiva como un indicador de procesos biologicos normales o patoldgicos, o respuestas
farmacoldgicas a una intervencion terapéutica”. Por lo tanto, un biomarcador puede emplearse para
diagnosticar una enfermedad, para establecer su gravedad, para seguir su progresién o para
monitorizar la respuesta a las medidas terapéuticas (Martin-Carrasco, 2009). Para el caso concreto de
la EA, biomarcador ideal debia (1998):

e Detectar una caracteristica fundamental de la neuropatologia de la enfermedad.

e Haber sido validado en casos confirmados mediante estudio neuropatologico.

e Tener una sensibilidad y especificidad superior al 80% para distinguir respecto a otras

demencias.

o Ser fiable, reproducible, no invasivo, facil de realizar y accesible econémicamente.

En las ultimas décadas se ha intentado buscar biomarcadores de la EA que pudieran
considerarse como Criterios Indirectos de Valoracion Clinica (CIVAC); es decir, biomarcadores que
sustituyeran a las escalas cognitivas, funcionales y de sintomas neuropsiquiatricos, y que permitieran
predecir un beneficio, un dafio o la falta de ambos (Martin-Carrasco, 2009). En el contexto de la EA,
se han propuesto gran cantidad de biomarcadores, pero aun no se ha conseguido un consenso
generalizado dentro de la comunidad cientifica.

En la actualidad, en el &mbito clinico, se recurre a la puncion lumbar. Una concentracion
reducida de beta-amiloide o aumentada de proteina tau en el liquido cefalorraquideo sirve para

distinguir entre pacientes con o sin Alzheimer (Blennow et al., 2010). Aunque sea una técnica
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relativamente facil de realizar y tenga una baja incidencia de efectos adversos, sigue siendo una
técnica invasiva. Dada la magnitud epidemiologica de la EA, el marcador ideal deberia poder
obtenerse de una forma similar a los procedimientos habituales para la realizacion de analisis: sangre,
saliva, orina... Por este motivo, en investigacion, se opta por la basqueda de biomarcadores en sangre
pues ofrece importantes ventajas: 1) no es tan invasivo; 2) es mas asequible; 3) mas barato y rapido
que la puncion lumbar. Adicionalmente, para los seguimientos y la seleccion de candidatos para
ensayos clinicos este procedimiento es mas efectivo que las pruebas de neuroimagen o la propia
puncion lumbar. Por tanto, la busqueda de biomarcadores en sangre resulta muy atractiva, aunque no
esta exenta de dificultades.

Los principales inconvenientes a la hora de encontrar biomarcadores en sangre radican en el
hecho de que la enfermedad de Alzheimer es una enfermedad que progresa lentamente y en que se
desconoce el grado de pérdida de integridad de la barrera hematoencefalica (BHE). Esta barrera es
un escudo natural formado por una densa capa de células que regula la entrada y salida de nutrientes
esenciales para el correcto funcionamiento de las neuronas a la par que las mantiene alejadas de
moléculas toxicas. Con el envejecimiento, la BHE se hace mas permeable, lo que significa que
aumenta la posibilidad de que sustancias toxicas accedan al sistema nervioso central. En los enfermos
de Alzheimer, esta permeabilidad es ain mayor (van de Haar et al., 2016). En 1980 se iniciaron los
analisis de sangre para identificar signos de anomalias cerebrales a la par que se continuaban diversos
estudios que ponian de manifiesto modificaciones en las concentraciones de las proteinas
clasicamente asociadas a la EA - beta amiloide y tau - en el liquido cefalorraquideo (LCR). Todavia
hay que seguir investigando, sobre todo acerca de si lo que ocurre en el cerebro o el LCR tiene su
reflejo fiel en fluidos periféricos.

Otro gran reto en la basqueda de biomarcadores consiste en encontrar aquellos que eviten
falsos positivos y falsos negativos; es decir, que distingan con exactitud entre verdaderos positivos
(enfermos) y verdaderos negativos (sanos). Puede que el motivo de esta falta de especificidad,

observado en la mayor parte de las pruebas diagndsticas utilizadas (neuroimagen y los biomarcadores
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del LCR), radique en que aun estan siendo investigados.

Encontrar controles sanos para el estudio de biomarcadores supone otra gran dificultad dado
que, debido a su edad avanzada, también estan en riesgo de padecer la enfermedad de Alzheimer y/o
de presentar sintomas clinicos. De este modo, es importante considerar las comorbilidades similares
entre los pacientes con Alzheimer y los controles.

El beta-amiloide es el biomarcador mas ampliamente estudiado para el diagnéstico del
Alzheimer. Fue secuenciado por primera vez hace unos 20 afios en la sangre de pacientes de EAy de
Sindrome de Down (Glenner & Wong, 1984) y un afio después, se reconocié como el principal
componente de las placas seniles de la EA (Masters et al., 1985). Posteriormente, se descubrieron
mutaciones en la Proteina Precursora del Amiloide (Goate et al., 1991; Mullan et al., 1992; Hardy,
1992; Hendriks et al., 1992) que, junto con las mutaciones en la Presenilina 1 y Presenilina 2,
conducen a la aparicion temprana de depositos de amiloide. Como el BA resultante podia ser medido
en cultivos, en el liquido cefalorraquideo y en el plasma (Haass et al., 1992; Seubert et al., 1992; Shoji
etal., 1992), esto permitio a los cientificos establecer las anormalidades bioguimicas causadas por las
mutaciones de la PPA. Asi descubrieron las dos variantes de la enfermedad: la EA familiar, como
trastorno genético; y la EA esporadica, causado por factores relacionados con la calidad de vida del
sujeto. En ambos casos las manifestaciones clinicas son las mismas (Lopera, 2012), pero la edad de
aparicion suele ser de inicio temprano en el primer caso y tardio en el segundo.

AUln hoy no esté del todo claro qué niveles de beta-amiloide deben hallarse en sangre para
distinguir con precision la presencia o el estado de la enfermedad de Alzheimer. Algunas de las causas
de esta heterogeneidad en los resultados hallados en investigacion pueden ser la edad de los
participantes, la salud cognitiva, la dieta o la variabilidad entre laboratorios. Por otro lado, la medicion
de beta amiloide, tanto con técnicas de imagen como en el liquido cefalorraquideo, esta asociada a
un alto porcentaje de falsos positivos y negativos. Existe un 30% de ancianos cognitivamente sanos
que presentan sefiales de acumulacion de beta amiloide y de ancianos enfermos que no presentan

signos de acumulacidon de la mencionada proteina (Yang et al., 2012).
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Como los estudios neuropatologicos del cerebro muestran no sélo la presencia de placas
amiloides u ovillos neurofibrilares sino también cambios neuroinflamatorios relacionados con
astrocitos y microglias activadas, que segregan mediadores inflamatorios, la investigacion se ha ido
centrando en la busqueda de nuevos biomarcadores, distintos al beta-amiloide.

En el 2002, Uberti et al. hallaron una correlacion entre una conformacion anémala de la
proteina p53 y la enfermedad de Alzheimer. Por efecto del estrés oxidativo y en presencia de beta
amiloide soluble, la p53 adopta una estructura terciaria desplegada que compromete sus respuestas a
las diferentes lesiones citotoxicas (Lanni et al., 2007; Uberti et al. 2002). La medicion de esta proteina
bajo las mencionadas circunstancias la convierte en un interesante biomarcador de la EA, incluso en
etapas preclinicas (Arce-Varas et al., 2017). Lanni et al. (2007) observaron también que el nivel de
p53 conformacionalmente alterado era dependiente de la edad, pero no de la duracion de la
enfermedad. De este modo, para conocer el rendimiento diagnostico del p53, calcularon su
especificidad dentro de diferentes intervalos cronologicos. Asi encontraron una especificidad del 77%
y una sensibilidad del 90% en sujetos de hasta 70 afios. Dichos valores se reducian fuertemente a
medida que aumentaba la edad. Adicionalmente, compararon el poder diagndstico de los marcadores
del LCR (tau-total, tau-fosforilada y beta-amiloide) con el p53 y los resultados revelaron una mayor
sensibilidad, pero una menor especificidad. EI hecho de que las diferencias mas significativas se
observen en los pacientes mas jovenes, indica que la medicién de la p53 andmala resulta atil para
detectar la enfermedad Alzheimer de manera precoz, en sus etapas iniciales. En otro estudio, Lanni
et al. (2010) encontraron que la proteina p53 conformacionalmente alterada predecia la progresion de
pacientes preclinicos con DCL a EA dos afios antes que el diagnostico clinico de EA y de manera
independiente al riesgo genético.

La proteina p53, localizada en el ndcleo de todas las células, responde a dafios en el ADN y
otras sefiales de estrés celular induciendo la apoptosis o la detencion del ciclo celular y la activacion
enzimas de reparacion del ADN. Inicialmente s6lo se conocia su funcién como represor tumoral pero

hoy en dia se sabe que esta relacionado con el mantenimiento de la integridad del genoma - llegando
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a conocérsele como “El Guardian del Genoma” -, con la apoptosis y con la senescencia (Gémez-
Lazaro et al., 2004; Lane, 1992; Somasundaram & El-Deiry, 2000).

Si se fusionan las potencialidades de los biomarcadores en sangre con el conocimiento
disponible del perfil neuropsicolégico de los pacientes con Alzheimer, se podria conseguir un
diagndstico rapido, precoz y diferencial. Rapido porque la extraccion de muestras de sangre implica
menos tiempo que la puncién lumbar o cualquiera de las pruebas de neuroimagen y porque un
protocolo elaborado con pruebas breves pero de alta sensibilidad y especificidad permiten conocer
rapida y eficazmente el nivel de deterioro. Precoz, pues empleando biomarcadores que aparezcan
desde etapas tempranas de la enfermedad, se podria llegar a detectar incluso a sujetos en riesgo o con
alta probabilidad de desarrollar dicha patologia. Diferencial porque el uso de biomarcadores y pruebas

especificas permite distinguir entre patologias, por semejantes que éstas sean.
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METODO
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1. Objetivos

En base a todas estas consideraciones, la presente Tesis Doctoral tiene un objetivo general que

se desglosa en cuatro especificos:

1.1. Objetivo general

e Desarrollo de un método de diagnostico rapido, precoz y diferencial de la enfermedad de

Alzheimer basado en el uso combinado de marcadores cognitivos y bioldgicos.

1.2. Objetivos especificos:

e Elaboracion y aplicacion de un protocolo de evaluacion neuropsicolégica que evalle los cinco
dominios cognitivos principales (atencion y memoria de trabajo, funcion ejecutiva, lenguaje,
memoria y capacidad visoespacial), teniendo en cuenta los resultados de estudios anteriores y
la experiencia del grupo del profesor Cuetos

e Comparacién de la ejecucion del protocolo de evaluacion neuropsicolégica, elaborado en la
presente Tesis Doctoral, por sujetos con Deterioro Cognitivo Leve, con enfermedad de
Alzheimer, y con enfermedad de Parkinson.

e Comparacidn de la cantidad de proteina p53 conformacionalmente alterada en las muestras de
sangre de los controles, de los pacientes con Deterioro Cognitivo Leve, con enfermedad de
Alzheimer, y con enfermedad de Parkinson.

e Seguimiento al cabo de dos afios de los pacientes con Deterioro Cognitivo Leve para la
deteccion de los marcadores cognitivos y biolégicos que predicen la evolucién a enfermedad
de Alzheimer.

e Correlacion entre los marcadores cognitivos y la p53 conformacionalmente alterada.
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2. Hipotesis

Las hipdtesis que se pretenden defender en esta Tesis Doctoral son las que se enumeran a
continuacion:
1. El protocolo de evaluacién neuropsicolégico creado para la presente Tesis Doctoral permite

alcanzar un diagndstico rapido, precoz y diferencial de la Enfermedad de Alzheimer.

N

. La medicidn de la concentracién de la proteina p53 conformacionalmente alterada en plasma
mediante un biosensor electroquimico complementa con un alto grado de sensibilidad y
especificidad los datos neuropsicologicos.

3. La cantidad de p53 conformacionalmente alterada predice la evaluacion de Deterioro

Cognitivo Leve a Enfermedad de Alzheimer al cabo de dos afios.
4. Los niveles de la proteina p53 conformacionalmente alterada difieren entre los sujetos con
Deterioro Cognitivo Leve, Enfermedad de Alzheimer, Enfermedad de Parkinson y controles.

5. La concentracion de la proteina p53 conformacionalmente alterada correlacionan

negativamente con los test que componen el protocolo de evaluacion. Es decir, a peor

ejecucion, mayor cantidad de biomarcador en sangre.
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3. Participantes

Con el objetivo de alcanzar el diagndstico precoz de la enfermedad de Alzheimer a partir de
la correlacion entre biomarcadores y nivel de deterioro cognitivo, se incluyeron en el estudio no sélo
a sujetos diagnosticados con enfermedad de Alzheimer, sino también a sujetos con Deterioro
Cognitivo Leve (actual Trastorno Cognoscitivo Leve) y enfermedad de Parkinson. ElI motivo por el
cual se incluyeron los Trastornos Cognoscitivos Leves era por asegurar que el diagnostico era precoz
mientras que los pacientes con Parkinson se incluyeron para asegurar que el biomarcador era
especifico para el Alzheimer.

Los pacientes eran diagnosticados por los neur6logos del servicio de neurologia del Hospital
de Cabuefies mediante evaluaciones neuropsicoldgicas, analisis clinicos rutinarios y pruebas de
neuroimagen (Tomografia Computerizada -TAC- y/o Resonancia Magnética cerebral -RM) con el fin
de excluir la presencia de otras patologias y cuantificar el grado de deterioro cognitivo.

Con referencia a los controles -sujetos emparejados en edad, sexo y nivel educativo- se recurrié a
centros de dia, a centros culturales y a PUMUO, el Programa Universitario para Mayores de la
Universidad de Oviedo.

Mencionar que este estudio cumple con la normalizacion establecida en la Resolucion 196/96

del Consejo Nacional de Salud sobre investigaciones envolviendo seres humanos. Fue aprobado por

el Comité de Etica en Investigacion del Hospital de Cabuefies.

3.1. Muestra protocolo

La muestra inicial de sujetos con Deterioro Cognitivo Leve y enfermedad de Alzheimer era
de 25 por grupo (edad media 74.44 £ 5.21 y 75.80 * 7.97 respectivamente) (ver tabla 3; figuras 3 y
4) y de 15 para los Enfermos de Parkinson (edad media 70.53 + 6.74) (ver tabla 3; figura 5). Dichos
pacientes fueron seleccionados por la Dra. Carmen Martinez y el Dr José Maria Asensi Alvarez entre

los casos existentes en el servicio de neurologia del Hospital de Cabuefies. A todos ellos se les
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administré el protocolo neuropsicologico elaborado en la presente tesis doctoral, al menos en una

ocasion.

Los criterios de inclusion para el DCL consistian en seleccionar a personas de edad avanzada

con déeficits cognitivos objetivos que aun no cumplian con los criterios para un diagndstico de

demencia o EA (Petersen et al., 1999, 2001):

1.

2.

Alteracion subjetiva de la memoria, corroborada por un informador fiable.

Alteracion de la memoria objetivada mediante test con datos normativos de personas de la
misma edad y nivel de escolaridad.

Funcion cognitiva general normal.

Realizacion normal de las actividades de la vida diaria.

Ausencia de criterios diagnosticos de demencia.

Figura 3

Gréficos de la distribucion por sexo y nivel de escolaridad de la muestra de pacientes con DCL.

Sexo de la muestra de DCL Escolaridad de la muestra de DCL

24%

32%

Mujeres @ Hombres Basica @ Primaria Superior

Para los pacientes con EA, el diagnostico se realizaba siguiendo los criterios NIA-AA

(McKhann et al, 2011).
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Figura 4

Gréficos de la distribucion por sexo y nivel de escolaridad de la muestra de pacientes con EA

Sexo de la muestra de EA Escolaridad de la muestra de EA

16%

60%

60%

® Mujeres Hombres @ Basica Primaria Superior

Por su parte, los enfermos de Parkinson eran diagnosticados siguiendo los criterios de la
Movement Disorder Society (Mahlknecht et al, 2016; Postuma et al., 2015):
1. EP clinicamente establecida:
o Ausencia de criterios de exclusion absolutos.
o Al menos dos criterios de apoyo.
o Ausencia de sefiales de alerta.
2. EP clinicamente probable:
o Ausencia de criterios de exclusion absolutos.
o Presencia de sefiales de alerta contrarrestadas por criterios de apoyo:
1. Si esta presente una sefial de alerta, también tiene que haber, al menos, un
criterio de apoyo.
2. Sihaydos sefiales de alerta, se necesitan, al menos, dos criterios de apoyo.
3. No estan permitidas mas de dos sefiales de alerta.
e Criterios de apoyo:
o Respuesta beneficiosa clara y considerable a la terapia dopaminérgica. Con el

tratamiento inicial, el paciente consigue un nivel de funcionalidad normal o casi
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normal. En ausencia de documentacion clara de la respuesta inicial, se puede
clasificar como respuesta considerable cuando se da:

»= Marcada mejoria con aumentos de dosis 0 marcado empeoramiento
cuando la dosis disminuye. Los cambios leves no califican. Esto puede
documentarse objetivamente (>30% en UPDRS Ill con cambio en el
tratamiento) o subjetivamente (historia claramente documentada por el
paciente o un cuidador fiable de los cambios).

= Marcadas e inequivocas fluctuaciones on/off, que incluyan, en algin
momento, deterioro fin de dosis.

o Presencia de discinesias inducidas por levodopa.

o Temblor de reposo en una extremidad clinicamente documentado (ya sea en el
pasado o en el examen actual).

o Presentacion de peérdida olfatoria y/o denervacion simpética cardiaca en la
gammagrafia con metaiodobencilguanidina (MIBG).

o Criterios de exclusion absolutos:

o Anomalias cerebelosas inequivocas, como marcha cerebelosa, ataxia de las
extremidades o alteraciones oculomotoras de tipo cerebeloso (por ejemplo,
nistagmo con mirada sostenida, sacudidas de onda cuadrada, sacadas
hipermétricas).

o Paralisis supranuclear de la mirada vertical o ralentizacion de los movimientos
sacadicos verticales descendentes.

o El diagndstico, en los primeros 5 afios de la enfermedad, de la variante conductual
de demencia frontotemporal o afasia primaria progresiva probable, definidas de
acuerdo con los criterios de consenso.

o Parkinsonismo restringido a las extremidades inferiores durante mas de 3 afios.

o Tratamiento con bloqueantes de receptores dopaminérgicos o deplectores de
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dopamina en dosis-tiempo consistentes con parkinsonismo inducido por farmacos.

o Ausencia de respuesta observable con dosis altas de levodopa al menos en una fase
moderada de la enfermedad.

o Pérdida sensorial cortical inequivoca (por ejemplo, grafoestesia, estereognosia con
modalidades sensitivas primarias intactas), apraxia ideomotora clara de una
extremidad o afasia progresiva.

o Neuroimagen funcional normal del sistema dopaminérgico presinaptico.

o Ladocumentacion de una condicion alternativa capaz de producir parkinsonismo y
plausiblemente conectada a los sintomas del paciente o sindrome alternativo a EP
emitido por un médico experto y basado en una completa evaluacion diagndstica.

e Seriales de alerta:

o Raépida progresion del deterioro de la marcha que lleve al uso regular de silla de
ruedas en los 5 primeros afios de la enfermedad.

o Ausencia completa de progresion de signos y sintomas motores en 5 0 mas afios,
salvo que la estabilidad esté relacionada con el tratamiento.

o Disfuncion bulbar precoz: disfonia grave o disartria (habla ininteligible la mayor
parte del tiempo) o disfagia grave (requiere alimentos blandos, sonda nasogastrica
o0 alimentacion por gastrostomia) en los primeros 5 afios de enfermedad.

o Disfuncion respiratoria inspiratoria: cualquier estridor inspiratorio diurno o
nocturno o suspiros inspiratorios frecuentes.

o Insuficiencia autonémica severa en los primeros 5 afios de la enfermedad. Esto
puede incluir:

= Hipotension ortostatica: disminucién de al menos 30 mmHg en la presion
arterial sistdlica 0 15 mmHg en la diastélica a los 3 minutos de adoptar
la bipedestacion, en ausencia de deshidratacion, medicamentos u otras

enfermedades que pudieran explicar la disfuncién autonémica.
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= Retencidn urinaria grave o incontinencia urinaria en los primeros 5 afios
de la enfermedad (con exclusion de incontinencia de esfuerzo de larga
duracion y pequefia cantidad en las mujeres). En los hombres, la
retencion urinaria no debe ser atribuible a enfermedad de la préstata y se
asociara con disfuncion ereéctil.
Caidas recurrentes (>1/afio), debidas a alteracién del equilibrio, en los primeros 3
afos de enfermedad.
Anterocolis desproporcionada (distonia) o contracturas de las manos o de los pies
dentro de los primeros 10 afios de enfermedad.
Ausencia de cualquiera de los sintomas no motores comunes de la enfermedad
después de 5 afios de evolucidn. Estos incluyen la disfuncién del suefio (insomnio
de mantenimiento, somnolencia diurna excesiva, trastorno de conducta del suefio
REM), disfuncién autondmica (estrefiimiento, urgencia urinaria durante el dia,
ortostatismo sintomatico), hiposmia o disfuncién psiquiatrica (depresion, ansiedad
o alucinaciones).
Signos piramidales no explicables por otra causa y definidos como debilidad
piramidal hiperreflexiva patoldgica evidente (excluyendo leve asimetria de reflejos
y respuesta plantar extensora aislada).
Parkinsonismo simétrico: el paciente o el cuidador informan de la aparicion de los

sintomas de forma simétrica y no se observa asimetria en el examen clinico.
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Figura 5
Gréficos de la distribucion por sexo y nivel de escolaridad de la muestra de pacientes con EP

Sexo de la muestra de EP Escolaridad de la muestra de EP

También se revisaron la historia clinica, el examen neuroldgico y las exploraciones cerebrales

(TAC o RM) para todos los pacientes.

Tabla 3
Muestra de pacientes con DCL, EAy EP.

Variables DCL EA EP

N 25 25 15

Media de edad = DT (afios)  74.44 £5.21 75.80 £ 7.97 70.53+£6.74
Educacién (B/P/S) 8/11/6 6/15/4 4/8/3
Género (H/M) 15/10 15/10 12/3

EA: Enfermedad de Alzheimer; N: Numero muestral; DT: Desviacion Tipica; B: estudios Basicos; P:

estudios Primarios; S: estudios Superiores; H: Hombre; M: Mujer

Para el reclutamiento de los controles (ver tabla 4 y figura 6) se recurrié al Programa
Universitario para Mayores de la Universidad de Oviedo (PUMUOQ), con docencia en Gijén y Oviedo;

y a diversos Centros de Mayores de Gijon, en concreto:
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1. Centro de Mayores de Roces.
2. Centro Cultural Integrado Gijén-Sur.
3. Centro Cultural Integrado Ateneo.
4. Centro de Mayores San Agustin.
Para conseguir su colaboracion se les envié una carta explicando las caracteristicas del
estudio.
Adicionalmente, algunos familiares de los propios pacientes también se ofrecieron a
participar. Los criterios de inclusién eran:
1. No tener antecedentes de trastorno psiquiatrico o neuroldgico actuales o pasados.
2. Una puntuacion superior a 26 en el Mini-Mental State Examination (MMSE).
Del total de 72 sujetos evaluados, 9 fueron desechados por no cumplir con alguno de los
mencionados requisitos. Los 63 restantes se emparejaron por edad, sexo y nivel educativo a los

distintos grupos de pacientes.

Tabla 4
Muestra de controles total y desglose por grupos.

Variables Control Total Control-DCL  Control-EA Control-EP

N 63 25 25 15
Media de edad = DT (afios) 71.83+6.17 73.68+5.12 74.04+6.14 69.84+6.51
Educacion (B/P/S) 11/35/17 8/11/6 6/15/4 4/8/3

Género (H/M) 44/19 15/10 15/10 12/3

N: Namero muestral; DT: Desviacién Tipica; B: estudios Basicos; P: estudios Primarios; S: estudios

Superiores; H: Hombre; M: Mujer.
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Figura 6

Gréficos de la distribucion por sexo y nivel de escolaridad de la muestra total de controles.

Sexo de los controles Escolaridad de los controles

Mujeres @ Hombres @ Basica @ Primaria Superior

En los momentos iniciales del estudio se pensé en incluir una muestra de religiosos y monjas
con el proposito de demostrar, al igual que hizo David Snowdon por primera vez en 1997, que el
estilo de vida que comparten (mismos horarios, dieta alimenticia, ejercicio mental, vocacion altruista,
vida contemplativa, oracion y actitud positiva ante la vida) son habitos saludables que favorecen la
salud cognitiva y, por tanto, la longevidad o la esperanza de vida activa. Al tratarse de un grupo de
caracter homogéneo, muy dificil de encontrar de forma natural en la investigacion clinica, se
aseguraba que los resultados fueran fiables y no quedaran ensombrecidos por otras variables. Durante
3 meses se visitaron diferentes congregaciones de Asturias buscando la colaboracién de las distintas
congregaciones. Si bien muchas aceptaron participar, un total de 52 entre Oviedo, Gijon, Mieres,
Villaviciosa y Langreo, la dificultad para poder obtener las muestras de sangre de las diferentes

voluntarias hizo abandonar esta opcién, que no se desecha retomar en el futuro.

3.2. Muestra seguimientos

Pasados los dos afios de la primera evaluacién, se llevd a cabo un seguimiento de los pacientes
diagnosticados con DCL para conocer cuantos habian evolucionado a un diagndstico de Alzheimer
(DCL-EA) y cuéntos habian mantenido el diagndstico inicial (DCL). De los 25 sujetos iniciales, 2

sujetos fallecieron y 1 no aceptd continuar con el estudio. De los 22 sujetos finalmente evaluados, 8
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evolucionaron a un diagnostico de demencia tipo Alzheimer y 14 se mantuvieron estables (ver tabla

5yfigura 7).

Tabla b

Muestra de sujetos con DCL a los que se hizo un seguimiento. Tabla 5.

Variables DCL DCL-EA

N 14 8

Media de edad + DT (afios) 74.64 £5.30 72.38 +4.34
Educacién (B/P/S) 5712 2/4/2
Género (H/M) 9/5 4/4

DCL.: Deterioro Cognitivo Leve; DCL-EA: Deterioro Cognitivo Leve gque evoluciona a Enfermedad
de Alzheimer; N: Numero muestral; DT: Desviacion Tipica; B: estudios Basicos; P: estudios

Primarios; S: estudios Superiores; H: Hombre; M: Mujer

Figura 7

Gréficos de la distribucion por sexo y nivel de escolaridad de: a) la muestra de pacientes con DCL
que participaron en el seguimiento y mantuvieron el diagndstico de DCL; y b) la muestra de pacientes
con DCL que participaron en el seguimiento y que evolucionaron a EA al cabo de dos afios (DCL-

EA).

a) Sexo de los seguimientos de los DCL Escolaridad de los seguimientos de los DCL

14%

64%
50%

@® Mujeres Hombres @ Basica Primaria Superior
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b )
) Sexo de la muestraDCL-EA Escolaridad de la muestra DCL-EA

25%

50% 50%

50%

Mujeres Hombres Bésica Primaria @ Superior

3.3. Muestra biomarcador

La pretensién inicial era poder medir la proteina p53 andmala en todas las muestras; sin
embargo, al utilizar un proceso de medicion en desarrollo, un biosensor electroquimico, cuya puesta
a punto requirié mas tiempo de lo esperado, se decidid seleccionar una muestra aleatoria reducida de

20 DCL, 20 EA, 12 EP y sus respectivos controles (ver tablas 6 y 7; y figuras 8 y 9).

Tabla 6

Descripcion de las submuestras de pacientes a los que se midio la proteina p53 conformacionalmente

alterada.

Variables DCL EA EP

N 20 20 15

Media edad = DT (afios) 74.95 +5.31 77.25+7.79 616 £7.3
Educacion (B/P/S) 5/10/5 3/14/3 3/9/3
Género (H/M) 13/7 11/9 12/3

EA: Enfermedad de Alzheimer; EP: Enfermedad de Parkinson; DCL.: Deterioro Cognitivo Leve; N:
NUmero muestral; DT: Desviacion Tipica; B: estudios Basicos; P: estudios Primarios; S: estudios

Superiores; H: Hombre; M: Mujer
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Figura 8

Gréficos de la distribucion por sexo y nivel de escolaridad de las submuestras de pacientes a los que

se midio la proteina p53 conformacionalmente alterada.

Sexo de la muestra DCL Escolaridad de la muestra DCL
25% 25%
35%
65%
50%
Mujeres Hombres Basica Primaria Superior
Sexo de la muestra EA Escolaridad de la muestra EA
15%
25%
45%
55%
60%
Mujeres Hombres Basica Primaria Superior

Sexo de la muestra EP Escolaridad de la muestra EP

® Mujeres @ Hombres © Basica @ Primaria © Superior
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Tabla 7

Descripcion de las submuestras de controles a los que se midi6 la proteina p53 conformacionalmente

alterada, emparejados por edad, sexo y nivel educativo con los subgrupos de pacientes. Tabla 7.

Variables Control-DCL Control-EA Control-EP
N 20 20 15

Media de edad + DT (afios)  74.10 +5.54 75.45+6.01 71.27 £5.61
Educacion (B/P/S) 5/10/5 3/14/3 3/9/3
Genero (H/M) 13/7 11/9 12/3

Figura 9

Gréficos de la distribucion por sexo y nivel de escolaridad de la submuestras de controles a los que
se midié la proteina p53 confromacionalmente alterada, emparejados por edad, sexo y nivel

educativo con los subgrupos de pacientes.

Sexo de la muestra control-DCL Escolaridad de la muestra control-DCL

@® Mujeres @ Hombres Basica @ Primaria @ Superior

Sexo de la muestra control-EA Escolaridad de la muestra control-EA

® Mujeres @ Hombres ® Basica @ Primaria @ Superior
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Sexo de la muestra control-EP Escolaridad muestra control-EP

20%

80%
60%

® Mujeres Hombres @ Basica Primaria Superior

Para conocer el poder predictor del biomarcador se midié también en los pacientes con DCL
que tras dos afios evolucionaron a la enfermedad de Alzheimer. De la submuestra de los 20 sujetos
con DCL iniciales (tabla 6), 2 fallecieron y de los 18 restantes so6lo 6 cumplian los criterios

diagnosticos para la EA (Tabla 8 y figura 10).

Tabla 8

Descripcién de la muestra de sujetos con DCL y DCL-EA que participaron en el seguimiento y a los

que se midié la p53 conformacionalmente alterada.

Variables DCL DCL-EA

N 12 6

Media de edad = DT (afios) 75.25+5.24 73.00 = 4.86
Educacion (B/P/S) 4/6/2 1/3/2
Género (H/M) 715 4/2

DCL.: Deterioro Cognitivo Leve; DCL-EA: Deterioro Cognitivo Leve gque evoluciona a Enfermedad
de Alzheimer; N: Numero muestral; DT: Desviacion Tipica; B: estudios Basicos; P: estudios

Primarios; S: estudios Superiores; H: Hombre; M: Mujer
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Figura 10

Gréficos de la distribucion por sexo y nivel de descolaridad de los seguimientos de: a) la muestra de

pacientes con DCL que se mantuvieron estables en el diagnostico; y de pacientes con DCL que

evolucionaron a EA al cabo de dos afos (DCL-EA), cuyas concentraciones de p53

conformacionalmente alteradas fue medida.

a) Sexo de la muestra DCL

© Mujeres @ Hombres

b) Sexo de la muestra DCL-EA

® Mujeres @ Hombres

3.4. Muestra correlaciones

Escolaridad de la muestra DCL

16,7%

¢ Basica @ Primaria Superior

Escolaridad de la muestra DCL-EA

® Bidsica @ Primaria @ Superior

Para alcanzar el diagndstico de la EA mediante el uso combinado de dos tipos de marcadores,

los bioldgicos y los cognitivos, era necesario conocer si existia una correlacion entre las

concentraciones del biomarcador y los resultados de los tests administrados a los 20 DCL, 20 EA'y

30 controles (ver tabla 6 y 9).
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Tabla 9

Descripcion de la muestra de controles para correlacionar la p53 conformacionalmente alterada con

los tests del protocolo de evaluacion.

Variables Control

N 30

Media de edad £ DT (afios) 73.8+6.12

Educacion (B/P/S) 7/18/5
Género (H/M) 14/16
Figura 11

Gréficos de la distribucion por sexo y nivel de escolaridad de los controles a los que se les midieron

la proteina p53 conformacionalmente alterada.

Sexo de la muestra de controles Escolaridad de la muestra de contr...

16%  339%

46%

@ Mujeres Hombres Basica @ Primaria Superior
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4. Procedimiento

4.1. Elaboracién del protocolo neuropsicologico

El primero de los objetivos de la Tesis Doctoral era la elaboracion de un protocolo de
evaluacion neuropsicoldgica que evaluara los cinco dominios cognitivos principales (atencion y
memoria de trabajo, funcién ejecutiva, lenguaje, memoria y capacidad visoespacial), teniendo en
cuenta los resultados de investigaciones anteriores y la experiencia del grupo del profesor Cuetos
(Cuetos et al., 2017; Cuetos et al, 2005; Cuetos et al., 2010; Cuetos et al., 2003; Cuetos et al., 2007,
Cuetos et al., 2009; Cuetos et al., 2012; Cuetos et al., 2008; Cuetos et al., 2012).

El primer paso para elaborar el protocolo que se utilizaria en la investigacion consistio en
responder a dos preguntas:

1. ¢Cuéntas pruebas se incluirian en el protocolo?
2. ¢Qué pruebas evaluan las funciones cognitivas superiores en adultos?

Para responder a la primera cuestion, habia que tener en cuenta dos premisas. En primer lugar,
que cuanto mas amplia es la evaluacion, més posibilidades de detectar trastornos en otros dominios
distintos al de la memoria. En segundo lugar, un mayor nimero de pruebas incrementa el nimero de
falsos positivos y todo aumento en la sensibilidad implica un descenso en la especificidad. ;Cual es
entonces el nimero 6ptimo de pruebas que se debe incluir en una evaluacion? Esta cuestion fue
resuelta por Goldman et al. (2015) que concluyeron que dos pruebas por dominio proporcionan un
enfoque eficiente y robusto para el diagndstico.

Solucionado el nimero de pruebas a incluir en el protocolo, quedaba por resolver cuéles
serian. Para ello se recurrid, en primer lugar, a las revisiones bibliograficas, con el objetivo de incluir
en el protocolo aquellos instrumentos més utilizados en clinica e investigacion para la deteccion de
la demencia; y, en segundo lugar, a la consulta del protocolo aplicado en el Hospital del Cabuefies,
de donde procedia la muestra de pacientes. Con esta informacion y la colaboracion de un grupo de

expertos (psicologos, neurdlogos y neuropsicélogos), se realizé un protocolo preliminar. El boceto
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resultante, fue aplicado a una muestra de controles y pacientes, y tras unas pequefias modificaciones

se llego al protocolo final.

Para la revision bibliogréfica, se consultd la base de datos PsycINFO con las palabras:
dementia AND neuropsychological protocol en un periodo de 10 afios (2005-2015). De los articulos
encontrados, se rescataron los tests utilizados sélo en aquellos estudios donde la muestra incluia

pacientes con DCL, EA y/o EP. En total 74 pruebas diferentes, que aparecen recogidas en la tabla 10.

Tabla 10
Resultados de la revision bibliogréafica sobre los tests utilizados en la evaluacion de la demencia

entre 2005 y 2015.

140
120
100
80
60
40

20

4
3

Index of
Mal nuttition
Timed Ins

Structured Cl

Para acotar ain mas el numero de pruebas, se filtraron siguiendo un criterio de frecuencia:

eliminar aquellas que aparecieran menos de 5 veces. El resultado se puede observar en la tabla 11.
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Tabla 11

Resultados de la revision bibliogréafica sobre los tests utilizados en la evaluacién de la demencia con

una frecuencia de aparicion superior a 5.

140

120 MMSE

100

80 WAIS
60 GDS TMT

Se destacan en un recuadro aquellos tests que aparecen con una frecuencia superior al resto.
Como se puede observar, las pruebas mas utilizadas en las evaluaciones neuropsicolégicas son el
Mini-Mental State Examination (MMSE), una prueba de screening; el Geriatric Depression Scale
(GDS), para evaluar la depresion; el Clinical Dementia Rating Scale (CDRS), otra prueba de
screening; el Trail Making Test (TMT), prueba de funciones ejecutivas; el Wechsler Adult Intelligence
Scale (WAIS), prueba de inteligencia; el Wechsler Memory Scale-Reviewed (WMS-R), prueba de
memoria; el Boston Naming Test (BNT), prueba de denominacion; la Fluidez Semantica; prueba de
produccion de lenguaje.

Finalizada la revision bibliogréfica se consulté el protocolo de evaluacién aplicado por la Dra.
Carmen Martinez a sus pacientes del Hospital de Cabuerfies (Anexo 1) para que, intentando prescindir
de aquellas pruebas menos sensibles a las etapas iniciales de las EA y mantener el resto, el informe
resultante de la investigacion sirviera de base para la revision trimestral o anual de los pacientes.
Con toda esta informacién habia que buscar y seguir algun criterio adicional y objetivo para escoger
que tests, de entre todos los posibles, se incluirian en el protocolo. Distintos autores han establecido
criterios mayores y menores para seleccionar los instrumentos de evaluacion que deben formar parte
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de un protocolo neuropsicolégico. Entre los primeros se incluyen ética, fiabilidad, validez y
sensibilidad a los cambios clinicos; entre los segundos destacan la viabilidad de la administracion, la
validacion de las pruebas con poblaciones similares, la aplicacion de las mismas por diferentes grupos
de trabajo y la existencia de protocolos claros y precisos de administracion y puntuacion. Tirapu
(2007) resume en 4 preguntas los criterios de seleccion:

1. ¢Son adecuados los contenidos planteados y su nivel de dificultad? Cuando se lleva a cabo
una evaluacién de un posible EA, el perfil de deterioro cognitivo propio de la enfermedad es
ampliamente conocido, por lo que las funciones que deben evaluarse también son conocidas
con anterioridad. Esto facilita determinar si los contenidos de las pruebas son o no pertinentes
para el caso concreto de la EA.

2. ¢Ofrecen informacion sobre los mecanismos cognitivos alterados subyacentes? Las
pruebas empleadas han de proporcionar informacién que permita explicar la disminucion del
rendimiento. En muchas ocasiones es especialmente interesante el analisis de los errores.

3. ¢Cual es la validez ecologica de las pruebas? La validez ecologica hace referencia al grado
en que una prueba relaciona el rendimiento del sujeto con su capacidad de funcionar en el
mundo real; es decir, que la ejecucion de la prueba no se vea alterada por el contexto clinico
de evaluacion, sino que refleje el rendimiento del dia a dia del sujeto participante.

4. ¢Hasta qué punto estas pruebas son sensibles a los cambios experimentados por los
pacientes? Algunas de las pruebas mas utilizadas son muy generales, apenas informan de la
magnitud de los cambios y de las areas afectadas.

Para poder responder estas preguntas, se llevo a cabo una nueva revision bibliogréfica, pero
esta vez sobre cada una de las pruebas seleccionadas, y se consultaron los manuales de aplicacion,
correccion e interpretacion de las mismas.

Comenzamos con las pruebas de screening. En los Gltimos diez afios ha habido un interés
creciente para detectar cuadros demenciales en etapas tempranas mediante pruebas neuropsicologicas

sencillas Ilamadas de tamizaje o cribado. Estas pruebas son breves (de cinco a veinte minutos), faciles
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de administrar e interpretar, y estan disefiadas para que profesionales de la salud, no necesariamente
expertos en funciones cognoscitivas, obtengan un criterio objetivo para decidir si el paciente necesita
0 no una evaluacion méas exhaustiva. Es por eso que la principal ventaja de las pruebas de tamizaje es
su enorme potencial para distinguir entre normal y patoldgico; y su principal limitacion es a la hora
de detectar déficits cognitivos focales (Tirapu, 2007).

Una buena prueba de tamizaje debe ser sensible a cambios cognitivos en etapas iniciales de
un envejecimiento patoldgico, debe poseer una alta sensibilidad para detectar muchos casos en etapas
iniciales y una especificidad alta para minimizar el nimero innecesario de casos que son enviados
para evaluacion posterior.

Actualmente existe una gran variedad de test de screening estandarizados para detectar el
deterioro cognitivo y las demencias. EI mas utilizado es el MMSE (Folstein et al., 1975) en sus
diferentes adaptaciones al castellano -como la de Pefia-Casanova (Blesa et al., 2001)- motivo por el
cual fue seleccionado. También se incluy6d el Montreal Cognitive Assessment (MoCA) (Lozano-
Gallego et al., 2009), por ser util en la deteccion de deterioro cognitivo en diferentes patologias (como
Parkinson) y por poseer una sensibilidad superior al MMSE en la deteccion de DCL (Nasreddine et
al., 2005).

En segundo lugar, se seleccionaron las pruebas de memoria. Varios estudios han demostrado
la alteracion de la memoria episddica (ME) como un primer sintoma cognitivo de la Enfermedad de
Alzheimer (Alberca et al., 2006; Backman et al., 2001), especialmente, la memoria episddica de tipo
verbal (METV) (Garrido et al, 2002). Esta alteracién se caracteriza por la dificultad para aprender
informacién verbal y por olvidarla rapidamente. Las pruebas mas utilizadas para evaluarla son las
que exigen el aprendizaje y posterior recuerdo de listas de palabras. Dentro de esta categoria
encontramos pruebas como el Test de Aprendizaje Verbal Espafia-Complutense (TAVEC) (Benedet
& Alejandre, 2014) o la lista de palabras del Consortium to Establish a Registry for Alzheimer's
Disease (CERAD) (Morris et al., 1989). Ambas pruebas evaltan aspectos similares, pero el TAVEC

mide mas funciones, tales como uso de estrategias o el efecto de primacia y resulta una prueba mas
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exigente. Consecuentemente, a los pacientes con enfermedades neurodegenerativas progresivas, se
les administra el TAVEC en las primeras fases de su enfermedad y la lista de palabras del CERAD en
estadios mas avanzados. Es decir, el distinto nivel de dificultad de las pruebas tiene implicaciones
clinicas: en los casos donde se sospecha DCL o demencia temprana, TAVEC; en los casos de bajo-
funcionamiento o demencia mas avanzada, el TAVEC puede abrumar y en ese caso se escoge la lista
de palabras del CERAD (Beck et al., 2012). Como el objetivo es el diagnostico precoz, en las fases
previas a la demencia, parecia que lo méas acertado era usar el TAVEC, prueba que inicialmente se
incluyo en el protocolo.

Los enfermos de Alzheimer, incluso en etapas tempranas, también manifiestan un deterioro
progresivo de la memoria semantica (MS), que es el componente de la memoria a largo plazo que
contiene el conocimiento de los objetos, hechos, conceptos y palabras y su significado. A diferencia
de la memoria episodica, la memoria seméantica es compartida culturalmente y no es temporalmente
especifica (Greene & Hodges, 1996). Para evaluarla se suelen llevar a cabo tareas de denominacion.
Una tarea especifica y relacionada con los nombres propios, es la prueba de denominacion de
personajes famosos. Los nombres propios parecen ser especialmente vulnerables (Brédart, 1993,;
Dudas et al., 2005; Joubert et al., 2008; Semenza et al., 2003; Semenza et al., 1996), especialmente
para los pacientes con DCL y EA (Greene & Hodges, 1996; Thompson et al., 2002). Estos
proporcionan menos informacion semantica, incluso cuando reconocen el personaje correctamente
(Hodges et al., 1993). Para el presente protocolo se elaboré una presentacion ad hoc de caras de
famosos con el objetivo de que el sujeto evaluado las nombrase. Nuestra version de la prueba incluyd
una seleccion de cantantes, politicos, reyes, presentadores de television, actores, deportistas y
celebridades de dos épocas distintas, la década de los 50 y la actualidad. Los resultados de su
aplicacion han sido recientemente publicados (Garcia et al., 2020)

Otra prueba de denominacion es el Test de Denominacion de Boston (TDB) (Kaplan et al.,
2001). Consta de 60 items y aunque posee muy buenas caracteristicas psicométricas, resulta

demasiado largo. Por ese motivo y con el objetivo de acortar el tiempo de evaluacion y evitar el
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cansancio, se opté por la version abreviada del mismo, que consta de 15 items ordenados en funcién
de la dificultad y que mantiene la habilidad de discriminar entre sujetos normotipicos y con demencia
(Katsumata et al., 2015).

Es muy comun que durante la aplicacion de estas pruebas de denominacion se dé el fenbmeno
de tenerlo-en-la-punta-de-la-lengua pues las palabras méas vulnerables a este fendmeno son los
nombres propios (Burke et al., 1991; Cohen & Faulkner, 1986; Maylor, 1990). Esta anomia es comln
tanto en afasicos como en EA; sin embargo, la naturaleza subyacente es distinta. Los afasicos tienen
la informacién semantica relativamente preservada de las palabra-no-encontrada pero los EA
muestran un deterioro de dicho conocimiento y fallan en la recuperacion de la palabra (Beeson et al.,
1997).

El deterioro del lenguaje es, por tanto, otro de los primeros sintomas del DCL y de la EA
(Bozoki et al., 2001; Grundman et al., 2004; Ribeiro et al., 2006). Para evaluar la capacidad de
retencion de las palabras se suelen emplear, ademas de las pruebas de denominacion de objetos,
pruebas de fluidez (Cuetos et al., 2010). Asi, se incluyo en el protocolo una prueba de fluidez
fonoldgica, fluidez seméntica y fluidez de acciones. Si bien es cierto que los componentes basicos
subyacentes durante la ejecucion de estas pruebas son la memoria semantica (categorias y significado)
y el lenguaje (procesamiento léxico y fonoldgico), otras funciones no linglisticas, como iniciativa,
imaginacion, velocidad y eficiencia de blsqueda, atencion y memoria de trabajo, son también
necesarias (Kertesz & Mohs, 1996). Varios estudios han mostrado que cuando un sujeto normotipico
lleva a cabo una tarea de fluidez verbal, tiende a generar palabras en agrupaciones semanticas o
fonéticas (Gruenewald & Lockhead, 1980; Raskin et al., 1992; Wixted & Rohrer, 1994). Asi, un
rendimiento éptimo implica la produccién organizada de las palabras de una subcategoria, cambiando
a una nueva subcategoria una vez agotada la anterior. Esta estrategia es mas eficiente que consumir
tiempo y recursos cognitivos en tratar de recuperar las palabras menos frecuentes de la subcategoria
abierta. Estos componentes fueron operativizados por Troyer et al. (1997), quien propone los

conceptos de cluster y switch respectivamente. El término cluster hace referencia a la agrupacion de
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dos 0 mas palabras seguidas pertenecientes a la misma categoria, y el término switching es la
habilidad para cambiar de una categoria a otra.

Para la tarea de fluidez semantica, se pide al sujeto que genere nombres comunes, dentro de
una categoria determinada, tan rapido como le sea posible y en un tiempo limitado, normalmente 1
minuto. La categoria mas extensamente utilizada es la de “animales” (Spreen & Strauss, 1998),
validada por distintos grupos (Muruzabal et al., 1993; Guardia et al., 1997). La ejecucion en esta tarea
se caracteriza por una tendencia a generar mas categorias con menos ejemplares dentro de cada una
de ellas en comparacion con el grupo control (Arroyo-Anll6 et al., 2011; Weakley & Schmitter-
Edgecombe, 2014). En la tarea de fluidez fonolodgica, se pide al sujeto que genere nombres que
empiecen por una letra determinada (evitando nombres propios, de personas y lugares), tan rapido
como le sea posible y en un tiempo limitado, normalmente 1 minuto. Las letras mas frecuentemente
empleadas son “F”, “A” y “S”. En este caso se usa la letra “P”, pues es la que se pide en el MoCA.
El rendimiento de esta tarea suele ser peor que en la fluidez seméantica (Weakley & Schmitter-
Edgecombe, 2014), aunque los resultados son controvertidos (Laws et al, 2009; Rosser & Hodges,
1994). Finalmente, en la prueba de fluidez de acciones se le pide al sujeto diga verbos tan rapido
como le sea posible y en un tiempo limitado, normalmente 1 minuto. Piatt et al. (1999) fueron los
primeros en describir esta prueba y Ostberg et al. (2005) han demostrado que es una prueba sensible
al deterioro cognitivo leve. Es complementaria a las anteriores pruebas de fluidez dado que varios
estudios han demostrado una disociacion neuroanatomica para la recuperacion de verbos y
sustantivos. Los sustantivos comunes y propios se localizan en regiones anteriores y posteriores del
I6bulo temporal, mientras que los verbos se encuentran mediatizados por circuitos frontales
(Goodglass et al., 1966; Miceli et al., 1984; Baxter & Warrington, 1985; McCarthy & Warrington,
1985; Zingeser & Berndt, 1990; Caramazza & Hillis, 1991; Damasio, 1992; Damasio & Damasio,
1992; Damasio et al., 1992; Damasio & Tranel, 1993; Daniele et al, 1994).

Las funciones atencionales y ejecutivas también se encuentran alteradas ya en los sujetos con

DCL (Bozoki et al., 2001; Morris et al., 2001; Griffith et al., 2003; Grundman et al., 2004; Traykov
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et al., 2007; Kessels et al., 2011). Para evaluarlas, se seleccionaron el Trail Making Test (TMT), el
Stroop y la prueba de digitos del Wechsler Adult Intelligence Scale (WAIS). EI TMT es una prueba
muy sensible al dafio cerebral que consta de dos formas, Ay B. La forma A mide la atencidn selectiva
y sostenida, pero también habilidades motoras (como secuenciacion y velocidad de procesamiento
psicomotor), habilidades visoespaciales de bdsqueda visual, memoria de trabajo, impulsividad,
ejecucién motora y tolerancia a la frustracion. La forma B, ademas de lo anterior, también mide la
atencién dividida y la flexibilidad mental (Ashendorf et al., 2008). El Stroop es una prueba que se
usa como instrumento para la deteccion de disfunciones cerebrales y mide la atencion selectiva, la
velocidad de procesamiento y la inhibicion (Beck et al., 2012). Por Gltimo, la prueba de Digitos del
WAIS-111 (Wechsler, 1999), que mide la concentracion y la memoria de trabajo. Inicialmente se pensé
en incluir también la prueba de Letras y Numeros junto con la de Digitos. Sin embargo, pasar las dos
pruebas alargaba la evaluacion y la subprueba de Letras y Numeros resulta demasiado exigente.

Por ultimo, algunos estudios también han encontrado cierto deterioro en la habilidad
visoespacial (Bozoki et al., 2001; Morris et al., 2001). Para evaluarla se selecciond el Test del Reloj
(TR) (copia y memoria) y la subprueba Praxia Constructiva del CERAD. En la ultima década ha
habido un cierto auge en la aplicacion del TR para el estudio y valoracion de las enfermedades
neurodegenerativas, especialmente para la demencia y la EA, por ser un test muy informativo. Los
errores que se observan en su ejecucion reflejan determinadas deficiencias atribuibles a alteraciones
o lesiones neuroldgicas concretas (Cacho et al., 1999). Se han propuesto diferentes criterios de pautas
horarias, como las “cuatro menos veinte” (Spreen & Strauss, 1991) o las “ocho y veinte” (Freedman
et al., 1994). Pero en la actualidad se ha llegado a un cierto consenso con el empleo de las “once y
diez” pues se ha demostrado que es la pauta horaria méas sensible para la deteccion de alteraciones
cognitivas (Goodglass & Kaplan, 1979; Rouleau et al., 1992): requiere la participacion de los dos
hemicampos visoatencionales —derecho e izquierdo-, y de los I6bulos frontales para planificar la
colocacion de las manecillas. Ademaés, al aplicar las dos condiciones, “a la orden” y “a la copia”, se

obtiene el doble de informacion. Con la condicion “a la orden”, se mide la capacidad linglistica
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(necesaria para comprender las instrucciones verbales) y aspectos mnésicos (para recordar como es
un reloj para poder dibujarlo, memoria semantica; para recordar las instrucciones especificas,
memoria episddica). Y con la condicidn “a la copia”, se miden mas los aspectos perceptivos (Cacho,
et al., 1999). La subprueba Praxia Constructiva de CERAD consiste en copiar una serie de figuras:
un circulo, un rombo, un triangulo, dos rectangulos superpuestos y un cubo. Se decidi6 eliminar del
protocolo por dos motivos. En primer lugar, la puntuacion no tiene en cuenta el tiempo, por lo que la
prueba puede llegar a alargarse. En segundo lugar, la tarea no es muy compleja y los sujetos suelen
realizarla bien a excepcion de las dos altimas figuras. Ademas, el dibujo del cubo es uno de los items
del MoCa, por lo que la prueba no resultaba, en el presente protocolo, muy informativa. Para
sustituirla se pensaron dos opciones, el Test de Retencion Visual de Benton (TRVB) o la Figura
Compleja de Rey-Osterrieth. EI TRVB (Benton, 1992) es un instrumento disefiado para evaluar,
ademas de las habilidades visoconstructivas, la percepcién visual y la memoria visual. Es capaz de
detectar alteraciones y enfermedades neuroldgicas (Eslinger et al., 1985; Lezak et al., 2004), como la
EA (Robinson-Whelen, 1992; Zanini et al., 2014). El nivel de ejecucion disminuye linealmente en
funcién de la edad, y més precipitadamente cuando se define en términos del computo total de errores
(Benton, 1992). Consta de 3 formas equivalentes (forma C, D y E), que constan de 10 laminas cada
una, y 4 formas de administracion (una de copia y tres de memoria): A) exposicién durante 10
segundos y reproduccion inmediata del recuerdo; B) exposicion durante 5 segundos y reproduccién
inmediata del recuerdo; C) copia de los dibujos (sin tiempo limite), para adultos mayores con
deterioro cognitivo avanzado; y D) exposicion durante 10 segundos y reproduccion diferida del
recuerdo (a los 15 segundos). Para obtener la maxima informacién posible, se decidié pasar la forma
C con el modo de administracion A (memoria) y la forma D con el modo de administracién D (copia),
al igual que en el estudio de Zanini et al. (2014). Como Unica desventaja, el tiempo de aplicacion que
llega a alcanzar los 20 minutos (Zanini et al., 2014). Si bien la Figura Compleja de Rey-Osterrieth
(Rey, 1941; Osterrieth, 1944) evalta lo mismo en menos tiempo (unos 10 minutos aproximadamente)

y ha sido extensamente empleada (Cherrier et al., 1999; Kasai et al., 2006), finalmente se opté por el
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TRVB al ser una prueba méas novedosa para los participantes.

Llegado este punto se pens6 en incluir en el protocolo una prueba que evaluara el
funcionamiento de la vida diaria. Por definicién, el DCL no debe presentar este tipo de alteraciones;
sin embargo, varios estudios han sugerido que algunos individuos con DCL presentan dificultades en
el funcionamiento diario (Locascio et al., 1995; Parnetti, 2000). Por ejemplo, Binegar et al. (2009)
encontraron que el uso del transporte publico, la preparacion de comidas y el manejo diario de las
finanzas y de las dosis de las medicaciones pueden modificarse en casos de DCL. Y ya a finales de
los afios 80, Reisberg et al. (1989) habian detectado la presencia de estos cambios funcionales y
habian descrito una escala de siete estadios funcionales que iban desde la normalidad hasta la fase de
demencia muy grave de la EA. Parece probable que estos pacientes sean los que evolucionan
posteriormente a un cuadro demencial.

Existen dos tipos de escalas funcionales; aquellas que valoran las Funciones Bésicas de la
Vida Diaria (bafarse, comer, ir al bafio sin ayuda) y las que aprecian funciones mas complejas
(manejo financiero, transporte) (Rios et al., 2001). Las primeras estarian alteradas en los casos donde
el nivel de demencia es moderado/severo mientras que las segundas empezarian a verse afectadas en
etapas mas iniciales (Pfeffer et al., 1982). Entre las escalas que miden las Actividades Basicas de la
Vida Diaria (ABVD), las méas utilizadas son el indice de Katz (1K), el indice de Barthel (IB) y en
nuestro pais, la Escala Funcional de la Cruz Roja (EFCR) (Trigas-Ferrin et al., 2011). No estan
influenciadas ni por factores culturales ni por el sexo y para cumplimentarlas se requiere la
observacion directa. Sin embargo, las que son realmente Utiles para detectar los primeros grados de
deterioro son las escalas que miden las Actividades Instrumentales de la Vida Diaria (AlVD). Son
dependientes de factores como el sexo, la cultura y las preferencias personales, y de su medida suele
basarse en el juicio y no en la observacion. Las més utilizadas son: el Cuestionario de Actividad
Funcional de Pfeffer (FAQ, del inglés Functional Activities Questionnaire) (Pfeffer et al., 1982;
Bermejo-Pareja & del Ser-Quijano, 1994), que permite una evaluacion objetiva, a través de un

informador, sobre el rendimiento del paciente en actividades instrumentales avanzadas de la vida
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diaria; y la Escala de Actividades Instrumentales de Lawton y Brody (IADL, del inglés Instrumental
Activities of Daily Living) (Lawton & Brody, 1969), que es una escala autoaplicada y que no esta
validada al castellano.

Si bien este criterio se satisface en la practica clinica preguntandole al paciente o a su familiar
sobre el funcionamiento diario, se ha demostrado que la inclusion de una prueba objetiva de la
actividad funcional incrementa la precisién diagnoéstica. Y aunque el uso de una prueba funcional
ademas de una prueba de tamizaje cognitivo incrementa la sensibilidad para diagnosticar un
envejecimiento patolégico (Tappen et al., 2010), al final se decidi6 no incluir ninguna de estas escalas,
pues ello suponia alejarse del objetivo del protocolo, que es determinar el nivel de deterioro a través
de la evaluacion de los cinco dominios cognitivos y no alcanzar un diagnostico ni medir las
consecuencias de ese deterioro en la vida cotidiana de los sujetos.

Se pens6 también en incluir una escala de depresion con la finalidad de asegurar que los
resultados no estuvieran influidos por el estado de &nimo del sujeto. Ciertos estudios han sugerido
que existe una relacion patogénica entre la EA y la depresién. En un metaanélisis Jorm (2000)
concluyo que la depresidn estd asociada a un incremento del riesgo de padecer demencia. De hecho,
maés del 40% de los pacientes con EA sufren, en mayor o menor grado, depresion (Whooley et al.,
1999; Miller-Thomsen et al. 2002; Olin et al, 2002).

La depresion en personas mayores generalmente es causada por enfermedades relacionadas
con el envejecimiento fisico y mental, por situaciones sociales o por dificultades financieras
(Beekman et al., 2000; Cole & Dendukuri, 2003). Aunque los sintomas que caracterizan la depresién
en esta poblacidn se superponen a los observados en las personas mas jovenes, no es tan facil de
identificar. Incluso los manuales diagndsticos (DSM en Estados Unidos y CIE en Europa) tienden a
infraestimarla, especialmente en aquellos sujetos con demencia (Muller-Thomsen et al., 2005) -para
los cuales no existe un protocolo de referencia.

El diagndstico correcto de la depresion en los EA es de gran importancia porque puede tratarse

exitosamente en la mayoria de los casos (Lyketsos & Olin, 2002). Este buen diagnostico deberia
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basarse en un enfoque multidimensional: entrevista clinica, anamnesis previa a la enfermedad,
observacion del comportamiento del paciente, entrevista con los familiares y cuidadores, y
observacion de la posible alteracion de los biorritmos (Colasanti et al., 2010). Esto junto con la
combinacion de escalas de evaluacion de la depresion y los criterios del DSM/CIE son las
herramientas diagnosticas que complementan el buen diagnostico. Existe una gran variedad de escalas
y cuestionarios que evalGan el estado depresivo. Algunas pruebas deben ser aplicadas por un
evaluador y otras son autoaplicadas.

La prueba autoaplicada mas conocida y usada es el Inventario de Depresion de Beck (BDI,
del inglés Beck Depression Inventory) (Beck, 1972). Explora un limitado rango de sintomas ante los
que el sujeto debe escoger el nivel de gravedad que mejor representa su estado durante la semana
anterior. Esta caracteristica hace que el BDI sea especialmente util en el control de las variaciones de
la intensidad de la depresion a lo largo del tiempo (Beck & Bemesderfer, 1974; Beck et al., 1988).
Dado que el objetivo no era un seguimiento se buscé otra escala. La Hamilton Depression Rating
Scale (HAM-D o HDRS) (Hamilton, 1960) fue la siguiente opcion pues es considerada de manera
unanime la mejor prueba cuando se estudia la depresion. Ha sido traducida a varios idiomas y es
usada en todo el mundo, tanto en la practica clinica como en la investigacion. Incluso se ha convertido
en un punto de referencia para otras escalas (Bagby et al., 2004). Es una entrevista semiestructurada
que evalua la gravedad de la depresion. La version inicial estaba formada por 21 items, pero se redujo
a 17 en la version modificada y revisada (Hamilton, 1967). A pesar de ser ampliamente utilizada, la
HDRS presenta unas limitaciones evidentes: no es adecuada para evaluar depresion en sujetos con
dafio cognitivo debido a su estructura especifica y ademas requiere de personal entrenado para
aplicarla (Ruhé et al., 2005). Por esos motivos fue descartada y en su lugar se penso en la Escala de
Depresion Geriatrica (GDS, del inglés Geriatric Depression Scale) (Yesavage et al., 1983). Esta
prueba ha sido probada y usada extensamente con la poblacion de adultos mayores con buena salud,
con enfermedad médica o con deterioro cognitivo leve-moderado de EEUU, Europa y Latinoamérica.

En 1986 se cred una version reducida en la que se seleccionaron las preguntas que guardaban la mayor
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correlacion con los sintomas depresivos, de 30 items se paso a 15 (Sheikh & Yesavage, 1986). Esta
version abreviada facilita su aplicacion en pacientes con demencia leve a moderada que pueden
concentrarse por lapsos breves o se fatigan con facilidad. La GDS-15 ha sido validada para el uso con
pacientes con EA (Muller-Thomsen et al., 2005), dando buenos resultados en aquellos pacientes con
un estado de deterioro leve (Brodaty & Luscombe, 1996), pero no en fases avanzadas (Burke et al.,
1991; Feher et al., 1992; Zarb, 1996). Las preguntas estan formuladas de manera clara y comprensiva,
y tienen en cuenta la mayoria de los sintomas de la depresion geriatrica. Su principal limitacion es
que es una prueba autoaplicada y no implica recurrir a informantes proximos para corroborar la
informacion.

Finalmente, se opt6 por prescindir de cualquier prueba que introdujera informacién subjetiva
al protocolo. Ademas, dado que los sujetos participantes en el estudio vienen derivados del Servicio
de Neurologia del Hospital de Cabuefies, se entiende que, en caso de sufrir depresion, ya estarian
diagnosticados.

En definitiva, el protocolo se compuso de las siguientes pruebas: MMSE y MoCA, como tests
de screening; TAVEC y denominacion de famosos, para evaluar la memoria; TDB y fluidez
(semantica, fonoldgica y de acciones), para evaluar el lenguaje; TMT, Stroop y digitos, para evaluar
las funciones ejecutivas; y Test del Reloj y Test de Retencion Visual de Benton, para evaluar las
habilidades visoespaciales.

Una vez seleccionadas las pruebas que formarian parte del protocolo se procedio a aplicarlo
a una submuestra de controles y pacientes (tabla 12) para medir el tiempo que empleaban en
completarlo. El objetivo era no extenderse mas alla de una hora en su aplicacion, pues las baterias de
pruebas neuropsicoldgicas integrales pueden Illevar mucho tiempo y ser una carga para pacientes y
administradores de los tests, disminuyendo concentracion y rendimiento por causas independientes a

las propias disfunciones cognitivas.
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Tabla 12

Submuestra para medir el tiempo empleado en completar el protocolo inicial. Tabla 12.

Variables EA DCL Control

N 5 5) )

Media de edad = DT (afios) 86 + 7.07 82 +6.38 74.25 + 6.86
Educacion (B/P/S) 2/2/1 21211 21211
Género (H/M) 2/3 2/3 2/3
Duracion de laenfermedad 4*1.4 2+1.6

EA: Enfermedad de Alzheimer; DCL: Deterioro Cognitivo Leve; N: NUmero muestral; DT:

Desviacion Tipica; B: estudios Basicos; P: estudios Primarios; S: estudios Superiores; H: Hombre;

M: Mujer.

Como el tiempo empleado por controles y pacientes en completar el protocolo excedia la hora

de duracién se decidio reemplazar el TAVEC por la Lista de palabras del CERAD y el TRVB por la

FCRO. El protocolo final, por tanto, incluiria las siguientes pruebas:

1.

2.

8.

9.

Montreal Cognitive Assessment (MoCA) (Lozano-Gallego et al., 2009).

Mini Mental State Examination (MMSE) (Folstein et al., 1975).

Fluidez fonolégica

Fluidez semantica.

Fluidez verbal.

Test del reloj (TR) (Shulman et al., 1986) (Cacho et al., 1999).

Lista de palabras del Consortium to Establish a Registry for Alzheimer's Disease (CERAD)
(Morris et al., 1989).

Figura Compleja Rey-Osterrieth (FCRO) (Osterrieth, 1944; Rey, 1941).

Prueba de digitos (Wechsler, 1999).

10. Trail Making Test (TMT) (Reitan & Wolfson, 1995).
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11. Test Stroop (Golden, 1978).
12. Test de Denominacion de Boston (TDB) (Kaplan et al., 2001)

13. Denominacion de Personajes Famosos.

Tras esta modificacion, el tiempo se redujo significativamente (Tabla 13 y Figura 12).

Tabla 13

Tiempo empleado en el protocolo inicial y final por las distintas submuestras.

Grupo Protocolo inicial Protocolo final p-valor
EA 90.91 74.27 .000*
DCL 74.82 61.75 .003*
Control 55.12 39.76 .000*

EA: Enfermedad de Alzheimer; DCL.: Deterioro Cognitivo Leve

Figura 12

Comparacién del tiempo empleado por las distintas submuestras en completar el protocolo inicial

(rosa claro) y el protocolo final (rosa oscuro).
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4.2. Medicion del biomarcador

Para poder medir el biomarcador de la Enfermedad de Alzheimer, primero era necesario
recoger muestras de sangre; lo segundo, determinar el modo de almacenamiento; y lo tercero, escoger

el modo de medicion.

4.2.1. Recogida de las muestras de sangre de controles y pacientes

Para la recogida de las muestras de sangre era necesario, en primer lugar, obtener el permiso
del Hospital de Cabuefies. Fernando Cuetos -en calidad de director del equipo de investigacion de la
Facultad de Psicologia que, junto con la Facultad de Quimica y el departamento de Bioguimica y
Biologia Molecular de la Universidad de Oviedo, forma parte de un estudio sobre el diagndstico
precoz de la enfermedad de Alzheimer, como parte de un proyecto subvencionado por el Ministerio
de Economia y Empleo (referencia: GRUPIN 14-021)- redact6 una carta solicitando permiso al
director médico del Hospital para pedir la colaboracion de los pacientes. En la mencionada carta se
incluye, ademas, el compromiso de devolver un informe con los resultados de la evaluacion y asegurar
en todo momento el anonimato de los datos recolectados. Adjunto a esta carta se incluia un informe
detallado de todo el estudio. En el Anexo 2 se adjunta la respuesta afirmativa del Comité de
Investigacion Clinica Regional del Principado de Asturias para llevar a cabo el mencionado estudio.

Una vez obtenidos los permisos, se procedio a la reclutar la muestra. Los participantes debian

acudir en dos ocasiones al Hospital de Cabuefies: un dia por semana en horario de tarde a la evaluacion
cognitiva; y otro dia, de esa misma semana, pero en horario de mafiana, para la extraccion de sangre.
Para concertar la primera cita, la doctora Carmen Martinez -en el caso de los pacientes con DCL y
EA- y el doctor José Maria Asensi -en el caso de los pacientes con EP- informaban a los sujetos en
compafiia de los cuidadores de la posibilidad de participar en un estudio de diagndstico precoz de la
Enfermedad de Alzheimer. A los que aceptaban participar se les incluia en un Excel en el que se les
asignaba un cédigo de identificacion y se les llamaba para concertar el dia de la evaluacion y el dia

de la extraccion.
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La evaluacion se llevaba a cabo en una consulta de la planta de neurologia del Hospital de
Cabueries, preferiblemente en el despacho de la Doctora Carmen Martinez, dado que era un lugar
conocido por los pacientes. Durante una media de 55 minutos los sujetos iban completando los
distintos tests y al finalizar, en presencia del cuidador/acompafante, se les entregaba dos documentos:

1. EIl consentimiento informado, en el que el participante afirmaba haber sido informado de las
caracteristicas del estudio por parte de su neur6logo de referencia y aceptaba no solo realizar
la evaluacion neuropsicoldgica sino también dejarse extraer unas muestras de sangre con fines
cientificos, asegurando el anonimato en todo momento.

2. El volante que el paciente debia presentar en la ventanilla de extracciones del Hospital de
Cabuerfies para que los enfermeros supieran qué cantidad de sangre debian extraer y en qué
tubos almacenarla. En concreto se les extraia:

e 1tubo de 3.5 cc con gel y sin anticoagulante.
e 2tuboscon EDTAde 10 cc

En el caso de los controles, la forma de proceder fue practicamente la misma. La Unica
diferencia eran los lugares donde contactarlos; es decir, en lugar de reclutarlos en el Hospital de
Cabueries, se recurrié a centros de mayores y al Programa Universitario de Mayores de la Universidad
de Oviedo. La evaluacion se llevaba a cabo en salas aisladas de esos mismos lugares, pero la

extraccion en el propio Hospital de Cabueries.

4.2.2. Protocolo de almacenamiento de las muestras de sangre

Una vez recogidas las muestras de sangre en el Hospital de Cabuefies, se llevaban esa misma
mafiana a Oviedo. El tubo pequefio, tras un proceso de centrifugacion en el propio hospital, se
almacenaba en un congelador del laboratorio de Agustin Costa, en el departamento de Quimica
Analitica de la Facultad de Quimica; los tubos mayores se llevaban al laboratorio de Maria Teresa
Fernandez, en el departamento de Bioquimica y Biologia Molecular del Edificio Santiago Gascoén,

donde se iniciaba el proceso de separacion y posterior congelacion del suero y linfocitos:

131



1. EIl procesamiento se lleva a cabo en una campana extractora, especialmente disefiada para
eliminar vapores generados por compuestos quimicos y mantener un ambiente limpio de
contaminacion. Guantes en las manos para evitar cualquier contacto con la sangre y los
reactivos y bata de manga larga para evitar cualquier salpicadura.

2. Mezcla de la sangre con el tampon fosfato salino o buffer fosfato salino (conocido también
por sus siglas en inglés, PBS, Phosphate Buffered Saline). Los tampones o buffers son
concentraciones relativamente elevadas de un &cido y su base conjugada, que mantienen
estables el pH de las disoluciones.

3. Separacion por gradientes de densidad empleando la técnica de Ficoll hypaque. Esta técnica
consiste en separar las Células Mononucleares de la Sangre Periférica (CMSP) de otras células
de la sangre mediante centrifugado. Durante la centrifugacion se van formando varias capas

(Figura 13):

Figura 13
Separacion por gradientes de densidad utilizando la técnica de Ficoll hypaque.

ANTES DEL DESPUES DEL
CENTRIFUGADO CENTRIFUGADO

Sangre

Granulocitos

Ficoll
Células roja precipitadas

4. Recogida del suero, unos 20 mL, y almacenamiento en tubos de 50 mL en el congelador.

5. Recogida de los linfocitos en tubos eppendorfs en los que previamente se habia afiadido 80 pl
de un Buffer. Este tampdn se elabora con TRIS HCI (tris(hidroximetil)aminometano con acido
clorhidrico), Nonyl Phenoxypolyethanol (NP - 40), Inhibidor de la Proteasa, Cloruro sédico

(NacCl) y agua (H20) destilada.
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6. Sonicacion y ultracentrifugacion de la mezcla anterior para recoger el liquido resultante en
tubos eppendorf, dejando el sedimento y almacenando el resto en el congelador. Con la
sonicacion se busca romper la membrana semipermeable que crea la barrera entre el interior
de la célula y el ambiente extracelular. De este modo, se obtienen los organelos, proteinas,
ADN, ARN mitocondrial y deméas moléculas del interior de las células.

Este proceso (ver en detalle Anexo 3) se llevo a cabo con un total de 65 muestras de pacientes
y 72 muestras de controles.

El objetivo inicial era buscar las concentraciones de la proteina p53 conformacionalmente
alterada y de las enzimas oxidativas catalasa, glutation peroxidasa y superoxido dismutasa mediante
técnicas bioguimicas en colaboracién con el equipo del Profesor Memo del departamento de Medicina
Molecular y Traslacional de la Universidad de Brescia. Motivo por el cual se realiz6 una estancia
doctoral en el mencionado laboratorio. Pero debido a la finalizacion del proyecto vinculante durante
el 2017, finalmente se optdé por la medicion exclusiva del p53 conformacionalmente alterado
mediante una técnica electroquimica desarrollada por el equipo del Profesor Agustin Costa, del

departamento de Quimica Analitica de la Universidad de Oviedo (Amor-Gutiérrez et al., 2019).

4.2.3. Método de medicion

La técnica empleada para la medicion de la proteina fue un biosensor electroquimico. Los
sensores y biosensores electroquimicos responden a la necesidad social actual de dispositivos de
andlisis baratos, portatiles, fiables, y de facil manejo. (Gonzélez & Costa, 2010).

Los sensores se podrian definir como dispositivos capaces de responder a un analito concreto en el
seno de una muestra compleja (Gonzélez & Costa, 2010). Constan de dos elementos, representados
en la Figura 14:

1. Un receptor preparado para detectar especificamente una sustancia, el analito.

2. Un transductor o sensor, capaz de interpretar la reaccién de reconocimiento bioldgico que

produce el receptor y traducirla en una sefial cuantificable.
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Figura 14

Esquema de un biosensor y fundamento de su funcionamiento
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En el caso del biosensor electroquimico, el transductor es un electrodo -de ahi lo de
electroquimico-, y en el receptor intervienen especies bioldgicas (enzimas, anticuerpos, receptores
proteicos...) -de ahi lo de biosensor. De este modo, combinan la sensibilidad de las técnicas
electroguimicas con la selectividad de los procesos de reconocimiento biologico.

Ademés de la sensibilidad y selectividad, otras ventajas fundamentales propias de los
biosensores son la posibilidad de obtener resultados en tiempo real, ya sea a nivel cualitativo (si/no)
0 cuantitativo; la posibilidad de evaluar la cinética de la interaccion (constante de afinidad,
asociacion, disociacion...); y el bajo coste, sobre todo cuando para su construccion se emplean
transductores electrodos serigrafiados.

Los transductores de los electrodos convencionales, que son los empleados en investigacion,
se elaboran con oro, platino o carbono. Sin embargo, esto no resulta util en la practica clinica cuando
el fin es el interés diagndstico y, por tanto, el empleo de un solo uso. Es decir, dado que el contacto
del elemento de reconocimiento con la muestra (sangre, suero, orina...) invalida al sensor para
posteriores usos, la logica seria elaborar sensores de usar y tirar. La solucion a este problema es el
uso de la técnica del serigrafiado que, ademas de resolver el problema practico y econémico, presenta

una serie de ventajas:
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1. Flexibilidad del disefio, lo que permite cualquier geometria y variaciones tanto en el nimero
de electrodos como en el volumen de celda electrolitica.

2. Combinacion de distintos materiales electrédicos, en funcion de las necesidades de
transduccion, en la misma celda electrolitica gracias a la variedad de tintas de serigrafiado
(oro, platino, carbono, plata o cloruro de plata).

3. Posibilidad de pretratamientos y modificaciones. Debido a las distintas geometrias de los
electrodos, asi como los diferentes materiales electrodicos empleados en la fabricacion de los
mismos, se puede llevar a cabo modificaciones en las superficies de éstos con distintos
materiales y esto permite mejorar las propiedades de los mismos.

4. Adaptacion a distintos soportes; es decir, los materiales empleados para la tarjeta soporte
donde queda impresa la celda electrolitica y los electrodos pueden variar (plasticos,
ceramicas...).

5. Automatizacion del proceso de produccién de las tarjetas serigrafiadas una vez definido el
disefio (escogidas las tintas, los tamafios de las celdas...).

6. Pequefio tamafo, por lo que las muestras requeridas para el analisis también deben ser
pequenas.

7. Portabilidad. Los sensores pueden ser manejados y transportados facilmente pudiendo llevar
a cabo determinaciones in situ; es decir, sin necesidad de transportar las muestras al
laboratorio.

8. Facil integracion con circuitos electrénicos, lo que permite obtener directamente la sefial
eléctrica sin necesidad de un tratamiento previo.

En la Figura 15 se puede observar las distintas partes de una tarjeta serigrafiada con un disefio
clasico de 3 electrodos:

1. Electrodo de trabajo (ET). Es el que hace contacto con el analito; es decir, es donde ocurre la
reaccion de interés/objeto de estudio. Aplica un potencial sobre el analito y facilita la
transferencia de electrones desde o hacia éste.
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2. Electrodo de referencia (ER). Posee un potencial constante y conocido de modo que actua
como referencia en la medicidn del proceso de reduccidn u oxidacion estudiado y controla el
potencial de los electrodos de trabajo.

3. Electrodo auxiliar o contraelectrodo (CE). Su funcién consiste en pasar toda la corriente
necesaria para equilibrar la corriente observada en el electro de trabajo; es decir, equilibra los
electrones afiadidos o eliminados por el electrodo de trabajo.

Hay muchos sistemas que tienen mas electrodos, pero sus principios de disefio son

generalmente los mismos.

Figura 15
Tarjeta serigrafiada con tres electrodos

— Electrodo auxiliar

Electrodo de trabajo 2
] —— Electrodo de referencia

Contacto eléctrico

Las dimensiones generales que presentan las tarjetas serigrafiadas son de 3.4 cm x 1.0 cm x
1.5 cm (largo x ancho x alto). El electrodo de trabajo es circular y presenta un didmetro de 4 mm, lo
cual hace que sean Optimos para trabajar con volimenes de aproximadamente 50 pL. Tanto el
electrodo de trabajo como el auxiliar estan constituidos por tinta de carbono. El electrodo de
referencia y los contactos eléctricos, de plata.

El proceso de serigrafiado o screen-printing consiste en colocar una plantilla con el disefio
deseado sobre el sustrato, haciendo pasar una tinta por esta plantilla. A continuacién, una etapa de
secado ycurado, y finalmente, recubrimiento con un aislante que deje libre inicamente las conexiones

y el area de trabajo del electrodo.
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Los electrodos serigrafiados asi producidos ya constituyen un buen sistema de transduccion,
pero se puede aumentar ain mas su sensibilidad mediante la nanoestructuracion del electrodo de
trabajo con nanotubos de carbono (Fanjul-Bolado et al., 2009) o nanoparticulas de oro (Martinez-
Paredes et al., 2008). Entre las ventajas de la nanoestructuracion destacarian:

1. Favorecimiento de los procesos electroquimicos que tienen lugar en el electrodo dado que
los nanomateriales presentan un area superficial mayor. A su vez esto conlleva, de acuerdo
con la ecuacion de Randles-Sevcik, ip = 2°69.10° n®2 v¥2 D2 AC, un aumento de la
intensidad de pico. Donde la iy es la intensidad de pico medida n el nimero de electrones
intercambiados entre la especie electroactiva y la superficie del electrodo, v la velocidad
de barrido, D el coeficiente de difusion, C la concentracion y A el area del electrodo.

2. Mejora de la transferencia de carga de la molécula electroactiva con el electrodo.

3. Disminucion de la energia necesaria para que tenga lugar la reaccién cuando los
nanomateriales actian como catalizadores.

4. Mejora de la conexion entre el analito con la superficie del electrodo; es decir, mejora de la
captura del analito.

Los electrodos de los biosensores empleados en el presente estudio fueron nanoestructurados
con nanoparticulas de oro. Las nanoparticulas son conglomerados o agrupaciones de 100 a 1000
atomos del elemento con dimensiones nanomeétricas. En concreto, las nanoparticulas de oro siempre
han suscitado un mayor interés debido a las propiedades del mencionado metal: elevada
conductividad, elevada relacion superficie/volumen, excelente biocompatibilidad y baja reactividad
frente a reactivos comunes. El principal inconveniente es el elevado coste, pero dado que la cantidad
empleada es pequefia, el incremento no es significativo.

A lo largo del siglo pasado se han ido desarrollando distintos métodos para la preparacion de
nanoparticulas de oro basados en la reduccion de sales de oro con agentes organicos reductores. El
método més popular fue el desarrollado por Turkevich et al. (1951). Sin embargo, en la actualidad, se

ha visto la posibilidad de generar in situ sobre la propia superficie del electrodo serigrafiado
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nanoparticulas de oro de forma mas sencilla, controlada y barata (Martinez-Paredes et al., 2008). Esta
metodologia consiste en una electrodeposicion de oro sobre el electrodo de trabajo aplicando corriente
o0 potencial eléctrico (Figura 16) (Chikae et al., 2006). Dentro de esta metodologia cabe destacar el
método desarrollado por Martinez-Paredes et al. (2009):
e Colocar una gota de 40uL de una disolucion de &cido clorodurico (HAuCls) sobre los
electrodos de la tarjeta serigrafiada.

e Aplicar corriente negativa constante al electrodo de trabajo. Dependiendo de la acidez, de la

concentracién de HAuUCI., de las intensidades aplicadas y del tiempo de electrélisis, se pueden
optimizar superficies nanoestructuradas con propiedades distintas pero reproducibles y

estables. El electro de trabajo debe ser de carbono.

Figura 16

Nanoestructuracion de electrodos serigrafiados con oro.

=P =5 = o)

Electrodeposicion de oro Nanoparticulas de oro

Para la medicion del p53 conformacionalmente alterado en plasma se establecié en el 2014
un convenio colaboracién con el equipo de Agustin Costa, que lleva méas de 10 afios investigando y
desarrollando métodos electroquimicos para la medicion sustratos bioldgicos (Amor-Gutiérrez et al.,
2017; Costa-Rama et al., 2014; Fanjul-Bolado et al., 2008; Fernandez-Abedul & Costa-Garcia, 2008;
Neves et al., 2012). Entre los objetivos del mencionado proyecto estaba el desarrollar un biosensor
electroquimico capaz de medir la cantidad de biomarcador presente en las muestras de sangre
recogidas. Para ello se emplearon electrodos serigrafiados de carbono suministrados por DropSens

que fueron nanoestructurados y modificados con el objetivo de que detectaran el analito del estudio;
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es decir el p53 conformacionalmente alterado. Las modificaciones que se llevaron a cabo fueron

(Figura 17):

Absorcién del anticuerpo monoclonal de la p53. Los anticuerpos monoclonales son
anticuerpos idénticos entre si producidos por un solo tipo de célula del sistema inmune, un
clon de linfocitos B. Gracias a su gran especificidad, s6lo capta la proteina p53
conformacionalmente alterada, el analito que se pretende cuantificar.

Blogueo con seroalbimina de suero bovino (BSA, del inglés Bovine Serum Albumin). Una
vez absorbido el anticuerpo, se rellenan los espacios que no han sido ocupados por éstos con
un buffer de bloqueo, en este caso BSA. El objetivo es prevenir uniones no especificas de los
anticuerpos y evitar asi falsos positivos.

Adicion del péptido de la p53 sin marcar. Dado que cuanta mayor concentracion de esta
proteina en sangre mayor es el deterioro (Cenini et al., 2008), se espera que este péptido sature
los anticuerpos monoclonales.

Adicion del péptido de la p53 marcado con biotina. La proteina p53 marcada es el analito
que esperamos medir. Por tanto, si previamente deciamos que a mayor cantidad de p53 mayor
deterioro; ahora a menor cantidad de p53 biotinilado, mayor deterioro. El péptido biotinilado
saturara aquellos anticuerpos que no hayan sido ocupados por el péptido p53. EI motivo por
el cual esta proteina estd marcada con la biotina es que ésta se unira con la estreptavidina,
enzima que se afiadira en la fase siguiente.

Adicion de estreptavidina con la enzima fosfatasa alcalina (la estreptavidina se une a la
biotina de la p53). La unidn biotina/estreptavidina permite una mayor amplificacion de la
sefial final. La fosfatasa alcalina se unira con la ultima enzima afiadida, 3-indoxil-fosfato.
Adicion del sustrato de la enzima (3-indoxil-fosfato) y la plata (Ag). La oxidacion de la
plata unida a través de distintos conjugados moleculares a la p53 biotinilada, es lo que se
medira finalmente. Esta oxidacion tiene lugar debido a la aplicacion de corriente eléctrica en

la Gltima fase.
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e Registro de la sefial electroguimica correspondiente a la oxidacion de la plata mediante
el uso de la técnica amperométrica. Esta técnica se basa en la medida de la intensidad de
corriente para relacionarla con la concentracion del analito de interés, habiendo trazado
previamente una recta de calibrado. El analito, sea 0 no electroactivo, debe participar en una
reaccion de transferencia de electrones en la superficie del electrodo, tal y como ocurre en la
oxidacién de la plata. La forma de amperometria mas utilizada en los biosensores
electroquimicos es la directa. Para ellos se parte de la hip6tesis de Nernst y de la ecuacién de
difusion en régimen estacionario, ig = k C, donde la C es la concentracion del analito en la
disolucion, k el coeficiente de proporcionalidad entre la intensidad de difusion y iq la
concentracion de analito, que tomaré valores diferentes en funcion del electrodo empleado.
Mediante esta ecuacion se puede conocer la concentracion del analito en la muestra,
interpolando en la recta de calibrado la intensidad medida para dicha disolucion de muestra.
La medicion es posible porque el producto de la catalisis enzimatica que genera la sefial

analitica es la plata metalica que s6lo queda depositada donde ha reaccionado el analito.

Figura 17

Proceso de desarrollo del biosensor electroquimico para la medicion de la proteina p53

conformacionalmente alterada.

3-IP/Ag*
) p53y p53 K Estreptavidina A AP A AP Ag°
Anticuerpo —\ BSA = marcado = con enzima = = =
— — N —_— —_— N —_— — =
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RESULTADOS
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Los analisis estadisticos fueron realizados usando un paquete estadistico (SPPS 22, SPSS Inc.,

Chicago, Ill., USA).

1. Protocolo

Con el fin de determinar si los tests seleccionados para conformar el protocolo
neuropsicologico permiten diferenciar entre los distintos grupos, se procedid al analisis comparativo
mediante el test no paramétrico de Kruskal-Wallis - debido al no cumplimiento de los supuestos

paramétricos (tabla 14).

Tabla 14

Resultados de la prueba Kruskal-Wallis

Pruebas Chi-cuadrado Gl p valor
MMSE 53.326 3 .000*
MoCA 67.856 3 .000*
Fluidez Fonoldgica 9.461 3 .024*
Fluidez Seméntica 25.025 3 .000*
Fluidez Verbal 11.651 3 .009*

Test del Reloj

Copia 14.765 3 .002*

Orden 20.854 3 .000*
CERAD

Total 48.886 3 .000*

Recuerdo 58.798 3 .000*

Reconocimiento 6.496 3 .090

Figura Compleja Rey-Osterrieth
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Copia 34.217 3 .000*

Memoria 62.759 3 .000*
Digitos

Directos 8.103 3 .044*

Inversos 12.393 3 .006*

Trail Making Test A

Correctas 16.951 3 .001*
Error 9.296 3 .026*
Tiempo 20.827 3 .000*

Trail Making Test B

Correctas 60.662 3 .000*
Error 35.786 3 .000*
Tiempo 52.759 3 .000*
Stroop
P 23.000 3 .000*
C 33.269 3 .000*
PC 45.464 3 .000*
Interferencia 10.416 3 .015*
Boston 26.181 3 .000*
Famosos 56.719 3 .000*

gl: grados de libertad; MMSE: Mini Mental State Examination, MoCA: MontrealCognitive

Assessment; CERAD: Consortium to Establish a Registry for Alzheimer’s Disease

La prueba Kruskal-Wallis indica que hay diferencias en todas las pruebas excepto en el subtest
de reconocimiento. Pero este estadistico no especifica entre qué grupos se dan, sélo indica que hay

diferencias entre dos de los grupos comparados. Para saber entre qué grupos y entre qué variables se
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dan estas diferencias se utiliz6 el estadistico no paramétrico U de Mann-Whitney, comparando los

grupos dos a dos (ver tablas 15, 16, 17, 18 y 19). A fin de contrarrestar el incremento en la tasa de

error tipo | debido a estar realizando sobre unos mismos datos una serie de ajustes, se realiz6 un ajuste

en el nivel de o asumido. Aplicando la correccion de Bonferroni, el o corregido pasaria a ser 0.01; es

decir, 0.05/5. Por ultimo, segin recomendaciones de la APA (2009), se calculé también el tamarfio del

efecto. Donde, a la hora de valorar el tamafio de los efectos obtenidos, se puede usar el criterio descrito

por Cohen (1988): d = 0.2 (bajo), d = 0.5 (medio); d = 0.8 (grande). Donde d se calcula aplicando la

siguiente ecuacion:

iad=

JH:_JH:

(lny —05D3 +(ng -115D3

A

(ng+ngl-2

Donde, d: valor d de Cohen (diferencia de Medias Estandarizadas); M1, M2: valores medios

del primer y segundo conjunto de datos; SD1, SD2: Desviacion Estandar del primer y segundo

conjunto de datos.

Tabla 15

Resultados de la prueba U de Mann-Whitney para los sujetos con DCL vs. Controles.

Pruebas Grupo U de Mann- VA p valor  Tamafio de
DCL Control Whitney efecto (d)
M (DT) M (DT)

MMSE 26.24 (2.51)  28.96 (1.17) 122.5 -3.760 .000* 1.39
MoCA 20.08 (3.95) 26.44(2.39) 53.50 -5.042 .000* 1.95
Fluidez Fonoldgica 12.08 (3.53)  14.36 (3.47) 208.00 -2.037 .0420 0.65
Fluidez Seméntica 14.88 (4.20)  16.76 (4.30) 261.00 -1.006 .0314 0.44
Fluidez \erbal 10.68 (4.49) 12.76 (4.70) 256.500 -1.093 275 0.45
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Test del Reloj
Copia
Orden
CERAD
Total
Recuerdo
Reconocimiento
FCRO
Copia
Memoria
Digitos
Directos
Inversos
Trail Making Test A
Correctas
Error
Tiempo
Trail Making Test B
Correctas
Error
Tiempo
Stroop
P
C
PC

Interferencia

9.18 (1.51)

9.08 (1.50)

12.12 (3.73)
1.64 (1.96)

7.24 (2.62)

30.28 (5.84)

8.02 (7.77)

7.68 (1.55)

4.56 (2.02)

24.60 (1.61)

0.12 (0.33)

92.16(45.35)

21.72 (3.60)

2.84 (2.98)

9.9 (0.41)

9.86 (0.60)

16.28 (2.48)
4.68 (1.97)

8.60 (1.63)

34.20 (2.83)

21.86 (5.01)

9.00 (1.80)

5.12 (1.45)

25.00 (0.00)
0.00 (0.00)

62.60 (13.6)

24.44 (1.29)

0.56 (1.29)

252.24(111.8) 130.84(53.91)

35.84 (8.56)
36.24 (8.35)
35.80 (4.60)

45.84 (6.59)

43.28 (5.55)
45.28 (8.96)
47.92 (8.43)

52.96 (10.25)

221.50

234.500

96.50

87.00

210.50

134.50

51.00

186.00

236.50

275.000

275.00

206.00

148.00

150.50

94.50

147.50

126.50

49.00

156.50

-2.168

-2.437

-4.235

-4.427

-2.024

-3.502

-5.081

-2.497

-1.506

-1.768

-1.769

-2.068

-3.484

-3.433

-4.231

-3.206

-3.615

-5.127

-3.031

.015

.030

.000*

.000*

.0430

.000*

.000*

013

132

077

077

.039

.000*

.001*

.000*

.001*

.000*

.000*

.002*

0.65

0.68

1.31

1.67

0.62

0.99

2.12

0.79

0.32

0.35

0.51

0.89

1.01

0.99

1.17

1.03

1.04

1.78

0.83

146



Boston 11.52 (2.04)  12.84 (1.18) 188.50 -2.449 014 0.79

Famosos 10.88 (4.45)  17.64 (3.29) 73.00 -4.661 .000* 1.73

*p<0.01

M: Media; DT: Desviacién Tipica

Los sujetos con DCL obtuvieron resultados significativamente inferiores a los controles en
casi todas las pruebas, a excepcidn de las pruebas de fluidez, la version a la orden del test del reloj,
digitos inversos, subtest de reconocimiento de la Lista de palabras del CERAD y TMT-A. Las
diferencias estadisticamente significativas mas relevantes, con tamafios de efecto grandes (d > 0.80),

se dieron en pruebas de screening, de memoria, de funciones ejecutivas y de denominacion.

Tabla 16

Resultados de la prueba U de Mann-Whitney para los sujetos con EA vs. controles.

Pruebas Grupos U de Mann- z p valor  Tamafio de
EA Control Whitney efecto (d)
M (DT) M (DT)

MMSE 23.88(2.76)  29.00 (1.00) 23.50 -5.680  .000* 2.47
MoCA 16.00 (3.70) 25.60 (3.14) 16.00 -5.763 .000* 2.80
Fluidez Fonologica 11.20 (5.02) 14.20 (3.29) 169.00 -2.798 .005* 0.71
Fluidez Semaéntica 11.48 (3.12) 16.48 (5.07) 115.50 -3.835 .000* 1.19
Fluidez Verbal 10.12 (4.39) 12.32 (5.64) 242.50 -1.363 173 0.44

Test del Reloj

Copia 8.60 (2.08)  9.84 (0.55) 20650  -2.748  .006* 0.81
Orden 7.72(2.34)  9.76 (0.88) 14600  -3.833  .000* 1.15
CERAD
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Total 9.20 (3.82) 15.56 (2.84) 53.00 -5.050 .000* 1.89

Recuerdo 0.44 (0.96) 4.16 (1.93) 21.00 -5.837 .000* 2.44

Reconocimiento 7.32 (2.61) 8.20 (1.68) 266.50 -0.908 364 0.40
FCRO

Copia 21.60 (13.47)  33.80 (3.25) 106.50 -4.043  .000* 1.24

Memoria 2.96 (3.42) 19.98 (7.59) 20.00 -5.697 .000* 2.89
Digitos

Directos 7.76 (1.88) 8.72 (1.95) 226.00 -1.727 084 0.50

Inversos 4.12 (1.56) 5.24 (1.48) 188.00 -2.479 .013 0.74
Trail Making Test A

Correctas 24.44 (1.32)  24.92 (0.40) 262.00 1736 .082 0.49

Error 0.60 (1.32) 0.08 (0.40) 250.00 -2.011 .044 0.53

Tiempo 98.04 (44.35)  59.60 (17.66) 119.50 -3.746  .000* 1.14
Trail Making Test B

Correctas 20.12 (4.68) 24.36 (1.82) 113.50 -4.100 .000* 1.19

Error 4.40 (3.10) 0.64 (1.82) 75.00 4799  .000* 1.50

Tiempo 324.16(107.86) 130.12(49.06) 31.00 5463  .000* 2.32
Stroop

P 35.00 (8.97)  42.12(6.21) 160.50 -2.953 .003* 0.92

C 33.76 (8.15)  44.28(10.58)  134.00 -3.468  .001* 1.11

PC 37.92 (11.26) 47.68 (9.99) 114.50 -3.848 .000* 0.92

Interferencia 50.76 (13.43) 53.64 (11.01) 251.00 -1.194 232 0.23
Boston 9.36 (3.08)  12.28 (2.01) 135.00 -3.466  .001* 1.12
Famosos 6.96 (5.80) 17.08 (3.76) 53.00 -5.044 .000* 2.07
*n<0.01
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Los sujetos con EA obtuvieron resultados significativamente inferiores a los controles en casi
todas las pruebas, a excepcion de las pruebas de Fluidez Verbal, subtest de Reconocimiento de la
Lista de palabras del CERAD, Digitos Directos, total puntuaciones Correctas y Errores del TMTA, y
en Interferencia del Stroop. Las diferencias estadisticamente significativas méas relevantes, con
tamarios de efecto grandes, se dieron en pruebas de screening, de lenguaje, de memoria, de funciones

ejecutivas y de denominacion.

Tabla 17

Resultados de la prueba U de Mann-Whitney para los sujetos con EP vs. controles.

Pruebas Grupo U de Mann- z pvalor  Tamafio de
Whitney efecto (r)
EP Control
M (DT) M (DT)
MMSE 27.07 (3.10) 29.13 (1.13) 61.50 -2.188 .033 0.88
MoCA 21.80 (4.80) 26.00 (2.14) 55.00 -2.398 .016 1.13
Fluidez Fonoldgica 11.33(6.80) 14.40 (4.01) 69.00 -1.809 074 0.54
Fluidez Semantica 16.53 (6.39) 18.13 (5.14) 99.00 -0.562 595 0.28
Fluidez Verbal 10.47 (3.40) 13.53 (4.45) 68.00 -1.855 .067 0.77
Test del Reloj
Copia 9.57 (0.90) 9.87 (0.52) 90.50 -1.406 367 0.41
Orden 9.23 (1.86) 10.00 (0.00) 82.50 -2.106 217 0.58
CERAD
Total 13.40 (3.87) 15.40 (2.53) 70.50 -1.764 .081 0.61
Recuerdo 3.33 (2.56) 4.00 (1.31) 97.50 -0.629 539 0.33
Reconocimiento 8.13 (1.60) 8.47 (0.92) 99.50 -0.554 595 0.26
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FCRO

Copia 30.10 (6.49) 35.00 (1.31) 39.00 -3.120 .002* 1.05

Memoria 13.03 (9.11) 21.83 (5.15) 50.00 -2.596 .009* 1.19
Digitos

Directos 8.53 (1.73) 9.27 (1.44) 84.00 -1.214 250 0.46

Inversos 3.73 (2.02) 5.53(1.41) 46.50 -2.793 .005* 1.03
Trail Making Test A

Correctas 24.47 (1.25) 25.00 (0.00) 90.00 -1.792 367 0.60

Error 0.33 (1.05) 0.00 (0.00) 97.50 -1.438 539 0.44

Tiempo 96.87 (50.10)  52.67 (15.54) 36.50 -3.155  .001* 1.19
Trail Making Test B

Correctas 2167 (5.27)  24.87(0.35) 22.50 -4.223  .000* 0.80

Error 2.20 (2.04) 0.13 (0.35) 29.50 -3.757  .000* 1.41

Tiempo 234.80(120.15) 107.93(31.65) 27.00 3548  .000* 1.44
Stroop

P 33.60 (11.26)  41.80 (5.12) 62.00 -2.098 .037 0.94

C 36.07 (9.14) 47.07 (7.12) 41.00 -2.973 .002* 1.34

PC 37.87 (6.33) 50.40 (9.39) 28.50 -3.496 .000* 1.56

Interferencia 49.13 (6.85) 54.73 (9.98) 89.00 -0.979 .345 0.65
Boston 11.60 (2.92) 13.07 (1.27) 85.00 -1.156 267 0.65
Famosos 14.00 (5.55) 17.53 (3.72) 65.50 -1.964 .050 0.75
*n<0.01

Los sujetos con EP obtuvieron resultados significativamente inferiores a los controles, con

tamarfios de efecto grandes, en las pruebas de screening, habilidades visoconstructivas, memoria

visual y funciones ejecutivas.



Tabla 18

Resultados de la prueba U de Mann-Whitney para los sujetos con DCL vs. EA.
Pruebas Grupos U de Mann- Z p valor  Tamafio de
DCL EA Whitney efecto (r)
M (DT) M (DT)

MMSE 26.24 (2.51) 23.88 (2.76) 168.50 -2.809 .005* 0.89
MoCA 20.08 (3.95) 16.00 (3.70) 147.50 -3.211 .001* 1.07
Fluidez Fonoldgica 12.08 (3.53) 11.20 (5.02) 264.50 -0.936 349 0.20
Fluidez Semantica 14.88 (4.20) 11.48 (3.12) 145.50 -3.255 .001* 0.92
Fluidez Verbal 10.68 (4.49)  10.12 (4.39) 276.50 -0.701  .484 0.13
Test del Reloj

Copia 9.18 (1.51) 8.60 (2.08) 280.00 -0.723  .469 0.32

Orden 9.08 (1.50) 7.72 (2.34) 205.50 -2.268 .023 0.69
CERAD

Total 12.12 (3.73) 9.20 (3.82) 185.50 -2.488 .013 0.77

Recuerdo 1.64 (1.96) 0.44 (0.96) 179.00 -2.8689 .004* 0.78

Reconocimiento 7.24 (2.62) 7.32 (2.61) 302.00 -0.206 .836 -0.03
FCRO

Copia 30.28 (5.84)  21.60 (13.47) 193.50 2317 021 0.84

Memoria 8.02 (7.77) 2.96 (3.42) 192.00 -2.373 .018 0.84
Digitos

Directos 7.68 (1.55) 7.76 (1.88) 307.50 -0.100 .920 -0.05

Inversos 4.56 (2.02) 4.12 (1.56) 288.50 -0.476 .634 -0.24
Trail Making Test A

Correctas 24.60 (1.61)  24.44 (1.32) 300.00 -1.000 317 0.11

Error 0.12 (0.33) 0.60 (1.32) 269.00 -1.261 207 -0.5
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Tiempo 92.16(45.35) 98.04 (44.35) 277.50 -0.679 497 -0.13
Trail Making Test B

Correctas 21.72 (3.60) 20.12 (4.68) 286.50 -0.894 371 0.38

Error 2.84 (2.98) 4.40 (3.10) 211.50 -1.979 .048 -0.51

Tiempo 252.24(111.8)  324.16(107.86)  196.50 2254 024 -0.65
Stroop

P 35.84 (8.56) 35.00 (8.97) 292.00 -0.398 .690 0.1

C 36.24 (8.35) 33.76 (8.15) 245.00 -1.312 190 0.30

PC 35.80 (4.60)  37.92 (11.26) 310.50 -0.039 969 -0.25

Interferencia 45.84 (6.59) 50.76 (13.43) 233.50 -1.535 125 -0.47
Boston 11.52 (2.04) 9.36 (3.08) 179.00 -2.609 .009* 0.83
Famosos 10.88 (4.45) 6.96 (5.80) 179.50 -2.585 .010* 0.8
*p < 0.01

Al comparar los sujetos con EA con los DCL, se observé que los primeros obtuvieron

resultados inferiores a los segundos en préacticamente todas las pruebas. Las diferencias

estadisticamente significativas mas relevantes, con tamafios de efecto grandes, se dieron en pruebas

de screening, de lenguaje, de memoria y de denominacion.

Tabla 19

Resultados de la prueba U de Mann-Whitney para los sujetos con EP vs. EA

Pruebas Grupos U de Mann- Z p valor  Tamafio de
EP EA Whitney efecto (d)
M (DT) M (DT)
MMSE 27.07 (3.10)  23.88 (2.76) 78.00 -3.075  .002* 1.09
MoCA 21.80 (4.80) 16.00 (3.70) 70.50 -3.283 .001* 1.35
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Fluidez Fonologica

Fluidez Semantica

Fluidez Verbal
Test del Reloj
Copia
Orden
CERAD
Total

Recuerdo

Reconocimiento

FCRO
Copia
Memoria

Digitos
Directos

Inversos

Trail Making Test A

Correctas
Error

Tiempo

Trail Making Test B

Correctas

Error

Tiempo
Stroop

P

11.33 (6.80)
16.53 (6.39)

10.47 (3.40)

9.57 (0.90)

9.23 (1.86)

13.40 (3.87)
3.33 (2.56)

8.13 (1.60)

30.10 (6.49)

13.03 (9.11)

8.53 (1.73)

3.73 (2.02)

24.47 (1.25)
0.33 (1.05)

96.87 (50.10)

21.67 (5.27)

2.20 (2.04)

234.80(120.15)

33.60 (11.26)

11.20 (5.02)
11.48 (3.12)

10.12 (4.39)

8.60 (2.08)

7.72 (2.34)

9.20 (3.82)
0.44 (0.96)

7.32 (2.61)

21.60 (13.47)

2.96 (3.42)

7.76 (1.88)

4.12 (1.56)

24.44 (1.32)
0.60 (1.32)

98.04 (44.35)

20.12 (4.68)

4.40 (3.10)

324.16(107.86)

35.00 (8.97)

169.00

105.00

170.00

150.00

114.00

76.00

59.50

161.50

118.50

62.50

147.00

154.50

150.00

167.00

171.50

87.50

107.00

108.00

167.50

-0.519

-2.313

-0.491

-1.232

-2.225

-3.130

-3.924

-0.741

-1.935

-3.536

-1.169

-0.944

-2.294

-0.820

-0.447

-20158

-2.265

-2.227

-0.560

619

021

639

305

.040

.001*

.000*

472

.053

.000*

267

361

305

581

.659

.004*

024

.026

581

0.02

1.00

0.09

0.60

0.71

1.09

1.49

0.67

0.80

1.46

0.43

-0.22

0.023

-0.23

-0.02

0.31

-0.84

-0.78

-0.14
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C 36.07 (9.14) 33.76 (8.15) 160.500 -0.756 455 0.27

PC 37.87 (6.33) 37.92 (11.26) 166.00 -0.602 562 -0.01

Interferencia 49.13 (6.85) 50.76 (13.43) 186.50 -0.028 978 -0.15
Boston 11.60 (2.92) 9.36 (3.08) 114.00 -2.063 .040 0.75
Famosos 14.00 (5.55) 6.96 (5.80) 69.00 -3.319 .001* 1.24
*p < 0.01

Al comparar los sujetos con EA con los EP, se observé que los primeros obtuvieron resultados

inferiores a los segundos en todas las pruebas excepto en las pruebas que requerian mayor implicacion

de las funciones ejecutivas. Las diferencias estadisticamente significativas mas relevantes, con

tamarios de efecto grandes, se dieron en pruebas de screening, de memoria y de denominacion

Por tanto, en pacientes con DCL y con EA se obtuvieron diferencias estadisticamente

significativas con respecto a los controles en casi todas las pruebas mientras que, en sujetos con EP,

principalmente en las pruebas que median funciones ejecutivas. Al comparar a los pacientes con EA

con los sujetos con DCL y con EP las principales diferencias se centraron en screening, memoria y

lenguaje.
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2. Seguimiento

Para determinar qué tests predicen la evolucion de los pacientes con DCL a EA, al cabo de

dos afios se realizd un seguimiento. Se compararon las medias de los resultados obtenidos por los

pacientes que mantuvieron el diagndstico y los que no, partiendo del hecho de que en el momento de

la evaluacién todos tenian un diagndstico de DCL. Se calculd también el tamafio del efecto, usando

el criterio descrito por Cohen (1988) a la hora de valorar dicho tamafio: d = 0,20 (bajo) d = 0,50

(medio) d > 0,80 (grande) (Tabla 20).

Tabla 20

Resultados de la prueba U de Mann-Whitney para los sujetos con DCL vs. DCL-EA.

Pruebas Grupo U de Mann- VA pvalor  Tamafio de
DCL DCL-EA Whitney efecto (d)
M (DT) M (DT)
MMSE 27.00 (2.77) 24.75 (1.83) 30.000 -1.790 .082 0.958
MoCA 21.29 (4.20) 17.25 (2.60) 23.500 -2.226 .024* 1.158
Fluidez Fonoldgica 12.93 (3.10) 10.62 (4.50) 32.000 -1.645 110 0.598
Fluidez Seméntica 16.00 (4.38) 13.75 (4.30) 36.500 -1.346 .188 0.518
Fluidez \erbal 11.43 (5.10) 8.75 (3.54) 39.500 -1.132 267 0.610
Test del Reloj
Copia 9.68 (0.70) 8.75 (2.12) 47.000 -0.743 570 0.589
Orden 9.21 (1.47) 8.50 (1.69) 41.500 -1.153 .330 0.448
CERAD
Total 12.43 (4.70) 11.00 (1.93) 44.500 -0.827 441 0.398
Recuerdo 2.07 (2.23) 0.50 (0.53) 34.000 -1.573 145 0.969
Reconocimiento 7.14 (2.96) 7.00 (2.45) 49.000 -0.485 .664 0.051
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FCRO
Copia
Memoria

Digitos
Directos

Inversos

Trail Making Test A

Correctas
Error

Tiempo

Trail Making Test B

Correctas

Error

Tiempo
Stroop

P

C

PC

Interferencia

Boston

Famosos

29.29 (6.68)

9.64 (8.77)

8.07 (1.44)

4.79 (1.93)

24.29 (2.13)

0.21 (0.43)

102.21 (47.50)

21.86 (3.74)

2.79 (2.99)

31.12 (5.19)

4.94 (5.62)

7.12 (1.46)

4.12 (2.47)

25.00 (0.00)

0.00 (0.00)

80.63 (45.49)

20.12 (4.61)

3.50 (3.29)

278.21(117.23) 248.50(130.26)

34.93 (8.56)
37.93 (9.28)
36.36 (4.11)
45.79 (6.23)
12.00 (1.92)

12.07 (4.78)

37.00 (9.69)
34.87 (6.49)
34.62 (6.11)
44.50 (7.39)
11.12 (1.96)

8.37 (2.97)

47.500

38.500

38.500

33.000

44.000

44.000

38.500

42.500

48.500

54.00

51.500

39.000

36.500

49.500

41.500

28.000

-0.583

-1.203

-1.602

-1.078

-1.373

-1.376

-1.197

-0.939

-0.524

-0.137

-0.308

-1.163

-1.342

-0.446

-1.004

-1.920

570

.238

0.127

0.297

0.441

0.441

0.238

0.365

0.616

0.920

0.764

0.267

0.188

0.664

0.330

0.059*

-0.306

0.638

0.655

0.302

-0.471

0.691

2.593

0.414

-0.226

0.240

-0.226

0.382

0.334

2.14

0.454

0.930

Probablemente debido al pequefio tamafio muestral, la significacion estadistica es muy

reducida. Aun asi, se observan tamafios de efecto grandes y diferencias significativas en el MoCA 'y

en la prueba de denominacion de personajes Famosos, gran predictor de la demencia.
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3. Proteina p53 conformacionalmente alterada

Para determinar si hay diferencias significativas de concentraciones de la proteina p53

conformacionalmente alterada (tabla 21) entre grupos se procedié al Andlisis de Varianza (ANOVA)

de un factor (tabla 22).

Tabla 21

Concentracion de p53 conformacionalmente alterada para cada grupo evaluado.

Grupo N Concentracién (ng/ml)
Media (Desviacion tipica)
EA 20 11.67 (2.01)
Control EA 20 4.41 (2.66)
DCL 20 7.74 (1.66)
Control DCL 20 4.52 (1.93)
EP 15 9.04 (3.00)
Control EP 15 3.88 (1.91)
Tabla 22
Resultados del ANOVA.
Suma de F p valor
cuadrados cuadratica
Entre grupos 904.469 36.824 .000
Dentro de grupos 510.883 104
Total 1415.352 109

157



La F del ANOVA indica que hay diferencias estadisticamente significativas al menos entre
dos grupos para la variable concentracion (Fs,104=36.824, p<.000). Para saber entre qué grupos se dan
estas diferencias se utilizo el contraste post-hoc Tukey (tabla 23), dado que se cumple el supuesto de

homocedasticidad y los grupos son del mismo tamafio.

Tabla 23
Resultados del contraste post-hoc de Tukey

Grupo (1) Grupo (2) Diferencia medias Error estandar p-valor
DCL EA -3.92885 0.70088 .000*
CDCL 3.22200 0.70088 .000*
EP -1.29950 0.75704 524
EA DCL 3.92885 0.70088 .000*
CEA 7.25985 0.70088 .000*
EP 2.62935 0.75704 .010*
EP DCL 1.29950 0.75704 524
EA -2.62935 0.75704 .010*
CEP 5.07600 0.80931 .000*
*p < .05

El contraste post-hoc Tukey demuestra que la cantidad de p53 en sangre es significativamente
diferente entre pacientes con DCL y EA; entre pacientes con EA y EP; y entre pacientes con DCL,
EA, EP y respectivos controles. Donde no se observan diferencias significativas es entre pacientes

con DCLYyEP.
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4. Seguimiento de la proteina p53 conformacionalmente alterada

Para comprobar si la concentracion de la proteina p53 conformacionalmente alterada predice
la evolucién de los sujetos con DCL a EA, se comparan las medias de las muestras de los pacientes
que mantuvieron el diagnostico y los que evolucionaron a EA, partiendo del hecho de que en el
momento de la evaluacion todos tenian un diagndstico de DCL. Se calculé también el tamafio del

efecto (Tabla 24).

Tabla 24
Resultados de la prueba U de Mann-Whitney para comparar la p53 conformacionalmente alterada

presente en los pacientes con DCL vs DCL-EA.

Grupo U de Mann- z pvalor  Tamarfio de
DCL DCL-EA Whitney efecto (d)
M (DT) M (DT)
Concentracion p53 7.15 (1.3) 8.77 (2.11) 18.00 -1.686 102 -0.92

(ng/ml)

No se alcanza la significacion estadistica.
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5. Correlacion entre marcadores cognitivos y biomarcador

Para analizar la relacion entre la proteina p53 conformacionalmente alterada y los distintos

test se realizd una correlacion de Spearman pues no se cumplian criterios de normalidad (tabla 25).

Tabla 25

Correlaciones entre las pruebas cognitivas realizadas por sujetos con DCL, sujetos con EA y

controles; y la concentracion de proteina p53 conformacionalmente alterada.

Pruebas p53
Coeficiente de correlacion p-valor
MMSE -0.658 .000*
MoCA -0.673 .000*
FF -0.387 .001*
FS -0.453 .000*
FV -0.241 .044*

Test del Reloj

Copia -0.334 .005*

Orden -0.375 .001*
CERAD

Total -0.624 .000*

Recuerdo -0.637 .000*

Reconocimiento -0.079 518
FCRO

Copia -0.477 .000*

Memoria -0.639 .000*
Digitos
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Directo -0.283 .017

Inverso -0.207 .086
TMT -A

Correcto -0.291 .014*

Errores 0.291 .014*

Tiempo 0.298 .012*
TMT-B

Correcto -0.461 .000*

Errores 0.467* .000*

Tiempo 0.563 .000*
Stroop

P -0.248 .038*

C -0.405 .001*

PC -0.447 .000*

Interferencia -0.187 121
Boston -0.416 .000*
Famosos -0.499 .000*

FF: Fluidez Fonoldgica; FS: Fluidez Semantica; FV: Fluidez Verbal; FCRO: Figura Compleja Rey-

Osterrieth; P: Palabras; C: Colores; PC: Palabra-Color.

Parece existir una correlacion estadisticamente significativa entre casi todas las pruebas
cognitivas y la concentracion de p53 en sangre. El subtest de reconocimiento de la Lista de palabras
del CERAD (p =-0.079, p<.518), el subtest de digitos inversos (p = -0.207, p<.086), y la Interferencia
del Stroop (p = -0.187, p<.121), no parecen tener relacion con la cantidad de biomarcador en sangre.
Los signos del coeficiente indican la direccion de la relacion; es decir, si el signo es negativo, esto

quiere decir que una variable tiende a incrementarse mientras la otra disminuye y si el signo es
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positivo, todo lo contrario. Los valores del coeficiente son negativos en todos los casos a excepcion
de las medidas del tiempo y de los errores. Es decir, cuanto mas tiempo empleen y cuantos mas errores

cometan, mas cantidad de biomarcador en sangre tendran los sujetos.
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6. Puntos de corte para el diagnostico precoz de la EA

Para conseguir el diagndstico precoz y diferencial entre la EAy el DCL, calculamos los puntos

de corte para cada una de las pruebas:

Tabla 26

Punto de corte para el diagndstico de la EA

Pruebas Area p PC S E VPP VPN
p53 0.936  .000* 925 095  0.95 0.95 0.90
MMSE 0.747  .007* 26 0.58  0.85 0.63 0.77
MoCA 0.783  .002* 205 055  0.95 0.95 1.00
FF 0.615 213 105 070  0.50 0.60 0.56
FS 0.769  .004* 135 070  0.75 0.71 0.74
FV 0.541 655 105 050  0.65 0.57 0.59
Test del Reloj

Copia 0.580 387 8.5 0.80  0.40 0.67 0.64

Orden 0.671 064 9.5 0.70  0.60 0.64 0.58
CERAD

Total 0.715  .020* 9.5 095 0.0 0.91 0.66

Recuerdo 0.726  .014* 0.5 0.65  0.80 0.70 0.76

Reconocimiento 0.545 626 6.5 0.85  0.35 0.70 0.57
FCRO

Copia 0.768  .004* 305 075 075 0.75 0.75

Memoria 0.738  .010* 6.5 055  0.95 0.66 0.91
Digitos

Directo 0.546 617 7.5 0.60  0.60 0.60 0.60
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Inverso 0.539 675 5.5 0.30 0.90 0.56 075

TMT -A
Correcto 0.500 1.00 25 - - 0.50 0
Errores 0.585 .358 1.5 0.25 0 1.00 0.56
Tiempo 0.570 449 74 0.70 0.55 0.64 0.73
TMT -B
Correcto 0.549 .598 20.5 0.95 0.15 0.75 0.53
Errores 0.694 .036* 2.5 0.70 0.65 0.67 0.68
Tiempo 0.704 .027* 233 0.80 0.60 0.67 0.75
Stroop
P 0.528 .766 34 0.60 0.50 0.56 0.55
C 0.630 .160 335 0.75 0.55 0.69 0.63
PC 0.491 925 33 0.78 0.43 0.64 0.58
Interferencia 0.344 .091 39.5 0.95 0.20 0.80 0.54
Boston 0.754 .006* 95 0.80 0.60 0.75 0.67
Famosos 0.739 .010* 4.5 0.95 0.60 0.92 0.70

AUC: area bajo la curva (area under the curve), PC: punto de corte; VPP: valor predictivo positivo;

VPN: valor predictivo negativa.

El &rea bajo la curva es un pardmetro para evaluar la bondad de una prueba diagnostica que
produce resultados continuos. Esta area puede interpretarse como la probabilidad de que ante un par
de individuos, uno enfermo y el otro sano, la prueba los clasifique correctamente. Existen diferencias
estadisticamente significativas entre las areas correspondientes a la concentracion de la proteina p53
conformacionalmente alterada y a las pruebas de screening, memoria, funciones ejecutivas y

denominacion entre los sujetos con DCLy EA.
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Aplicando estos puntos de corte, establecimos el nidmero de pruebas del protocolo de
evaluacion elaborado en la presente Tesis Doctoral en las que el sujeto debe presentar una baja
ejecucion y calculamos su valor predictivo positivo -0 la capacidad del protocolo para detectar a
sujetos con EA frente a los DCL- y negativo -0 la capacidad del protocolo para detectar a los sujetos

que tienen/mantienen el diagnostico de DCL (tabla 27).

Tabla 27

Valor predictivo positivo y negativo del protocolo de evaluacion neuropsicoldgica.

Area p PC S E VPP VPN

Protocolo 0.913 .000* 9,5 1 0.80 0.83 1

AUC: area bajo la curva (area under the curve), PC: punto de corte; VPP: valor predictivo positivo;

VPN: valor predictivo negativa.
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DISCUSION
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La evidencia neuropsicologica del deterioro simultaneo de ciertas areas cognitivas permite
llegar al diagndstico diferencial de la EA frente a otras enfermedades neurodegenerativas, al
diagnostico precoz (Guarch et al., 2004), a establecer si el sujeto con DCL evolucionara a EA y/o a
si se mantendra en una situacion estable. Con estas premisas se elabor6 un protocolo para evaluar los
cinco dominios cognitivos en sujetos con DCL, EA y EP, y asi determinar qué pruebas diferencian
mejor entre subgrupos. Adicionalmente, se calcularon los puntos de corte de cada una de las pruebas
para el diagndstico diferencial de la EA respecto al DCL -de acuerdo al objetivo de alcanzar el
diagnostico precoz- obteniendo una alta sensibilidad y especificidad.

En nuestra muestra de sujetos con DCL y con EA encontramos diferencias estadisticamente
significativas con respecto a los controles en los cinco dominios cognitivos. Esto concuerda con la
evidencia cada vez mayor de que los déficits de memoria junto con otros considerados secundarios
son mucho mas predictivos de la progresion a demencia que los deficits memoristicos por si solos
(Alexopoulos et al., 2006; Bozoki et al., 2001; Brandt et al., 2009; Espinosa et al., 2009; Lonie et al.,
2008; Ritchie et al., 2001; Sacuiu et al., 2009; Tabert et al., 2006). En concreto, nosotros encontramos
que la ejecucidn en las pruebas de screening (MMSE y MoCA), de lenguaje (fluidez semantica, test
de denominacion de Boston) y de memoria (Lista de palabras del CERAD y prueba de denominacién
de personajes Famosos) no solo fue significativamente inferior a la de los controles sino que también
se observaron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos de pacientes,
convirtiendo estas pruebas en las posibles mejores indicadoras de progresion de DCL a EA. Del
mismo modo, otros estudios han observado que los sujetos con quejas subjetivas de memoria que
acaban desarrollando la EA, se caracterizan por una peor ejecucion de las funciones intelectuales
relacionadas con el lenguaje, la memoria verbal l6gica, el aprendizaje asociativo y la memoria visual
(Guarch et al., 2008). El rendimiento en atencion sostenida, memoria de trabajo y fluidez semantica
se conserva, aunque de manera disfuncional con respecto a la normal (Chasles et al., 2020; Guarch et
al., 2008; Joubert et al., 2008). En esta linea, en el analisis de las diferencias entre los sujetos que tras

el seguimiento al cabo de dos afios se mantuvieron estables en el diagnostico de DCL y los que
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evolucionaron a EA encontramos, precisamente, que el MoCA vy la prueba de denominacion de
personajes Famosos son las que mejor predicen dicho transito. Adicionalmente, también se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los EP y los EA para ambas pruebas.
Tomando todos estos datos en conjunto se concluye que el MoCA y la prueba de denominacion de
personajes Famosos no sélo son Utiles en el diagndstico precoz de la EAsino también en el diferencial.
Existe evidencia suficiente acerca de la superioridad del MoCA frente al MMSE como prueba de
screening y estudios recientes corroboran su capacidad predictora (Julayanont et al., 2014). Respecto
a las pruebas de denominacion, son especialmente discriminatorias las que implican personajes puesto
que la dificultad para recordar los nombres de personas familiares y de personajes famosos es uno de
los primeros sintomas de la EA, incluso cuando las pruebas de screening no pueden detectar
diferencias (Semenza et al., 2003). Adicionalmente, varias investigaciones han corroborado que esta
tarea es la que mejor predice la aparicion de la EA en pacientes con DCL (Clague et al., 2011; Estévez-
Gonzélez el at., 2004; Garcia et al., 2020).

Otras pruebas en las que los sujetos con DCL y EA, pero también los pacientes con Parkinson,
eran significativamente peores que los controles fueron en las que median funciones ejecutivas; es
decir, en el TMT-B y el Stroop. Blacker et al. (2007) encontraron que el bajo rendimiento en este tipo
de pruebas podria ser un predictor de la aparicion del DCL en sujetos normotipicos aunque los
resultados que hallaron no fueron muy contundentes.

Tomando estos datos en conjunto, Blacker et al (2007) sugieren que, durante la fase
prodromica de la EA, muchos individuos primero desarrollan una dificultad en la memoria episodica
para luego continuar con un deterioro en las funciones ejecutivas. Estos resultados son consistentes
con la neurobiologia conocida hasta ahora de la EA, segun la cual, lo que primero se observa es una
pérdida neuronal en las regiones fundamentales para la memoria, las areas mediotemporales (Hyman
et al., 1984; Selkoe, 2005).

Respecto a las habilidades visoperceptivas y la memoria visual -medidas principalmente a

traves de la FCRO- también se vieron afectadas en los tres subgrupos de pacientes. Estos resultados
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estdn en linea con varias investigaciones segun las cuales parece que los déficits visoespaciales
mejoran potencialmente el diagndstico de la EA (Salime et al., 2018) -llegado incluso a desarrollarse
recientemente una version digital de dicha prueba (Kim et al., 2020)-, son predictores de conversion
del DCLalaEA (Chenetal., 2017; Seo etal., 2018), y se relacionan con el progreso de la EP (Biundo
et al., 2013; Garcia-Diaz et al., 2018).

En cuanto a las pruebas de screening, como hemos ido viendo, se obtuvieron diferencias
significativas respecto a los controles tanto en los DCL como en las EA para el MMSE y en los DCL,
EA'y EP para el MoCA. EI MMSE es el instrumento de evaluacion mas empleado en el diagndstico
de la EP a pesar de su falta de validacion en dicha poblacién. Diversos estudios han puesto en cuestion
la precision y fiabilidad de esta prueba en pacientes con EP (Athey et al., 2005; Nazem et al., 2009;
Zadikoff, et al, 2007) pero se sigue recomendando y empleando como instrumento de screening para
la deteccion de la demencia. EI MoCA se desarrollé como un instrumento de screening que superara
las limitaciones del MMSE para la evaluacion del DCL y EA. De este modo, el MoCA pero no el
MMSE tienen propiedades psicométricas adecuadas como instrumento de deteccién del DCL o
demencia en pacientes con EP y EA (Hoops et al., 2009; Nasreddine et al., 2005; Nazem et al., 2009).
Hecho que corrobora que sea esta prueba y no el MMSE la que mejor predice en nuestro protocolo la
conversion de DCL a EA.

Por su parte, los sujetos con EA también presentaron deterioro en fluidez (fonoldgica y
semantica) y en el test del reloj en comparacion con los controles. Si bien varios estudios avalan esta
prueba como una excelente herramienta para detectar deficiencias cognitivas, no ayuda a identificar
de manera consistente el deterioro cognitivo leve o distinguir entre los distintos tipos de demencia
(Nishiwaki et al., 2004). De ahi que en nuestra muestra, las diferencias entre sujetos con DCL y
controles no fueran estadisticamente significativas. Respecto a las pruebas de fluidez, diversos
estudios han encontrado cémo éstas permiten el diagnostico diferencial de la EA frente a otras
demencias (Canning et al., 2004), muy especialmente la prueba de fluidez semantica (Cerhan et al.,

2010; Monsch et al., 1994; Rosser & Hodges, 1994).
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En cuanto a los sujetos con EP, se encontraron diferencias estadisticamente significativas
respecto a los controles en las pruebas que evaluaban las funciones ejecutivas. En concreto, en la
FCRO, Digitos, TMT y Stroop. Si bien la EP ha sido tipicamente caracterizada como un trastorno del
movimiento, los déficits cognitivos -incluyendo la demencia- son otra caracteristica fundamental de
esta enfermedad (Aarsland et al., 2003), siendo el deterioro de las funciones ejecutivas uno de los
componentes clave (Dubois & Pillon, 1997; Emre et al., 2007). Tanto es asi, que son los déficits
cognitivos y no los motdricos los que mas impacto tienen en la calidad de vida de estos sujetos (Schrag
et al., 2000).

Si bien, una buena evaluacion neuropsicolégica guia al diagnostico certero y ayuda en la
identificacion de pacientes con DCL que evolucionaran a EA, sigue habiendo cierta incapacidad para
identificarlos con precision. Esta situacion alimenta el interés en la busqueda de biomarcadores
capaces de complementar los enfoques clinicos.

Los biomarcardores pueden obtenerse a partir de diferentes tejidos o liquidos humanos. Las
mediciones en plasma y suero son el método preferido en el &mbito clinico, porque son minimamente
invasivas y se recolectan y procesan facilmente. Aun asi, el descubrimiento de biomarcadores en
plasma todavia es limitado porque las diferencias con respecto a los controles son pequefias y
heterogéneas, reflejando un amplio espectro de cambios, no todos necesariamente relacionados con
la EA (Humpel, 2011). En este sentido, pudiera ser que el empleo de un Unico marcador no sea lo
suficientemente potente como para mejorar la especificidad del diagndstico a la hora de distinguir
entre distintos perfiles de patologias. En la actualidad se combinan biomarcadores de liquido
cefalorraquideo, pero su uso es limitado debido a la invasividad del proceso de recoleccion de la
muestra. Por ello, se estan realizando mdaltiples investigaciones destinadas a descubrir biomarcadores
fiables en sangre. En este marco de referencia, varios grupos de investigacion llevan a cabo andlisis
protedmicos con los que consiguen predecir el diagnostico de EA hasta con un 60-90% de precision
(Ray et al., 2007; Soares et al., 2009). Sin embargo, con la cuantificacién Gnica de la proteina p53

conformacionalmente alterada ya se han obtenido resultados muy positivos. Por ejemplo, Stanga et
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al. (2012) a partir de la medicidn de la p53 predijeron la progresion a la EAen una cohorte de pacientes
preclinicos con DCL antes de que fuera evidente el diagndstico de la demencia, con un 85.5% de
precision. Distintos estudios en células sanguineas han encontrado la capacidad de dicha proteina
para discriminar entre sujetos con EA y controles, sujetos con EP y sujetos con otras demencias
(Davies et al., 1988; Lanni et al., 2008, Uberti et al., 2006). En esta linea, en nuestro estudio se
procedié a cuantificar la cantidad de proteina p53 conformacionalmente alterada, mediante el
novedoso uso de biosensores electroquimicos, en una submuestra de pacientes con DCL, EP, EA 'y
respectivos controles. Sin embargo, si bien se hallaron diferencias estadisticamente significativas
entre el grupo Alzheimer y el resto de submuestras, no se encontraron entre las concentraciones del
DCL y de la EP. Era de esperar que, si la proteina p53 conformacionalmente alterada es tan especifica
de la EA, los sujetos con DCL tuvieran niveles mas altos del biomarcador que los pacientes con EP y
éstos no presentaran diferencias estadisticamente significativas respectos a los controles, tal y como
se ha encontrado en estudios previos (Lanni et al., 2008). Analizando con detalle las muestras de los
sujetos con EP, se pueden observar dos grupos de concentraciones bastante diferentes entre si, uno -
compuesto por 5 sujetos- en torno de los 12.92 ng/ml y otro -compuesto por 10 sujetos- en torno a
los 7.17 ng/ml. Atendiendo a la edad o al perfil neuropsicoldgico de estos subgrupos de pacientes, no
hay ninguna caracteristica capaz de justificar cantidades tan dispares entre sujetos. Es decir, los
pacientes con mayores cantidades de proteina p53 conformacionalmente alterada no eran ni los mas
mayores ni los cognitivamente méas deteriorados, a diferencia de lo que ocurria con los pacientes de
Alzheimer. Si bien sera necesaria mas investigacion, con grupos de pacientes mas grandes, para poder
llegar a comprender el comportamiento de esta proteina en la muestra de pacientes con Parkinson,
algunas de las posibles causas podrian ser: 1) el grado de gravedad de la EP; 2) el grado de estrés
oxidativo en el cerebro versus el de la periferia del organismo. La proteina p53 conformacionalmente
alterada que se mide es un marcador de estrés oxidativo pero no se sabe si lo que se detecta en la
sangre es un buen indicador de la que se produce en el cerebro. Adicionalmente, es posible que el

proceso oxidativo sea mas relevante -pero no abundante- en el cerebro, lo cual favoreceria la aparicion
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de sintomas de EP sin cambios en el plasma y aumentaria la variabilidad; 3) la fragilidad de las
neuronas dopaminérgicas puede ser mayor que la de las neuronas piramidales del hipocampo y que
las colinérgicas del nucleo basal de Meynert, porque el metabolismo de la dopamina puede producir
radicales hidroxilo, uno de los responsables del estrés oxidativo; 4) la dieta y el entorno podrian ser
otros factores relevantes. Por ejemplo, el hierro en su version mas reducida (Fe2+) es un factor
determinante en la formacidon de radicales hidroxilo en el metabolismo de la dopamina; 5) la actividad
de las enzimas antioxidantes que eliminan los radicales hidroxilo podria ser también diferente en
grupos de poblaciones tanto por genética como por epigenética (dieta y entorno). Por otra parte,
tampoco se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los sujetos con DCL que se
mantuvieron estables y los que evolucionaron a EA al cabo de dos afios, probablemente a causa del
pequefio tamafio muestral ya que, de hecho, lo niveles del biomarcador eran mas altos en los que
evolucionaron a EA.

Tomados en conjunto, nuestros datos parecen apuntar a que la proteina p53
conformacionalmente alterada se trata, mas bien, de un marcador de estrés oxidativo. En esta linea,
Tonello et al. (2019) encontraron que en distintas condiciones de estrés oxidativo, la p53
conformacionalmente alterada siempre estaba presente. Otro dato a favor es que el estrés oxidativo,
junto a los factores genéticos, la agregacion de proteinas y ciertas condiciones ambientales, son los
factores que inducen el desarrollo de una u otra enfermedad neurodegenerativa (Angoa & Rivas,
2007).

Por otra parte, merece mencion especial el método de medicidon empleado en la presente Tesis
Doctoral para la cuantificacion de la p53 anémala. Mientras que la mayoria de investigadores emplean
técnicas bioquimicas para la medicion de los biomarcadores, tales como la ELISA, los biosensores
electroquimicos empleados en esta investigacion superan en ventajas a estas técnicas. Estos
instrumentos combinan la selectividad del reconocimiento bioquimico y la alta sensibilidad de
deteccion electroquimica. Estas caracteristicas junto con sus numerosas aplicaciones comerciales,

especialmente conocidas para el caso de la glucosa (Amor-Gutiérrez et al., 2017) y su rapidez en la
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obtencion de resultados, confirman sus atractivas ventajas. Los biosensores comenzaron a utilizarse
a partir de 1977 y desde entonces, el desarrollo de estos mecanismos ha estado centrado
principalmente en el campo del diagnostico clinico -aungue también existe un creciente interés en los
campos medioambiental, quimico, farmacéutico y militar (Gonzélez-Rumayor et al., 2005). Una de
estas aplicaciones clinicas seria el diagnostico precoz de la EA. El uso de los biosensores
electroguimicos en combinacién con el protocolo de evaluacion neuropsicolégico permitiria obtener
importantes conclusiones diagnodsticas en un tiempo que no excederia la hora de duracion. Las
correlaciones negativas estadisticamente significativas entre las pruebas de protocolo y la
concentracién de p53 vienen a indicar que a peor ejecucion, mayor cantidad de biomarcador y mayor
deterioro cognitivo.

Por ultimo, sefialar las principales limitaciones del presente trabajo. En primer lugar, el
pequerfio tamafio muestral del grupo de sujetos con Parkinson en comparacion con el de Alzheimer y
Deterioro Cognitivo Leve. No fue sencillo encontrar pacientes que cumplieran con los requisitos y
que, adicionalmente, aceptaran a participar en un estudio cuyos resultados no estaban orientados a la
mejora de su enfermedad. En este punto fue crucial la labor de motivacién del neurdlogo y la
conciencia social de cada uno de los participantes. En segundo lugar, el cambio de metodologia.
Inicialmente, iban a cuantificarse la p53 conformacionalmente alterada junto con las enzimas
oxidativas catalasa, glutation peroxidasa y superdxido dismutasa mediante técnicas bioguimicas en
Italia. La finalizacion del proyecto vinculante forzé una reestructuracion de la tesis optando por la
medicion exclusiva de la p53 conformacionalmente alterada mediante una técnica electroquimica que
en ese momento aun estaba en proceso de desarrollo. En tercer lugar, la pandemia y el confinamiento.
Al cerrarse los laboratorios y paralizarse todo el pais durante 3 meses, hubo que posponer las Gltimas
mediciones. De este modo, de las 148 nuestras -entre pacientes y controles-, finalmente sélo se
midieron 80. Consecuencia de esto, como hemos discutido, presuponemos que la falta de potencia
estadistica en algunos de los resultados esté mediada por el pequefio tamafio muestral.

En un futuro, seria interesante: 1) continuar con el seguimiento de los pacientes con Deterioro
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Cognitivo Leve y estudiar la evolucion conjunta del deterioro cognitivo y el biomarcador; 2) llevar a
cabo las mediciones de enzimas oxidativas y, en general, de marcadores de estrés oxidativo,
correlacionando los resultados con los marcadores cognitivos; 3) incorporar un grupo de religiosos,
siguiendo la linea del ya famoso “Estudio de las Monjas” de David Snowdon en 1986. El estilo de
vida homogéneo de estas personas elimina o permite controlar de manera eficaz cualquier posible
interaccion de las variables ambientales que puedan contaminar los resultados del estudio del
deterioro cognitivo; 4) profundizar el estudio sobre la proteina p53 conformacionalmente alterada en

los enfermos con Parkinson y, finalmente, 4) incluir otras enfermedades neurodegenerativas.
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Las principales conclusiones que se pueden derivar de esta investigacion son las siguientes:
De entre todas las pruebas incluidas en el protocolo de evaluacion neuropsicologica, dos
predicen la evolucion del Deterioro Cognitivo Leve a la enfermedad de Alzheimer: el MoCA
y la prueba de denominacion de personajes Famosos.

Las pruebas que permiten un diagnostico diferencial de la enfermedad de Alzheimer con
respecto al Deterioro Cognitivo Leve y la enfermedad de Parkinson son las pruebas de
screening, memoria y denominacion.

Las prueba de denominacion de personajes Famosos se manifiesta como imprescindible en
cualquier protocolo de evaluacién al predecir la transicion entre Deterioro Cognitivo Leve y
enfermedad de Alzheimer y al obtenerse resultados estadisticamente significativos entre
Deterioro Cognitivo Leve y enfermedad de Alzheimer, entre enfermedad de Parkinson y
Alzheimer, y entre cada una de las patologias y sus respectivos controles.

La proteina p53 conformacionalmente alterada podria ser un biomarcador del estrés oxidativo,
mas que de una enfermedad especifica.

La determinacién de los niveles plasmaticos de la proteina p53 conformacionalmente alterada
podria ser util en la identificacion de un mayor riesgo de desarrollar enfermedades
relacionadas con estrés oxidativo y la aplicacion de una profilaxis temprana.

La proteina p53 conformacionalmente alterada correlaciona negativamente con todas las
pruebas del protocolo para los sujetos con Deterioro Cognitivo Leve y enfermedad de
Alzheimer, indicando que a peor ejecucion, mayor deterioro y mas cantidad de biomarcador.
La aplicacion combinada de la evaluacion neuropsicologica y la bio-electroquimica permite

una evaluacion rapida, diferencial y precoz.
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Anexo 1. Protocolo de evaluacion del Hospital de Cabueries

1. Mini-Mental State Examination.

2. Test del Reloj.

3. Trail Making Test.

4. Fluidez verbal seméntica.

5. Fluidez verbal fonoldgica.

6. Subtest de semejanzas del Test de Barcelona.

7. Test de Denominacion de Boston.

8. Subtest de listas de palabras del Consortium to Establish a Registry for Alzheimer’s Disease
(CERAD).

9. Subtests de dibujos del GERMCIDE.

10. Subtest de praxia constructiva del CERAD.

11. Subtest de Digitos (orden directo e inverso) de la Escala Wechsler de Inteligencia para
Adultos.

12. Subtets de clave de niumeros del test de Barcelona.
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Anexo 2. Informe del Comité de Investigacion Clinica Regional

del Principado de Asturias.

10.80.28

Oviedo, 07 de Abril de 2015

£} Comité Btico de Investigacion Clinica Regional del Principado de Asturias,
i revisado el Proyecte de Investigacion n®  60/15, titulado:”’DESARROLLO DE UN
METODO DE DIAGNOSTICO PRECOZ DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER
SDIANTE EL USO COMBINADO DE MARCADORES COGNITIVOS Y BIOLOGICOS”
tigador Principal Dra. Carmen Martinez Rodriguez del S. de Neurologia del
Hospital de Cabueries.

[nve

Bl Comité ha tomado el acuerdo de considerar que el citado proyecto retne las
diciones éticas necesarias para poder realizarse y en consecuencia emite su
autorizacion.

Le recuerdo que debera guardarse la maxima confidencialidad de los datos
utilizados en este proyecto.

P d 2 2 KA

Fdo\Eduardo Aenaez Moral
Secretario del Comité Etico de Investigacion
Clinica Regional del Principado de Asturias
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Anexo 3. Protocolo de analisis de las muestras de sangre.

e Encender luz y campana.
e 1/2 Proporcion de sangre = 1/2 Proporcion de PBS (nevera). AGITAR bien para mezclarlo.

e Tubos nuevos con 1/3 FICOLL de la dilucién de sangre (si hay 12 ml de sangre, 4 ml de
FICOLL).

e Depositar n° 2 sobre FICOLL muy despacio para NO MEZCLAR y PIPETA NUEVA POR
PACIENTE.

e Meter en centrifugacion 25 min. a 2200 rpm. IGUALAR EN PESO CON AGUA.

e MIENTRAS CENTRIFUGA, ir a por HIELO a la 3° planta y preparar el BUFFER en
tubos Eppendorf con micropipetas (microlitros).

o TRISHCL (nevera) 10 ul
o NP- 40 (sacar del armario y poner en agua caliente para diluir) 771l
o PROTEASE INHIBITOR (congelador) 10 wl
o NACL (nevera) 27°7 ul
o H20 destilada 945 ul

e AGITAR bien el BUFFER hasta que quede todo bien difuminado. Poner 80 ul de BUFFER
en cada microtubo (3 por paciente)

e Cuando termine de centrifugar, recoger el SUERO y a continuacion, los LINFOCITOS
hasta llenar 3 de los microtubos con Buffer como mé&ximo por paciente. NO LLENAR
DEL TODO. Por Gltimo, recoger los GOBULOS ROJOS y eliminar todo el suero posible
antes de congelarlo.

e Llevar los microtubos al SONICADOR en el 4° piso con 60 de potencia y 5 seg. y hacerlo
5 veces con cada microtubo. LIMPIAR con alcohol ANTES, entre MUESTRAY
MUESTRA de cada paciente, y al FINAL.

e Meter a ultracentrifugar en el 4° piso durante 20 min. a 12000 rpm a 4°C. Que quede
balanceado.

e Recoger el liquido en nuevos microtubos eppendorf y dejar el sedimentado.
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