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Introduccion

1. INTRODUCCION
1.1. Generalidades de la Enfermedad de Alzheimer

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa
progresiva, irreversible y es la forma més comdn de demencia. Este trastorno se
manifiesta gradualmente en los afectados y durante su curso aparecen cambios en el
comportamiento y la personalidad. Ademas, se produce una disminucion de las funciones
motoras y de las capacidades cognitivas (como la toma de decisiones, el lenguaje, y la
capacidad de reconocimiento de las personas). Estos cambios producen en los individuos
afectados una pérdida de autonomia provocando una incapacidad para desarrollar
actividades de la vida cotidiana (Castellani, Rolston, y Smith 2011).

La EA constituye aproximadamente el 75% de todos los casos de demencia
diagnosticados en el mundo (Duthey 2013). Segun el Informe Mundial sobre el
Alzheimer, en 2015, 46,8 millones de personas padecian demencia en todo el mundo y se
espera que esta cifra se duplique cada 20 afios (Patterson 2018). Aproximadamente entre
el 5-8% de los individuos mayores de 65 afios estan afectados por demencia tipo
Alzheimer, y los porcentajes van aumentando con la edad, afectando entre el 15-20% en
mayores de 75 afios y al 25-50% de los mayores de 85 afios. En la actualidad se considera
a la edad el principal factor de riesgo para desarrollar EA (Castellani, Rolston, y Smith
2011).

Segun Duthey y colaboradores (2013), la mayor prevalencia de la enfermedad se
da en Asia, afectando a 22,9 millones de personas, mientras que las cifras de afectados en
Europa y las Ameéricas (norte y sur) son de 10,5 y 9,4 millones de personas,
respectivamente (Duthey 2013). Dentro del género poblacional, las mujeres son mas
susceptibles que los hombres a padecer este trastorno (16% en mujeres frente al 11% en
hombres) (Alzheimer's Association Commitee, 2019). Aunque no se ha esclarecido con
exactitud los motivos de este hecho, diferentes estudios han apuntado como factor de
riesgo para desarrollar EA la mayor esperanza de vida asi como a la disminucion de los
niveles de estrégenos durante la menopausia que sufren las mujeres (Janicki y Schupf
2010).

La Enfermedad de Alzheimer esporadica representa un 95% de los casos y se
caracteriza por presentar los primeros sintomas de la a partir de los 65 afios, aunque en

diferentes estudios longitudinales se ha observado que existe un desfase temporal entre la
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Introduccion

neurodegeneracion cerebral y la aparicion de los sintomas, apareciendo los signos
patolégicos décadas antes de que se manifieste clinicamente la enfermedad (Weller y
Budson 2018). Por otro lado, la EA de inicio temprano representa aproximadamente entre

el 1% y el 6% de todos los casos y la edad de inicio varia entre los 30 y 65 afios.

El espectro de la enfermedad de Alzheimer esporédica se ha dividido en tres fases
que se presentan como un continuum, existiendo una etapa prodrémica, una etapa de
deterioro cognitivo leve (DCL) debido a la EA y la etapa de demencia propia de la
Enfermedad de Alzheimer (McKhann etal. 2011; Jack etal. 2011). Los criterios

diagnosticos para cada uno de los estadios se encuentran recogidos en el anexo I.

La etapa prodrémica precede a las etapas de la demencia que presentan
manifestaciones clinicas. Esta etapa se caracteriza por ser asintomatica, por lo que
distinguir esta afeccion de la presente de los ancianos cognitivamente normales representa
un reto. Esta etapa refleja el periodo durante el cual se inician los procesos
neurodegenerativos que desencadenan la patologia de la EA. Esta etapa aparece en
personas que no cumplen los criterios para el deterioro cognitivo leve, y que pueden o no

presentar signos clinicos de déficits cognitivos sutiles (Bennett et al. 2012).

El deterioro cognitivo leve (DCL) hace referencia a aquellos pacientes que
presentan una funcién anormal de la memoria, es decir, presentan deterior cognitivo
objetivo relativo a la edad o a la educacion, pero preservan las funciones cognitivas y
pueden llevar a cabo las funciones de su vida diaria de forma normal (Petersen et al.
1999). El deterioro cognitivo leve representa un factor de riesgo para el desarrollo de
enfermedades neurodegenerativas, pudiendo representar una fase intermedia en el
desarrollo de la EA o de otros desérdenes neurodegenerativos (Slot et al. 2019). Se ha
aceptado que hay varios tipos de DCL, y entre ellos que la forma amnésica (DCL-a) es la
que mayor probabilidad tiene para evolucionar a EA. Aproximadamente el 35% de los
pacientes que presentan un cuadro de deterioro cognitivo amnésico evolucionan a
enfermedad de Alzheimer en un plazo de 3 afios, con una tasa de conversion anual de
entre el 5-10% (Slot et al. 2019). Sin embargo, existen muchas otras causas que pueden
provocar el deterioro cognitivo y no todas estdn relacionadas con trastornos
neurodegenerativos  progresivos, por ejemplo, el sufrimiento de accidentes

cerebrovasculares o el consumo de drogas o de alcohol (Campbell et al. 2011).
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Introduccion

La deteccion de factores de riesgo que muestren la conversion de DCL, sobre todo
de la forma amnésica, a enfermedad de Alzheimer ha sido ampliamente estudiada y
generalmente se han basado en la blsqueda de marcadores séricos, en liquido
cefalorraquideo, marcadores de imagen y tests neurosicolégicos (Albert etal. 2011).
Segun el criterio diagnostico para el deterioro cognitivo leve amnésico (DCL-a)
desarrollado por el Instituto Nacional de Envejecimiento y por la Asociacion de
Alzheimer, el DCL-a puede evolucionar a EA cuando es positivo un marcador de lesion
neuronal, como la atrofia del I6bulo temporal o la presencia de niveles elevados de
proteina tau total o fosforilada y niveles positivos de B-amiloide, tanto si son detectados
por tomografia por emision de positrones como detectados en el liquido cefalorraquideo.
Los niveles de p-amiloide por debajo de los niveles establecidos, sugieren que es poco
probable que el DCL se deba a la EA (Jack et al. 2018). Por otra parte, segun otro criterio
desarrollado por un grupo de trabajo internacional de Dubois y colaboradores se
establecen para la EA prodrémica dos caracteristicas: la disminucién de la memoria
episodica como sintoma clinico principal y la presencia de biomarcadores positivos en
liquido cefalorraquideo o por imagen para el apoyo del diagnéstico (Dubois et al. 2016).

El estadio que corresponde a la fase de demencia por Enfermedad de Alzheimer,
se caracteriza por la aparicion paulatina de los procesos propios de la enfermedad, como
son el deterioro cognitivo profundo y, por tanto, un declive funcional intenso y
progresivo. Ademas, aparecen los marcadores neuropatoldgicos de la enfermedad: las
placas seniles, los ovillos neurofibrilares y la pérdida de sinapsis. Al principio, el dafio se
produce en las partes del cerebro implicadas en la memoria, como la corteza entorrinal y
el hipocampo. Mas tarde, afecta a las areas de la corteza cerebral responsables del
lenguaje, el razonamiento y el comportamiento social y eventualmente, se dafian otras
muchas otras areas del cerebro. El cerebro de un individuo que padece EA presenta
atrofia, siendo entre un 8 y 15% mas pequefios que el cerebro de un individuo sano.
Presenta los surcos ensanchados y los giros estrechos, debido a la pérdida masiva de
neuronas (Castellani, Rolston, y Smith 2011). Asi mismo, la enfermedad afecta més a
unas regiones cerebrales que a otras, observandose con mayor deterioro en las regiones
del hipocampo, corteza entorrinal y la amigdala, las cuales juegan un papel clave en el
desarrollo de la formacién de nuevos recuerdos (Rauk 2009). En estadios avanzados, el
dafio neuronal también puede afectar a la corteza frontal y al 16bulo parietal (Paine y
Lowe 2011).
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Introduccion

1.2.  Aspectos genéticos de la Enfermedad de Alzheimer

Aunque la edad es el principal factor de riesgo para desarrollar la enfermedad, existe
un consenso general en destacar la susceptibilidad genética para el desarrollo de la
enfermedad, mostrandose una heredabilidad estimada entre el 59-79% (Gatz et al. 2006).
La mayoria de los genes relacionados con la susceptibilidad al desarrollo de la EA juegan
un papel importante en el procesamiento de los lipidos, en el sistema inmune, la
endocitosis 0 en la integracién sinaptica. En el anexo Il se encuentra una relaciéon de

genes implicados en la enfermedad.

1.2.1. Riesgo genético para la Enfermedad de Alzheimer de inicio temprano.

La Enfermedad de Alzheimer de inicio temprano se caracteriza por aparecer
antes de los 65 afios. Representa entre el 1-5% de los casos de EA y puede heredarse
€omo un trastorno autosémico dominante con una penetracion casi completa. La forma
autosémica dominante de la enfermedad esta ligada a mutaciones en al menos uno de tres
genes: el gen APP, el gen presenilinal (PSEN1) y el gen presenilina 2 (PSEN2). Las
mutaciones en estos tres genes representan aproximadamente la mitad de las formas
familiares de la enfermedad de Alzheimer de inicio temprano (Reitz y Mayeux 2014).

El gen APP se encuentra en el cromosoma 21 y las mutaciones que afectan a este
gen estan relacionadas con mayores depdsitos del péptido B-amiloide, una proteina
implicada en la fisiotopatologia de la Enfermedad de Alzheimer y cuya implicacion en la
enfermedad se explicara méas adelante. En relacion con este aspecto, se ha observado que
las personas con sindrome de Down presentan depdsitos cerebrales de 3-amiloide a partir
de los 35 afios. Este fenémeno estaria relacionado con la trisomia en el cromosoma 21
que presentan estos pacientes, lo que conllevaria una mayor expresion de la proteina
precursora del amiloide.

Los genes presenilinal y presenilina 2, situados en los cromosomas 14 y 1,
respectivamente, codifican para la proteina presenilina, la cual forman parte del complejo
catalitico que da lugar al péptido B-amiloide. Hasta la fecha, se han identificado mas de
160 mutaciones que afectan a estos genes y alteran la actividad de esta enzima de tal

manera que provocan un incremento en la produccion del péptido B-amiloide,
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Introduccion

favoreciendo la fibrilogénesis y la acumulacion de este péptido en forma de placas
(Dubois et al. 2016).

1.2.2. Riesgo genético para la Enfermedad de Alzheimer esporadica

La Enfermedad de Alzheimer de inicio tardio se manifiesta a partir de los 65 afios
y representa entre 95-99% de todos los casos de Alzheimer y actualmente se desconoce
la causa que la produce. Las causas probablemente incluyen una combinacién de factores
genéticos, ambientales y del estilo de vida, aunque se ha observado que ninguno de estos
factores por si solo sea la causa determinante para su inicio. Estudios epidemioldgicos
han sugerido que las personas que desarrollan EA presentan mutaciones en el gen de la
apolipoproteina E (APOE). En humanos se conocen tres alelos de APOE (g2, €3, y €4)
que solo difieren en secuencia por un aminoacido ya sea en la posicion 112 o en la
posicion 158 de la proteina. Diferentes estudios han mostrado que ser portador del alelo
&4 es un factor de riesgo genético para el desarrollo de la EA esporadica, mientras que el
alelo €2 es preventivo (Corder et al. 1993). Ademas se ha observado que el nimero de
alelos €4 es significativo ya que una copia de aumenta el riesgo de EA en
aproximadamente 3 veces y 2 copias en aproximadamente 12 veces (Morishima-
Kawashima et al. 2000; Zhou et al. 2011). También se ha observado que los familiares de
primer grado de los pacientes con Enfermedad de Alzheimer tienen el doble del riesgo de
padecer la enfermedad que las personas que no tienen un familiar de primer grado
afectado por la enfermedad. De esta forma, la EA ocurre con mas frecuencia en gemelos
monocigdticos que en gemelos dicigéticos, lo que sugiere una contribucién genética
sustancial de 60-80% a este trastorno (Reitz y Mayeux 2014).

Ademés de la componente genética, existen otros factores de riesgo, siendo la EA
esporadica reconocida como una enfermedad multifactorial compleja. En este sentido, se
han descrito la relacion entre el la patologia y las afecciones vasculares como las
cardiopatias, los accidentes cerebrovasculares y la hipertension arterial (Kalaria 2010) asi
como las afecciones metabélicas como la diabetes (Li, Wang, y Xiao 2016), la obesidad
(Alford et al. 2018) o la dieta (Yusufov, Weyandt, y Piryatinsky 2016).
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1.3. Fisiopatologia y neuropatologia de la Enfermedad de Alzheimer
esporadica

1.3.1. Hipotesis de la cascada amiloide

Entre las hipdtesis mas aceptadas para explicar la patogénesis de la Enfermedad
de Alzheimer, se encuentra la hipétesis de la cascada amiloide. Desarrollada por Hardy
y Higgins en 1992, afirma que el aumento de los niveles del péptido B-amiloide (1-42),
ya sea por un incremento en su produccion o por un descenso de su aclaramiento, es el
evento clave en el proceso de la enfermedad que finalmente resulta en la degeneracion
neuronal y demencia (Jonh Hardy y Higgins 1992).

El péptido B-amiloide se origina a partir de la proteina precursora del amiloide
(APP, del inglés Amyloid Precursor Protein) y se libera tras la accion enzimatica de la f3-
secretasa y y-secretasa. Las mutaciones en el gen de la APP, asi como en los genes de la
presenilina 1y 2, que son componentes del complejo catalitico de corte de la y-secretasa,
producen niveles alterados del péptido B-amiloide. Esta produccion anormal del péptido
B-amiloide se observo en la variante familiar de EA (Selkoe 2001; Mullan et al. 1992;
McDonnell y Korsmeyer 1991). Este hecho, junto con los hallazgos de la presencia placas
de B-amiloide en el cerebro de pacientes con sindrome de Down, los cuales presentan una
copia extra del gen de la APP, llevo a la hipétesis de que la acumulacion del péptido B-
amiloide en las placas seniles, tanto por un aumento en su produccién como por una
disminucion en su eliminacion, es la fuerza motriz en el proceso de la enfermedad (John
Hardy y Higgins 2009).

La formacion extracelular de placas seniles en el tejido cerebral (figura 1.1) se
debe a laacumulacion de las formas insolubles del péptido B-amiloide, el cual es resultado

del procesamiento proteolitico de la proteina precursora del amiloide.
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Introduccion

Figura 1.1: Cortes histol6gicos de cerebro de un paciente con Enfermedad de Alzheimer.
inmunihistoquimica de corteza frontal donde se detectan las placas seniles. Las fechas indican la
acumulacioén de las placas dentro de los vasos sanguineos. A la derecha placa senil vista con
mayor aumento. (Tomado de Serrano-Pozo, 2011)

En condiciones normales, para la formacion de la proteina amiloide, la proteina
precursora del amiloide es cortada por accion de las enzimas o-secretasa y y-secretasa
liberando un fragmento soluble de APP de gran tamafio (sSAPPa) dejando unido en la
membrana la regién C-terminal de la misma. Posteriormente, este fragmento es cortado
por la y -secretasa en un extremo de la secuencia de B-amiloide, dejando libre un

fragmento mas pequefio (p3) el cual es degradado (Murphy y Lii, 2010) (figura 1.2).

H,

B-secretasa- - - -----

a-secretasa- - - - - - - a-secretasa y-secretasa
' i
' '
i
v-secretasa-- S s e
C83  sAPPa P3 PArao

COOH

Figura 1.2: Procesamiento no amiloidogénico del péptido B-amiloide (Adaptado de Casafias
2015).

Sin embargo, durante la enfermedad de Alzheimer, por motivos desconocidos, la
division proteolitica de la proteina precursora del amiloide es llevada a cabo por las

enzimas f3-secretasa y y-secretasa. En este caso, la enzima p-secretasa corta en un extremo
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del péptido B-amiloide, liberando un fragmento N-terminal soluble (sAPPB) y un
fragmento unido a la membrana que contiene la secuencia completa de aminoécidos del
B-amiloide neurotoxico. El posterior corte de la y-Secretasa en el otro extremo del SAPPp,
hace que se forme el péptido p3 y el péptido B-amiloide completo. El tamafio de éste
quedard entre 39-43 amino&cidos ya que el punto de corte de la y-secretasa varia (Murphy
y lii 2010) (figura 1.3).

B-secretasa---==--=

a-secretasa- - -—---- BA B-secretasa  y-secretasa
) |

i
|
S\ e

y-secretasa- -
€99 sAPPB P3 BAL g0,

COOH

Figura 1.3: Procesamiento amilodogénico del péptido 3-amiloide (Adaptado de Casafias 2015)

Aunque durante muchos afios esta hipétesis ha sido ampliamente aceptada para
explicar la enfermedad de Alzheimer, actualmente existen evidencias que la debilitan.
Entre ellas destacan los estudios que han observado una gran concentracion de placas
seniles en personas mayores que han fallecido sin presentar ningin signo de declive
cognitivo asociados a la Enfermedad de Alzheimer. Igualmente, ensayos clinicos basados
en terapias anti-amiloide utilizando anticuerpos monoclonales han resultado fallidos,
presentandose efectos secundarios o incluso empeorando la demencia (Lippa y Morris
2006; Karran y Hardy 2014).

1.3.2. Proteina Tau

La importancia del papel de la proteina Tau en la fisiopatologia de la enfermedad
de Alzheimer, permaneci6 oculta hasta la década de los afios 90 debido al auge de la
hipétesis de la cascada amiloide. Sin embargo, dado que ésta resultd ser de importancia
limitada para la progresion de la EA, se comenz6 a investigar en otras posibles

explicaciones para la etiologia de la Enfermedad de Alzheimer. Braak y Braak
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propusieron una hipétesis basada en la correlacion entre el grado de deterioro cognitivo
en la EA y la distribucion y estatificacion de la deposicion gradual de la proteina tau
fosforilada en ovillos neurofibrilares dentro de las neuronas (Braak y Braak 1991). Mas
tarde, el hallazgo del papel de los ovillos neurofibrilares en los procesos de deterioro
cognitivo fue confirmado por otros investigadores, apoyando un papel significativo de la
proteina tau en la enfermedad (Bierer et al. 1995).

El sistema de estratificacion descrito por Braak y Braak clasificé la progresion de

la formacion de los ovillos neurofibrilares en la EA en seis estadios (figura 1.4).

~&\

Estadio I-Ill Estadio IlI-IV Estadio V-VI

Figura 1.4: Progresion de la enfermedad de Alzheimer segtn los criterios de clasificacion de
Braak y Braak (1991). (Adaptada de Goedert, 2015)

En las primeras etapas (I-11l), la enfermedad se extiende desde la corteza
entorrinal hasta la formacién del hipocampo, luego continta en la regién temporal,
neocortex frontal y parietal (estadios intermedios Il y IV) y, por ultimo, a las areas
sensoriales y motoras unimodales y primarias del neocértex (estadios tardios V' y VII)
(Braak y Braak 1991).

Los ovillos neurofibrilares estin compuestos de proteina tau anormalmente
fosforilada. La proteina tau es una proteina axonal que en su estado no fosforilado
proporciona funciones estabilizadoras para los microtibulos mediante la asociacién con
la proteina tubulina. También interviene en el transporte de componentes celulares
mediante la interaccion con proteinas motoras de los microtdbulos, resultando
fundamental tanto para el transporte de vesiculas y organulos en la célula como para el
mantenimiento de la estructura neuronal en general. Sin embargo, esta capacidad se
interrumpe cuando se fosforila, lo que conduce a la agregacion de la misma y

consecuentemente a la formacion de los ovillos neurofibrilares (figura 1.5). La
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acumulacion de la proteina tau en los ovillos tiene como consecuencia Ultima el deterioro

del transporte axonal y, finalmente, a la muerte de la neurona (Spires-Jones et al. 2009).

o e ,'-.- ~':!""- t.

Figura 1.5: La inmunohistoquimica para la proteina tau muestra tanto los ovillos neurofibrilares
como las placas neuriticas. (Tomado de Serrano-Pozo, 2011)

A pesar de la correlacion existente entre los ovillos neurofibrilares y el deterioro
cognitivo, el proceso por el cual se produce la hiperfosforilacién de la proteina no se ha

esclarecido.

1.3.3. Estrés oxidativo y la defensa antioxidante en la fisiopatologia de la
Enfermedad de Alzheimer.

El estrés oxidativo es un proceso inducido por un desequilibrio en el estado redox
celular, e implica tanto la generacion en exceso de especies reactivas, bien del oxigeno o
del nitrégeno, como la disfuncion del sistema antioxidante (Wojsiat et al. 2018). De
forma general, las especies reactivas se generan en todas las células aerobias debido al
consumo de oxigeno durante la respiracion celular. El cerebro, consume
aproximadamente un 20% de energia del cuerpo humano, por lo que presenta una tasa
elevada de consumo de oxigeno. Ademads posee una alta concentracién de acidos grasos
poliinsaturados, propensos al ataque oxidativo, altas concentraciones de iones de
transicion redox, como el hierro o el cobre y una baja defensa antioxidante lo que hace
que este 6rgano sea especialmente vulnerable al dafio oxidativo.

Aunque el metabolismo energético y la respiracion mitocondrial son las
principales fuentes de produccion de especies reactivas en las células, éstas pueden ser
generadas también a través de otras vias enziméticas como la glicacién, donde las

proteinas son modificadas por azucares reductores (Reeg y Grune 2014).
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En general, las moléculas oxidantes o pro-oxidantes pueden ser de dos tipos:
especies reactivas del oxigeno (EROS) o especies reactivas del nitdgeno (ERN). Estas a
su vez pueden ser especies radicales o no radicales. Las especies radicales son aquellas
que tienen existencia independiente y contienen al menos un electron desapareado que
tienden a donar, lo que le genera su alta reactividad. Por otra parte, las especies no
radicales no son radicales libres per se, pero son moléculas que en diferentes tipos de

reacciones pueden conducir indirectamente a la generacion de especies radicales.

Especies radicales Especies no radicales
ol . Perdxido de Cation "
SlpRReite Oz hidrégeno H:0: nitrosil NO
. . - Oxigeno 1 q B .
Hidroxilo OH singlete O, Anion nitrosil NO
Alcoxi . Trioxido de
radical RO Szeng 0 dinitrégeno NZOs
Radlc_al ROO" Per([)x!dos ROOH Te_trgogldo de N,Os
Peroxilo organicos dinitrégeno
Oxido nitrico  NO' AEED HOCI  Acido nitroso HNO,
hipocloroso
Di6xido : - . Acido -
o NO; Peroxinitrito ONOOO peroxinitroso ONOO

Tabla 1.1 especies radicales y no radicales de oxigeno y de nitrégeno

Algunas especies no radicales muy presentes en las células, como el peréxido de
hidrégeno (H202), son propensas a generar especies radicales en presencia de iones de
transicion redox a través de la reaccion de Fenton (figura 1.6) o de Haber-Weiss (figura
1.7).

Fe?* + H,02> Fe* + OH'+ OH-

Figura 1.6: Reaccion de Fenton. El peréxido de hidrégeno reacciona con el catién ferroso para
formar un radical hidroxilo.

Fe?*/Fe®*

02"+ H202 > OH'+OH" + O2

Figura 1.7: Reaccion de Haber-Weiss. La presencia del cation ferroso favorece la formacion del
OH- en una interaccién con Oz y H,0;

Tanto las especies radicales como las no radicales, intervienen en diferentes
procesos celulares en condiciones fisiolégicas. Actlian en procesos de sefializacion, de

proliferacion celular y en procesos de supervivencia y senescencia celular. Sin embargo,
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Introduccion

estas funciones se dan a concentraciones moderadas, por lo que la produccién de EROS
y ERN requiere una regulacién minuciosa. De hecho cuando se produce una alteracién,
ya sea por un aumento de la produccién de especies reactivas, como por una disminucion
de las defensas antioxidante, éstas dan lugar a reacciones en cadena que producen dafio
oxidativo que afecta indiscriminadamente a los lipidos, proteinas, polisacaridos e incluso

al ADN produciendo en Gltima instancia la muerte celular (Droge 2002).

Para evitar el ataque oxidativo, las células estdn provistas de defensas
antioxidantes, que son moléculas enziméticas y no enzimaticas cuya funcion es la de
contrarrestar los efectos nocivos de las especies reactivas. En las células nos encontramos
numerosos tipos moléculas antioxidantes que se engloban en tres grandes sistemas
antioxidantes: el sistema clasico, el sistema del glutation y el sistema de la tiorredoxina
(Wojsiat et al. 2018).

El sistema clésico se basa en la accion consecutiva de dos enzimas, mientras que
los sistemas del glutation y de la tioredoxina actian tanto moléculas enzimaticas como
no enziméticas que fundamentalmente aprovechan la nucleofilia® del &tomo de azufre de
los grupos tiol de las cisteinas (Cys) de las proteinas. El azufre del grupo grupo tiol (-
SH), al ser muy nucleofilico, es facilmente oxidado a disulfuro (S-S) permitiendo asi una
serie de reacciones de reduccién-oxidacion (redox), reversibles en muchos casos. Aunque
cada uno de estos sistemas posee sus propias caracteristicas y funciones, los componentes
de los mismos pueden interactuar entre si, existiendo solapamiento a diferentes niveles
(Mieyal et al. 2008) (figura 1.8).

1 En quimica un nucledfilo es una especie que reacciona cediendo un par de electrones libres a
otra especie (el electréfilo), combinandose y enlazéndose covalentemente con ella.
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— SISTEMA CLASICO
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Figura 1.8: esquemas de los sistemas antioxidantes celulares. Adaptado de Diaz y colaboradores
2019, (Diaz et al. 2019).

En las células sanas, existe un equilibrio entre los radicales generados y los que
son neutralizados. Esta homeostasis se va perdiendo a medida que la célula envejece y en
diferentes patologias neurodegenerativas como Enfermedad de Parkinson, Esclerosis
Multiple y Esclerosis Lateral Amiotréfica (Liu et al. 2017).

Los datos crecientes de modelos experimentales y estudios en el cerebro humano
sugieren que el estrés oxidativo también juega un papel importante en la degeneracion
neuronal presente en la enfermedad de Alzheimer. La oxidacion de las biomoléculas en
el contexto de la EA esta relacionada principalmente con las biomoléculas de las
membranas neuronales y con una alteracion de la integridad de las membranas. Implica
la oxidacion de lipidos (entre ellos, los cidos grasos poliinsaturados y el colesterol),
proteinas y dcidos nucleicos, y la disminucion del aclaramiento del péptido B-amiloide
(Cheignon et al. 2018). De hecho, la acumulacion del péptido B-amiloide parece estar
fuertemente asociada con el estrés oxidativo ya que se ha observado un incremento de
los productos de oxidacion en el hipocampo y el cortex cerebral, regiones principalmente
afectadas en el curso de la enfermedad, mientras que en regiones poco afectadas como el
cerebelo no aparecen estos marcadores de estrés oxidativo (Hensley et al. 1995; Sultana
et al. 2006).
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La alteracion de la integridad funcional de las membranas neuronales en la EA
podria ser el resultado de interacciones del péptido B-amiloide (Ap) con éstas, lo que
conducirfa a la permeabilizacion de las membranas a través de varios mecanismos
hipotéticos, como pueden ser la formacién de poros oligoméricos de transmembrana
(Butterfield and Lashuel 2010). Ademas de este proceso, el estrés oxidativo por si mismo
podria ser responsable de una interrupcion de la integridad de la membrana. La
peroxidacion de lipidos podria estar implicada en una pérdida de asimetria de fosfolipidos
en las membranas sinaptosomales. De hecho, esta asimetria es mantenida por la enzima
flipasa, la cual es dependiente de ATP, y cuya actividad depende de al menos un residuo
critico de cisteina, oxidado por los productos de peroxidacion lipidica. Este producto de
peroxidacion de lipidos puede conjugarse con varias proteinas de la membrana,
resultando en alteraciones de su estructura y funcion, con la consiguiente neurotoxicidad
en el cerebro de la EA (Castegna et al. 2004).

Los iones metélicos, en particular Cu?*, Fe>*/** y Mn?*, también desempefian un
papel central en el estrés oxidativo. Estan implicados en la produccién y defensa de estrés
oxidativo. El Cu y el Fe libres son muy eficientes catalizadores de la produccion de
EROS. Pueden reducirse a Cu (1) o Fe (II) mediante agentes reductores fisiolégicos
relevantes (como el glutation o el ascorbato) y luego puede reaccionar con oxigeno o
perdxido de hidrégeno para formar radicales superdxidos e hidroxilos, respectivamente.
Por otra parte, los mismos iones estan presentes en el centro catalitico de enzimas de los
sistemas antioxidantes, como el Cu en el enzima superéxido dismutasa o el Fe en la
catalasa. Por lo tanto, dependiendo de la coordinacién, éstos pueden funcionar como pro-
oxidantes o antioxidantes (Greenough, Camakaris, y Bush 2013).

1.3.4. Electrolitos y elementos traza metdlicos en la fisiopatologia de la
Enfermedad de Alzheimer.

En el cerebro, los electrolitos y los elementos de transicion redox son requeridos
a bajas concentracion ya que son elementos esenciales para su desarrollo y correcto
funcionamiento (anexo I11). A pesar de la necesidad de los oligoelementos para el buen
funcionamiento cerebral, diferentes investigaciones han propuesto como explicacion a los
procesos fisiopatoldgicos de la EA una alteracion de la homeostasis de los electrolitos y
metales en el cerebro (Bush y Tanzi 2008; Ayton, Lei, y Bush 2015; Chin-Chan, Navarro-
Yepes, y Quintanilla-Vega 2015; Z. Zhang et al. 2016). De hecho, se han observado
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desequilibrios idnicos significativos de Na* y K* en muestras de tejido cerebral post-
mortem cortical de pacientes con EA, cuyos niveles disminuia en el tejido cerebral de
pacientes con EA (Yu et al. 2010). Asi mismo, se ha observado que la desregulacién del
Ca?* por el reticulo endoplasmico (ER) en modelos de ratones para la EA dan como
resultado niveles aumentados de Ca?* citosolico (Supnet y Bezprozvanny 2010).

Existe una gran cantidad de pruebas de la desregulacion de iones metélicos en la
EA, en particular para el Cu, el Zny el Fe (Bonda et al. 2011; Bush 2003). Sin embargo
aun queda por esclarecer si la pérdida de homeostasis metalica es un evento temprano y
causal o tardio y consecuente en la EA. Un hecho bien establecido es la acumulacién de
Cu, Zny Fe en las placas amiloideas, como sello distintivo de la EA (Miller et al. 2006).
Diferentes estudios han observado un descenso en los niveles de Cu 'y Zn y un aumento
de la concentracion de Fe en tejido hipocampal de pacientes con EA (Deibel, Ehmann, y
Markesbery 1996; Panayi et al. 2002; Akatsu et al. 2012).

La desregulacion de los metales puede no sélo afectar al curso de la enfermedad
mediante la interaccién con una via amiloidogénica, sino también con anomalias
relacionadas con la proteina tau e interviniendo en procesos de estrés oxidativo. Estudios
llevados a cabo por Maynard y colaboradores (2005), han demostrado que el Zn, Cu, Fe
son criticos en los procesos de agregacion y toxicidad del péptido B-amiloide (AB)
(Maynard et al. 2005). Estudios posteriores sobre la accion de los metales en la EA han
abierto amplias areas de investigacion, en las que se incluye el papel de los metales en el
metabolismo y el procesamiento llevado a cabo por la proteina precursora del amiloide
(APP), la escisién y la degradacion de AP, y la generacion de estrés oxidativo
(Bandyopadhyay et al. 2013; Nakamura et al. 2007; D. G. Smith, Cappai, y Barnham
2007). Ademas de actuar como mediadores en la formacion de las placas seniles, los
metales modulan la degradacion del péptido AP, interviniendo en la accion de las
proteinas encargadas del aclaramiento del B-amiloide: la enzima degradante de insulina

(IDE, del inglés insulin-degrading enzyme) y la neprelisina (NEP) (Duce y Bush 2010).

1.3.5. Procesos inflamatorios en la fisiopatologia de la Enfermedad de
Alzheimer

La neuroinflamacién es uno de los procesos ligados al desarrollo de la EA
(Calsolaro y Edison 2016). La primera hipotesis que se formulé referente a la relacion
entre los procesos inflamatorios y la enfermedad de Alzheimer fue la llevada a cabo por
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Ishii y colaboradores (1975) y mas tarde contrastada por Roger y colaboradores (1988).
En estos estudios se observé que los marcadores de procesos inflamatorios se encontraban
regulados al alza muestras de cerebro post-mortem de enfermos de Alzheimer (Ishii y
Haga 1975; Rogers etal. 1988). Investigaciones posteriores han identificado una
asociacion entre la demencia y los marcadores de inflamacion sistémica. En andlisis
transversales de poblaciones clinicas, un hallazgo razonablemente coherente ha sido una
asociacion entre la demencia y niveles mas altos de interleucina (IL)-1p, IL-6, proteina C
reactiva (PCR) y factor de necrosis tumoral-a (TNF-o)) (Bermejo et al. 2008; Bruunsgaard
et al. 1999; Dimopoulos et al. 2006; Engelhart et al. 2004; Licastro et al. 2000; Zuliani
etal. 2007; Alvarez etal. 2007). Las investigaciones recientes han ampliado
recientemente la labor sobre la inflamacion sistémica a los sindromes de pre-demencia
como el deterioro cognitivo leve (DCL). Por ejemplo, los estudios han demostrado que
se encuentran mayores niveles de TNF-a en los pacientes con DCL en comparacion con
los controles normales (Alvarez et al. 2007; Bermejo et al. 2008), lo que sugiere que el
aumento de los procesos inflamacién sistémicos estan vinculados al deterioro cognitivo.
Mas recientemente se han utilizado métodos proteémicos en muestras de liquido
cefalorraquideo, plasma y suero para identificar las moléculas que difieren entre pacientes
sanos y con Enfermedad de Alzheimer. En esos estudios se ha identificado
sistematicamente una plétora de marcadores inflamatorios que difieren en abundancia

entre los grupos clinicos (Castafio et al. 2006; Finehout et al. 2007).

1.3.6. Deterioro sinaptico en la fisiopatologia de la enfermedad de Alzheimer.

La degeneracion sinaptica es un evento temprano en la patogénesis de Alzheimer
y se ha visto detectado durante el estadio de deterioro cognitivo leve (DCL). Este evento,
progresa durante el curso de la EA y en la mayoria de las etapas tempranas involucra
mecanismos de compensacion antes de alcanzar una etapa de pérdida funcional. Las
muestras de la autopsia post-mortem revelaron un 18% de pérdida de sinapsis en corteza
e hipocampo (Scheff et al. 2007). Se ha observado que con la progresion de la enfermedad
se produce una disminucion constante de la poblacion sinaptica, con una pérdida de
alrededor del 10-20% de las neuronas corticales (Reddy et al. 2005). Estudios recientes
sugieren que los procesos de degeneracioén neuronal se producen de manera bifasica,
produciéndose un aumento de las sinapsis en las primeras etapas de la enfermedad y

posteriormente una pérdida marcada de las mismas. Este aumento transitorio inicial, fue
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observado analizando el incremento de la concentracion de la proteina sinaptofisina y
otras proteinas presinapticas en las zonas de asociacion cortical en la fase I11 de Braak,
antes de la patologia neurofibrilar (Mukaetova-Ladinska et al. 2000). También se ha
observado alteracion de la proteina neurogranina, cuyas concentraciones se encuentran
disminuidas en la corteza frontal (Davidson et al. 1998; Reddy et al. 2005), corteza
parietal (Reddy et al. 2005) e hipocampo (Davidsson y Blennow 1998) de pacientes que
han padecido la EA. Otros estudios han observado un aumento de la proteina presinaptica
drebrina en la corteza frontal de los pacientes con DCL seguido de una disminucién del
40% al 60% en la EA severa (Counts et al. 2006), asi como un aumento en la expresion
de la proteina post-sinaptica PSD-95 en el cerebro con EA (Leuba et al. 2008). También
se ha documentado una elevacion en la densidad del botones glutamatérgicos
presinapticos en el giro medio frontal de los pacientes con deterioro cognitivo leve (Bell,
Bennett, y Cuello 2007). La resonancia magnética funcional (RMNs) en pacientes con
DCL sugiere de manera similar que podria haber una fase de activacion paradéjicamente
aumentada al principio del curso de la EA prodrémica (Sperling et al., 2007). También se
ha descubierto que se produce una alteracién de las proteinas acetilcolinesterasa (AChE)
y butilcolinesterasa (BuCh), implicadas en la degradacién de la acetilcolina y en otros
procesos como la sinaptogénesis (Lane, Kivipelto, y Greig 2004). Las pérdidas marcadas
de neuronas colinérgicas, principalmente de la base del cerebro, estan asociadas con una
deficiencia en la actividad colinérgica, que afecta no sélo a las subunidades de receptores

de acetilcolina, sino también a la sintesis acetilcolina (Ferreira-Vieira et al. 2016).

1.3.7. Moléculas de sefializacién neuronal y de las balsas lipidicas en la
fisiopatologia de la enfermedad de Alzheimer.

Las balsas lipidicas, o lipid rafts, son microdominios de membrana que se
caracterizan por presentar una composicion rica en colesterol, esfingolipidos, acidos
grasos saturados, lo que les hace insolubles en detergentes no iénicos. Su funcién es
actuar como plataformas de anclaje para la interaccion entre proteinas y lipido-proteinas,
siendo lugares en los que se localizan procesos esenciales de comunicacion celular,
trafico de membranas y transduccion de sefiales (Hicks, Nalivaeva, y Turner 2012) (figura
1.9).
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Figura 1.9: Esquema de la composicién de una balsa lipidica. A: espacio intracelular o citosol;
B: espacio extracelular; 1.membrana celular; 2: balsa lipidica; 3: proteina transmembrana
asociada a la balsa lipidica; 4: proteina de membrana 5: modificaciones de glicosilacion (sobre
glicoproteinas y glicolipidos); 6: proteina anclada en el GPI; 7: colesterol; 8: glicolipido.

En estas regiones se encuentran incluidas las plataformas de sefializacion
(signalosomas) formadas por un subconjuntos de proteinas que se organizan en clisters
multimoleculares implicados en diferentes respuestas celulares (Levental, Grzybek, y
Simons 2010). En los lipid rafts, las moléculas pueden moverse e interactuar con
diferentes cinéticas en respuesta a una variedad de ligandos intra y/o extracelulares que
en Ultima instancia pueden favorecer interacciones de proteinas especificas y la activacién
de cascadas de sefializacion.

Durante el proceso patogénico de la Enfermedad de Alzheimer se ha observado
una alteracion de la composicion lipidica y proteica de las membranas neuronales, en
concreto en los lipid rafts. Dado que la estructura y la actividad de la balsa lipidica
requieren una proporcion particular de distintas clases de lipidos, las alteraciones en el
contenido de lipidos en estos microdominios pueden conducir a un funcionamiento
anormal que puede contribuir a eventos neuropatoldgicos. Algunos resultados han
reportado que la pérdida de la integridad de la balsa de lipidos se correlaciona en general
con la progresion del envejecimiento cerebral (Fabelo etal. 2014). Ademas una
consecuencia de la inestabilidad lipidica de los microdominios de membrana es la
alteracion de la funcionalidad, que produce un cambio en las interacciones moleculares y
en el trafico de proteinas integradas en las plataformas de sefializacion, afectando asi a
las interacciones entre lipidos y proteinas (Molander-melin et al. 2005; Diaz et al. 2014).
Ademas, las proteinas pueden adoptar plegamientos aberrantes y adoptar configuraciones
anormales que pueden conducir a agregados toxicos y a una sefializacion intra-
extracelular disfuncional. De hecho, se ha observado que la acumulacion e interaccion

de las proteinas clave involucradas en el procesamiento de B-amiloide: la APP y -
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secretasa (BACE) es promovida por alteraciones lipidicas en estos microdominios
(Parsons y Austen 2007; Vetrivel et al. 2009). De igual forma, se ha observado que el
complejo molecular formado por el receptor de estrogeno (REw), el canal anionico
dependiente de voltaje (VDAC) y la caveolina-1 (Cav1l) parece estar alterado en los lipid
rafts en las Gltimas etapas de la EA. Asi, en balsas lipidicas de distintas areas corticales
de los cerebros con EA, el VDAC mantiene, e incluso aumenta, su asociacion con la
caveolina-1, mientras que el REa se enriquece principalmente en astrocitos, en particular,
alrededor de las placas amiloideas (Ramirez et al. 2009).

Por otra parte, diferentes estudios han indicado que la dindmica de movimiento
dentro y fuera de los lipid rafts de la proteina precursora de amoloide (APP) puede
modular la formacion de AB (Vetrivel et al. 2009). Asi mismo, se ha observado que la
exclusion de la proteina a-secretasa de los lipid rafts, favorece la generacion de Af ya
que la proteina a-secretase en estas balsas compite con BACE, aumentando la protedlisis

no amiloidogénica del APP (Hicks, Nalivaeva, y Turner 2012).

1.4. Biomarcadores y Enfermedad de Alzheimer

Se estima que en 2050, aproximadamente 80 millones de personas sufriran de EA
en todo el mundo. Por lo tanto, es un gran desafio actual el establecimiento de marcadores
eficientes y especificos para diagnosticar y monitorizar el progreso de la enfermedad en
sus estadios mas tempranos. Por otro lado, el diagndstico basado en criterios clinicos, que
incluyen la historia clinica y el examen fisico, pruebas de laboratorio (analisis
sanguineos), neuroimagen y la evaluacion neuropsicoldgica presentan una sensibilidad
del 90-95% mientras que la especificidad es tan solo del 50-60%. Este hecho dificulta el
poder discernir entre la comorbilidad con otras enfermedades neurodegenerativas, ya que
la EA presenta sintomas que son compartidos con una variedad de des6rdenes
neuroldgicos.

Un marcador bioldgico, o biomarcador, se puede definir como cualquier entidad
que puede ser se medida y evaluada objetivamente y sea indicador de un proceso
biolégico normal, de un proceso patoldgico o de una intervencion terapéutica (Group
2001). La sensibilidad, la especificidad y la facilidad de uso son los factores mas
importantes que, en Gltima instancia, definen la utilidad diagndstica de un biomarcador.
Para que un biomarcador de diagnéstico sea Util, deben cumplirse los siguientes criterios
(Hampel, Lista, y Khachaturian 2012):

Este documento incorpora firma electrénica, y es copia auténtica de un documento electrénico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccién https://sede.ull.es/validacion/

I dentificador del docunento: 2866781 Codigo de verificaci6n: 3BXaS2sZ

Firmado por: Fatima Concepciéon Mesa Herrera Fecha: 28/09/2020 13:12:33
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA
Mario Lorenzo Diaz Gonzalez 28/09/2020 15:01:49

UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Raquel Marin Cruzado 28/09/2020 15:28:51
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

31/179

Este documento incorpora firma electronica, y es copia auténtica de un documento electrdnico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccion https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 2914873 Codigo de verificacion: yguDlkhh

Firmado por: Maria de las Maravillas Aguiar Aguilar Fecha: 08/10/2020 17:11:27
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

31/179



Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electréonica
Salida
N° registro: 2020/7783
N° reg. oficina: OF002/2020/6613
Fecha: 09/10/2020 18:02:14

Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electrénica
Entrada
N° registro: 2020/90112
N° reg. oficina: OF002/2020/89073
Fecha: 28/09/2020 16:21:31

Introduccion

o Reflejar procesos fisiopatoldgicos basicos de la enfermedad.

e Presentar alta sensibilidad y una alta especificidad para la enfermedad en
comparacion con las afecciones.

e Permitir mediciones repetidamente a lo largo del tiempo.

e Permitir la reproducibilidad en laboratorios de todo el mundo.

e Ser medible en pruebas no invasivas y féciles de realizar.

e Las pruebas deben ser econdmicas y rapidas.

o Definir buenos valores de corte para distinguir enfermedades.

1.4.1. Marcadores para la enfermedad de Alzheimer.

1.4.1.1. Marcadores de imagen.

En las Gltimas décadas los marcadores de imagen han cobrado una especial relevancia
debido a su carécter no invasivo y por tener la capacidad de detectar cambios patoldgicos
con el tiempo. Los marcadores de imagen mas utilizados actualmente para la EA son los
siguientes: resonancia magnética estructural (RMN) y funcional (RMNy), tomografia de
emision de positrones (TEP) y la tomografia computarizada por emision de un solo fotén
(del inglés SPECT, single-photon emission computed tomography) (Henriques et al.
2018).

La RMN estructural es el biomarcador més cominmente utilizado para ayudar en
el diagnéstico de la EA. La RMN a menudo muestra atrofia en é&reas de la corteza y en
areas prototipicas del cerebro afectadas por esta enfermedad (generalmente I6bulos
temporales mediales simétricos y los l6bulos biparietales en la EA). Sin embargo, es
necesario complementar esta técnica con otras adicionales de patrones espaciales de
neurodegeneracion (como pueden ser el TEP o SPECT) para confirmar un diagnéstico de
EA (Sheikh-Bahaei et al. 2017).

A pesar de los esfuerzos por desarrollar marcadores de imagen, éstos no son
capaces de discriminar entre patologias que cursan con demencias. Estas técnicas no
permiten diferenciar las demencia de inicio temprano, las demencias atipicas que no
cumplen con los criterios clinicos clasicos, o aquellos casos con fuertes factores de
confusion por antecedentes (demencia vascular, depresion, abuso de alcohol) pero con
una sospecha de una patologia subyacente de EA, por lo que este tipo de técnicas solo
contribuyen a incrementar la especificidad del diagnéstico (McKhann et al. 2011).
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1.4.1.2. Marcadores bioquimicos

a) El liquido cefalorraquideo

El liquido cefalorraquideo (LCR) es un fluido incoloro con varias funciones
dentro del sistema nervioso que involucran aspectos estructurales, hidrodindmicos,
metabolicos e inmunoldgicos. El LCR influye en la homeostasis metabdlica del sistema
nervioso central (SNC) manteniendo el ambiente electrolitico y el equilibrio acido-basico,
sirviendo como medio para el suministro y transporte de nutrientes, hormonas,
neurotransmisores y neuropéptidos a las células neuronales y gliales y funcionando como
un sistema de filtrado para la eliminacién de los productos de degradacion del
metabolismo celular. De este modo, el LCR ha sido considerado como un "sumidero" por
el cual las diversas sustancias de desecho que se forman en el tejido del SNC durante su
actividad metabdlica difunden rapidamente en el LCR, y desde alli, se reabsorben hacia
el sistema vascular (Davson, Domer, y Holungsworth 1973).

El LCR es producido principalmente por el plexo coroideo en los ventriculos. El
resto del LCR esta formado por el intersticio y las meninges. Mientras que el plexo
coroideo y el parénquima cerebral dan lugar a la mayor parte del LCR ventricular, las
meninges y raices dorsales contribuyen significativamente a la formacién del LCR
lumbar (Davson, Domer, y Holungsworth 1973; Cserr, Harling-Berg, y Knopf 1992). La
cantidad de LCR producida a una tasa de 0.3-0.4 mL min es de aproximadamente 450-
550 mL en 24 horas, y la rotacién total del mismo oscila aproximadamente entre 3y 5
veces por dia (Davson, Domer, y Holungsworth 1973; Nakada y Kwee 2019). De acuerdo
con el concepto clésico, el LCR circula a través de los ventriculos, las cisternas y el
espacio subaracnoideo para finalmente ser absorbido por la sangre a nivel de las
vellosidades aracnoides. Entre el 10-15% del LCR se drena en los vasos linfaticos que
fluyen a través de los espacios perineurales de los nervios craneales y espinales (Davson,
Domer, y Holungsworth 1973; Cserr, Harling-Berg, y Knopf 1992).

Los compartimentos que se encuentran en el SNC estan separados por un sistema
de barreras, la barrera hematoencefalica (BBB del inglés blood-brain barrier) y barrera
de sangre-LCR (BCB del inglés blood-cerebrospinal fluid-barrier). Ambas son
importantes para el mantenimiento del entorno cerebral y la proteccion del cerebro de la
circulacion sistémica. Aunque difieren tanto morfolégicamente como en sus propiedades
fisicas, ambas barreras no son completamente impermeables entre-si, y permiten el

intercambio entre el tejido cerebral y la sangre. Todas las moléculas que provienen de la
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sangre y que atraviesan la barrera hematoencefalica del LCR lo hacen por difusion (por
ejemplo, transporte pasivo o facilitado de proteinas) o por transporte activo (como es el
caso de la glucosa). ElI LCR contiene aproximadamente 150-450 mg/L de proteinas
plasméticas dependiendo de la edad y el sitio de muestreo (LCR ventricular vs. lumbar).
La mayor parte del contenido proteico del LCR lumbar es derivado de la sangre (80%), y
el resto (20%) consiste en proteinas derivadas del cerebro o producidas intratecalmente?.
En condiciones fisiologicas, las proteinas derivadas de la sangre entran en el
compartimento del LCR por difusién en funcién de su tamafio molecular y de su
concentracion sanguinea. Cuanto mayor sea el tamafio de la proteina, mayor sera el
gradiente de concentracion entre la sangre y el LCR (por ejemplo, IgM > IgA > 1gG >
alblmina) (tablas 1.2 y 1.3) (Felgenhauer, Schliep, y Rapic 1976).

Tabla 1.2: Principales proteinas derivadas de la sangre en el LCR (80% de proteinas totales del
LCR)

Proteina LCR Sangre Ratio LCR-sangre
Proteina total 200-500 mg/L 60-80 g/L -
AlbUmina 150-350 mg/L 35-55 g/L <8x10°
19G <40 mg/L 7-16 g/L <6x10°
1gA <6 mg/L 0.7-4.0 g/L <4x10°
IgM <1 mg/L 0.4-23g/L <1.8x10°

Tabla 1.3: Composicién proteica del liquido cefalorraquideo y de la sangre

Proteina LCR Sangre Sintesis intratecal (%)
Transtiretina 17 mg/L 250 mg/L 93
Prostaglandina- D-
sintasa 15 mg/L 0.5 mg/L >99
Cistatina-C 3mg/L 0.5 mg/L >99
Apolipoproteina E 6 mg/L 93.5 mg/L 90
Neopterina 4.2 mg/L 5.3 nmol/L 98
Enolasa especifica de
neurona (EEN) 5 mg/L 6 pg/L 99
Proteina acida fibrilar
glial 0.12 mg/L 0 100
Ferritina 6 mg/L 120 pg/L 97
Proteina S-100 2.9 mg/L 0.12 pg/L >99
Proteina basica de
mielina 0.5 mg/L 0 100
Proteina tau 0.2 mg/L 0 100
Neurofilamentos 0.1 mg/L 0 100

Debido a las restricciones existentes entre el paso de moléculas a través de la barrera
hematoencefalica y de la barrera-LCR-sangre, el LCR ha sido la fuente més exitosa para
encontrar biomarcadores para la patologia de la enfermedad de Alzheimer. EI LCR esta
en contacto directo con el espacio extracelular en el cerebro, por lo que se considera que

2 Intratecal: Que se produce en el espacio subaracnoideo.
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los biomarcadores del LCR reflejan los cambios bioquimicos en el cerebro mejor que
otros fluidos biolégicos como el plasma, suero o la orina (Hampel, Lista, y Khachaturian
2012). En este sentido, son tres los biomarcadores aceptados que reflejan el nicleo la

patologia de la EA (Jack et al. 2018), y que se describen a continuacion:

o Péptido B-amiloide

El péptido B-amiloide se produce durante el metabolismo celular normal y se
secreta en el LCR (Seubert etal. 1992). Mediante diferentes métodos de ensayo
inmunoenzimatico (ELISA del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), se ha
observado que los niveles del péptido B-amiloide de 42 aminoacidos (APa42) presentes en
el liquido cefalorraquideo son aproximadamente un 50% mas bajos en los pacientes con
EA en comparacion con pacientes sanos. La explicacion méas frecuente de la reduccion
de los niveles de APs2 es que se produce su deposicion y acumulacién durante la
formacion de las placas seniles en el parénquima cerebral, dejando una menos
disponibilidad para su difusién en el LCR (Sunderland et al. 2003; Blennow y Hampel
2003). Asi mismo, se ha demostrado que el ABs2 presenta baja solubilidad, lo que dificulta
su excrecion hacia el LCR. Por otra parte, se ha descrito que la carga de las placa
cerebrales en la autopsia se correlaciona inversamente con los niveles de A2 en el LCR
lumbar antes de la muerte y en el LCR ventricular después de la muerte (Tapiola et al.
2009; Strozyk et al. 2003). Posteriormente se han estudiado diferentes isoformas del
péptido B-amiloide, y se ha observado que los niveles de las formas mas cortas del péptido
no se modifican en la EA (Sunderland et al. 2003; Schoonenboom et al. 2005). Los
estudios de investigacion clinica y la evaluacion de estos biomarcadores han sugerido que
la disminucion de los niveles de LCR AB42 puede ocurrir al menos 20-25 afios antes de
la demencia clinica (Ringman et al. 2012).

e Proteina tau
El segundo marcador utilizado para el diagnéstico de la EA, corresponde a la
proteina tau, involucrada en la formacién de los ovillos neurofibrilares. EI aumento de
esta proteina en LCR es indicativo de dafio y degeneracion neuronal y axonal. En este
sentido, en los controles sanos, los niveles de tau total en el LCR aumentan con la edad:
<300 pg/ml (21-50 afios), <450 pg/ml (51-70 afios) y <500 pg/ml (>70 afios). Sin

embargo, los niveles totales de tau aumentan significativamente en los pacientes con EA
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en comparacion con los sujetos de control compatibles con la edad con un corte de >600

pa/ml (Sjégren et al. 2001).

e Proteina tau fosforilada.

El tercer biomarcador esta directamente relacionado con el anterior. Se trata de la
proteina tau fosforilada. La forma (hiper)fosforilada de la proteina tau es indicativa del
dafio neuronal y axonal caracteristica de la enfermedad de Alzheimer (Blennow y Hampel
2003). Dentro de los residuos fosforilados mas conservados se encuentra la serina del
residuo 181 (taussip) Y al igual que su homologo no fosforilado, la concentracion de la tau
fosforilada es superior en pacientes con EA que en sujetos controles, con un corte de 65
pa/ml (Sjogren et al. 2001).

b) Otros fluidos como fuente de biomarcadores

El proceso de obtencion de liquido cefalorraquideo por puncién lumbar (PL) es
un método invasivo y se asocia con un riesgo pequefio, pero significativo, de cefalea
posterior a la extraccion (Almeida et al. 2011). Dada la percepcion puablica negativa del
procedimiento de la puncién lumbar, es poco probable que todos los pacientes en un
ensayo clinico estén dispuestos a realizarse una extraccion de LCR. Una alternativa es
utilizar muestras de sangre o suero, las cuales se obtienen facilmente y su extraccion es
ampliamente aceptada por los pacientes. El desarrollo de un biomarcador de suero
fidedigno podria integrarse potencialmente en un proceso de deteccion y diagnéstico. Ello
proporcionaria informacion valiosa sobre qué pacientes deberian someterse a pruebas mas
invasivas (y costosas), y para controlar la progresion de la enfermedad (Henriksen et al.
2013). Sin embargo, hasta el momento ha habido poco éxito en la blsqueda de
biomarcadores séricos fiables para la enfermedad de Alzheimer (Blennow y Zetterberg
2009), aunque se han realizado numerosos estudios para la deteccién de los mismos.

Ademés del suero, la saliva y la orina han sido fluidos atractivos para la blsqueda
de marcadores debido a su fécil recoleccion. Sin embargo, las moléculas muestreadas
provenientes de estas fuentes se someten a filtracién o procesamientos metabdlicos y
pueden no reflejar los cambios bioquimicos que se producen en el cerebro (Zurbig y Jahn
2012). Se necesita mas investigacion sobre estos fluidos de facil acceso para determinar
si podrian proporcionar informacion significativa sobre los estados cerebrales en procesos

de neurodegeneracion.
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2. JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Justificacion

La enfermedad de Alzheimer representa la forma mas comin de demencia en
personas de edad avanzada, llegando a afectar a méas del 50% de los pacientes mayores
de 85 afios. Debido al progresivo envejecimiento de la poblacion, se estima un incremento
critico en la incidencia de la enfermedad para las préximas décadas, con un enorme
impacto sociosanitario, por lo que el diagnostico precoz de la enfermedad representa un
reto de tremenda importancia para la sociedad actual.

Actualmente, los marcadores presentes en el liquido cefalorraquideo relacionados con la
Enfermedad de Alzheimer que se incorporan en los diferentes criterios diagnosticos estan
vinculados con dafios neurohistolégicos que se presentan en el tejido cerebral de los
pacientes con la enfermedad. Sin embargo, una de las grandes problematicas existentes
con éstos, es que s6lo proporcionan diagnésticos confirmativos, pero no desvelan los
cambios que se producen durante las etapas prodrémicas de la enfermedad (Zhang et al.,
2005). En este sentido, el estudio de la fisiopatologia y de los procesos bioquimicos y
metabolicos de la enfermedad que se producen en la fase prodrédmica son fundamentales,
no so6lo para desarrollar marcadores que mejoren el diagnéstico de las etapas de
progresion hacia la enfermedad, sino también para comprender mejor las bases
moleculares de esta patologia neurodegenerativa, y que a su vez permitan desarrollar
estrategias terapéuticas que ayuden a retrasar su aparicion e incluso detener los sintomas

clinicos de la enfermedad de Alzheimer.

2.2. Hip6tesis

Existen evidencias y un gran consenso sobre el hecho de que los procesos
degenerativos en la Enfermedad de Alzheimer comienzan afios antes de que aparezcan
los primeros sintomas clinicos de la enfermedad. En este estudio, se ha analizado
parcialmente la estructura neuroquimica del liquido cefalorraquideo en una cohorte de
pacientes en diferentes estadios de acuerdo con la magnitud de sus alteraciones
psicométricas. Estos estadios se corresponderian con los de la progresion hacia la
enfermedad de Alzheimer, desde estadios que no manifiestan alteraciones cognitivas
apreciables hasta pacientes con demencia tipo Alzheimer establecida. En nuestra

hipdtesis, se ha asumido una secuencia lineal entre estadios que culminarian en la
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Justificacion, hipétesis y objetivos

Enfermedad de Alzheimer, a la que denominamos Espectro o Continuum de la
enfermedad. Y aunque no se ha seguido la evolucion de los sujetos mediante un estudio
longitudinal (con el objeto de conocer la evolucién real entre estadios), en esta tesis
doctoral se pretende determinar si las alteraciones de la composicion del liquido
cefalorraquideo en etapas consideradas prodromicas y en la Enfermedad de Alzheimer
permiten identificar nuevos marcadores diagnésticos suficientemente sensibles capaces

de predecir el estadio la enfermedad, asi como su evolucién a lo largo de la misma.

2.3. Objetivos principales

o Desarrollar un panel de potenciales biomarcadores del liquido cefalorraquideo para
cada uno de los grupos que forman el continuum de la enfermedad de Alzheimer.

e Estudiar la relacion de los biomarcadores entre si para cada uno de los grupos de
estudio y sus posibles variaciones a lo largo del espectro de la enfermedad de
Alzheimer.

e Explorar herramientas multivariantes que permitan discriminar a los grupos de
pacientes dentro del continuum en funcién de la composicion de marcadores presentes

en el liquido cefalorraquideo.

2.4. Objetivos especificos

e Evaluacion de los marcadores clésicos en el espectro de la Enfermedad de Alzheimer.

e Evaluacién de las concentraciones de cationes divalentes, metales traza y metales
neurotoxicos como marcadores en el espectro de la Enfermedad de Alzheimer.

e Evaluar los marcadores del estado oxidativo e inflamatorio en el espectro de la
Enfermedad de Alzheimer

e Evaluar las proteinas del signalosoma y otras proteinas implicadas en procesos

degenerativos en el espectro de la Enfermedad de Alzheimer.
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Material y métodos

3. MATERIAL Y METODOS.
3.1. Pacientes

En este estudio se utilizaron muestras de liquidos cefalorraquideos humane
procedente pacientes, todos mayores de 59 afios, evaluados y clasificados previamente
por especialistas del area de neurologia del Hospital Universitario de Canarias y del
Hospital Universitario Dr. Negrin de las Palmas de Gran Canaria. Se recolectaron un
total de 80 muestras procedentes de pacientes anénimos que fueron clasificadas de
acuerdo criterios de Global Deterioration Scale (GDS) en cuatro grupos de estudio,
definiéndose cada uno de ellos como:

e Pacientes controles (CTRL): aquellos pacientes de edad avanzada, los cuales no
presentan caracteristicas clinicas de enfermedad neurodegenerativas ni déficits de
memoria evidentes tras un examen neurolégico, correspondiendo al criterio
establecido GDS = 1.

e Pacientes con queja subjetiva de memoria (QSM): aquellos pacientes de edad
avanzada que no mostraron evidencias objetivas de déficit de memoria en la
entrevista clinica ni tampoco mostraron déficits objetivos en el empleo ni en las
situaciones sociales. Sin embargo, referian quejas subjetivas de memoria, como
olvidar donde habian colocado objetos familiares, olvidar nombres que antes se
conocian bien y que mostraban preocupacion respecto a la sintomatologia,
correspondiendo al criterio 2 establecido segin el Global Deterioration Scale
(GDS=2).

e Pacientes con diagnéstico de deterioro cognitivo leve (DCL) se incluyeron todos
los pacientes que forman parte del espectro de deterioro cognitivo leve, tanto en
fases amnésicas como no amnésicas. Los pacientes que formaron parte de este
grupo presentaron bajo rendimiento cognitivo sin afectacion por éste en las
actividades de la vida diaria, siendo clasificados tras la evaluacion con el criterio
3 establecido segun el Global Deterioration Scale (GDS=3).

o Pacientes con Enfermedad de Alzheimer (EA) aquellos que tras la valoracion
previa de un neurdlogo satisficieron los criterios diagnésticos descritos en el
Manual de Diagnéstico Estadistico de Desérdenes Mentales (DSM-V) de la
Asociacién Americana de Psiquiatria (2013). Estos pacientes mostraron bajo
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Material y métodos

rendimiento cognitivo y afectacion de las actividades de la vida diaria segtn los
criterios establecidos segun el Global Deterioration Scale (GDS=4).
En la tabla 3.1 se muestra el resumen de todos los casos, rangos de edad y género.

Tabla 3.1: Resumen de los casos del estudio. H: Hombre, M: Mujer.

Grupo NUmero de casos | Rango de edad = Sexo (H/M)
Controles (CTRL) 15 64-85 718
Queja subjetiva de memoria (QSM) 9 60-79 3/6
Deterioro Cognitivo Leve (DCL) 29 65-90 12/17
Enfermedad de Alzheimer (EA 17 70-87 7/10
Totales 70 - 29/41

Los criterios de exclusion fueron los siguientes:

e Sospecha de dafio cerebral focal o difuso debido a condiciones clinicas diferentes
alaEA;

e Enfermedades sistémicas no controladas o delirio en los Gltimos 30 dias;

e Antecedentes de drogadiccion o alcoholismo;

e Estar bajo tratamiento para la EA;

e Antecedentes de depresién mayor o estar bajo tratamiento con dos 0 mas
antidepresivos;

e Maés de una dosis diaria de benzodiazepinas;

e Trastornos perceptivos o motores graves.

Todas las muestras procedieron de donaciones realizadas con el consentimiento
informado del paciente o de sus familiares siguiendo el reglamento establecido por el
Comité de Etica del Hospital Universitario de Canarias, el Comité ético del Hospital
Universitario de Gran Canaria Dr. Negrin, el Cédigo de Principios Eticos para las
Investigaciones Médicas en Seres Humanos de la Asociacion Mundial de Medicina

(Declaracion de Helsinki), y la Ley 14/2007 de investigacion biomédica.

3.2. Obtencién y tratamiento de las muestras

Las muestras de liquido cefalorraquideo fueron extraidas por personal médico
siguiendo el protocolo hospitalario establecido para ello. Durante la extraccion se
descartaron los primeros 0,5 ml - 1 ml para evitar contaminacién por sangre. Se
obtuvieron 8-10 ml en un tubo de polipropileno y posteriormente el fluido fue
centrifugado a 2000 g durante 10 minutos a 4°C. Posteriormente, para realizar este estudio

se separ6 una alicuota de 1,5 ml en un tubo de polipropileno, las cuales fueron
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almacenadas a -80°C hasta su posterior analisis segun se especifica en el protocolo para
la estandarizacion de recoleccion de liquido cefalorraquideo (Teunissen et al. 2009). Las

muestras que presentaron sedimentos sanguineos fueron descartadas del estudio.

3.3. Determinacion de la composicion ionica del liquido
cefalorraquideo

3.3.1 Determinacion de la concentracion de cationes divalentes.

La determinacién de calcio y magnesio se llevé a cabo mediante espectroscopia
de absorcion atémica en llama utilizando aire/acetileno para el caso del magnesio y 6xido
nitroso/acetileno para el caso del calcio. Para ello, las muestras de LCR fueron sometidas
a una centrifugacion a 1600g durante 5 minutos en una centrifuga Allegra 25R (Beckman
Coulter). Posteriormente, las muestras fueron diluidas 1:100 para la determinacion de
calcio y 1:75 para la determinacion de magnesio en 6xido de lantano (La.Os) 10g/L. La
concentracion de los electrolitos en estudio se determind mediante la interpolacion del
valor de absorbancia de la muestra en una recta patrén de concentracion conocida.

Las mediciones se realizaron en un espectrofotometro de absorcion atémica
Varian SpectrAA-10 Plus utilizando lamparas de catodo hueco para cada uno de los
elementos estudiados. Las condiciones para determinar cada uno de los diferentes
elementos se recoge en la siguiente tabla (tabla 3.2)

Tabla 3.2: Condiciones de determinacién del Cay Mg

Anchura . A Corriente de
Elemento de rendija Tipo de llama Longitud de onda lampara
Ca 0.5 nm Oxido nitroso-acetileno 422.7 nm 10 mA
Mg 0.5nm Aire-acetileno 285.2nm 4.0 mA

3.3.2. Determinacién de elementos traza (cobre, manganeso, hierro, zinc,
selenio y aluminio) por ICP-MS.

La determinacion de los elementos traza (Fe, Cu, Mn, Zn, Se y Al) se llev6 a cabo
mediante ICP-MS (Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry). Para ello, las
muestras de LCR se diluyeron 1:20 en una solucion de HNOs al 5% con 1 g/L de Rh. A
continuacion, las muestras se filtraron utilizando un filtro de 0,45 micras para eliminar
cualquier tipo de resto biolégico. Para asegurar la exactitud de los métodos analiticos y
los resultados, se analizaron muestras de control de calidad junto con las muestras
analizadas. En el andlisis de espectrometria de masas con plasma acoplado

inductivamente, se utiliz6 un control de suero liofilizado para oligoelementos
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(ClinChek® Controls). Los valores obtenidos para las muestras de control de calidad
mostraron buena concordancia con las concentraciones recomendadas.

Para la determinacion de los elementos totales, las soluciones patrén se prepararon
mediante dilucion de un patrén multielemento (1000 mg/l en 1 M HNO3) obtenido de
Merck (Darmstadt, Alemania). La concentracion de los metales traza en estudio se
determind mediante la interpolacion del valor de absorbancia de la muestra en una recta

patrén de concentracion conocida.

3.4. Determinacion de actividades enzimaticas.

3.4.1 Determinacion de la actividad superoéxido dismutasa

Las determinacion de la actividad superéxido dismutasa (SOD) se llev a cabo
utilizado el método descrito por nuestro laboratorio (Mesa-Herrera, Quinto-Alemany, y
Diaz 2019). El fundamento de esta técnica se basa en la autooxidacion del pirogalol (1,2,3
bencenotriol o &cido pirogélico), un compuesto que en soluciones alcalinas se autooxida
rapidamente generando radicales superéxido en el medio, los cuales aceleran la
autooxidacion de éste (Mahnheim, 1988). La autooxidacion del pirogalol, produce la
formacion de purpurogalina, un compuesto amarillo-marrén con un pico maximo de
absorbancia de A=420 nm y con coeficiente de extincion molar 2640 M-cm™. Cuando la
SOD est& presente en el medio, la enzima compite con el pirogalol por el radical
superdxido, inhibiéndose la reaccion de autooxidacion, lo que implica menor formacién
de purpurogalina. La formacién de purpurogalina es susceptible de ser medida
espectrofotométricamente en el tiempo, por lo que se puede aprovechar para cuantificar
la actividad SOD de una muestra midiendo la inhibicion de la autooxidacién del pirogalol
respecto de un control.

Los ensayos se realizaron con las siguientes condiciones: para un volumen total
de 1 ml, se utilizé buffer Tris-Cacodilico 50 mM 1mM DTPA (pH 8.2), 0.3 mM de
pirogalol, 100 pl de muestra, sustituidos en el blanco y en el control por 100 pl del agua
Milli-Q y temperatura de 37°C. La reaccidn se inicié mediante la adicién de pirogalol y
los cambios de absorbancia se midieron a 420 nm en un espectrofotémetro lector de
placas Appliskan multiplate reader (Thermo Scientific). La actividad especifica de SOD
se expresd en unidades/mg de proteina. Una unidad se define como la cantidad de enzima

necesaria para obtener el 50% de la autooxidacion de pirogalol.
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3.4.2 Determinacion de la actividad glutation-S-transferasa (GST)

La determinacion de la actividad glutation-S-transferasa se llevéd a cabo
siguiendo el método de Habdous y colaboradores (Habdous et al. 2002). El fundamento
de la técnica se basa en la capacidad que tiene la enzima glutation-S-transferasa para
conjugar el glutation reducido (GSH) con el 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB) a través

del grupo tiol de la enzima para formar el complejo tioéter glutation-dinitrobenzeno y

a os
No. No.
GST
+GSH ——» +HCI
No, NO,

Figura 3.1: formacion del tioéter glutation-dinitrobenzeno y acido clorhidrico por accién de la
enzima glutatién-S-transferasa

écido clorhidrico.

El tioéter glutation-dinitrobenzeno, absorbe luz a A=340 nm, siendo la tasa de incremento
de absorbancia directamente proporcional a la actividad de la enzima GST en la muestra.

Los ensayos se realizaron con las siguientes condiciones: tamp6n fosfato potéasico
100 (pH 6.5), GSH 5 mM, CDNB 1 mM y 37°C de temperatura. En todos los ensayos,
para un volumen total de reaccion de 1.0 ml, se utilizaron 50 pl de muestra afiadidos al
buffer de reaccion, sustituidos en el blanco y en el control por 50 pl del agua bidestilada.
La reaccion se inici6 mediante la adicion de CDNB y los cambios de absorbancia se
midieron a A=340 nm en un espectrofotémetro lector de placas Appliskan multiplate
reader (Thermo Scientific). La actividad especifica de la glutation-S-transferasa se

expres6 en nmol/min/mg proteina.
3.4.3 Determinacion de la actividad butirilcolinesterasa (BuCh).

La determinacion de la actividad butirilcolinesterasa se llevé a cabo utilizando el
método descrito por Ellman y colaboradores (1961) y posteriormente adaptado al formato
de microplacas de 96 pocillos por Wheelock y colaboradores (2005) (Wheelock et al.
2005; Ellman et al. 1961). La actividad de la enzima se determind siguiendo el incremento
de la absorbancia a A=412 nm en el tiempo, producido por la reaccion de tiocolina con el
acido 5,5°-ditio-bis-nitrobenzoico (DTNB) en el acoplamiento de las siguientes

reacciones:
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Material y métodos

(1) Butirilcolina (BuSCh) + H20 (enzima) — 4cido acético + tiocolina
(2) Tiocolina + DTNB —2-nitrobenzoato-5 mercaptotiocolina + 5-tio-2-nitrobenzoato

Los ensayos se realizaron con las siguientes condiciones: para un volumen de 200 pl se
afiadieron a cada pocillo 180 pl del ion 5,5’-ditio-bis-nitrobenzoico (DTNB) a 320 uM y
10 pl de muestra y se determinaron los cambios de absorbancia a A=412 nm en un
espectrofotometro lector de placas Appliskan multiplate reader (Thermo Scientific). La

actividad especifica de la enzima BuCh se expresé en umol/min/mg proteina.

3.5. Analisis de peroxidacion lipidica
3.5.1. Determinacion de la concentracion total de malondihaldehido (MDA).

La determinacion de la concentracion de malondialdehido (MDA) se llev6 a cabo
mediante el método de Ohkawa y colaboradores (Ohkawa, Ohishi, y Yagi 1979). Esta
técnica se basa en la capacidad de reaccion del MDA presente en la muestra con el acido
tiobarbitarico (TBA), generando un producto cromégeno denominado aducto MDA-TBA
cuyo pico de absorbancia se encuentra a A =532 nm y cuya formacion es directamente

proporcional a la cantidad de MDA en el medio.

N. OH CHO

S N OH  OH N SH
£ =z | =
. e — |
N N CH, N +2H,0
CHO CH/ SCH! 2
OH OH

OH

Figura 3.2: formacion del aducto MDA-TBA y agua a partir de &cido tiobarbitdrico y el

malondialdehido.

Este método consta de dos partes:

a) Formacion del aducto MDA-TBA: para ello, la mezcla de reaccién contuvo: SDS al
8,1 % p/v, acido acético al 20%, &cido tiobarbitdrico al 0.8 % p/v, agua bidestilada y
50 pl de muestra. Para cada uno de los puntos de la recta patrén se sustituy6 la muestra
por concentraciones crecientes de 1,1,3,3-tetramethoxypropane (TMP) en el rango 0

a 250 pM. Todas las muestras fueron incubadas a 95°C durante 60 minutos.
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Material y métodos

b) Extraccion del aducto TBA-MDA.: se afiadieron 500 pl de n-butanol puro a cada una
de las muestras y fueron centrifugadas a 11.000 g. durante 15 minutos. Se recuper6 la
fraccion sobrenadante.

Las mediciones de absorbancia se llevaron a cabo a A=532 nm en un
espectrofotometro lector de placas Appliskan multiplate reader (Thermo Scientific). La
concentracion de malondialdehido presente en las muestras se expresé como uM/ml de
LCR.

3.5.2 Determinacion de 8-iso-prostanglandina F2a (8-1s0-F2a)

La determinacion de 8-iso-prostanglandina F2a se llevd a cabo mediante el kit
comercial OxiSelectTM 8-iso-prostanglandina F2a (Cell Biolabs) basado en un ensayo
por inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA). Para ello, se incubé un anticuerpo
primario (Anti-8-iso- PGF2a) en cada uno de los pocillos de la placas. Posteriormente se
afiadieron 55 pl de muestra con el anticuerpo secundario conjugado 8-iso-PGF2a.
Después de una breve incubacién y lavado, se afiadieron 100 pl de bencidina de
tetrametilo (TMB), un sustrato oxidante que actUa sobre para la peroxidasa de rabano
picante (HRP) que se encuentra unida al anticuerpo secundario, produciendo un color
azul. La reaccion se detuvo adicionando 100 pl de soluciéon de parada que produjo un
cambio de color de azul a amarillo en el pocillo. Las mediciones de absorbancia se
llevaron a cabo a A=450 nm en un lector de placas Appliskan multiplate reader (Thermo
Scientific) siendo la intensidad de color una medida de la cantidad de 8-iso-
prostanglandina F2a en la muestra. La cantidad de 8-1s0-F2a fue expresada como

pg/ml de LCR.

3.6. Determinacién de la proteina total

La cantidad total de proteina presente en la muestra fue determinada mediante el
método de Bradford (Bradford, 1976) utilizando una recta patrén de albdmina de suero
bovino como estandar. Las lecturas se realizaron a 595 nm en un lector de placas

Appliskan multiplate reader (Thermo Scientific).
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3.7.  Inmunoensayos

3.7.1. Determinacion del péptido p-amiloide

La determinacion del péptido B-amiloide (1-42) se llevd a cabo mediante el kit
comercial Innotest B-amiloide (1.42) Fujirebio®, un inmunoensayo en fase solida en el que
un primer anticuerpo monoclonal 21F12 (IgG2a) adherido a la placa captura el péptido
amiloide 1-42.

Se incubaron 25 ul de liquido cefalorraquideo con el anticuerpo biotinilado 3D6 (IgG2b).
Posteriormente este complejo antigeno-anticuerpo fue detectado por el método
estreptavidina marcada con peroxidasa. Se afiadieron 100 pl de bencidina de tetrametilo
(TMB) un sustrato oxidante que actda sobre para la peroxidasa de rabano (HRP) que se
encuentra unida al anticuerpo secundario, produciendo un color azul. La reaccion se
detuvo adicionando 50 pl de acido sulfurico 0.9 N, que produjo un cambio de color de
azul a amarillo en el pocillo. Las mediciones de absorbancia se llevaron a cabo a A=450
nm en un espectrofotémetro VICTOR™ X5 (Perkin Elmer) siendo la intensidad de color

una medida de la cantidad de la proteina B-amiloide (142 en la muestra.

3.7.2 Determinacion de la proteina tau total

La determinacion de la proteina tau total se llevé a cabo mediante el kit comercial
Innotest hTAU Ag de Fujirebio®, un inmunoensayo en fase solida en el que un primer
anticuerpo monoclonal At120 (IgG1) adherido a la placa captura la proteina tau o
fragmentos de la misma.

Se incubaron 25 pl de liquido cefalorraquideo con el anticuerpo biotinilado HT7 (IgG1)
y BT2 (IgGl). Este complejo antigeno-anticuerpo fue detectado por el método
estreptavidina marcada con peroxidasa. Después, se afiadieron 100 pl de bencidina de
tetrametilo (TMB) un sustrato oxidante que actda sobre para la peroxidasa de rabano que
se encuentra unida al anticuerpo secundario, produciendo un color azul La reaccién se
detuvo adicionando 50 pul de acido sulfirico 0.9 N que produjo un cambio de color de
azul a amarillo en el pocillo. Las mediciones de absorbancia se llevaron a cabo a A = 450
nm en un espectrofotémetro VICTOR™ X5 (Perkin Elmer) siendo la intensidad de color

una medida de la cantidad de la proteina tau en la muestra.
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3.7.3 Determinacion de la proteina tau fosforilada

La determinacion de la proteina tau fosforilada se llevé a cabo mediante el kit
comercial Innnotest Phospho-tau (181p) de Fujirebio®, un inmunoensayo enzimético en
fase sélida en el que un anticuerpo monoclonal especifico humano HT7 (IgG1) adherido
a la placa captura la proteina tau fosforilada o fragmentos de la misma.

Se incubaron 75 pl de liquido cefalorraquideo humano con el anticuerpo biotinilado
AT270 (IgG1), siendo posteriormente dicho complejo antigeno-anticuerpo detectado por
estreptavidina marcada con peroxidasa. Se afiadieron 100 pl de bencidina de tetrametilo
(TMB) un sustrato oxidante que actla sobre para la peroxidasa de rabano que se encuentra
unida al anticuerpo secundario, produciendo un color azul. La reaccién se detuvo
adicionando 50 pl de acido sulfirico 0.9 N que produjo un cambio de color de azul a
amarillo en el pocillo. Las mediciones de absorbancia se llevaron a cabo a A =450 nm en
un espectrofotémetro VICTOR™ X5 (Perkin Elmer) siendo la intensidad de color una

medida de la cantidad de la proteina tau fosforilada en la muestra.
3.7.4 Ensayos por inmunoadsorcion ligado a enzimas

El ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas (Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay), una técnica inmunoenzimatica que permite cuantificar proteinas a través de la

interaccion proteina-anticuerpo (figura 3.3).

T

Lavado Lavado Lavado

%;s

Recubrimiento del Adicién del Adicion del anticuerpo Revelado

pocillo con el anticuerpo primarie secundario conjugado
antigeno

Figura 3.3: El ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA) se utiliza para detectar un
antigeno en una muestra dada. El antigeno (en fase liquida) se afiade a los pocillos, donde se
adhiere a las paredes. El anticuerpo primario se une especificamente al antigeno. Un anticuerpo
secundario ligado a enzima se afiade que reacciona con un cromégeno, produciendo un cambio
de color para detectar cuantitativa o cualitativamente el antigeno.

Para los experimentos realizados en esta tesis, 10 pg de proteinas procedentes del
liquido cefalorraquideo en estudio se inmovilizaron debido a la unién de éstas con un
sustrato que reside en el fondo de las placas de ELISA. Para ello, las muestras de interés
fueron diluidas en tampén carbonato-bicarbonato sédico (0,07M NaHCOs, 0,03M
Na2COs3) pH 9,6 en agua bidestilada a 4°C e incubada durante 16-18 horas en agitacion.
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Material y métodos

A continuacién se procedi6 a lavar los pocillos con tamp6n PBS-Tween20 al 0.05%
(PBS-T). Posteriormente, los pocillos fueron incubados con el anticuerpo primario
correspondiente a cada experimento diluido en una solucién de PBS-BSA al 5% durante
al menos 16-18 horas a 24 °C (tabla 3.3). El anticuerpo primario fue reconocido por un
anticuerpo secundario (anti-conejo o anti-ratén, diluido en PBS-T) (tabla 3.4) unido
covalentemente a una enzima que permite su deteccién por espectrofotometria. En
particular, en los andlisis presentados en esta tesis la actividad peroxidasa fue detectada
con un producto comercial (1-Step™ Ultra TMB-ELISA, Thermofisher) produciendo un
color azul. La reaccion se detuvo adicionando 50 pl de acido sulfurico 1N que produjo un
cambio de color de azul a amarillo en el pocillo. Las mediciones de absorbancia se
llevaron a cabo a A= 450 nm en un espectrofotometro VICTOR™ X5 (Perkin Elmer)

siendo la intensidad de color una medida de la cantidad de la proteina.

Tabla 3.3: Anticuerpos primarios y diluciones empleadas en los experimentos de ELISA.

Anticuerpo primario Dilucion Proveedor
Policlonal de conejo anti-ERa. 1:30 Santa Cruz Biotechnology
(California, Estados Unidos)
Policlonal de conejo anti- 1:30 Santa Cruz Biotechnology
Caveolina-1 (California, Estados Unidos)
Policlonal de conejo anti-Bamiloide 1:30 Santa Cruz Biotechnology
(California, Estados Unidos)
Policlonal de conejo anti-1gF-1RB 1:30 Santa Cruz Biotechnology
(California, Estados Unidos)
Monoclonal de ratén anti- 1:30 Santa Cruz Biotechnology
Flotilina-1 (California, Estados Unidos)
Monoclonal de ratén anti-VDAC-1 1:30 Santa Cruz Biotechnology
(California, Estados Unidos)
Monoclonal de ratén anti- 1:30 Santa Cruz Biotechnology
Transferrina (California, Estados Unidos)
Policlonal de ratén anti- 1:2000 Merck (California, Estados
neurogranina Unidos)
Monoclonal de ratén anti-TDP-43 1:1000 Merck (California, Estados
Unidos)

Tabla 3.4: Anticuerpos secundarios y diluciones empleadas en los experimentos ELISA

Anticuerpo secundario Dilucion Proveedor
Policlonal de cabra anti-ratén HRP 1:200 Bethyl Laboratories Inc (Texas,
conjugado Estados Unidos)
Policlonal de cabra anti-conejo 1:200 Bethyl Laboratories Inc (Texas,
HRP conjugado Estados Unidos)
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3.8. Analisis estadistico

Los anélisis estadisticos se Ilevaron a cabo utilizando el software SPSS 21. Las
diferencias entre grupos fueron estudiadas mediante ANOVA-1 seguido de los tests post-
hoc Tukey’s 0 Games Howell segtn se cumpliese o no la homogeneidad de varianzas.
Para aquellos casos donde no se consigui6 normalidad, las diferencias entre grupos fueron
analizadas mediante los tests de Kruskall Wallis y U de Mann-Whitney. En los anélisis
de curvas ROC (Reveiver operating Characteristics) que proporcionan la medida de la
sensibilidad y especificidad de cada variable diagnéstica, se calcularon los pardmetros
AUC (Area bajo la curva), indice de Youden (J), y los puntos cutoff 6ptimos (Fluss,
Faraggi, y Reiser 2005) para cada variable individual o combinacién de ellas. La
comparacion de los valores AUC, J y cutoff obtenidos en las distintas curvas ROC se
realiz6 mediante métodos paramétricos usando un programa escrito al efecto en R. Se
realizaron anélisis de regresion y de correlacion total, con el fin de evaluar la importancia
de relaciones lineales entre diferentes variables y los efectos de factores individuales en
el establecimiento de las relaciones bivariadas. Las diferencias entre las pendientes y las
intersecciones de las regresiones lineales fueron analizadas mediante el software
GraphPad Prisma 8.

Ademas, las variables de estudio fueron sometidas a dos tipos de analisis multivariantes:
1) analisis de componentes principales (PCA), para obtener las matrices de coeficientes
de extraccion de los componentes de cada grupo de variables y sus contribuciones a la
variacion y los pesos en la segregacion de grupos. Las puntuaciones de los factores fueron
analizadas mas en profundidad por el anlisis bidireccional ANOVA para evaluar la
diferencia entre los grupos segregados.

2) Anélisis discriminante a través del cual se busca conocer qué variables, medidas en los
individuos, explican mejor la atribucién de la diferencia de los grupos a los cuales
pertenecen dichos individuos. Es una técnica que nos permite comprobar hasta qué punto
las variables independientes consideradas en la investigacion clasifican correctamente a
los sujetos u objetos. A partir de este andlisis se obtiene una ecuacién con la que clasificar

probabilisticamente a los individuos en funcién de las variables obtenidas
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4., RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Evaluacion de los marcadores clinicos en el espectro de la
Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa mas comun de demencia en
personas mayores de 65 afios y, con el aumento de la longevidad, se prevé que esta
enfermedad produzca un problema de salud a nivel una mundial. El diagndstico temprano
y exacto presenta un reto, ya que existe un alto porcentaje de pacientes mal diagnosticados
0 lo son de manera tardia. Esto es debido, en parte, a que los cambios patoldgicos
relacionados con la EA pueden coexistir con una o més patologias (como por ejemplo la
Lesion Cerebral Vascular-Isquémica o la Demencia de Cuerpos de Lewy). Con
frecuencia, los pacientes no son diagnosticados con suficiente especificidad, porque los
sintomas se atribuyen erréneamente a otras patologias. Ademas, el diagnéstico temprano
presenta un desafio, ya que existe el consenso de que los sintomas clinicos de la
enfermedad se manifiestan décadas después de que se inicien los procesos
neurodegenerativos.

El diagndstico de la Enfermedad de Alzheimer se basa en criterios clinicos que
permiten una aproximacion de probabilidad diagndstica una vez se han descartado otras
posibles causas. En contextos de ensayos clinicos, se usan frecuentemente tres pruebas
en conjunto: la Escala de Evaluacién de la Enfermedad de Alzheimer - Cognitiva (ADAS-
Cog: Alzheimer’s Disease Assessment Scale) (Rosen, Mohs, y Davis 1984), la
Clasificacion de Demencia Clinica (CDR: Clinical Dementia Classification) (Hughes
etal. 1982), y el Mini-Examen del Estado Mental (MMSE: Mini-Mental Scale
Examination) (Folstein, Folstein, y McHugh 1975). Estos test se desarrollaron entre las
décadas de 1970 y 1980 con diferentes objetivos especificos, pero en la actualidad se
emplean e interpretan de la misma manera general en pacientes con EA, permitiendo
evaluar el funcionamiento cognitivo de un individuo. Sin embargo, existen pocos tests
suficientemente validados que permitan diferenciar el deterioro cognitivo leve (DCL), de
la enfermedad prodrémica y su evolucién a Enfermedad de Alzheimer. Existen también
otras pruebas que evaltan habilidades cognitivas en pacientes con deterioro cognitivo y
enfermedad de Alzheimer. En concreto, existen pruebas basadas en el aprendizaje verbal
y de memoria retardada que parecen ser Utiles para la deteccion de la EA y del DCL

(Estévez-Gonzalez et al. 2003; Alladi et al. 2006). Recientemente, se ha publicado un test
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denominado In-out test (Torrealba et al. 2019), basado en la realizacién simultanea de
tareas ejecutivas y mnemonicas, y que tiene por objetivo mejorar las predicciones de
evolucion de los pacientes que presentan DCL hacia EA. Otras pruebas recientes se basan
en la evaluacion de tareas visuales u otras tareas cognitivas, como la visualizacion, el
rendimiento visuoconstructivo y la fluidez seméntica (Ribeiro, De Mendonca, y Guerreiro
2006; Barbeau et al. 2004).

Como se expuso anteriormente, el Mini-Mental State Examination (MMSE) es la
escala méas utilizada, por su simplicidad y facilidad de aplicacién, en la evaluacion clinica
de la funcién cognitiva. EI MMSE es una prueba escrita con una puntuaciéon méaxima de
30, en la que las puntuaciones inferiores indican problemas cognitivos méas graves. El
punto de corte establecido para el MMSE define la funcién cognitiva "normal” y
generalmente se fija en 24 y el deterioro en las habilidades cognitivas se indica mediante
la disminucion de la puntuacion de la prueba por debajo de este punto de corte. En el
presente estudio, los resultados obtenidos para los test MMSE (4.1.1) muestran como
existen diferencias significativas entre los valores del test en los controles cuando se
comparan con los enfermos de Alzheimer. Dentro de los grupos que forman parte del
espectro de la enfermedad, este test permite diferenciar a los sujetos con enfermedad de
Alzheimer de aquellos otros con queja subjetiva de memoria (QSM) y con deterioro
cognitivo leve (DCL), ademas de individuos controles. Sin embargo, no permite
diferenciar entre estos Gltimos grupos.

Por otro lado, en nuestro estudio también hemos incluido las puntuaciones
obtenidas para el In-out test. En este novedoso test, durante su ejecucion en pacientes, se
satura la accion de redes neuronales activadas a través de mecanismos compensatorios,
siendo su resultado la actividad propia de la funcion mneménica. En nuestro estudio se
ha observado como este test permite diferenciar los individuos CTRL de los DCL y de
los EA. Ademas, dentro del espectro de la enfermedad, las puntuaciones obtenidas para
los individuos con QSM son estadisticamente mas elevadas a las encontradas en los

individuos DCL y EA, no observandose diferencias entre estos dos grupos (tabla 4.1.1).
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Tabla 4.1.1: Resultados de los test neurosicoldgicos realizados en controles (CTRL), Queja
Subjetiva de Memoria (QSM), Deterioro Cognitivo Leve (DCL) y enfermedad de Alzheimer
(EA).

MMSE 26,8+0.82 26.4+0.82 25.6+0,62 20,0+1.01°
In-out test 13,6+1.74° 13,041,722 3,74%0.56° 2,02+1,15°
Los datos representan la media + ES para las puntuaciones de cada test. En el caso del In-Out test se indican

las puntuaciones totales. El nimero de datos en cada grupo se indica entre paréntesis. Letras diferentes en
cada fila indican diferencias significativas (p<0.05) entre los diferentes grupos.

Una vez evaluado las diferencias entre las puntuaciones obtenidas para cada uno
de los test en los diferentes grupos de estudio, se procedi6 a evaluar la sensibilidad y
especificidad de los mismos obtenidos en las curvas ROC, asi como el analisis de las
areas bajo la curva. Las comparaciones de estos parametros se estimaron en los casos en
los que los valores de las areas bajo la curva fueron superiores o iguales a 0,8,
considerados buenos descriptores (Hanley y McNeil, 1982), y se muestran en la tabla
41.2.

Tabla 4.1.2: Resultados de los analisis de sensibilidad y especificidad de los test neurocognitivos
Mini Mental State Examination (MMSE) e In-out test cuando se comparan para los grupos
controles (CTRL), queja subjetiva de memoria (QSM), deterioro cognitivo leve (DCL) y
Enfermedad de Alzheimer (EA).

Area Cut-  Sensibilidad/ Area Cut-off  Sensibilidad/
off  Especificidad Especificidad
MMSE 0,678 295 0.44/100 | MMSE 0,773 295 0,44/1,00
In-out 433 167 0220050 | MO gg76 * 545 1,00/0,667
test test
CTRL vs DCL QSM vs EA
MMSE 0,383 265 0381030 | MMSE 0,000 2 0,00/0,00
In-out 4149 65 08750833 | MOU  0gymn o« 166 1,00/0,78
test test
CTRL vs EA DCL vs EA
MMSE 0,000 21 000000 | MMSE 0,000 215 0,00/0,05
In-out 4 430 154 020050 | "MOUL gg5p e 143 1,00/0,95
test test

Los valores de los puntos de corte se obtuvieron a partir del calculo de los Indices de Youden que relacionan
sensibilidad y especificidad (véase material y métodos). * p<0.05 y *** p<0.001: Nivel de significacion de
la prueba entre grupos.

Se ha observado que el In-out test presenta una mayor relacién de
sensibilidad/especificidad para diferenciar entre individuos que forman parte del espectro

de la enfermedad frente al test MMSE. Desde el punto de vista cognitivo, la forma
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amnésica de la enfermedad de Alzheimer, es detectable mediante baterias de test
neuropsicolégicos, ya que durante esta fase hay alteraciones de las funciones ejecutivas
y dificultades para llevar a cabo el procesamiento de informacién simultanea (Johns et al.
2012). Sin embargo, estas alteraciones cognitivas también se manifiestan en otras
patologias, tales como Depresion, Enfermedad de Parkinson, Esclerosis Multiple,
Encefalopatia Isquémica e incluso durante el envejecimiento normal (Trojsi et al. 2018).
Aunque las puntuaciones de los test MMSE e In-out test permiten diferenciar claramente
el déficit cognitivo presente en pacientes con Enfermedad de Alzheimer, permitiendo
discriminar entre pacientes cognitivamente sanos de pacientes amnésicos, no constituye
un indicador predictivo de la conversion de sujetos con deterioro cognitivo a amnésicos
ni permite diferenciar con claridad si los procesos amnésicos que se manifiestan son
debido a la EA o a otros procesos neurodegenerativos o psiquiatricos.

Por lo tanto, es necesario complementar los datos obtenidos en los test neuropsicolégicos
con otros marcadores que aporten mayor informacién complementaria sobre los procesos

neuropatoldgicos ligados a la EA.

Numerosas investigaciones clinicas han apoyado que tres biomarcadores que se
determinan en el liquido cefalorraquideo (LCR): el péptido B-amiloide (A), la proteina
tau total (tau-t) y la proteina tau fosforilada (tau-f) representan elementos clave de la
fisiopatologia de la EA y son indicadores del proceso de desarrollo de la enfermedad
(Mattsson et al. 2017). Ademas, gracias al desarrollo de técnicas de inmunoabsorcion
ligado a enzimas ELISA (acrénimo del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay,) y
su posterior estandarizacion, ha sido posible determinar estos marcadores con alta
precision. Ello ha permitido que éstos ocupen un lugar central en los nuevos criterios de
diagnostico de la enfermedad incluidos en la reciente definicion neuroldgica de la EA
desarrollada por el National Institute on Aging and Alzheimer's Association (Jack et al.
2018). Sin embargo, el esquema de inclusion de los mismos en este criterio diagnéstico
corresponde con una clasificacion categorica de “positivo” o “negativo” para ellos. El uso
de biomarcadores, por lo tanto, identificara los hallazgos "positivos" que impliquen la
presencia del proceso fisiopatologico subyacentes a la EA, o los hallazgos “negativos”
que impliquen la ausencia de los mismos por lo que es necesario establecer e incluir
valores de corte estandares de estos marcadores para un mejor seguimiento de la

enfermedad a partir de estos marcadores.
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Como puede observarse en la tabla 4.1.3 del presente estudio, el perfil de los
marcadores en el LCR se caracteriz6 por una disminucion de la concentracion del péptido
B-amiloide (BA) y un aumento de la concentracion de proteina tau total (tau-t) y de

proteina tau fosforilada (tau-f) en los pacientes con Enfermedad de Alzheimer.

Tabla 4.1.3: Resultados de las concentraciones de los marcadores B-amiloide (BA), tau total (tau-
t) y tau fosforilada (tau-f) realizados en controles (CTRL), Queja Subjetiva de Memoria (QSM),
Deterioro Cognitivo Leve (DCL) y enfermedad de Alzheimer (EA).

(pSﬁnl) 823,00+54,708  372,41+39,90° 516,83+51,44° 409,00+49,73°
(;met ) 205,25+25,872  283,62+30,43%°  398,20+35,74%  477,68+45,24°
tau-f

38,73+3,542 62,45+8,20° 67,12+4,47° 65,97+5,81b
(pg/ml)

Los datos representan la media + ES para cada marcador. EI nimero de datos en cada grupo se
indica entre paréntesis. Letras diferentes en cada fila indican diferencias significativas (p<0.05)
entre los diferentes grupos

Observamos que los niveles de B-amiloide en los individuos controles son mas
elevados si los comparamos con las concentraciones determinadas en los grupos que
conforman el espectro de la enfermedad de Alzheimer (individuos con QSM, DCL, y
EA). Si comparamos los valores dentro de los grupos que forman el espectro de la
enfermedad observamos cémo la concentracion va disminuyendo significativamente
seguin avanza la enfermedad, siendo diferentes las concentraciones del péptido para cada
uno de los estadios que forman el continuum de la enfermedad.

El péptido B-amiloide de 42 amino&cidos es el principal componente de las placas
de amiloide de los cerebros con EA (Hardy y Higgins 1992). La base para la disminucién
del BA en el LCR ha sido ampliamente estudiada y hoy en dia existe conceso de que dicha
disminucion es debida a la acumulacién del péptido en las placas seniles extracelulares.
Ello se ha demostrado gracias a estudios que revelaron una correlacion entre la reduccion
del B-amiloide medido en muestras en LCR y los recuentos de placas amiloideas medidas
tras la autopsia en el tejido cerebral (Tapiola et al. 2009). Posteriormente, este hecho ha
sido corroborado mediante tomografia de emisién de positrones (PET) (revisado en
Sheikh-Bahaei et al., 2017). En el presente estudio, hemos observado diferencias
significativas entre los valores de BA en sujetos con queja subjetiva de memoria,
deterioro cognitivo leve cuando los comparamos con los individuos controles. Estos datos

concuerdan con los observados previamente por Andersen y colaboradores (1999)
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Resultados y discusion

quienes observaron un decrecimiento de los valores de BA en DCL respecto a controles.
Estos resultados podrian indicar que una disminucion del BA en el LCR podria asociarse
con una etapa temprana de la EA y ser detectable antes de que los sintomas clinicos de la
demencia se hagan evidentes. De hecho, algunos estudios han mostrado que los niveles
de BA en LCR para los pacientes con deterioro cognitivo leve son intermedios entre los
detectados en EA y en controles (Maruyama et al. 2001). En estudios longitudinales, los
pacientes con DCL progresivo muestran niveles de BA en LCR menores que aquellos con
DCL estable, aunque la sensibilidad para diferenciar ambos grupos es reducida (Blennow
2004). Por otra parte, existen otros estudios donde se ha observado que los valores de PA
en EA son similares a los encontrados en pacientes con DCL (Anoop et al. 2010). La
enorme discrepancia entre los diferentes estudios, indica que el marcador 3-amiloide por
si solo es incapaz de diferenciar entre los pacientes con DCL y EA. En nuestro estudio
hemos observado como el marcador por si solo es incapaz de diferenciar a aquellos
individuos que se encuentran dentro del espectro de la enfermedad, demostrando la baja
sensibilidad del marcador para diferenciar los estadios de la enfermedad. Por otro lado,
se ha observado que el decrecimiento de los valores de BA en liquido cefalorraquideo no
es exclusivo de la EA, observandose un descenso pacientes diagnosticados con otros tipos
de demencias, como la Demencia con Cuerpos de Lewy (Armstrong, Cairns, y Lantos
2000; Bibl etal. 2006) o Demencia Frontotemporal (Hulstaert etal. 1999;
Riemenschneider et al. 2002), demostrando una baja especificidad para predecir con
exactitud la enfermedad de Alzheimer.

Los marcadores de proteinas tau total y tau fosforilada reflejan la degeneracion
neuronal y dafio cerebral. La proteina tau se localiza en los axones neuronales y es
esencial para la estabilizacion y mantenimiento de los microtdbulos (Blennow y
Zetterberg 2009). En nuestro estudio, se han determinado los niveles de la proteina tau
total y tau fosforilada, y los datos se resumen en la tabla 4.1.3. Los datos obtenidos
muestran que los niveles de proteina tau total son iguales para los pacientes sanos y los
pacientes con queja subjetiva de memoria, lo que probablemente se deba a que la
degeneracion axénica ain no se haya iniciado o su estado no sea lo suficientemente
significativo para poder determinarlo a través de una sola prueba bioquimica en los
individuos QSM. Por otro lado, los niveles de proteina tau total se encuentran elevados
en los grupos de individuos con deterioro cognitivo leve y con Enfermedad de Alzheimer
respecto a los individuos sanos, aunque no se observaron diferencias en las

concentraciones entre los grupos DCL y EA. La proteina tau, por lo tanto permite
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diferenciar los estadios avanzados de la enfermedad frente a individuos sanos, pero no
permite diferenciar individuos dentro del espectro de la enfermedad.

Por otra parte, las concentraciones de la proteina tau fosforilada en los controles
son significativamente menores respecto a los grupos DCL y EA, aunque sus valores no
varian entre estos dos grupos. Como se ha observado anteriormente con tau total,
podemos comprobar coémo este marcador por si solo es incapaz de diferenciar a aquellos
individuos que se encuentran dentro del espectro de la enfermedad, demostrando la baja
sensibilidad/especificidad del mismo cuando la finalidad es diferenciar los estadios de la
enfermedad. Sin embargo, cabe destacar que la variacién de las concentraciones de
proteina tau fosforilada en los individuos con deterioro cognitivo leve frente a los
individuos controles indica que los procesos de fosforilacion de la proteina Tau
comienzan a aparecer en los primeros estadios donde son apreciables manifestaciones
clinicas de deterioro cognitivo, y se mantiene a lo largo del continuum de la enfermedad.

Estudios previos han sugerido que diversos indices basados en los niveles de
proteina tau, proteina tau fosforilada, y el péptido BA podrian tener valor diagndstico a
la hora de discriminar los estadios tempranos de la EA del envejecimiento normal
(Blennow y Hampel 2003). En nuestro estudio hemos evaluado los ratios tau-t/BA, tau-
f/BA y tau-t/tau-f, observando que estos tres ratios permiten diferenciar a los individuos
sanos de los individuos con estadios avanzados de la enfermedad, pero dentro del espectro
de la enfermedad, individualmente, por lo que por si solos no pueden predictores precisos

del avance de la misma (figuras 4.1.1y 4.1.2).

A B

Ratio tau-t/pA Ratio tau-f/BA
5 b 0.6 b
4 b

0.4 b
3
b

2 b 0.2 a
= =
. i i 0.0 rerrii i

T T T

CTRL QSM  DCL EA CT‘RL QéM D(IIL EIA

Figura 4.1.1: Diagrama de cajas para las diferencias entre los ratios de tau-t/BA (A) y tau-f/BA
(B) de individuos controles (CTRL), con queja subjetiva de memoria (QSM) deterioro cognitivo
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leve (DCL) y con Enfermedad de Alzheimer (EA). Letras diferentes indican diferencias
significativas (p<0.05) entre los diferentes grupos.

Ratio tau-t/tau-f

15
b
10 ab a
é]a é é
) %
0 T

T T T
CTRL QSM DCL EA

Figura 4.1.2: Diagrama de cajas para las diferencias entre los ratios de tau-t/tau-f de individuos
controles (CTRL), con queja subjetiva de memoria (QSM) deterioro cognitivo leve (DCL) y con
Enfermedad de Alzheimer (EA). Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05)
entre los diferentes grupos.

Una vez evaluadas las diferencias entre las concentraciones de los marcadores en
el liquido cefalorraquideo de los cuatro grupos de estudio, asi como los ratios de las
mismas, se procedi6 a evaluar la sensibilidad y especificidad de dichos marcadores. Para
ello se obtuvieron las curvas ROC y se analizaron las areas bajo la curva (AUC), puntos
de corte (cut-off) y sensibilidad/especificidad. Las comparaciones de estos parametros se
estimaron en los casos en los que los valores de AUC fueron superiores o iguales a 0,7,
por lo tanto considerados buenos descriptores (Hanley y McNeil 1982), y se muestran en
lafigura4.1.3 y tabla4.1.4.
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0,050

0,800
0,750

0,940
0,930
0,54
0,181

0,858
0,889

0,896
0,913
0,682
0,090

0,950
0,880

0,970
0,950

0,820

FkKk

kK

ek

Fkk

Cut-off
581,25

278,37
51,75

0,43
0,07

521

CTRL vs DCL

1049,5
255,5
50,75

0,382
0,068

5,49

CTRL vs EA

486,50
274,63
0,55

0,61
0,07

5,39

Sensibilidad/
Especificidad

0,00/0,16
0,71/0,92
0,71/0,92

0,85/0,92
0,85/0,92
0,57/0,67
0,12/0,91

0,87/0,83
0,87/0,91

0,83/0,91
0,87/0,91

0,62/0,83

0,20/0,06
0,93/0,92
0,87/0,92

0,93/1,00
0,93/0,92

0,8/0,75

BA
tau-t
tau-f
tau-t/

BA
tau-f/
BA
tau-
t/tau-f

AUC Cut-off
0,560 564,00
0,696 380,82
0,643 58,50
0,589 1,10
0,542 0,15
0,604 5,35
QSM vs EA

0,420

0,800 * 3855
0,560

0,750

0,620

0,800 * 717

DCL vs EA

0,375 262
0,583 39,40
0,426 64,60
0,658 0,575
0,553 0,374
0,697 7,531

Resultados y discusion

Tabla 4.1.4: Resultados de los andlisis de curvas ROC para la comparacién de los distintos
marcadores en los grupos de este estudio.

Sensibilidad/
Especificidad

0,37/1,00
0,54/1,00
0,62/0,71

0,50/0,85
0,54/0,71

0,66/0,71

0,6/1,0

0,53/1,0

AUC: Area bajo la curva. Los valores de los puntos de corte (Cut-off) se obtuvieron a partir del
célculo de los Indices de Youden que relacionan sensibilidad y especificidad (véase material y
métodos). * p<0.05 y *** p<0.001: Nivel de significacion de la prueba entre grupos.
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Como podemos observar, para todos los casos, el marcador B-amiloide mostré los
menores valores de &rea bajo la curva, no presentando por lo tanto capacidad predictiva
en ninguna de las pruebas, ni siquiera para los enfermos EA. Por su parte, los marcadores
tau-total y tau-fosforilada presentaron en general alta especificidad y sensibilidad. En el
caso de las comparaciones con controles, las curvas para Tau-t permitieron distinguir
entre pacientes controles y QSM, controles y DCL o controles y EA. Mostrando este
marcador sensibilidades por encima del 71% Yy especificidad alrededor del 92% (tabla
4.1.4). En el caso de tau-f, los grupos DCL y EA pudieron ser bien distinguidos en las
curvas ROC respecto a los controles, con valores de area abajo la curva de alrededor del
88%. No se obtuvo un resultado significativo al comparar controles vs QSM, ni los DCL
vs QSM o DCL vs EA. Asi pues, en nuestro estudio, de los marcadores clasicos
analizados sélo tienen valor diagnéstico la proteina tau-t y P-tau, aunque sélo al realizar
las comparaciones con controles. Es también significativo el hecho de ninguna de estas
variables fue capaz de distinguir entre DCL y EA, lo que sugiere que los cambios en estos
marcadores estan ocurriendo en el estadio DCL, antes de que se haya instalado el estado
de EA. Estos resultados son coherentes con los hallazgos neuropatolégicos de la EA
segun el estadiaje de Braak y Braak (1991), en la que se observa que la formacion de
ovillos neurofibrilares son eventos tempranos en el desarrollo de la enfermedad. Por otro
lado, los ratios tau-t/BA y tau-f/BA presentan buena sensibilidad y especificidad cuando
se utilizan para comparar los controles con los diferentes grupos de estudios, mostrando
sensibilidades/especificidades del 85%/92% para ambos marcadores cuando se comparan
pacientes controles con QSM; del 83%/91,7%; para el ratio tau-total/fA y del
87,5%/91,7% para tau-f/BA cuando se hace con pacientes con DCL y por Gltimo del
93%/92% cuando se comparan con pacientes con EA. Sin embargo, estos ratios no
parecen ser predictivos ni tener poder diagndstico cuando se comparaban el grupo DCL
y los grupos QSM o EA (tabla 11), por lo tanto, en este estudio, los ratios no presentan
ventajas diagnésticas respecto a los marcadores individuales.

Finalmente, hemos explorado las posibles correlaciones entre las concentraciones
de los marcadores clasicos; B-amiloide, tau-total y tau-fosforilada en el liquido
cefalorraquideo y los resultados de los las puntuaciones del MMSE e In-out test en los
diferentes grupos de estudio, con el fin de establecer otros posibles abordajes de
prediccion y seguimiento de la enfermedad. En la figura 4.1.4 se muestran las matrices

de correlaciones de para cada uno de los grupos de estudio. Los resultados de los anlisis
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de correlacion y su significacion estadistica se encuentran recogidos en la tabla del anexo

V.
A
MMSE
In out-test 0.57 -0.41 -0.41
C
MMSE 0.21 0.04 -0.14 -0.16

In out-test 0.13 -0.05 0.05

Figura 4.1.4: Matrices de correlaciones para los marcadores clasicos en CTRL (A), QSM (B);
DCL (C) y EA (D). La intensidad del color indica el nivel de correlacién significativa (p<0,05).
Los colores azules indican correlaciones positivas y los rojos indican correlaciones negativas
entre las variables.

Como se observa en las matrices de la figura 4.1.4, se aprecia una relacion positiva
entre las puntuaciones de test neurocognitivos MMSE e In-out test con la concentracion
BA los individuos CTRL, que posteriormente va desapareciendo en el estadio de QSM y
se anula en pacientes con DCL, apareciendo una relacion negativa en los pacientes con
EA. Parael caso de los marcadores tau-t y tau-f, aparece una relacion positiva con MMSE
e In-out Test en los individuos con QSM, que posteriormente desaparece en los individuos
con DCL para reaparecer como una relacién positiva en individuos con EA para el caso
del test MMSE y negativa con el test In-out test.

Respecto a las formas tau, éstas se encuentran positivamente relacionadas entre

ellas en todos los grupos, pero pobremente o nada correlacionadas con el marcador f3-
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amiloide en los distintos grupos. Un resultado llamativo es la practica ausencia de todas
las correlaciones entre variables en el grupo DCL, con la excepcion de la relacién entre
las formas de la proteina tau. Aunque existe poca informacién sobre la produccion y
dindmica de la proteina tau en el cerebro de las personas con Enfermedad de Alzheimer,
se ha observado que la secrecion de la proteina tau se da durante un proceso fisioldgico
activo, y puede ocurrir independientemente de la lesién neuronal (Clavaguera et al.
2015). Ademas, la elevacion de esta proteina en el liquido cefalorraquideo y la relacion
existente entre la misma y su version fosforilada no son exclusivas de la enfermedad de
Alzheimer, ya que se han observado elevaciones crénicas en otras enfermedades
neurodegenerativas de tipo taupatias, como la demencia frontotemporal con
parkinsonismo-17, la enfermedad de Pick (PiD), la pardlisis supranuclear progresiva
(PSP) y degeneracion corticobasal (Gao et al. 2018), lo que sugiere que la elevacion de
las distintas formas de esta proteina, por si solas, podrian reflejar lesiones neuronales
inespecifica. También se ha demostrado que se producen elevaciones transitorias después
de un accidente cerebrovascular (Hesse et al. 2001) o lesion cerebral trauméatica (Franz
etal., 2003).

A partir de los resultados observados en este estudio, parece evidente que se
producen cambios progresivos en la transicion CTRL — EA, y que éstos se reflejan en
las relaciones entre las puntuaciones cognitivas y los valores bioquimicos. Asi, un
seguimiento de las correlaciones existentes entre estos marcadores podria ser una buena

indicacion del avance del proceso patolégico caracteristico de la enfermedad.

Por otra parte, los principales factores de riesgo para desarrollar la enfermedad de
Alzheimer (EA) son la edad y el género. La incidencia de la enfermedad es mayor en las
mujeres que en los hombres, y ello no puede atribuirse simplemente a la mayor
longevidad de las mujeres en comparacién con los hombres, sino a que debe existir un
mecanismo patogénico especifico que explique la mayor incidencia de los casos de EA
en las mujeres. En este sentido, evaluamos si podrian existir diferencias por género en las
puntuaciones del test MMSE asi como en las concentraciones de los marcadores
evaluados en clinica para los diferentes grupos de estudio. Los resultados de las
concentraciones para cada uno de los grupos por género se recogen en la siguiente tabla
(tabla 4.1.5).
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Tabla 4.1.5: Concentraciones de B-amiloide (BA), tau-total (tau-t) y tau fosforilada (tau-f) y de
los test cognitivos Mini Mental state examination (MMSE) e In-out test en hombres y mujeres de
los cuatro grupos de estudio. Los datos se expresan en pg/ml como media + ES.* Diferencia
significativa al nivel p<0.05 entre hombres y mujeres.

Hombre Mujer Hombre Mujer
(n=5) (n=10) (n=3) (n=6)
BA 697,66+78,9 756,95+65,6 BA 364,33+32,2  376+45+60,0
tau-t 218,55+57,8 286,14+59,4 tau-t 299.00+32,2  396.73+87,1*
tau-f 39,40+6,8 44.8446,6 tau-f 60.57+3,9 63,38+12,5
MMSE 25+1,4 27+0,9 MMSE 28+1,67 27+1,0
In-out test 10,2+1,7 13,91+1,7 In-out test 13,55+1,7 12,6+1,9
DCL EA
Hombre Mujer Hombre Mujer
(n=14) (n=15) (n=10) (n=8)
BA 449,49+60,9 477,25+37,6 BA 414,40475,92  397,79+57,1
tau-t 338,81+27,3  589,61+118,4* tau-t 424,50451,98 705,57+143,3*
tau-f 63,93+7,7 81,43+8,4* tau-f 62,39+4,59 86,96 +7,8*
MMSE 26x0,6 25+1,2 MMSE 17+0,35 19+1,0
In-out test 6,37+1,8 3,86+1,03 In-out test 0,5+1,0 3,212

Los resultados obtenidos para los test MMSE e In-out test muestran que no existen
diferencias por género en las puntuaciones del test dentro de cada uno de los grupos de
estudio. En el caso de los marcadores, se observa que los valores B-amiloide en las
pacientes mujeres del grupo con queja subjetiva de memoria son superiores a los de
hombres. Asi mismo, las concentraciones de tau, tanto en su forma total como en su forma
fosforilada se encuentran incrementadas en el caso de las mujeres que sufren deterioro
cognitivo leve y Enfermedad de Alzheimer. Estos resultados son interesantes ya que son
indicativos de que los procesos de acumulacion del péptido AP y consecuentemente la
formacion de placas seniles es posterior en mujeres que en hombres, ya que una mayor
concentracion de B-amiloide presente en el liquido indica que hay una menor
concentracion de placas. Por otro lado, la presencia de un incremento de proteina tau y su
analoga fosforilada en mujeres con deterioro cognitivo leve, es indicativo de que los
procesos neurodegenerativos se encuentran mas acentuados en este grupo de pacientes.
En su conjunto, estos datos indican que durante los procesos primarios de la enfermedad,
las mujeres pueden presentan mecanismos neuroprotectores frente a la enfermedad que
no se dan en el grupo de hombres (Beam et al. 2018). En este sentido, en estudios previos
llevados en nuestro laboratorio, hemos demostrado como en mujeres pre-menopausicas,
la presencia de receptores de estrégeno (RE) ubicados en las plataformas de signalosomas
presentes en las balsas lipidicas, desencadenan respuestas neuroprotectoras al anclarse al

andamiaje de la caveolina-1 unida a otras proteinas (Canerina-Amaro et al. 2017). Por
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otro lado, en este mismo estudio hemos observado que durante la Enfermedad de
Alzheimer se produce una pérdida de la funcién del receptor de estrégenos presente en
los signalosomas, disociandose del canal aniénico dependiente de voltaje (VDAC), y
produciendo en Gltima instancia un aumento de la neurotoxicidad del péptido 3-amiloide,
y como consecuencia la neurodegeneracion y aumento de la proteina tau observado en
mujeres con deterioro cognitivo.

En base a lo evaluado anteriormente, diagnosticar la EA utilizando tan sélo los resultados
de los test neuropsicolégicos junto con marcadores clasicos no asegura una especificidad
diagnostica alta. El desarrollo de un panel de marcadores sensitivos y especificos que
reflejen los procesos subyacentes a la enfermedad como son la amilogénesis, la disfuncion
neuronal, la pérdida de sinapsis y los procesos de estrés oxidativo e inflamacion,
dishomeostasis cerebral, podrian no sélo confirmar el diagnéstico de la enfermedad sino

predecir su progresion y la evaluacion de los efectos de los tratamientos existentes.
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4.2. Alteraciones de las concentraciones de cationes divalentes, metales
traza y metales neurotéxicos como marcadores en el espectro de
Enfermedad de Alzheimer

Como se expuso en el capitulo de la introduccién, los iones y los metales trazas
son fundamentales para el mantenimiento de la homeostasis cerebral, intervienen en la
excitabilidad nerviosa y en la fisiologia sinaptica, ademéas de ser cofactores de
metaloproteinas con funciones diversas a distintos niveles en el tejido cerebral. Aunque
hay evidencia documentada de una relacion entre los niveles de ciertos metales en el
cerebro y la patogénesis de la EA, la asociacion epidemioldgica no es concluyente,
probablemente debido a la complejidad de las vias involucradas. Hasta la fecha, la mayor
parte de los trabajos de investigacién se han centrado en la interaccion entre el péptido -
amiloide y los iones metalicos como el cobre y el zinc (Maynard et al. 2005; Duce y Bush
2010), aunque se sabe que existen otros mecanismos adicionales por los que los metales
pueden intervenir en la neurodegeneracion (Bushy Tanzi 2008; Ayton, Lei, y Bush 2015;
Chin-Chan, Navarro-Yepes, y Quintanilla-Vega 2015; Z. Zhang et al. 2016). Varios
procesos enzimaticos criticos asociados fundamentalmente con la patologia de la EA
estéan influenciados sustancialmente por algunos metales, sin embargo, la base molecular
de esta regulacién ain no se comprende (Duce y Bush 2010). Parece que la localizacion
errénea de los iones metélicos en el cerebro, asi como un déficit o un exceso de la
concentracion de los mismos juega un papel significativo en la patogénesis de la EA
(Duce y Bush 2010).

En el presente capitulo, hemos analizado la composicion de los principales
cationes divalentes y metales en el liquido cefalorraquideo de individuos pertenecientes

a los cuatro grupos considerados en este estudio (CRTL, QSM, DCL y EA).

4.2.1. Cationes divalentes

Sin duda, los principales cationes divalentes en los liquidos extracelulares son el
calcio y el magnesio. Ambos iones desempefian papeles criticos en la fisiologia de las
células nerviosas y estdn implicados en la sefializacion celular, en la excitabilidad
nerviosa y en la transmisién sinaptica, ademés de actuar como cofactores en numerosas
procesos bioquimicos cerebrales. En nuestro estudio, los resultados obtenidos para estos

electrolitos en los distintos grupos se muestran en la tabla 4.2.1.
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Tabla 4.2.1: concentracion de cationes divalentes en el LCR de los cuatro grupos de estudio.

Elemento CTRL QsSm DCL EA
n=16 n=9 n=32 n=17
Magnesio 1,28+0,72 0,9940,02° 1,00+0,032%¢ 1,3340,132
IC 95%: 1,13-1,43 1C 95%:0,92-1,07 1C 95%:0,93-1,07 I1C 95%:1,04-1,61
Calcio 2,030,292 0,73£0,11° 0,88+0,01°¢ 2,090,202
1C 95%:1,38-2,67 1C 95%:0,47-0,99 I1C 95%:0,84-0,90 IC 95%:1,66-2,53

Media ES e intervalo de confianza al 95% de los electrolitos (en mM) en LCR de individuos
controles (CTRL), con queja subjetiva de memoria (QSM) deterioro cognitivo leve (DCL) y con
Enfermedad de Alzheimer (EA). Letras diferentes en la misma fila indican diferencias
significativas (p<0.05) entre los diferentes grupos. Las concentraciones se expresan en mM.

Basandonos en los resultados obtenidos, hemos observado que en los estadios
previos a la presentacion sintomatica de la EA se produce un cambio en la composicion
de los cationes divalentes del liquido cefalorraquideo y que ello puede estar debida a un
cambio de dichas concentraciones en el parénquima cerebral. Los valores obtenidos para
los grupos controles de Mg?* y Ca?" se corresponden con los descritos previamente por
Gellein y colaboradores (Gellein et al. 2008). Teniendo en cuenta que el magnesio y el
calcio participan en numerosos mecanismos neuronales implicados en la memoria, es
razonable hipotetizar que la alteracion en sus niveles podria contribuir en la fisiopatologia
de la Enfermedad de Alzheimer. De hecho, se ha demostrado que el Mg?* puede modular
el trafico y el procesamiento de la proteina precursora del amiloide, interviniendo en la
formacion de placas seniles (Yu etal. 2010). También, se ha observado que dicha
modulacion es dependiente de la dosis y del tiempo, de modo que a altas concentraciones
de magnesio extracelular se favorece la via no amiloidogénica, mientras que a dosis bajas
de éste aumenta la via amiloidogénica y por ello secrecion BA (Yu et al. 2010). En nuestro
estudio hemos observado un descenso de las concentraciones de Mg?* en el LCR en
estadios pre-sintomaticos de la enfermedad. Por lo tanto, parece que la tendencia al
incremento intracelular de Mg?*, reflejado como una diminucion de este ion en el LCR,
en los estadios de QSM y DCL podria ser parte del mecanismo patolégico que subyace a
la disminucion de las funciones mnésicas, afectando por tanto a la formacion de la
memoria. Por otro lado, la disminucion de la concentracion de magnesio favoreceria la
neoformacion de placas amiloideas. Por otro lado, en estadios de Enfermedad de
Alzheimer, hemos observado que los valores de este ion se vuelven a incrementar en
LCR, hasta alcanzar los valores observados en los controles. Estos resultados estan de
acuerdo con los publicados por Kovatsi y colaboradores donde no encontraron diferencias
significativas entre individuos sanos y con EA (Kovatsi et al. 2006). Esto podria deberse
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a un aumento de la permeabilidad de las membranas neuronales ligada a la accion del
péptido B-amiloide como describieron previamente Glabe y Kayed (Glabe y Kayed 2006).
Aunque los mecanismos por los que actia el péptido B-amiloide incrementa la
permeabilidad de la membrana se han relacionado con la salida de calcio hacia el medio
extracelular (Supnet y Bezprozvanny 2010; Bonda et al. 2011; Glabe y Kayed 2006), este
mismo mecanismo podria estar causando la movilizacion del Mg?* hacia el liquido
cefalorraquideo. Ademas, este fenémeno concordaria con lo observado previamente en
tejido cerebral, donde se observan menores niveles de magnesio en diferentes regiones
cerebrales en pacientes con EA (Andrasi et al. 2005).

Se ha observado que en la enfermedad de Alzheimer se produce la desregulacion
del calcio neuronal (Ca?*) y que ésta puede contribuir a la patogénesis de la EA, una idea
que estableci6 la denominada "hip6tesis del calcio™ como evento iniciador de la EA
(Khachaturian 2006; Gibson etal. 2017). En particular, se ha observado que la
desregulacion de la dinamica del Ca®* en el reticulo endoplasmico, la mitocondria y/o la
membrana celular, en modelos celulares y de ratones para la EA provocan niveles
aumentados de Ca?* citos6lico que pueden causar excitotoxicidad, asi como la
modulacion anémala de cascadas de sefializacion perjudiciales para la funcién neuronal,
produciendo en dltima instancia la muerte neuronal (Magi etal. 2016; Popugaeva,
Pchitskaya, y Bezprozvanny 2018, 2017). El descenso observado en los estadios QSM y
DCL no tiene una explicacion evidente, aunque es posible que éste pudiera acompafiar la
formacioén de acimulos extracelulares como las propias placas amiloideas.

Por otro lado, en estadios de EA, como ya se cité anteriormente, la presencia de
placas seniles y la acumulacion del péptido B-amiloide provocaria un incremento de la
permeabilidad para el calcio (Kelly y Ferreira 2006; Bonda et al. 2011), lo que aumentaria
la salida celular de este ion hacia el medio extracelular del tejido nervioso. Este hecho,
junto con la adicion de calcio al espacio extracelular como consecuencia de la muerte
neuronal asociada con la EA, explicaria el incremento del Ca?* en el LCR de estos
pacientes.

El anélisis de las relaciones bivariadas entre Ca?* y Mg?* en los distintos grupos
(Figura 4.2.1) muestra la existencia de una correlacion positiva (R?=0,611) y significativa
(p =0,002) en el grupo control. Por otro lado, para el caso QSM y DCL se observa una
tendencia positiva de la relacion entre ambos metabolitos, mientras que para el caso del

grupo EA, aunque no es significativa, la tendencia de la relacion se vuelve negativa.
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Figura 4.2.1: Relacion bivariante entre calcio y magnesio para A) controles, B) queja subjetiva
de memoria; C) deterioro cognitivo leve; D) Enfermedad de Alzheimer. Los pardmetros de cada
recta de regresion estan incluidos en la grafica. R coeficiente de determinacion.

En nuestro estudio, se observa una relacién positiva entre las concentraciones de
los cationes divalentes calcio y magnesio en el LCR de pacientes controles. La pérdida
de la relacion observada en los estadios QSM y DCL sugiere que los cambios en las
concentraciones de estos dos cationes estdn de alguna manera relacionados con la
evolucion y desarrollo de la EA, ya que tanto el Ca?* como el Mg* son dos oligoelementos
esenciales, regulados intrincadamente por la homeostasis celular. Bajo condiciones
fisioldgicas el magnesio mantiene los niveles intracelulares de calcio y protege a las
neuronas de las respuestas excitatoria inducida por un aumento en la concentracion del
calcio (Levitsky y Takahashi 2013) y la alteracion en la homeostasis del magnesio y del
calcio se ha visto relacionada con el desencadenante de una cascada de eventos que
produce un proceso de neurodegeneracion (Health y Volpe 2013). Aunque las
alteraciones de estos cationes se han visto alteradas en pacientes con EA respecto sujetos
sanos de la misma edad (Gilliler, Oztiirk, y Ozbakir 2008; Stutzmann 2007), pocos
estudios han investigado el papel de la alteracion coordinada de los niveles de Mg*y Ca®*
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en la patogénesis de la EA. Por lo tanto, el estudio de las relaciones de estos cationes
divalentes debe ser objeto de futuras investigaciones para la mejor comprension de la
funcién de estos metales en relacion con el desarrollo y avance de la patogenicidad de la

Enfermedad de Alzheimer.

4.2.2. Metales traza

Los metales traza son oligoelementos, los cuales a pesar de sus bajas
concentraciones, tienen un papel relevante en la funcién cerebral y se consideran
esenciales. De manera general, entre sus principales funciones destacan la de actuar como
cofactores de un buen nimero de procesos enzimaticos en las que son parte de los centros
activos de las enzimas implicadas, como moduladores de la excitabilidad celular, como
parte de los sistemas antioxidantes nerviosos, entre otras funciones (Yakugaku Zasshi
2004), por lo que se les considera metales esenciales. La homeostasis de los metales en
el tejido cerebral se logra a través de transportadores especificos dentro de la barrera
hematoencefalica, el plexo coroideo, el hipocampo y otras regiones, que son capaces de
movilizar los metales esenciales desde la sangre al cerebro asi como de la eliminacion del
exceso de metales en direccion opuesta (Crichton y Ward 2006).

En nuestro estudio, se han analizado los niveles de cobre, hierro, manganeso, zinc
selenio y aluminio en LCR de individuos pertenecientes a los cuatro grupos de estudio.
Los resultados se resumen en la tabla 4.2.2.

Tabla 4.2.2: concentracion de metales en el LCR para los cuatro grupos de estudio.

CTRL QSM DCL EA
ElEaiE n=16 n=9 n=32 n= 17

Cobre 1.1540.21° 0.52+0.08" 0.58+0.07™ 1.19+0.10°
1C 95%:0,70-1,60 I1C 95%:0,31-0,72 1C 95%:0,43-0,72 1C 95%:0,96-1,40

Hierro 6.40+1.33 4.64+0.33 4.46+0.17 5.72+0.84
I1C 95%:3,09-6,16 I1C 95%:3,76-5,49 1C 95%:4,04-4,73 1C 95%:3,56-6,78

Manganeso 0.31+0.062 0.10£0.03° 0.16+0.03% 0.2620.04%
1C 95%:0,17-0,43 1C 95%:0,03-0,17 1C 95%:0,09-0,22 1C 95%:0,18-0,33

Zinc 3.40£0.442 1.33+0.24P 0.38+0.05° 0.53+0.09%
1C 95%:2,43-4,37 1C 95%:0,80-1,84 1C 95%:0,28-0,48 I1C 95%:0,33-0,72

Selenio 0.33+0.062 0.28+0.09° 0.47+0.09° 0.900.17°
1C 95%:0,17-0,50 I1C 95%:0,04-0,52 1C 95%:0,28-0,65 I1C 95%:0,51-1,29

Media +SEM e intervalo de confianza al 95% de los metales traza en LCR de individuos controles
(CTRL), con queja subjetiva de memoria (QSM) deterioro cognitivo leve (DCL) y con
Enfermedad de Alzheimer (EA). Letras diferentes en la misma fila indican diferencias
significativas (p<0.05) entre los diferentes grupos. Las concentraciones se expresan en pM.

A grosso modo, se observa que para casi todos los elementos esenciales

estudiados se produce una disminucion de los valores en los estadios previos a la EA, los
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que corresponden con la de queja subjetiva de memoria y el deterioro cognitivo leve,
mientras que en pacientes con EA alcanzan concentraciones similares a las presentes en
los individuos sanos. Teniendo en cuenta que el transporte de metales esenciales a través
de la barrera hematoencefélica estd mediado por mecanismos que secuestran metales en
la superficie apical y los exportan a la superficie basolateral para su distribucion en el
parénquima cerebral, cabria esperar alteraciones entre los mecanismos de transporte de
estos elementos en etapas avanzadas de la enfermedad. Si bien estos transportadores se
han identificado para metales esenciales (McCarthy y Kosman 2015; Zheng y Monnot
2012), probablemente regulen el transporte de metales potencialmente neurotéxicos como
el aluminio (Bressler etal. 2007; Yokel 2006). De acuerdo con la hipdtesis de la
neurodegeneracion mediada por la alteracion neurometalémica seria la incapacidad del
cerebro para regular y eliminar niveles elevados de metales través de la barrera
hematoencefalica, lo que provocaria una acumulacion aberrante y una mayor carga de
metales en el tejido cerebral, que resultaria ser un detonante de la patologia de la EA
(Bush y Tanzi 2008). Asi por ejemplo, los niveles de cobre y zinc en cerebros de EA
pueden alcanzar hasta tres veces los niveles normales observados en cerebros sanos
(Rembach etal. 2013). Nuestros datos sugieren que la disminucién observada de la
concentracion de metales como el cobre y el zinc en los liquidos cefalorraquideos de los
grupos QSM y DCL indican que durante los estadios previos a la manifestacion clinica
de la Enfermedad de Alzheimer estos metales podrian estar acumulandose en el tejido
cerebral y contribuir a la formacién de placas de amiloide como se ha descrito
previamente en diferentes estudios (Bush 2003; Maynard et al. 2005). En este sentido, se
ha observado que las placas seniles presentan altas concentraciones de iones cobre (M.A
Lovell et al. 1998). Ademas, se sabe que este ion favorece la formacion de las estructuras
en lamina B plegada de los péptidos amiloideos, lo que facilitaria, en Ultima instancia, la
agregacion de B-amiloide y la formacion de las placas seniles (X. L. Dai, Sun, y Jiang
2006). Diferentes estudios han demostrado que el cobre se une con una alta afinidad con
el péptido B-amiloide y facilita la formacién de las placas, en un proceso favorecido a pH
4cidos (Tougu, Karafin, y Palumaa 2008; Jin etal. 2011). Por otro lado, los datos
obtenidos para las concentraciones del zinc en nuestro estudio son similares a los llevados
a cabo por Kovatsr y colaboradores (2006), quienes observaron un descenso significativo
de su concentracion en el LCR de pacientes con deterioro cognitivo leve (Kovatsi et al.
2006). El zinc es un elemento esencial para el desarrollo cerebral y su funcionamiento,

encontrandose generalmente en los botones sinapticos de las neuronas glutamatérgicas
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donde regula los receptores ionotropicos para el glutamato (Pochwat, Nowak, y
Szewczyk 2015). Las diferencias encontradas en los valores de zinc pueden deberse a la
precipitacion del mismo en las placas seniles. Diferentes estudios han demostrado que el
zinc es el metal con mayor poder para inducir la agregacion del péptido B-amiloide
(Atwood et al. 1998, 2008). Una serie de estudios han demostrado un papel clave del zinc
sinaptico en la deposicion de AP y la formacion de amiloide en ratones transgénicos
Tg2576 (Friedlich et al. 2004; Lee et al. 2002, 2004). Este proceso parece deberse a la
perdida de eficiencia de los procesos de recaptacion de Zn?* después de su liberacion
sindptica, lo que provocaria un aumento de su concentracion extracelular, contribuyendo
a la formacion de las placas seniles por precipitados de zinc (Bush 2003). En este sentido,
utilizando técnicas de inmunofluorescescencia, se ha demostrado que los transportadores
de zinc (ZnT1, 3, 4, 5, 6, y 7 encargados de la recaptacion del mismo desde el botén
sindptico) estdn ampliamente presentes en las placas seniles de la corteza cerebral
humana, lo que indica un papel relevante del zinc sindptico y su acumulacién a la
formacion de placas amiloideas en la EA (Zhang et al. 2008) y por lo que se esperaria una
menor presencia en el liquido cefalorraquideo. En conjunto, puede especularse que la
menor presencia de los metales Cu 'y Zn en el LCR de los sujetos de los grupos QSM y
DCL estaria relacionada con la progresiva acumulacion de los mismos en las placas de
nueva formacion. La dindmica de este proceso provocaria que, una vez saturadas las
posibles uniones de estos iones a las placas ya formadas (en estadios de EA), el exceso
de estos iones se acumulara en la solucién extracelular desde donde serian desplazados
hacia el liquido cerebroespinal.

Aunque en este estudio no se han encontrado diferencias en las concentraciones
de hierro entre los diferentes grupos de estudio, la alteracion de la concentracion de este
ion en el tejido neuronal ha sido implicada en la patogénesis de la EA (Gaeta y Hider
2005). La acumulacion de hierro del cerebro, que es una caracteristica patolégica de la
enfermedad de Alzheimer (Ayton, Lei, y Bush 2015), tiene el potencial de promover la
neurodegeneracion a través de promover la formacién de placas seniles, ovillos
neurofibrilares y dafio oxidativos a los compartimentos subcelulares (Yamamoto et al.
2002; Lovell et al. 1998). De hecho, aunque nuestros datos no muestran una disminucion
significativa de las concentraciones de hierro, durante los estadios de QSM y DCL se
observa una tendencia hacia la disminucién de este ion en el LCR. Ello podria estar

debido a la acumulacion del Fe en el tejido cerebral y en las placas seniles como
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previamente ha sido descrito por Lovell y colaboradores (1998) y seguir una dinamica de
acumulacion similar a la observada con el Cu y el Zn (Lovell et al. 1998).

Datos recientes sugieren que el exceso de Mn esta asociado con el deterioro del
aprendizaje y la memoria y puede conducir a un deterioro cognitivo leve irreversible y
progresivo y a la EA (Qin y Yuan-Zhong 2018). Sin embargo, el mecanismo de
participacion del Mn en la patogénesis de la EA sigue siendo controvertido. Los efectos
del Mn sobre la patogénesis de la EA estan relacionados con efectos de este elemento
sobre la funcién mitocondrial, la expresién de la p53 y el metabolismo de la proteina
precursora del amiloide/B-amiloide (revisado en Qin and Yuan-zhong, 2018). Algunos
estudios han reportado niveles de Mn significativamente mas altos en la corteza parietal
del cerebro en la enfermedad de Alzheimer (Srivastava y Jain 2002). En nuestro estudio
hemos observado que las concentraciones de manganeso son similares entre individuos
controles y con Enfermedad de Alzheimer, pero que durante los estadios de QSM y DCL
se produce un descenso de las concentraciones de este metal en el LCR. Ademas es
interesante observar que el manganeso se encuentra inversamente correlacionado con la
formacion de placas seniles, lo que podria explicar el descenso de los niveles de este ion
en los estadios de QSM y DCL, debido a su precipitacién en las mismas (Wallin et al.
2016). Ademas, en un meta-andlisis reciente se ha observado una asociacion entre la
disminucion de los niveles séricos de Mn en pacientes con deterioro cognitivo leve,
sugiriendo un papel potencialmente contribuyente para la deficiencia de Mn en el
desarrollo de la enfermedad (Du et al. 2017).

Finalmente, los niveles de selenio también se han asociado con la formacién de placas
amiloideas y ovillos neurofibrilares, y las alteraciones de sus concentraciones se han
relacionado con alteraciones en el metabolismo de neurotransmision, teniendo las
selenoproteinas una importancia especial en el desarrollo y el funcionamiento del sistema
GABA¢érgico (acido y-aminobutirico, GABA) de la corteza cerebral y el hipocampo
(revisado en Loef et al., 2011). En nuestro estudio hemos observado un incremento de los
niveles de Se en el LCR de pacientes con EA. Estos datos corroboran lo publicado
previamente por Basun y colaboradores (1991), quienes observaron una elevacion de Se
en LCR, de pacientes con EA (Basun et al., 1991). Quisiéramos destacar que, al igual
que para el caso del manganeso, el descenso de los niveles de selenio observado en
estadios QSM y DCL se describen por primera vez en el presente estudio, y que,

considerando la relevancia de estos hallazgos seran necesarios estudios complementarios
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para explicar el papel de la desregulacion de este elemento durante los estadios previos a

la enfermedad de Alzheimer.

4.2.3. Metales neurotdxicos: el caso del aluminio

El aluminio es un metal no esencial y esté bien establecido que en el cerebro juega
un papel neurotéxico (Exley 2016). Varios estudios epidemiolégicos han revelado una
mayor incidencia de la EA o de la mortalidad por EA en zonas con altos niveles de
aluminio en el agua potable, lo que sugiere una fuerte asociacién entre el aluminio y la
EA (Flaten 2001; Forbes y McLachlan 1996; Neri y Hewitt 1991). De hecho, los estudios
experimentales realizados han demostrado que el aluminio atraviesa la barrera
hematoencefélica y que se acumula de forma semipermanente en el hipocampo (Andrési
et al. 2005) y la corteza frontal (Christopher Exley y Vickers 2014), principales regiones
cerebrales afectadas en la EA. En nuestro estudio, hemos analizado las concentraciones
de Al en el LCR de toda la cohorte de pacientes de los cuatro grupos de estudio Los datos
se muestran en la tabla siguiente (tabla 4.2.3):

Tabla 4.2.3: Concentracién de aluminio en el LCR para los cuatro grupos de estudio.

CTRL QsSM DCL EA
n=9 n=6 n=25 n=13
0,330,062 0,28+0,09% 0,47+0.08" 0,90£0,11°¢
1C 95%:0,17-0,49 IC 95%:0,04-0,53 1C 95%:0,28-0,65 IC 95%:0,51-1,29

Media +SEM e intervalo de confianza al 95% del contenido en Al en LCR de individuos controles
(CTRL), con queja subjetiva de memoria (QSM) deterioro cognitivo leve (DCL) y con
Enfermedad de Alzheimer (EA). Letras diferentes en la misma fila indican diferencias
significativas (p<0.05) entre los diferentes grupos. Las concentraciones se expresan en pM.

Nuestros datos en LCR estan en linea con estudios previos en los que se han
demostrado niveles elevados de aluminio en cerebros postmortem de sujetos que sufrieron
la enfermedad de Alzheimer, en &reas asociados a funciones cognitivas, en particular la
corteza frontal, la corteza entorrinal, la amigdala y el hipocampo (Tomljenovic 2011).
Ademas, es notable el hecho de que los sujetos en el grupo DCL presenten niveles
aumentados de Al, ya que de existir una relacion causa-efecto entre aluminio y EA, ésta
tendria su origen en las etapas prodromicas. Sin embargo, se observa gran dispersion en
los niveles de Al en estos dos grupos (0.01-1.76 en DCL y 0.09-2.03 en AD), comparado
con los grupos CTRL+QSM (0.01-0.71), lo que sugiere que la relacion entre
neurotoxicidad inducida por aluminio y patogénesis tipo Alzheimer es mucho més

compleja y que no se trata de una relacion causa-efecto directa.

Este documento incorpora firma electrénica, y es copia auténtica de un documento electrénico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccién https://sede.ull.es/validacion/

I dentificador del docunento: 2866781 Codigo de verificaci6n: 3BXaS2sZ

Firmado por: Fatima Concepciéon Mesa Herrera Fecha: 28/09/2020 13:12:33
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA
Mario Lorenzo Diaz Gonzalez 28/09/2020 15:01:49
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA
Raquel Marin Cruzado 28/09/2020 15:28:51

UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

80/179

Este documento incorpora firma electronica, y es copia auténtica de un documento electrdnico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccion https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 2914873 Codigo de verificacion: yguDlkhh

Firmado por: Maria de las Maravillas Aguiar Aguilar Fecha: 08/10/2020 17:11:27
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

80/179



Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electréonica
Salida
N° registro: 2020/7783
N° reg. oficina: OF002/2020/6613
Fecha: 09/10/2020 18:02:14

Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electrénica
Entrada
N° registro: 2020/90112
N° reg. oficina: OF002/2020/89073
Fecha: 28/09/2020 16:21:31

Resultados y discusién

La presencia de aluminio en el tejido cerebral se ha relacionado con los
marcadores histopatolégicos de la enfermedad de Alzheimer, las placas seniles y los
ovillos neurofibrilares. Se ha observado que el aluminio tiene la capacidad para inducir
la degeneracion neurofibrilar y promover la aparicion de estructuras enmarafiadas que se
asemejan a los ovillos neurofibrilares que se encuentran en cerebros de personas con EA
(Muma y Singer 1996; Scott et al. 1993; Kowall et al. 1989). Ademas se ha observado
que la agregacion de tau mediada por el aluminio se debe a que aumenta la actividad de
las proteinas tau quinasas CDK5 y GSK-3B y a que inhibe la capacidad de
desfosforilacion de tau (Scott etal. 1993; Yamamoto etal. 1990). Los efectos del
aluminio también afectan a AB, promoviendo su produccion, agregacion e inhibiendo su
degradacion (Exley etal. 1993; Luo etal. 2009; Mantyh et al. 1993; Sakamoto et al.
2006). En particular, el Al induce la transformaciéon de la estructura inicial a la
configuracion de la hoja B (Zhang etal. 2019). El mecanismo exacto por el que el
aluminio promueve la agregacion del B-amiloide alin no ha sido descrito, pero puede ser
por una via similar a la observada anteriormente con otros metales como el Cu, el Fe o el
Zn (Adlard y Bush 2006).

4.2.4. Relaciones con biomarcadores clasicos y entre metales y elementos
trazas

El mantenimiento de un equilibrio entre los biometales se complica por la
influencia que tienen los diferentes metales entre si. Sus concentraciones estan reguladas
por complejas interacciones entre los iones metélicos traza y sus ligandos. Debido a estas
interacciones, la pérdida o el aumento de las concentraciones de metal puede llevar al
establecimiento de un perfil biometalico completamente nuevo que afecta a otros metales
traza del sistema. Es por ello, que resulta interesante estudiar las relaciones que existen
entre los perfiles de electrolitos y metales en los diferentes grupos de estudio, con el fin
de comprender como pueden actuar estos en el desarrollo de la enfermedad y si la
alteracion de los mismos podrian actuar como un mecanismo subyacentes a la enfermedad
de Alzheimer y a los estadios previos al desarrollo de la misma. Ademas, dada la relacion
que existe entre los metales y los marcadores histopatolégicos de la enfermedad, el
estudio de la relacion existente entre ellos puede aportar un mayor valor informativo que

los marcadores por si solos.
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Los resultados de las relaciones bivariadas entre los marcadores cléasicos por un
lado, y los cationes divalentes y biometales por otro, se resumen en las tablas del anexo
V. En nuestro estudio no hemos observado relaciones significativas entre ellos para el
grupo control. Sin embargo, se observa que para el estadio de QSM, se encuentra una
relacién positiva tanto del Zn como del Se con tau-f (R?=0,565; p=0,085; R?=0,700
p=0,005, respectivamente), asi como una relacién negativa del Se con el PA (R?=0,476;
p=0,040) (figura 18). Para el grupo DCL se ha observado una relacion positiva entre el
Mg y el BA (R?=0,193; p=0,046) y negativa del Zn con este mismo marcador (R?=0,178;
p=0,045) (figura 4.2.2, A'Y B). También se ha observado una relacion positiva entre el
Zn y tau-f (R?=0,231; p=0,020) (figura 20). Por otro lado, se observa una relacion
negativa entre el Fe con tau-t (R?=0,363; p=0,086) y el Al con la tau-f (R?=0,342;
p=0,085) para el grupo EA (figura 21, A y B). En las siguientes figuras se incluyen las
relaciones significativas encontradas entre los marcadores histopatolégicos y los
electrolitos y metales para cada grupo. Los parametros de todas las relaciones estudiadas

en el presente capitulo se pueden consultar en las tablas del anexo V.
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Figura 4.2.2: Relaciones bivariadas entre selenio y B-amiloide (A) y selenio y tau-t (B) para el
grupo QSM. Los parametros de cada recta de regresion estan incluidos en la grafica. R%
coeficiente de determinacion.
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Figura 4.2.3: Relaciones bivariadas entre magnesio y -amiloide (A) y zinc y p-amiloide (B) para

el grupo DCL. Los parametros de cada regresion estan incluidos en la grafica. R% coeficiente de
determinacion.

150

tau-f (pg/ml)
1
o

a
=3

Zn (um)

Figura 4.2.4: Relacion bivariada entre tau-f y zinc para el grupo DCL. Los parametros de cada
regresion estan incluidos en la grafica. R?: coeficiente de determinacion.
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Figura 4.2.5: Relaciones bivariadas entre hierro y tau-t (A) y tau-f (B) y aluminio para el grupo
EA. Los parametros de cada recta de regresion estan incluidos en la grafica. R coeficiente de
determinacion.

En nuestro estudio hemos observado una relacion positiva entre el Zn y el p-

amiloide lo que corroboraria la idea descrita previamente de que este elemento
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Resultados y discusién

precipitaria junto el B-amiloide (Maynard et al. 2005), observandose asi una relacion entre
ambas variables y mostrandose una menor concentracion de este ion en el LCR como se
demostro anteriormente. Asi mismo, es la primera vez que se describe una relacién entre
la concentracion de Se y el péptido BA. Aunque en nuestro estudio solo se ha verificado
con dos elementos (Zn y Se), nuestros datos corroboran lo descrito previamente en otros
estudios donde se ha observado una correlacion inversa entre la concentracion de
elementos como el Cu, Fe, Zn y Mn en el LCR y la carga de los mismos en las placas
seniles (M.A Lovell etal. 1998; X. Dai, Sun, y Jiang 2006), lo que indica un papel
significativo de los metales en el metabolismo aberrante del péptido B-amiloide
(Rembach etal. 2013; Gaeta y Hider 2005; Wallin etal. 2016; Religa et al. 2006).
Ademas, es importante destacar el hecho de que en individuos sanos no se observa ningdn
tipo de relacion, mientras que las primeras relaciones entre los metales y los marcadores
patolégicos de la enfermedad se observan en estadios prodrémicos de la misma,
observandose relaciones significativas tanto en QSM como en DCL. Estos datos
corroboran la idea ampliamente establecida de que los procesos metabélicos y
fisiopatoldgicos asociados a la enfermedad de Alzheimer se producen bastante antes,
incluso décadas, de que se manifieste clinicamente la enfermedad (Dubois et al. 2016)

En relacion a las asociaciones entre metales, hemos observado que para el grupo
control se obtuvieron relaciones positivas entre Mg/Ca; Cu/Mn; Cu/Zn (figura 4.2.6).
Para el grupo QSM se observaron relaciones positivas para los pares Fe/Zn; Fe/Mn;
Zn/Mny Zn/Al. Las relaciones observadas para el grupo DCL fueron entre Cu/Mn; Cu/Se
y por ultimo, se observaron las siguientes relaciones positivas entre Cu/Al; Mn/Se y
Mn/Al para el grupo con Enfermedad de Alzheimer.

A B
8

y=1,2487x + 1,96 =0,2085x + 0,065

Mn (uM)

Cu (uM) Cu (um)

Figura 4.2.6: Relacion bivariada entre cobre y zinc (A) y cobre y manganeso (B) para el grupo
control. Los parametros de cada recta estan incluidos en la grafica. R% coeficiente de
determinacion.
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Figura 4.2.7: Relaciénes bivariadas entre hierro y zinc (A) y hierro y manganeso (B) para el
grupo queja subjetiva de memoria. Los parametros de cada recta estan incluidos en la grafica. R%
coeficiente de determinacion.
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Figura 4.2.8: Relacién bivariada entre manganeso y zinc para el grupo queja subjetiva de
memoria. Los parametros de cada recta estan incluidos en la grafica. R? coeficiente de
determinacion.
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Figura 4.2.9: Relacion entre cobre y manganeso (A) y cobre y selenio (B) para el grupo deterioro
cognitivo leve Los parametros de cada recta estan incluidos en la grafica. R?: coeficiente de
determinacion.
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Figura 4.2.10: Relacion bivariante entre cobre y aluminio (A) y manganeso y selenio (B) para el

grupo enfermedad de Alzheimer. Los parametros de cada recta estan incluidos en la grafica. R%
coeficiente de determinacion.
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Figura 4.2.11: Relacion bivariante manganeso y selenio para el grupo enfermedad de Alzheimer.
Los parametros de cada recta estan incluidos en la grafica. R% coeficiente de determinacion.

Los niveles de electrolitos y metales en LCR de los distintos grupos de estudio
tienen un valor informativo y descriptivo mientras que la forma en que estos metales estan
coregulados puede representar una medida mas Gtil para una investigacién como posible
biomarcador diagndstico del estado de la EA y de los estadios prodromicos. En nuestro
estudio observamos diferentes asociaciones entre los metales dependiendo del estadio
considerado. Ademas, a diferencia de los estadios CTRL, QSM y DCL, en los individuos
con EA, el LCR muestra un menor nimero de asociaciones lineales entre las
concentraciones de los metales, por lo que sugerimos que estas alteraciones en la relacion
entre metales podrian proporcionar un método adecuado y complementario para el
establecimiento de nuevos criterios diagnésticos en los trastornos asociados a la EA.
Nuestros andlisis de regresion demuestran que existen diferentes grados de interrelacion
entre metales en el continuum de la enfermedad de Alzheimer, y que éstos son especificos
de estadios prodrémicos. Sin duda, los cambios en las relaciones entre los distintos

metales y sus concentraciones se producen de manera temprana y probablemente
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participan en los procesos metabdlicos que subyacen a la aparicion de las caracteristicas

patolégicas de la EA.

4.2.5. Relaciones multivariantes y validacién de los cationes divalentes,
metales y elementos traza como marcadores

Una vez evaluados los perfiles metalémicos individuales y sus relaciones
bivariantes, y dada la complejidad de los resultados procedimos a realizar una evaluacion
multivariante de los datos. Inicialmente realizamos anélisis factoriales mediante el
analisis de componentes principales (PCA). Utilizando el conjunto de todas las variables
y todos los casos, se encuentra que mediante dos componentes principales se explica un
64,73% del total de la varianza. Un 38,52% del total de la varianza se explica con la
componente 1 (PC1) mientras que el resto de la varianza, el 17,79%, se explica con la
inclusion de la componente 2 (PC2). Las variables que mayores coeficientes de extraccion
presentan (>0,5) sobre PC1 son cobre, selenio, manganeso hierro y calcio mientras que
para el caso de la PC2 son el aluminio y el manganeso. En la figura 4.2.12, A se muestran
las puntuaciones para cada variable en la componente candnica. Las diferencias entre
grupos se atribuyeron principalmente a las variables con coeficientes méas altos de cada
componente (PC1 y PC2), respectivamente, y revelaron que las alteraciones de las
concentraciones de los metales traza y cationes divalentes en el conjunto de datos son
suficientemente diferentes como para permitir una completa segregacion de los grupos.
Los anélisis de diferencias entre grupos de los factors scores obtenidos en los anélisis de
componentes principales indican que la conjuncion de PC1y PC2 permite diferenciar los
grupos CTRL de los grupos QSM, DCL y EA y que dentro del espectro de la enfermedad,
este andlisis permite diferenciar el conjunto de grupos que forman su continuum (figura
4.2.12).
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Grafico de componente

Components 2
Factor scores (PC2)
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Components 1
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Figura 4.2.12: Resultados de los anélisis PCA. A) Puntuaciones para cada variable en las dos
componentes principales B) Grafico de las puntuaciones de los factores (factor scores) para los
cuatro grupos diferentes de estudio.

A continuacion se llevo a cabo un analisis multivariante de tipo discriminante a partir de
los valores de las variables mejor representadas en los resultados de PCA, dado que el
PCA proporciona un método estadistico para la reduccion de dimensiones. Se utilizaron
las variables cobre, hierro, manganeso, selenio, aluminio, calcio y zinc. Mediante el
analisis de funciones discriminantes es posible determinar la influencia cuantitativa de
estas variables en la discriminacién del estadio de la enfermedad y los controles, mediante
una funcién polinémica que cuantifica la pertenencia a cada grupo preasignado. Los
resultados que se muestran en la figura 4.2.13 revelan que la primera funcion canénica
representaba la gran mayoria de la variacion entre grupos (68,2%) mientras que la
segunda variable canonica representaba un 30,6% adicional.

Las matrices de estructura se muestran en la tabla anexa a la figura 4.2.13. El test de chi-
cuadrado revel6 que la primera funcién discriminante contribuye a la discriminacién muy
significativa entre los grupos (¥> = 100,36 p = 0,000), y segln los coeficientes de
estructura, estaria determinada principalmente por la variable zinc. La segunda funcién
discriminante contribuye a la discriminacion de los grupos en menor medida, pero de
manera muy significativa (2 = 40,06 p=0,000), y segun los coeficientes de estructura,
estarfa determinada principalmente por las variables selenio, cobre y hierro. En la figura
4.2.13 se muestra la distribuciéon de casos en funcién de las funciones canénicas
obtenidas, observandose una muy buena segregacion por grupos. El resumen de las
funciones candnicas con la aportacion en términos de coeficientes para cada variable se

muestra anexa a la figura 4.2.13.
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Matriz de estructuras
5,01 =
Funcion
@ CTRL
@ asm 4 2 g
O pcL Zn 0,763* 0,313 0,197
25] oL Se 0,067 | 0457* | -0,396
Comides Cu | 0011 | 0383* | 0163
: Fe 0,004 | 0,321* 0,119
E 00 5 Ca 0,085 0,603 0,708*
= iR Mn -0,058 0,001 0,249*
A Al -0,119 0,056 | -0,168*
25
o
5,01
T T T T
5 0 5 10

Funcion 1

Figura 4.2.13: Resultados de los andlisis discriminantes para los cuatro grupos de estudio. A)
representacion grafica de las dos primeras funciones discriminantes para los cuatro grupos. B)
Matriz de estructuras de las tres funciones discriminantes candnicas. * Nivel de significacion
dentro de cada funcién, p<0.05.

Este es el primer estudio detallado que muestra la relacion multivariante entre las
alteraciones de los patrones metalicos en el liquido cefalorraquideo y estadios cognitivos
previos a la enfermedad de Alzheimer. El impacto de los diferentes patrones metalicos
presentes en los diferentes grupos nos permite a priori hipotetizar sobre las variaciones
de los mismos a lo largo del proceso patol6gico de la enfermedad. Con ellos, parece que
durante el continuum del espectro patolégico, las alteraciones de los patrones metélicos y
electroliticos durante los estadios prodrémicos de la enfermedad, en la queja subjetiva de
memoria son similares a los presentes en los individuos con deterioro cognitivo leve,
encontrandose el grupo QSM englobado en éste Gltimo. Sin embargo, conforme avanza
la enfermedad, se observa una clara diferencia entre los patrones presentes en los
individuos sanos que en los pacientes tanto con deterioro cognitivo leve como con
Enfermedad de Alzheimer. La alteracion de la homeostasis cerebral metalica y
electrolitica en las etapas de deterioro cognitivo leve, podrian estar contribuyendo al
desarrollo de la pérdida cognitiva, la pérdida de funciones fundamentales para la correcto
fisiologia cerebral y en definitiva el inicio de procesos que disparen las alteraciones
neuropatoldgicas de la enfermedad de Alzheimer.

Por lo tanto, la determinacién de los patrones metalicos, y la relacion existente

entre las alteraciones de los mismos, tanto con un abordaje univariante como
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multivariante podrian proporcionar herramientas diagndsticas y de seguimiento del
espectro de la enfermedad de Alzheimer. Asi mismo, el analisis de los mismos abre una
nueva ventana al abordaje metalémico del cerebro y su relaciéon procesos patolégicos
ligados a la enfermedad de Alzheimer.

Finalmente, una vez evaluadas las alteraciones multivariantes en los diferentes
grupos de estudio, se procedi6 a validar el potencial de los cationes divalentes y metales
traza, utilizando las puntuaciones factoriales, como marcadores del estadio
correspondiente al espectro de la enfermedad a través del estudio de especificidad y
sensibilidad. Los resultados del andlisis del é&rea bajo la curva caracteristica de
funcionamiento para factor scores obtenidos en los andlisis de PCA se muestran en la
tabla 4.2.4.

Tabla 4.2.4: Resultados de los analisis de curvas ROC para la comparacion de los distintos
marcadores en los grupos de este estudio.

AUC Cut-off  Sensibilidad/ AUC Cut-off  Sensibilidad/
Especificidad Especificidad
Factor 4 173 109 016023 | PO ggg 101 056/067
score 1 score 1
Factor 158 163 0000030 | FAOr  gggp 08l 0,78/067
score 2 score 2
CTRL vs DCL QSM vs EA
Factor 171 114 013030 | FAMr o771+ 112 060083
score 1 score 1
Factor 144 110 013030 | FAOT o937 w127 08W100
score 2 score 2
CTRL vs EA DCL vs EA
Factor 4 555 157 0370023 | FAMr o791+ 107 081074
score 1 score 1
Faclor 554 109 093030 | FAMOr ggp1 wex 100 09380870
score 2 score 2

AUC: Area bajo la curva. Los valores de los puntos de corte (Cut-off) se obtuvieron a partir del
calculo de los indices de Youden que relacionan sensibilidad y especificidad (véase material y métodos).
*p<0.05 y ***p<0.001: Nivel de significacién de la prueba entre grupos.

Seleccionamos los marcadores con el area bajo la curva (AUC) superiores a 0,7.
El andlisis de los factos scores presentan buen poder de discriminacion entre los grupos
QSM-EA y DCL-EA, por lo tanto, nuestros datos sugieren que la determinacién de los
cationes monovalentes y asi como las alteraciones en su co-regulacion podrian
proporcionar una representacion Util de las perturbaciones que tienen lugar en el cerebro
durante los diferentes estadios del espectro de la enfermedad de Alzheimer. La

determinacion de los mismos en el LCR tiene importancia para orientar futuras

Este documento incorpora firma electrénica, y es copia auténtica de un documento electrénico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccién https://sede.ull.es/validacion/

I dentificador del docunento: 2866781 Codigo de verificaci6n: 3BXaS2sZ

Firmado por: Fatima Concepciéon Mesa Herrera Fecha: 28/09/2020 13:12:33
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Mario Lorenzo Diaz Gonzalez 28/09/2020 15:01:49
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Raquel Marin Cruzado 28/09/2020 15:28:51
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

90/179

Este documento incorpora firma electronica, y es copia auténtica de un documento electrdnico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccion https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 2914873 Codigo de verificacion: yguDlkhh

Firmado por: Maria de las Maravillas Aguiar Aguilar Fecha: 08/10/2020 17:11:27
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

90/179



Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electréonica
Salida
N° registro: 2020/7783
N° reg. oficina: OF002/2020/6613
Fecha: 09/10/2020 18:02:14

Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electrénica
Entrada
N° registro: 2020/90112
N° reg. oficina: OF002/2020/89073
Fecha: 28/09/2020 16:21:31

Resultados y discusién

investigaciones sobre la utilidad de los estos elementos como posibles biomarcadores
para seguir rapidamente la progresion o la gravedad en los sujetos con EA, y posiblemente
para predecir la aparicion de la enfermedad antes de que se manifiesten claramente los
sintomas clinicos y neurol6gicos. No obstante, se hace necesario aumentar el nimero de
casos dentro de cada grupo con el objeto de comprobar la utilidad real de estas

aproximaciones, asi como para precisar los rangos de valores de valor diagnéstico.
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4.3. Marcadores del estado oxidativo e inflamatorio en el espectro de la
Enfermedad de Alzheimer

Varias lineas de evidencias apoyan la hip6tesis de que el estrés oxidativo y
nitrosativo juegan un papel perjudicial en la patogénesis de la EA y que conduce al dafio
de elementos celulares vitales como acidos nucleicos, lipidos y proteinas (D. A.
Butterfield y Lauderback 2002). La peroxidacion lipidica es uno de los principales
eventos que causa el desequilibrio de la homeostasis redox y el consiguiente dafio
oxidativo dentro de la células. La peroxidacion de lipidos puede dafiar directamente las
membranas, ya que las especies reactivas del oxigeno atacan a los &cidos grasos
poliinsaturados en la bicapa lipidica, produciendo lipoperdxidos reactivos. Las
membranas neuronales son particularmente ricas en &cidos grasos poliinsaturados, que se
descomponen facilmente y liberan niveles elevados de aldehidos electrofilicos reactivos,
capaces de reaccionar con mas lipidos de membrana y oxidarlos, causando la
desestabilizacion de la membrana (D. A. Butterfield y Stadtman 1997). Ademas, también
se ha observado que algunos de los metabolitos resultantes de procesos oxidativos de
4cidos grasos cerebrales desencadenan procesos inflamatorios cerebrales (Bona et al.
2010). Se ha propuesto que estos peroxidos lipidicos juegan un papel determinante en la
patogénesis del deterioro cognitivo leve y la enfermedad de Alzheimer (Pratico et al.
2002).

Como se expuso en el capitulo de introduccion, para combatir el exceso de
generacion de especies reactivas del oxigeno (EROS) se encuentra toda la red de
mecanismos de defensa contra el estrés oxidativo, desarrollada para detectar y controlar
diversas formas de estrés oxidativo. Esta defensa incluye la accion de las enzimas
superéxido dismutasa (SOD) y catalasa como primera linea de defensa, el sistema del
glutatién/glutaredoxina y el sistema tioredoxina/peroxiredoxina (Calabrese et al. 2007).
Durante el trascurso de la enfermedad, la actividad de estas enzimas se puede ver alterada.
De hecho, se ha observado, que la actividad de estas enzimas SOD y CAT se reduce a lo
largo de todo el espectro de la EA, desde el DCL no amnésico hasta los pacientes con
deterioro cognitivo amnésico, lo que indica que los mecanismos de defensa contra el
estrés oxidativo estan comprometidos en las primeras fases de la enfermedad (Ansari y
Scheff 2010; Stephen W. Scheff, Ansari, y Mufson 2016).
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4.3.1. Marcadores de peroxidacion lipidica

La presencia de productos de peroxidacion lipidica ha sido ampliamente estudiada
como marcadores del dafio oxidativo de las membranas celulares neuronales en diversas
patologias neurodegenerativas, incluyendo la EA, la enfermedad de Parkinson, la
Esclerosis Lateral Amiotréfica, entre otras (Singh etal. 2019; Gaschler y Stockwell
2017). El malondialdehido (MDA) es uno de los compuestos mas ampliamente estudiados
como metabolito residual (by-product) y marcador de procesos de estrés oxidativo sobre
lipidos. EI MDA es un cetoaldehido fisiolégico producido por descomposicion de lipidos
insaturados. El exceso de MDA producido como resultado del dafio tisular puede
combinarse con grupos aminos de proteinas (fundamentalmente con residuos de lisina
por la reaccion de adicion de Michael) lo que produce aductos de proteinas modificadas
de funcionalidad alterada.

En nuestro estudio hemos determinado la concentracion de malondialdehido en el
liquido cefalorraquideo de los cuatros grupos de estudio. Como se muestra en la figura
4.3.1, se observaron diferencias entre las concentraciones de MDA de los CTRL frente a
los QSM. Asi mismo, dentro del espectro de la enfermedad, las concentraciones de MDA
son estadisticamente inferiores cuando se compraran con las de DCL y EA. No se

observan diferencias en las concentraciones entre DCL y EA.

Malondihaldehido

uM/ml LCR

-0.05 T T T
CTRL QSM DCL EA

Figura 4.3.1: Contenidos de malondialdehido del liquido cefalorraquideo en los grupos de
estudio: controles (CTRL), queja subjetiva de memoria (QSM), deterioro cognitivo leve (DCL) y
Enfermedad de Alzheimer (EA). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05).

Las membranas neuronales son particularmente ricas en acidos grasos poliinsaturados,
que se descomponen en respuesta a ataques oxidativos y liberan niveles elevados de

aldehidos electrofilicos reactivos, capaces de unirse covalentemente a las proteinas
formando aductos con aminoécidos especificos (D. A. Butterfield y Stadtman 1997).
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Cabria esperar los niveles de especies oxidativas relacionadas con los lipidos aumenten
progresivamente a medida que avanza la EA, sin embargo nuestros datos muestran que
no existe un aumento de las mismas en el liquido cefalorraquideo de los pacientes con
Enfermedad de Alzheimer. Aunque generalmente se considera que las especies reactivas
del oxigeno ejercen efectos deletéreos, cada vez es mas evidente que los EROS pueden
servir a segundos mensajeros implicados en los procesos de sefializacion y participar en
una serie de fendmenos fisiolégicos normales. Por lo tanto, es probable que los
metabolitos oxidados derivados puedan ser responsables de desencadenar sefales
transcripcionales que potencien la expresion de los componentes de los sistemas
antioxidantes celulares, como hemos observado anteriormente en nuestro laboratorio para
los lipoperoxidos derivados del acido docosahexaenoico (Casafias-Sanchez et al. 2014).
Este fendmeno podria comenzar a darse en las etapas presintomaticas de la enfermedad,
y verse reflejado a través del descenso de los niveles de MDA observado en el grupo
QSM cuando se compara con el CTRL. Por otra parte, estudios previos llevados a cabo
en nuestro laboratorio han demostrado una reduccién de los niveles de acidos grasos de
la serie omega-3 en cerebros de personas con Alzheimer. Como consecuencia de la
reduccion de los PUFA se produce una disminucién del indice de insaturacion y por ello
una reduccion de la peroxidabilidad de las membranas, dado un incremento de 4cidos
grasos saturados no oxidables, pudiendo ser éste otro motivo para explicar los resultados
encontrados en el liquido cefalorraquideo de estudio para los grupos DCL y EA (Martin
et al. 2010b).

Ademas del dafio directo por oxidacion de las macromoléculas celulares, la
formacion de radicales libres también puede causar dafio indirectamente mediante la
activacion de otros mecanismos nocivos, tales como inflamacién (M. A. Smith et al.
1997). En este sentido, el estrés oxidativo y la inflamacién estdn relacionada
reciprocamente de tal manera que los procesos inflamatorios conducen a un aumento de
la produccién de especies reactivas del oxigeno y viceversa (Wang et al. 2004). Existe
una variedad de eicosanoides (derivados de 4cidos grasos poliinsaturados de 20 4&tomos
de carbono, que se convierten a endoperéxidos), que son moduladores directos de
procesos de inflamacién en diversos tejidos, incluido el cerebro. Uno de los més
estudiados son los F2-isoprostanos (F2-1soPs), moléculas que contienen un anillo de
prostano tipo F similares a la prostaglandina F2a. Son generados in vivo e in situ, por

peroxidacion no enzimatica catalizada por radicales libres provenientes del acido
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araquidonico, presente y abundante en los lipidos de las membranas neuronales. En el
presente estudio se evalué la prostaglandina F2a (8-1soF2a) como lipoperdxido
implicado en procesos inflamatorios cerebrales. Los niveles de 8-1soF2a. en el grupo
CTRL son significativamente inferiores a los encontrados en pacientes con EA, pero no
hay diferencias con los grupos QSM y DCL. Dentro del continuum de la enfermedad
aunque se observa un incremento significativo cuando se compara el grupo DCL y el
grupo EA (figura 4.3.2).
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Figura 4.3.2: Diagrama de caja para la concentracion de 8-1soF2a. en el liquido cefalorraquideo
de pacientes controles (CTRL), pacientes con queja subjetiva de memoria (QSM), con deterioro
cognitivo leve (DCL) y con Enfermedad de Alzheimer (EA). Letras diferentes indica diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05).

Estos hallazgos apoyan la hipdtesis de que los procesos inflamatorios predominan
en las etapas avanzadas de enfermedad de Alzheimer. El aumento de la sintesis y la
secrecion de prostaglandinas en el LCR de enfermos de Alzheimer se ha asociado con la
activacion de los monocitos, un proceso que puede ser regulado por peroxinitrilos
(Landino et al. 1996). El incremento observado de la concentracion de este marcador es
similar al observado por Montine y colaboradores (2011), los cuales observaron que las
concentraciones de 8-IsoF2a aumenta conforme avanza la edad de los sujetos de estudio
y que su aumento se cronifica en pacientes que sufren EA (Montine et al. 2011). Asi
mismo, este mismo grupo investigé este marcador en otros fluidos corporales como saliva
u orina, no observando diferencias entre las concentraciones del 8-IsoF2a, sugiriendo por
lo tanto que el LCR actia como mejor fluido para establecer marcadores frente a otros
fluidos biolégicos (Montine et al. 2002). Analogamente, los experimentos en cultivo de
tejidos han demostrado que la activacion inflamatoria de la microglia puede resultar en

un aumento de la produccion de diferentes prostaglandinas. Ademas, estudios previos han
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demostrado que la relacion entre la prostaglandina E2 (PGE2), también implicada en los
procesos pro-inflamatorios, y la severidad de la demencia puede deberse a aumento de la
actividad inflamatoria de la enzima ciclo-oxigenasa (COX) y la posterior pérdida
progresiva de neuronas, lo que resultaria en una produccion mayor de PGE2 en los
pacientes con Enfermedad de Alzheimer (Combrinck etal. 2006). Por lo tanto, un
incremento de las concentraciones del 8-IsoF2a en el LCR de los pacientes con EA podria

estar reflejando la activacion microglial conocida en esta enfermedad.

Dado que tanto en MDA como el 8-1soF2a. parecen comportarse de manera
similar en los distintos grupos, hemos realizado el andlisis de las relaciones entre ambos

marcadores de estrés oxidativo en lipidos (figura 4.3.3).
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Figura 4.3.3: Relaciones bivariadas entre MDA e 8-1soF2a. para los grupos de estudio controles
(CTRL), pacientes con queja subjetiva de memoria (QSM), con deterioro cognitivo leve (DCL) y
con Enfermedad de Alzheimer (EA). Los valores de R? se incluyen en el gréfico.

Los analisis de regresion lineal muestran que no existe una relacion aparente (R ~ 0y
p>0.1) entre ambos marcadores, con la excepcion del grupo EA, donde se observa una
correlacion positiva (R?=0.417) que resulta ser estadisticamente significativa (p<0.05).
Este resultado sugiere que en el estadio mas avanzado, los mecanismos que tienden a
tamponar la generacion de ROS y de contener el nivel de oxidacion lipidica y de
integridad de membranas se han vuelto ineficientes, iniciandose por tanto una situacion
de estrés oxidativo por peroxidacion lipidica. Por otro lado, es interesante el hecho de que
las pendientes de las regresiones van siendo cada vez mayores a medida que se progresa
en la evolucién de la enfermedad (CTRL<QSM<DCL<EA) (figura 4.3.3), lo que sugiere
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que estos mecanismos probables mencionados anteriormente ocurren gradualmente, y
que s6lo cuando son suficientemente elevados, los marcadores lipidicos son detectables

en el LCR con niveles significativamente mayores.

4.3.2. Relacién de los marcadores de peroxidacion lipidica con los metales

Los metales traza han sido relacionados con el estrés oxidativo y con la
peroxidacion lipidica. Como hemos descrito anteriormente, la sobreproduccién de EROS
que resulta en estrés oxidativo puede tener un efecto nocivo y puede ser un importante
mediador de los procesos inflamatorios y de los dafios a las estructuras celulares y, en
consecuencia, de varios estados de enfermedad y envejecimiento (Tonnies y Trushina
2016). Ademas se ha observado que estos procesos se encuentran acentuados cuando en
el medio se encuentra una exposicién de agentes pro-oxidantes. Como vimos en el
capitulo anterior, a lo largo del continuum de la enfermedad de Alzheimer se produce una
alteracion de las concentraciones de metales en el LCR. Esta alteracion de metales podria
ser mediadora de procesos de estrés oxidativo a través de las reacciones de Fenton y
Haber-Weiss (Lavado et al. 2019). Con el objeto de examinar esta posible relacion en los
datos de nuestro estudio, hemos analizado en las mismas muestras de LCR las posibles
relaciones entre los contenidos de Cu, Fe, Mn, Zn, Mn, Se y Al y las de los marcadores
MDA y 8-IsoF2a,, mediante analisis de regresion multiple. Los resultados obtenidos se
encuentran en la figura 4.3.4 (A y B), figura4.3.5y tabla 4.3.1 (A y B).
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Tabla 4.3.1: Resultados del analisis de regresion multiple para el marcador 8-1soF2a. y los
metales de transicion para el conjunto de datos de todos los grupos de estudio. A) Anélisis
incluyendo todos los metales objeto de estudio. B) Anélisis incluyendo las variables mas
significativas.

A) Coeficientes de la funcién de regresion

0 2 6 8
Se

b: coeficiente de regresion. ES: error estandar de la estimacion
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® °
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‘02-,9‘5, g o o
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2 4 6 8
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Dependiente8-1soF2a Coeficientes t p-valor
b ES
(Constante) 105,476 15,494 6,807 0,000
Fe -1,906 2,954 -,645 0,524
Al 21,936 11,498 1,908 0,066
Cu 1,550 24,740 063 0,950
Mn -7,265 34316 -212 0,834
Zn -,942 6,042 -,156 0,877
Se 62,195 32,646 1,905 0,066
B) Coeficientes de la funcion de regresion
Dependiente 8-1soF2c Coeficientes t p-valor
b ES
(Constante) 96,534 11,333 8,518 0,000
Al 21,622 9,844 2,197 0,035
Se 49,352 24,409 2,022 0,051

1,0

12

Figura 4.3.4: Relaciones bivariantes entre MDA y Se (A) y 8-IsoF2a y Se (B) en los grupos de
estudio para los grupos de estudio controles (CTRL), pacientes con queja subjetiva de memoria
(QSM), con deterioro cognitivo leve (DCL) y con Enfermedad de Alzheimer (EA). Los valores

de R? se incluyen en el gréfico.
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Figura 4.3.5: Relacion bivariante entre 8-IsoF2c y aluminio en los grupos de estudio para los
grupos de estudio control (CTRL), queja subjetiva de memoria (QSM), deterioro cognitivo leve
(DCL) y Enfermedad de Alzheimer (EA). Los valores de R? se incluyen en el grafico.

Los resultados muestran que sélo el 8-IsoF2o presenta relaciones lineales
significativas con los metales (ANOVA p=0,870 para MDA, p=0,070 para 8-1soF2a), en
particular con el aluminio y el selenio (Tabla 16A) Una vez aisladas las variables
metélicas, se obtiene una asociacion muy significativa (ANOVA p=0,003) entre los
niveles de 8-1soF2a. como variable dependiente y Al y Se como variables independientes
(Tabla 4.3.1B). Una vez establecida la relacion entre estos dos metales y los valores de
8-1s0F2a,, se analizaron los comportamientos de esta relacién en cada uno de los grupos
de estudio. Los resultados se muestran en las figuras 4.3.4 y 4.3.5. Como se puede
observar los valores mayores del coeficiente de determinacion (R2) para el selenio se
observan para el grupo EA, no existiendo relacién en los grupos CTRL y QSM. Respecto
al aluminio, los mayores de R? se observan s6lo en el grupo DCL. Un hallazgo interesante
y consistente con la relacion MDA/8-1soF2a, es que en el estadio EA se observa una muy
buena correlacion entre los valores de MDA y Se, que no se observa en estadios
anteriores. Estos resultados indican existe una transicion en la generacion del metabolito
lipidico que dependeria sobre todo del aluminio en el estadio DCL vy del selenio en el
estadio EA. Por lo tanto, una consecuencia importante de estos hallazgos es que la
conversion a demencia se podria asociar, entre otros factores, a la presencia de niveles

elevados de aluminio, al menos en los casos en los que este metal se encuentra elevado.
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4.3.3. Marcadores de la actividad antioxidante y detoxificante

En linea de los resultados anteriores, y con el objeto de dilucidar la hip6tesis del
papel del estrés oxidativo como mecanismo subyacente a la Enfermedad de Alzheimer,
se evalud la actividad de varias enzimas criticas implicadas en la defensa antioxidante y
detoxificante. En primer lugar la actividad antioxidante de la enzima superéxido
dismutasa extracelular (EC-SOD), como primera linea de defensa antioxidante y la
actividad de la glutation-S-transferasa (GST) y butirilcolinesterasa (BuCh), enzimas con
capacidad antioxidante y/o detoxificante.

Superdxido dismutasa
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Figura 4.3.6: Diagrama de cajas para la actividad de la superoxido dismutasa (A) y la glutation-
S-trasferasa (B) en el liquido cefalorraquideo en los grupos de estudio: controles (CTRL), queja
subjetiva de memoria (QSM), deterioro cognitivo leve (DCL) y Enfermedad de Alzheimer (EA).
Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

Existen pocos estudios donde se haya determinado la actividad de la enzima SOD
extracelular en liquido cefalorraquideo humano, y ain menos en pacientes con patologias
neurodegenerativas. En este estudio, hemos observado que la actividad de SOD
extracelular aumenta sustancialmente en los pacientes con EA en comparacion con los
sujetos control, y que dentro del espectro de la enfermedad parece que se puede apreciar
un incremento progresivo de la actividad de esta enzima, siendo estadisticamente
significativo entre los estadios control o de queja subjetiva de memoria y los pacientes
con Enfermedad de Alzheimer (figura 4.3.6A). En estudios llevados a cabo en tejido
cerebral, se ha mostrado que existe un aumento de la actividad de la enzima SOD en
hipocampo de pacientes con Enfermedad de Alzheimer frente a cerebros de pacientes
sanos (Omar etal. 1999). También se han observado elevaciones en otras enzimas

antioxidantes como la glutation peroxidasa y la glutation reductasa en hipocampo y en
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amigdala (Mark A. Lovell et al. 1995). Otros estudios han mostrado que no se producen
cambios en los niveles de ARNm de los principales genes antioxidantes durante el
proceso de envejecimiento y de Enfermedad de Alzheimer, sugiriéndose que la
modulacion de las enzimas antioxidantes se encuentra bajo regulacion postranscripcional,
y que el aumento de su actividad es debido a la presencia de dafio oxidativo tisular y de
un incremento del estatus oxidativo del medio (Calabrese et al. 2007). En nuestro trabajo,
el incremento observado de la SOD extracelular en el liquido cefalorraquideo, podria
reflejar un aumento de la respuesta del tejido cerebral a la elevacién de los niveles de
radicales superéxido generados durante el proceso oxidativo-degenerativo.

Por otra parte, la induccion de la GST est4 muy relacionada con la neutralizacion
de productos toxicos, asi como la regulacion de la homeostasis redox celular y participan
en la activacion de sefiales en la apoptosis celular (Raza 2011). La accion detoxificante
de la GST es llevada a cabo mediante un ataque nucledfilo del GSH a los atomos
electrofilicos de carbono, azufre o nitrégeno del sustrato xenobiético, impidiendo asf su
interaccién con proteinas y éacidos nucleicos celulares cruciales (Hayes, Flanagan, y
Jowsey 2005). Hasta el momento, hay pocas referencias en las que se describa la actividad
de la GST en el liquido cefalorraquideo y aquellas en los que se utiliza tejido de individuos
con Enfermedad de Alzheimer los datos son controvertidos. Asi, estudios desarrollados
en tejidos post-mortem de pacientes con EA, han mostrado que la actividad GST se
encuentra significativamente disminuida en todas las areas del cerebro, especificamente
en la amigdala, hipocampo, I6bulo parietal inferior y ndcleo basal de Meynert (Lovell,
Xie, y Markesbery 1998). Sin embargo, en estudios posteriores se ha observado un ligero
aumento en los niveles de la enzima en la corteza cerebral de los pacientes con EA y un
aumento de la enzima en el liquido cefalorraquideo post-mortem (Burgess et al. 2006).
En nuestro estudio, hemos observado como los niveles de GST son superiores en
pacientes con Enfermedad de Alzheimer cuando se comparan con los individuos
controles, lo que es indicativo de la produccion y vertido de compuestos residuales y
neurotoxicos, y de su eliminacién hacia el LCR en los individuos con EA (figura 4.3.6B).
Sin embargo, aunque cabria esperar un incremento paulatino a lo largo del continuum de
la enfermedad, en nuestro estudio la actividad de la enzima GST se ve disminuida durante
el estadio DCL. Es posible que la actividad de esta enzima se encuentre anormalmente
elevada durante estadios prodrémicos de la enfermedad, como observamos durante el
estadio QSM. Aunque el estrés oxidativo es evidentemente mas significativo e

impactante en la maquinaria redox cuando se inician los indicios de la patologia, los
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motivos de las variaciones de la actividad podrian tener diversas causas, por lo que sera
necesario realizar estudios adicionales para la comprobacién de estos resultados y
dilucidar el papel de la disminucion de la actividad GST en la patogénesis y la progresion
de la enfermedad.

En el metabolismo sinaptico que llevan a cabo estas enzimas intervienen las
enzimas colinesterasas, acetilcolinesteresa y butirilcolinesterasa, las cuales hidrolizan
acetilcolina o ésteres de colina respectivamente en la hendidura sinaptica. En el cerebro,
la butirilcolinesterasa (BuCh) se expresa principalmente la glia, la materia blanca y en
poblaciones especificas de neuronas de la formacion de la amigdala y el hipocampo, asi
como en el tlamo, regiones que son importantes en la cognicion y el comportamiento,
funciones comprometidas en la enfermedad de Alzheimer (Darvesh y Hopkins 2003).
Aunque las funciones del BuCh no han sido completamente dilucidadas, se ha
demostrado que esta involucrada, junto con la acetilcolinesterasa (ACh), en la co-
regulacion de la neurotransmision colinérgica (Mesulam et al. 2002). Ademas, se ha
demostrado que la BuCh esta involucrada en un nimero de procesos que incluyen la
eliminacién de xenobidticos, el metabolismo de los lipidos, el desarrollo cerebral, la
inflamacion (revisado en Lockridge, 2015). En nuestro estudio, hemos determinado la
actividad de la enzima BuCh en el liquido cefalorraquideo de los cuatro grupos de estudio.

Los resultados obtenidos se encuentran en la figura 4.3.7.

Butirilcolinesterasa
0.15+
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g bc
©0.10
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£
3 0.054
-
3
0.00 T T
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Figura 4.3.7: Diagrama de cajas para la actividad de enzima butirilcolinesterasa en el liquido
cefalorraquideo en los grupos de estudio: controles (CTRL), queja subjetiva de memoria (QSM),
deterioro cognitivo leve (DCL) y Enfermedad de Alzheimer (EA). Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

En nuestro estudio, hemos observado que existe una disminucion de la actividad

de esta enzima en los pacientes QSM y EA cuando se compara con los CTRL (figura
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4.3.7). Esto podria estar mostrando el inicio de la pérdida de la actividad de las neuronas
colinérgica, lo que llevaria a una disminucién detectable de la actividad de la enzima.
Posteriormente dentro del espectro, los cambios sélo son detectables cuando el proceso
degenerativo se encuentra ya avanzado. Aunque otros estudios han mostrado un aumento
de la actividad butilcolinesterasa en el cerebro de los pacientes con EA (Darreh-Shori
etal. 2006), las mediciones en el LCR y en las regiones sinapticas estan en fuerte
contradiccion, observandose niveles reducidos de la enzima (Appleyard, Mcdonald, y
Mcdonald 1992; Kuhl et al. 2006), resultados que se encuentran en linea con nuestro
estudio. Aunque no se ha esclarecido con exactitud, parece que los niveles de BuCh
circulante en el LCR de los pacientes con EA esté inversamente asociada con su captura
en los agregados de AP (Darreh-Shori et al. 2006; Darreh-shori et al. 2012). Ademas, la
presencia del alelo ApoEe4, el sexo femenino y la edad avanzada son factores de riesgo
para el desarrollo de la EA. Estos factores influyen en los niveles detectados de BuCh
presentes de LCR de pacientes con EA (Darreh-Shori et al. 2006; Darreh-shori et al.
2012), lo que es indicativo de la fuerte relacion que tiene esta enzima con el desarrollo y
progreso de la enfermedad.

4.3.4. Relaciones entre metabolitos de estrés oxidativo, actividades
enzimaticas y marcadores clasicos.

El incremento de especies reactivas del oxigeno en el tejido cerebral puede
generarse a partir de mecanismos como la disminucién de la actividad de las enzimas
antioxidantes, por la acumulacion aberrante de metales de transicién y por la disfuncién
mitocondrial (Zhao et al. 2013). Ademas, parece que la acumulacién anormal de las
péptidos AP y proteina tau parecen promover el desequilibrio redox (Huang et al. 1999;
Bieschke et al. 2006). El estrés oxidativo resultante puede aumentar la produccion y la
agregacion de AB y facilitar la fosforilacion y polimerizacién de tau, formando asi un
circulo vicioso que promueve el inicio y la progresion de la EA (Lovell et al. 2004).
Debido a la intima relacién existente entre los marcadores clasicos y los procesos
oxidativos, hemos procedido a evaluar la relacion que existe entre ambos tipos de
marcadores. En la figura 4.3.8 se recogen las matrices de correlaciones para cada uno de
los grupos de estudio. Las tablas del anexo contienen los coeficientes de correlacion y

los p-valores obtenidos para cada grupo de estudio.
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Figura 4.3.8: Matrices de correlacién de Pearson para los grupos de estudio controles (A) queja
subjetiva de memoria (B) deterioro cognitivo leve (C) y Enfermedad de Alzheimer (D). Las
matrices muestran el valor del coeficiente de correlacion r. Las correlaciones estadisticamente
significativas (p<0,05) aparecen coloreadas de azul (positivas) o rojo (negativas).

Para el grupo control, se ha observado una correlacion negativa estadisticamente
significativa entre la BuCh/tau-t (R?=-0,491, p=0,005) y entre la BuCh/tau-f (R?=-0,501,
p=0,005). Para el grupo QSM, se ha observado una correlacién negativa entre la SOD/tau-
t (R?=-0,459, p=0.045) y entre SOD/tau-f (R?=-0,509, p=0.031) una relacién positiva
entre SOD/GST (R?=0.638; p=0.013). Cabe destacar, que para el grupo de estudio DCL
no se observado ninguna correlacion estadisticamente significativa entre los marcadores
de estrés oxidativo y los marcadores cléasicos. Tampoco se observaron correlaciones
significativas entre los marcadores de estrés oxidativo y los marcadores clésicos para el
grupo EA. Sin embargo, si se observé en este grupo una correlacion estadisticamente
significativa entre 8-IsoF2a. y MDA (R?=0.391, p=0.039) y una correlacién negativa
significativa para MDA/GST (R?=-0.443, p=0.007).

Las relaciones negativas encontradas entre las enzimas antioxidantes con los
marcadores clasicos en los pacientes CTRL en el grupo de QSM parecen sugerir que éstas

podrian estar interviniendo en la proteccién de la formacién de los ovillos neurofibrilares.
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De hecho, la BuCh se encuentra asociada con las placas AB (Guillozet et al. 1997) vy los
ovillos neurofibrilares, en el tejido cerebral humano de la EA (Gémez-Ramos, Bouras, y
Moran 1994). Aunque el papel del BuCh en la patologia de la EA no se ha dilucidado del
todo, la relacién negativa encontrada en los grupos CTRL y que posteriormente
desaparece en los grupos que forman el continuum de la enfermedad, sugiere que la
actividad de esta enzima podria ser responsable de la prevencién de la formacion de
ovillos neurofibrilares en el tejido cerebral. Por otro lado, para el caso de la SOD, se ha
observado que en modelos de ratén transgénicos para la EA, la actividad de esta enzima
previene la acumulacién de tau en los ovillos neurofibrilares (Clausen, Bi, y Baudry
2012). Seran necesarios estudios especificos para aclarar el papel de la BuCh y de la SOD
en el metabolismo de la proteina tau y la formacion de los ovillos neurofibrilares.

La relacion existente entre las actividades proteicas antioxidantes (SOD) y detoxificantes
(GST) en individuos con queja subjetiva de memoria podrian ser indicativas de que en
este primer estadio comienzan a darse los primeros deshalances oxidativos y de
acumulacioén de productos neurotéxicos, ligados al desarrollo de la enfermedad y que es
en este momento donde se pone en marcha la maquinaria para el mantenimiento del
estado redox en el cerebro. La relacién positiva entre el marcador de peroxidacion
lipidica e inflamacién observada en el estadio de EA indican la co-regulacion de ambos
procesos en estadios avanzados de la enfermedad. Por otro lado, se observa una relacion
negativa entre la GST y el MDA, sugiriendo la accion de esta enzima en los procesos de

detoxificacion y eliminacién de productos de peroxidacion lipidica.

4.3.5. Validacion de los metabolitos de estrés oxidativo, y de las actividades
enzimaticas como marcadores en el continuum de la enfermedad.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos para los metabolitos de estrés oxidativo y las
actividades oxidantes en el continuum de la enfermedad de Alzheimer, y teniendo en
cuenta que éstos se encuentran relacionados con los marcadores histolégicos de la EA, se
procedié a evaluar la capacidad que tienen éstos como marcadores del estadio de la
enfermedad. Para ello, se evalué mediante el estudio en las curvas ROC del area bajo la
curva, la sensibilidad y especificidad de los marcadores para cada estadio de la
enfermedad. Los resultados obtenidos se encuentran en la figura 4.3.9 y tabla 4.3.2. Como
criterio general se tomaron como marcadores validos para el estadio aquellos cuya area

bajo la curva superaba el 0,7.
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Tabla 4.3.2: Resultados de los andlisis de curvas ROC para la comparacion de los distintos
marcadores en los grupos de este estudio.

CTRL vs QSM QSM vs DCL
Sensibilidad/ Sensibilidad/
AUe St Especificidad s uitaii Especificidad
BuCh 0,370 0,09 0,22/0,73 BuCh 0,527 0,06 0,44/0,77
GST 0311 0,04 0,33/0,66 GST 0,700 * 0,02 0,85/0,66
SOD 0,933 ** 0,009 1,00/0,80 SOD 0,214 0,01 0,33/0,33
Sl-?‘lzsz- 0,712 * 1206 0,83/0,63 | 8-1so-F2a. 0,426 1333 0,41/0,50
MDA 0,277 0,039 0,33/0,66 MDA 0,691 0,04 0,41/1,00
CTRL vs DCL QSMvs EA
BuCh 0,375 0,06 0,55/0,40 BuCh 0,451 0,06 0,37/0,77
GST 0,605 0,01 0,29/1,00 GST 0,764 * 0,01 1,00/0,55
SOD 0,644 0,05 0,55/0,80 SOD 0,507 0,03 0,62/0,66
BF';: 0,607 1175  0,64/0,63 | 8-Iso-F2a 0,621 1492  0,45/1,00
MDA 0,481 0,03 0,47/0,48 MDA 0,697 0,02 0,72/0,66
CTRL vs EA DCL vs EA
BuCh 0,279 0,04 0,50/0,00 BuCh 0,419 0,05 0,40/0,32
GST 0,717 ~* 0,07 0,50/0,93 GST 0,736 * 0,04 0,53/0,89
SOD 0,848 * 0,01 0,68/1,00 SOD 0,598 0,04 0,86/0,39
8;253_ 0,802 * 1175 0,90/0,63 8-1s0-F2a. 0,611 109,6 1,00/0,33
MDA 0,463 0,03 0,45/0,63 MDA 0,684 0,02 1,00/0,38

AUC: Area bajo la curva. Los valores de los puntos de corte (Cut-off) se obtuvieron a partir del
célculo de los Indices de Youden que relacionan sensibilidad y especificidad (véase material y
métodos). * p<0.05 y *** p<0.001: Niveles de significacion de la prueba entre grupos.

A modo de recapitulacion, el estrés oxidativo es un fenémeno causado por un
desequilibrio entre la produccion y la acumulacion de especies reactivas y la capacidad
de un sistema bioldgico para desintoxicar estos productos reactivos. Durante un estado
saludable, el organismo pone en marcha varias estrategias para contrarrestar los efectos
de los radicales libres y el estrés oxidativo que se produce como actividad normal en el
cerebro, ya que las especies reactivas del oxigeno desempefian una funcién fisiolégica
importante. Cuando se produce este desbalance, se activan tanto los sistemas enzimaticos
antioxidantes como no enzimaticos para regular los niveles de ROS y previniendo el dafio
oxidativo. Los cambios en los niveles de antioxidantes y de los marcadores de
inflamacion apoyan la idea de que los cambios significativos en el estrés oxidativo y la
neuroinflamacién son eventos que juegan un papel importante en la progresion de la

enfermedad, siendo buenos marcadores de los diferentes estadios de la enfermedad.

Este documento incorpora firma electrénica, y es copia auténtica de un documento electrénico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccién https://sede.ull.es/validacion/

I dentificador del docunento: 2866781 Codigo de verificaci6n: 3BXaS2sZ

Firmado por: Fatima Concepciéon Mesa Herrera Fecha: 28/09/2020 13:12:33
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA
Mario Lorenzo Diaz Gonzalez 28/09/2020 15:01:49
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA
Raquel Marin Cruzado 28/09/2020 15:28:51

UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

106 /179

Este documento incorpora firma electronica, y es copia auténtica de un documento electrdnico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccion https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 2914873 Codigo de verificacion: yguDlkhh

Firmado por: Maria de las Maravillas Aguiar Aguilar Fecha: 08/10/2020 17:11:27
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

106 /179



Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electréonica
Salida
N° registro: 2020/7783
N° reg. oficina: OF002/2020/6613
Fecha: 09/10/2020 18:02:14

Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electrénica
Entrada
N° registro: 2020/90112
N° reg. oficina: OF002/2020/89073
Fecha: 28/09/2020 16:21:31

Resultados y discusién

Aunque no esta claro si la disminucién del nivel de antioxidantes precede o no al aumento
de los oxidantes, los niveles ciertamente no son capaces de neutralizarlos provocando una
cadena de eventos que pueden conducir a la degeneraciéon observada en las etapas
sintomaticas de la EA. Ademas las relaciones existentes entre los marcadores histolégicos
de la EA con los marcadores de estrés oxidativo sugieren que los eventos de formacion
de placas seniles y ovillos fibrilares son dependientes de los fenémenos de estrés
oxidativo. Estas conclusiones sugieren que los esfuerzos encaminados a aumentar la
presencia de moléculas antioxidantes y antiinflamatorias en el cerebro, pueden tener una

actividad beneficiosa si se realizan en las primeras etapas de la enfermedad.
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4.4. Proteinas del signalosoma y otras proteinas implicadas en procesos

degenerativos.

Como se ha mencionado en la introduccidn, varios estudios han revelado alteraciones
tanto en la composicion lipidica de los microdominios de membrana conocidos como
balsas lipidicas, o lipid rafts, como un reordenamiento de las proteinas que se encuentran
en éstos durante el transcurso de la enfermedad de Alzheimer. Aunque muchos de los
mecanismos que subyacen a las funciones desarrolladas en las balsas lipidicas ain estan
por esclarecer, muchas de las proteinas que se encuentran en ellas juegan papeles
importantes en la fisiopatologia de la Enfermedad de Alzheimer, ya sea por participar en
los procesos de procesamiento y aclarado del péptido p-amiloide como por intervenir la
funciones neuroprotectoras.

4.4.1. Proteinas del signalosoma y de las balsas lipidicas.

Las balsas de lipidos, o lipid rafts, son microestructuras de membrana dindmicas
enriquecidas en distintas clases de lipidos, como el colesterol, los esfingolipidos, los
cidos grasos saturados y los gangliésidos (Lingwood y Simons 2010). Esta peculiar
composicion molecular confiere propiedades fisico-quimicas particulares, observando un
orden molecular y una microviscosidad mas elevados en comparacion con las regiones
de membrana adyacentes. Los lipid rafts incluyen plataformas de sefializacién
(denominadas signalosomas) formadas por subconjuntos de proteinas que se
compartimentalizan en grupos multimoleculares para desencadenar diferentes respuestas
celulares (Levental, Grzybek, y Simons 2010). En este escenario, se ha demostrado que
numerosas proteinas asociadas a los lipid rafts estan involucradas en la fisiologia celular
del sistema nervioso. Se ha demostrado que la asociacion de esta plétora de proteinas en
los signalosomas modula la sinapsis, la plasticidad neuronal, la comunicacién entre
células, la organizacion y estabilidad de la mielina, la autofagia, la supervivencia neuronal
y la neurodegeneracion (Egawa et al. 2016, Canerina-Amaro et al., 2017).

Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente, en esta tesis doctoral nos hemos
propuesto investigar si debido a la alteracion de la composicion lipidica y de las
caracteristicas fisico-quimicas de los microdominios de membrana observada
previamente en nuestro laboratorio (Martin et al. 2010a; Diaz et al. 2014; Fabelo et al.

2014), se produce algin reordenamiento de las proteinas presentes en los mismos, y si

Este documento incorpora firma electrénica, y es copia auténtica de un documento electrénico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccién https://sede.ull.es/validacion/

I dentificador del docunento: 2866781 Codigo de verificaci6n: 3BXaS2sZ

Firmado por: Fatima Concepciéon Mesa Herrera Fecha: 28/09/2020 13:12:33
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA
Mario Lorenzo Diaz Gonzalez 28/09/2020 15:01:49
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA
Raquel Marin Cruzado 28/09/2020 15:28:51

UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

108/179

Este documento incorpora firma electronica, y es copia auténtica de un documento electrdnico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccion https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 2914873 Codigo de verificacion: yguDlkhh

Firmado por: Maria de las Maravillas Aguiar Aguilar Fecha: 08/10/2020 17:11:27
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

108 /179



Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electréonica
Salida
N° registro: 2020/7783
N° reg. oficina: OF002/2020/6613
Fecha: 09/10/2020 18:02:14

Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electrénica
Entrada
N° registro: 2020/90112
N° reg. oficina: OF002/2020/89073
Fecha: 28/09/2020 16:21:31

Resultados y discusién

este reordenamiento podria verse reflejado en el liquido cefalorraquideo. Algunas de las
principales proteinas que forman parte de las balsas lipidicas y de los signalosomas
contenidos en ellas son: la caveolina (Cav), la flotilina (Flo), el receptor de estrégeno tipo
alfa (REa), el receptor del factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1R), la proteina
prionica (PrP) y el canal anidnico de alta conductancia (VDAC, voltage-dependent anion
channel). En las neuronas, la caveolina y la flotilina actian como proteinas de andamiaje
dentro de las balsas lipidicas. La PrP, por su parte, es una proteina que se encuentra
generalmente anclada a la membrana plasmatica a través de un anclaje lipidico de
glicosilfosfatidilinositol (GPI), el IGF-1R un receptor de membrana especifico para el
factor de crecimiento IGF-1Rp, y VDAC es un canal anionico, implicado en procesos de
apoptosis, y que ademas de intercambiar iones interviene en procesos de sefializacion e
interaccion con otras proteinas. Nuestro grupo ha demostrado la asociacion de todas estas
proteinas en las balsas lipidicas en diversos modelos neuronales, desde lineas celulares
hasta corteza cerebral humana, habiendo identificado alteraciones en las asociaciones
entre ellos, que posiblemente contribuyen a las condiciones celulares que conducen a
procesos de neurodegeneracion, especialmente en enfermedad de Alzheimer (Fabelo
etal. 2011, 2014; Canerina-Amaro, Hernandez-Abad, Ferrer, Quinto-Alemany, Mesa-
Herrera, Ferri, Puertas-Avendafio, et al. 2017).

Considerando las alteraciones que se observan en las asociaciones entre estas
proteinas durante el proceso neurodegenerativo y que conducen a la enfermedad de
Alzheimer, en nuestro estudio hemos analizado su presencia y concentracién en el liquido
cefalorraquideo en los cuatro grupos de estudio. En la figura 4.4.1 se muestran los datos

obtenidos para cada una de las proteinas de estudio.
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Figura 4.4.1: Diagrama de cajas para el contenido de proteinas de los signalosomas en el liquido
cefalorraquideo de pacientes controles (CTRL), pacientes con queja subjetiva de memoria
(QSM), con deterioro cognitivo leve (DCL) y con Enfermedad de Alzheimer (EA). Letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

A primera vista, los datos obtenidos indican que una gran parte de los cambios se
producen en el grupo de pacientes con deterioro cognitivo leve (DCL). Asi, la proteina

Cav y el REa muestran un incremento de la concentracion en el liquido cefalorraquideo
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del grupo DCL cuando se comparan con los grupos que forman el continuum de la
enfermedad de Alzheimer (QSM y EA), donde las concentraciones no muestran
diferencias significativas. También se observa que las concentraciones de los individuos
DCL son superiores cuando se comparan con los individuos sanos, y que las
concentraciones de este grupo CTRL no muestran diferencias con los individuos con
QSM vy EA (figura 4.4.1A, C). Los resultados obtenidos para VDAC muestra que las
concentraciones de esta proteina en los individuos controles es superior a la presente en
los individuos con queja subjetiva de memoria. Cuando se comparan las concentraciones
de VDAC entre de los grupos que forman el espectro de la enfermedad, las
concentraciones de VDAC para el grupo para el grupo de QSM son inferiores a las
observadas en los grupos DCL y EA, y entre estos dos estadios, mientras que las
concentraciones para el grupo EA son estadisticamente inferiores (figura 4.4.1D). Para la
flotilina, como se observa en la figura 4.4.1, las concentraciones de esta proteina en los
individuos controles es superior a la presente en los individuos con queja subjetiva de
memoria. Dentro del continuum de la enfermedad, las concentraciones del grupo QSM
son inferiores a las presentes en los individuos con deterioro cognitivo leve y con
Enfermedad de Alzheimer, pero no se observan diferencias entre los individuos que
forman parte de estos dos Ultimos grupos. Las concentraciones del IGF-R1B (figura
4.4.1B) muestran que las concentraciones son iguales en los individuos controles cuando
se comparan con los individuos con queja subjetiva de memoria y Enfermedad de
Alzheimer, observandose un incremento significativo en los individuos con deterioro
cognitivo leve. Dentro del espectro de la enfermedad, sélo se observa un incremento de
la concentracion de la proteina en los individuos DCL cuando se comparan con los
enfermos de Alzheimer, pero no cuando se compara con los individuos con queja
subjetiva de memoria. Por dltimo, las concentraciones de la PrP se encuentran
aumentadas en los individuos con deterioro cognitivo leve y con EA cuando respecto a
los pacientes sanos, pero dentro del continuum de la enfermedad no se encuentran
diferencias entre los grupos de estudio (figura 4.4.1F).

Es de resaltar el hecho de que este estudio es el primero en el que se demuestran
las alteraciones del perfil proteico correspondiente al signalosoma en el LCR durante el
espectro de la enfermedad de Alzheimer. Estas alteraciones son de gran interés no sélo
como marcadores pronosticos de la enfermedad sino que abren un abanico al mejor
entendimiento de la fisiopatologia de la enfermedad. Es plausible que las alteraciones en

la composicion lipidica de los lipid rafts, tanto a nivel lipidico como proteico puedan
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alterar la sefializacion y en consecuencia las respuestas celulares (Marin 2011). Ademas,
se sabe que estos cambios afectan a las propiedades fisico-quimicas de las balsas de
lipidos que pueden alterar posteriormente las proteinas integradas en estos dominios. En
este orden de ideas, en estudios previos llevados a cabo en nuestro laboratorio, se ha
observado que las proteinas que forman parte del signalosoma se alteran en los cerebros
posmenopausicos, observandose un desplazamiento fuera de los lipid rafts tanto ERa
como IGF-1Rp como consecuencia de la disociacion de caveolina-1. Ademas se produce
un desajuste ERo/IGF-1Rp/caveolina-1, que produce la redistribucién del VDAC a las
fracciones no vehiculares, en paralelo con una desfosforilacion del canal, lo que puede
aumentar la vulnerabilidad neuronal (Canerina-Amaro et al. 2017). Resulta interesante
que los desajustes de las sefiales de ERa se agraven en los lipid rafts corticales e
hipocampales de los cerebros de la EA (Ramirez et al. 2009), apoyando asi la relacion
entre las modificaciones complejas de la composicion de las balsas lipidicas y el proceso

de envejecimiento y declive cognitivo.

En general, parece que las anomalias en la matriz de los lipid rafts parecen ser un
acontecimiento temprano en los procesos neurodegenerativos (Diaz et al., 2015 y Fabelo
etal., 2014) y podria estar contribuyendo a la modificacion de la agrupacion de proteinas
que forman parte del signalosoma. Aunque algunos de los componentes de estas
plataformas estdn empezando a ser identificados, el cuadro completo es sin duda mas
complejo, ya que implica alteraciones en los procesos de sefializacion y cuyas
consecuencias adversas y/o beneficiosas estdn aln por aclarar. Ademads, un aspecto
importante es que la composicion alterada de las diferentes clases de lipidos integrados
en estos compartimentos de membrana contribuye a deteriorar los mecanismos de
sefializacion y puede ser la base de algunos de los procesos neuropatoldgicos. Por lo tanto,
la identificacion de marcadores lipidos y de las proteinas de sefializacion de los lipid rafts
supone un reto importante para dilucidar los mecanismos implicados en las
fisiopatologias neuronales. La comprension de estos complejos, diversos e interactivos
ensamblajes moleculares proporcionard, sin duda, alguna las claves para el desarrollo de
futuras terapias contra estas enfermedades neuroldgicas.
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4.4.2. Proteinas sinapticas y de funcién neuronal.

4.4.2.1 Neurogranina

La disfuncién sinaptica esta relacionada con los procesos cognitivos asociados a
la enfermedad de Alzheimer (Reddy et al. 2005). Diferentes estudios han mostrado que
proteinas pre- y post-sindpticas como SNAP25, sinaptotagamina, neurogranina son
detectables en liquido cefalorraquideo y que sus concentraciones se encuentran alteradas
en los procesos patogénicos de la enfermedad de Alzheimer (Janelidze etal. 2016;
Davidsson y Blennow 1998). La neurogranina (Ng) es una proteina post-sinaptica
neuronal especifica implicada en la sefializacién de la potenciacion de largo plazo,
mecanismo sinaptico involucrado en la memoria y plasticidad neuronal. Se encuentra
concentrada en las espinas dendriticas del hipocampo y del cerebro basal. La
neurogranina se une a la calmodulina para regular el flujo de calcio intracelular (Reddy
et al. 2005).

En nuestro estudio hemos determinado la concentracion de neurogranina como
posible marcador de la disfuncién sindptica. Hemos observado que la concentracion de
Ng se encuentra disminuida en los pacientes con Enfermedad de Alzheimer cuando se
comparan con los individuos control. Aunque no se observan diferencias significativas
dentro de los grupos que forman del espectro de la enfermedad, se observa una marcada
tendencia a un descenso de los niveles de esta proteina en el liquido cefalorraquideo
conforme avanza la enfermedad (figura 4.4.2).

Neurogranina

10

64

0

Abs/proteina total

CcT QSM DCL EA

Figura 4.4.2: Diagrama de cajas para la concentracion de neurogranina en el liquido
cefalorraquideo de individuos controles (CTRL), con queja subjetiva de memoria (QSM), con
deterioro cognitivo leve (DCL) y con enfermedad de Alzheimer (EA). Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).
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En estudios previos realizados tanto en cerebro humano como en modelos murinos
de EA, se ha observado que las concentraciones de esta proteina disminuyen en el
hipocampo y que dicho decrecimiento esta relacionada con el aumento de la edad y con
la disfuncion del sistema nervioso central (Reddy etal. 2005). Aunque no se han
explicado con claridad los mecanismos que regulan dicha disminucion en pacientes con
EA, algunos estudios han postulado que este detrimento puede ser debido a una
disfuncion de los mecanismos implicados en la transcripcion del gen que codifica para la
neurogranina (Sato et al. 1995). Se ha observado que algunas isoformas de la proteina
quinasa C (PKC) regulan la actividad del promotor del gen Ng (Sato et al. 1995). Se ha
demostrado que la fase de mantenimiento de la potenciacion a largo plazo en el
hipocampo esté asociada con un aumento en la fosforilacion mediada por PKC de Ng
(Chen, Sweatt, y Klann 1997; Ramakers et al. 2000). Estos hallazgos, junto con otros
informes de desregulacion de la translocacion de la PKC en roedores muy longevos
(Battaini et al. 1995; Colombo, Wetsel, y Gallagher 1997), claramente sugieren que las
alteraciones en la cascada de sefializacion de la PKC con el aumento de la edad también
podrian contribuir a las disminuciones relacionadas con la edad en el ARNm y la
concentracion de Ng. Ademas, en este contexto, el déficit relacionado con la edad en la
actividad de la PKC est4 asociado con la disminucion del estado de fosforilacion de las
proteinas GAP43 (Gianotti et al. 1993) y sinapsina (Eckles et al. 1997). Ademas otros
estudios han observado una marcada pérdida sinaptica en el hipocampo durante el estadio
temprano de la enfermedad, donde se ha observado una correlacién inversa entre la
densidad sinaptica y el grado de deterioro de la memoria (Reddy et al. 2005). Los
biomarcadores sindpticos como la neurogranina conforme avanza la edad podrian ir
disminuyendo en los fluidos extracelulares del cerebro como hemos observado en nuestro
estudio. El seguimiento de dicha disminucion podria resultar Gtil como herramienta para

monitorizar la disfuncién sinaptica durante la progresion de la enfermedad.

4.4.2.2. Proteina de unién al ADN TAR (TDP43)

Otra proteina de interés en el estudio es la proteina de unién al ADN TAR o TDP-
43. TDP-43 es una proteina que interviene en el splicing exénico. Esta proteina se ha
relacionado con procesos neurodegenerativos tanto en modelos celulares como en
modelos murinos (Baskaran, Shaw, y Guthrie 2018; Y. Liu, Chiang, y Tsai 2013). En

condiciones fisiol6gicas esta proteina es transportada desde el ndcleo hasta el citoplasma
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donde desarrolla su funcién. Sin embargo, en condiciones patolégicas de Enfermedad de
Alzheimer, se ha observado que presenta un estado anormal de fosforilacién que produce
que se acumule en inclusiones en el citoplasma tanto de neuronas como de células gliales
(Harrison y Shorter 2017). En nuestro estudio hemos observado como la concentracion
de la proteina se encuentra disminuida en el liquido cefalorraquideo de pacientes con
deterioro cognitivo leve y en pacientes con EA cuando se compara con individuos
controles. No obstante, aunque dentro del espectro no se observen diferencias
estadisticamente significativas, al igual que con la Ng, se observa una clara tendencia a ir

disminuyendo conforme avanza la enfermedad (figura 4.4.3).
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Figura 4.4.3: Diagrama de cajas para la concentracion de TDP-43 en el liquido cefalorraquideo
de individuos controles (CTRL), con queja subjetiva de memoria (QSM), con deterioro cognitivo
leve (DCL) vy con enfermedad de Alzheimer (EA). Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05).

La diminucion observada de la concentracion de la TDP-43 podria mostrar una
mayor acumulacion intracelular de inclusiones en aquellos individuos donde el deterioro
cognitivo es mas marcado. Esta observacion sugiere que la proteina podria contribuir al
desarrollo de procesos atréficos y muerte neuronal, producida en conjunto con otros
marcadores potenciales patogenéticos de la EA, como son la formacion de ovillos
neurofibrilares, la presencia de cuerpos de Lewy y la formacion de placas seniles. De
hecho, estudios previos han demostrado que esta proteina esta fuertemente correlacionada
con la atrofia del I6bulo temporal y con el estadio IV y V de Braak y Braak, y que la
ausencia de inclusiones citoplasmaticas se asocia con una cognicién normal (Josephs
et al. 2015). Por lo tanto, los datos observados previamente, junto con los datos obtenidos
en nuestro estudio muestran que TDP-43 puede jugar un papel clave en el desarrollo de

la enfermedad. Por consiguiente, la determinacion de las concentraciones de esta proteina
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en liquido cefalorraquideo podria contribuir a ser un buen candidato para un potencial
panel de biomarcadores de seguimiento en pacientes con alteraciones cognitivas que
puedan o no evolucionar a Enfermedad de Alzheimer.

4.4.3. Relacion entre las proteinas del signalosoma, proteinas sinapticas y de
funcién neuronal y marcadores clasicos.

Una vez evaluadas las diferencias de estas proteinas entre los grupos de este
estudio, se procedié, como en capitulos anteriores, a evaluar las relaciones entre ellas.
Las correlaciones de las relaciones bivariantes entre las proteinas del signalosoma, las
proteinas sinapticas y los marcadores clasicos se encuentra representada en las matrices

de la siguiente figura:
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Figura 4.4.4: Matrices de correlaciones proteinas del proteinas del signalosoma, las proteinas
sindpticas y los marcadores clasicos en controles (A), queja subjetiva de memoria (B), deterioro
cognitivo leve (C) Enfermedad de Alzheimer (D). Las relaciones significativas (p<0,05) cuando
son positivas aparecen coloreadas de azul y cuando son negativas aparecen coloreadas de rojo.
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Como observamos en la figura 4.4.4, en lo que corresponde a las relaciones
encontradas entre las proteinas del signalosoma en el grupo CTRL se observan
correlaciones positivas significativas entre Cav y PrP (R?=1,00 p=0,000). Asi mismo, €l
IGF-1RB se encuentra relacionado positivamente con ERa (R?=0,64, p=0,000).
VDAC/Flo se encuentran correlacionados positivamente (R?=0,68; p=0,000). Por otro
lado, las relaciones negativas que se encuentran en el grupo CTRL corresponden a las
relaciones IGF-1RB/VDAC (R?=-0,52, p=0,002); IGF-1RB/Flo (R?=-0,86; p=0,000);
ER0/VDAC (R2=-0,58; p=0,000); ERa/Flo (R?=-0,65; p=0,000).

En relacién a las proteinas de sinapsis y funcién neuronal se observé una relacion positiva
entre Ng y TDP-43 (R?=0,744; p=0,000).

En relacion a los marcadores clésicos, no se observaron relaciones significativas entre las
proteinas del signalosoma con los marcadores clasicos. Sin embargo, si se observa una
relacion negativa en los pares Ng/tau-t (R%=-0,39; p=0,020) y Ng/tau-f (R?=-0,35;
p=0,024). De la misma forma, TDP-43 se encuentra relacionada negativamente con tau-t
(R?=-0,47; p=0,007) y con tau-f (R?>=-0,45; p=0,008).

Para el grupo QSM, aparecen relaciones positivas para IGF-1RB/ERa (R?=0,79,
p=0,000) y IGF-1RP/PrP (R?=0,55; p=0,009). En relacion a las proteinas de sinapsis y
funcion neuronal se observé una relacion positiva entre Ng/TDP-43 (R?=0,97; p=0,000).
Referente a los marcadores clasicos, A se relacionaba positivamente con ERa (R?=0,91;
p=0,044).

Para el grupo DCL, todas las proteinas del signalosoma aparecen relacionadas
entre ellas. Se observa una relacion en los pares Cav/IGF-1R (R?=0,89; p=0,000);
Cav/ERa (R?=0,84; p=0,000; Cav/VDAC (R*=0,51; p=0,000); Cav/Flo (R?=0,65;
p=0,000); Cav/PrP (R?=0,73; p=0,000). También IGF-1RB aparece correlacionado
positivamente con ERa (R?=0,93; p=0,000), VDAC(R?=0,61; p=0,000), Flo (R?=0,83;
p=0,000) y con PrP (R?=0,82; p=0,000) Asi mismo, también se encuentran correlaciones
positivas entre ERa/VDAC (R?=0,45; p=0,000); ERa/Flo (R?=0,83; p=0,000); ERa/PrP
(R?=0,69; p=0,000); VDAC/Flo (R?=0,57; p=0,000); VDAC/Prp(R?=0,46; p=0,000) y
Flo/PrP (R?=0,62; p=0,000). En relacion a las proteinas de sinapsis y funcién neuronal se
observé una relacion positiva entre Ng/TDP-43 (R?=0,97; p=0,000). De forma
sorprendente, los marcadores clasicos no aparecen relacionados ni con las proteinas del

signalosoma ni con las proteinas sinapticas y de funcién neuronal, lo que sugiere que la

Este documento incorpora firma electrénica, y es copia auténtica de un documento electrénico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccién https://sede.ull.es/validacion/

I dentificador del docunento: 2866781 Codigo de verificaci6n: 3BXaS2sZ

Firmado por: Fatima Concepciéon Mesa Herrera Fecha: 28/09/2020 13:12:33
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA
Mario Lorenzo Diaz Gonzalez 28/09/2020 15:01:49

UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Raquel Marin Cruzado 28/09/2020 15:28:51
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

1177179

Este documento incorpora firma electronica, y es copia auténtica de un documento electrdnico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccion https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 2914873 Codigo de verificacion: yguDlkhh

Firmado por: Maria de las Maravillas Aguiar Aguilar Fecha: 08/10/2020 17:11:27
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

117 /179



Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electréonica
Salida
N° registro: 2020/7783
N° reg. oficina: OF002/2020/6613
Fecha: 09/10/2020 18:02:14

Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electrénica
Entrada
N° registro: 2020/90112
N° reg. oficina: OF002/2020/89073
Fecha: 28/09/2020 16:21:31

Resultados y discusién

dindmica de reordenacion de las proteinas del signalosoma difiere de la de aquella del
metabolismo de los marcadores cléasicos.

Para el grupo EA, las relaciones encontradas entre las proteinas del signalosoma
y de las balsas lipidicas fueron: IGF-1RB/ERa (R?=0,59; p=0,05); IGF-1Rp/PrP (R?=0,54;
p=0,009). En relacién a las proteinas de sinapsis y funcion neuronal se observé una
relacion positiva para Ng/TDP-43 (R?=0,74; p=0,000). También una relacion negativa
para Ng/IGF-1RB (R?=0,065; p=0,009); Ng/VDAC (R?=0,37; p=0,000), presentandose
estas relaciones s6lo para el grupo EA.

Una caracteristica de los resultados obtenidos en estos anélisis bivariantes es la
existencia de correlaciones sistematicas y co-linealidad entre variables. Aln mas, la
mayoria de las correlaciones positivas simultineas y significativas que se detectan
aparecen en el grupo DCL, se transforman en negativas en los controles (Figura anterior)
y menos evidentes en los grupos QSM y EA. Esta caracteristica es muy interesante desde
el punto de vista del diagnéstico, dado que identifica al grupo DCL como singular y
diferenciado tanto del estadio previo como del posterior en el espectro de la patologia de
Alzheimer. Considerando que estas proteinas presentan diversos grados de asociacion
dindmica en los lipid rafts, el hecho de que se encuentren en el LCR y de que las
relaciones entre ellas varien a tal grado entre grupos, indican que durante el proceso
degenerativo se desestabilizan los diferentes tipos de dominios de membrana. Por otro
lado, los resultados sugieren que las asociaciones observadas en los estadios controles
(Cav/ER0/IGF-1Rp) se transformarian en estructuras mas complejas, ahora en forma de
Cav/ERo/IGF-1Rp/Flo/PrP, durante el estadio DCL, para acabar desintegrandose en el
estadio EA. Una conclusion importante de estos hallazgos es que la dindmica de
reordenacion de las proteinas del signalosoma difiere de la de acumulacion de agregados
proteicos clasicos, amiloide y tau. De hecho no se observan correlaciones significativas
en estadios QSM, DCL o EA, por lo que es probable que los cambios que observamos en
el LCR reflejen otra perspectiva de la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer. No
obstante, se necesitaran estudios adicionales en los lipid rafts, signalosomas aislados y

LCR con el objeto de comprobar estas hip6tesis.

4.4.4. Relaciones multivariantes y validacion de los marcadores.

Dada la complejidad de los resultados obtenidos, una vez evaluados los perfiles

proteicos y sus relaciones, procedimos a realizar una evaluacion multivariante de los
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datos. Basandonos en los andlisis factoriales evaluados a través del andlisis de
componentes principales, la utilizacion de dos componentes principales explicaria el
79,39% del total de la varianza. Un 54,43% del total de la varianza es explicado con la
componente 1 (PC1) y un 24,97% es explicado con la inclusion de la componente 2 (PC2).
Las variables que més relacionadas se encuentran con la PC1 son, el receptor de
estrdgenos (ERa) y el receptor del factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1RB),
mientras que para el caso de la PC2 son la neurogranina y la proteina TDP-43. Las
diferencias entre grupos se atribuyeron principalmente a las variables con coeficientes
més altos de cada componente. Estos anlisis revelaron que las alteraciones de las
concentraciones de las proteinas que forman parte del signalosoma asi como de
sefializacion en el conjunto de datos son suficientemente diferentes como para permitir
una buena segregacion de los grupos, especialmente entre los grupos CTRL, QSM y EA.
Los andlisis de varianza de los factor scores indican que la PC1 permite diferenciar
significativamente el grupo CTRL de los grupos QSM, DCL y EA (p<0.05), y que dentro
del espectro de la enfermedad, este analisis permite diferenciar el conjunto de grupos que
forman su continuum excepto entre los estadios DCL y EA (figuras 4.4.5 y 4.4.6).
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Figura 4.4.5: Resultados de los analisis PCA. Gréfico de las puntuaciones de los factores (factor
scores) para los cuatro grupos diferentes de estudio
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Figura 4.4.6: Diagrama de cajas para las puntuaciones obtenidas de los analisis de PCA. Letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

A continuacion se llevé a cabo un andlisis discriminante a partir de los valores de
las concentraciones de las proteinas analizadas en el liquido cefalorraquideo de los cuatro
grupos de pacientes, con el fin de evaluar el grado de probabilidad de pertenencia de cada
paciente al grupo diagnéstico. Como ya se ha mencionado, mediante el analisis de funcion
discriminante es posible determinar la influencia cuantitativa de estas variables proteicas
en la discriminacion de grupos (figura 4.4.7).

Funciones discriminantes canénicas

o ® CTRL
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Funcién 1

Figura 4.4.7: Representacion de casos segun las funciones discriminantes canénicas obtenidas

para los cuatro grupos de estudio y tabla de puntuaciones de la matriz de estructura de cada una
de ellas.
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Tabla 4.4.1: puntuaciones de la matriz de estructura de cada una de funciones discriminantes
candnicas obtenidas para los cuatro grupos de estudio.

Matriz de estructuras

Funcion
1 2 3
TDP-43 0,508* 0,467 0,191
REa -0,286 0,621* 0,363
Ng 0,414 0,469* 0,097
IGF-1RB -0,277  0,447* 0,404
VDAC -0,161 0,468 0,788*
Flot -0,086 0,404 0,675*
PrP -0,286 0,082 0,581*
Cav -0,278 0,352 0,371*

Se observa que la primera funcién candnica representaba la gran mayoria de la
variacion entre grupos (64,4%) mientras que la segunda variable canénica representaba
so6lo el 28,8%. Las variables que mostraron la mayor correlacién absoluta con respecto a
cada funcién discriminante fueron la TDP-43 y la flotilina para la primera funcion,
mientras que para la segunda funcién fueron el receptor de estrdgenos y la proteina
pridnica. El test de chi-cuadrado revelé que la primera funcion discriminante contribuye
a la discriminacién en gran medida de los grupos (x> = 63,98 p < 0,001), y segdn los
coeficientes de estructura, se determind principalmente por la variables TDP-43 y
caveolina. La segunda funcién discriminante contribuye a la discriminacién de los grupos
en menor medida (x? =26,09 p < 0,05), y segtin los coeficientes de estructura, se determind
principalmente por el receptor de estrégenos y la neurogranina.

Finalmente, una vez evaluadas las alteraciones multivariantes en los diferentes
grupos de estudio, se procedi6 a validar la sensibilidad y especificidad de los marcadores,
utilizando las puntuaciones factoriales, como marcadores del estadio correspondiente al
espectro de la enfermedad a través del estudio de especificidad y sensibilidad. Los
resultados del andlisis del &rea bajo la curva para cada uno de los grupos se muestran en
latabla 4.4.2.
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Tabla 4.4.2: Resultados de los analisis de curvas ROC para la comparacion de los distintos
marcadores en los grupos de este estudio.

CTRL vs QSM QSM vs DCL
Factorscorel 0,720 * -0,23 0,60/0,60 Factor score 1 0,608 0,94 0,60/0,76
Factor score2 0,387 1,63 1,00/0,20 Factor score 2 0,746 * 0,30 0,60/0,92
CTRL vs DCL QSM vs EA
Factorscore 1 0,626 -0,08 0,50/0,80 Factor score 1 0,773 * -0,25 0,83/0,72
Factorscore2 0,184 0,42 0,13/0,30 Factor score 2 0,621 0,27 0,50/0,90
CTRL vs EA DCL vs EA
Factorscore 1 0,467 1,57 0,37/0,92 Factor score 1 0,619 -0,20 0,57/0,75
Factorscore2 0,806 * 1,09 0,73/1,00 Factor score 2 0,635 -1,33 0,92/0,40

AUC: Area bajo la curva. Los valores de los puntos de corte (Cut-off) se obtuvieron a partir del
célculo de los Indices de Youden que relacionan sensibilidad y especificidad (véase material y
métodos). *p<0.05 y ***p<0.001: Niveles de significacion de la prueba entre grupos.

Se seleccionaron los resultados que mostraron areas bajo la curva (AUC)
superiores a 0,7. En general, a pesar de los resultados de los analisis multivariantes
anteriores, las curvas ROC derivadas no mostraron poder diagnéstico homogéneo, con la
excepcion de algunas de las comparaciones. Las mas importantes, por afectar a estadios
previos a la EA, son las que se observan para el factor score 1 entre CTRL y QSM, y para
factor score 2 entre QSM y DCL. Asi pues, a falta de ampliar el nimero de casos
analizados para cada grupo, nuestros datos sugieren que el abordaje de las alteraciones de
las proteinas del signalosoma y de funcién sinaptica permitiria diagnosticar los grupos de
estudio, sobre todo en estadios prodromicos de la enfermedad.

El presente abordaje proporciona las primeras evidencias de la alteracién de la
composicion de los signalosomas en pacientes del espectro de la enfermedad de
Alzheimer. Estas alteraciones se basan inicialmente en la pérdida progresiva de la
estabilidad estructural que produciria un desequilibrio paulatino de la homeostasis de las
balsas lipidicas. En consecuencia, la integridad funcional de los signalosomas proteicos
se veria comprometida por la desestabilizacion fisico-quimica lipidica de estas
microestructuras, como se ha comentado anteriormente. El impacto de los diferentes
patrones proteicos presentes en los diferentes grupos nos permite a priori hipotetizar
sobre las variaciones de los mismos a lo largo del proceso patolégico de la enfermedad.
Con todo ello, parece que durante el continuum del espectro patolégico, las alteraciones

de la composicion del signalosoma y de otras proteinas neuronales se producen durante
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Resultados y discusién

etapas prodromicas de la enfermedad, observandose una clara diferencia entre los
individuos sanos y los que presentan queja subjetiva de memoria. Conforme avanza la
enfermedad, se observa una clara diferencia entre los patrones presentes en los individuos
con queja subjetiva de memoria y los pacientes tanto con deterioro cognitivo leve como
con Enfermedad de Alzheimer. La alteracion de la estabilidad de estos complejos
proteicos durante la etapa de queja subjetiva de memoria podria reflejar etapas muy
iniciales de los procesos conducentes a los déficits cognitivos y a la disminucion de las
reservas de memoria que desembocan en la EA.

En definitiva, en este estudio sugerimos que estos desajustes moleculares estarian en el
origen de los procesos que desencadenarian las posteriores alteraciones neuropatolégicas
de la enfermedad de Alzheimer. Por lo tanto, la determinacion de los patrones proteicos,
asi como las alteraciones de la relacion existente entre ellos, tanto mediante abordajes
univariante, bivariantes y multivariante, podrian proporcionar herramientas diagnosticas
y de seguimiento del espectro de la enfermedad de Alzheimer. Asimismo, el andlisis de
los mismos abre una nueva ventana a un abordaje proteémico mas profundo de los
procesos conducentes a la d enfermedad de Alzheimer. Sin embargo, la validez
diagnéstica de estas hipotesis requiere de la comprobacion de los resultados en ensayos a

mayor escala en todas las categorias de pacientes contempladas en este estudio.

Este documento incorpora firma electrénica, y es copia auténtica de un documento electrénico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccién https://sede.ull.es/validacion/

I dentificador del docunento: 2866781 Codigo de verificaci6n: 3BXaS2sZ

Firmado por: Fatima Concepciéon Mesa Herrera Fecha: 28/09/2020 13:12:33
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA
Mario Lorenzo Diaz Gonzalez 28/09/2020 15:01:49

UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Raquel Marin Cruzado 28/09/2020 15:28:51
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

1237179

Este documento incorpora firma electronica, y es copia auténtica de un documento electrdnico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccion https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 2914873 Codigo de verificacion: yguDlkhh

Firmado por: Maria de las Maravillas Aguiar Aguilar Fecha: 08/10/2020 17:11:27
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

123/179



Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electréonica
Salida
N° registro: 2020/7783
N° reg. oficina: OF002/2020/6613
Fecha: 09/10/2020 18:02:14

Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electrénica
Entrada
N° registro: 2020/90112
N° reg. oficina: OF002/2020/89073
Fecha: 28/09/2020 16:21:31

Este documento incorpora firma electrénica, y es copia auténtica de un documento electrénico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccién https://sede.ull.es/validacion/

I dentificador del docunento: 2866781 Codigo de verificaci6n: 3BXaS2sZ

Firmado por: Fatima Concepciéon Mesa Herrera Fecha: 28/09/2020 13:12:33
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA
Mario Lorenzo Diaz Gonzalez 28/09/2020 15:01:49
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA
Raquel Marin Cruzado 28/09/2020 15:28:51

UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

1247179

Este documento incorpora firma electronica, y es copia auténtica de un documento electrdnico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccion https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 2914873 Codigo de verificacion: yguDlkhh

Firmado por: Maria de las Maravillas Aguiar Aguilar Fecha: 08/10/2020 17:11:27
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

1241179



Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electréonica
Salida
N° registro: 2020/7783
N° reg. oficina: OF002/2020/6613
Fecha: 09/10/2020 18:02:14

Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electrénica
Entrada
N° registro: 2020/90112
N° reg. oficina: OF002/2020/89073
Fecha: 28/09/2020 16:21:31

= /g ) : i

Conclusiones

Este documento incorpora firma electrénica, y es copia auténtica de un documento electrénico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccién https://sede.ull.es/validacion/

I dentificador del docunento: 2866781 Codigo de verificaci6n: 3BXaS2sZ

Firmado por: Fatima Concepciéon Mesa Herrera Fecha: 28/09/2020 13:12:33
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA
Mario Lorenzo Diaz Gonzélez 28/09/2020 15:01:49
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA
Raquel Marin Cruzado 28/09/2020 15:28:51

UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

125/179

Este documento incorpora firma electronica, y es copia auténtica de un documento electrdnico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccion https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 2914873 Codigo de verificacion: yguDlkhh

Firmado por: Maria de las Maravillas Aguiar Aguilar Fecha: 08/10/2020 17:11:27
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

125/179



Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electréonica
Salida
N° registro: 2020/7783
N° reg. oficina: OF002/2020/6613
Fecha: 09/10/2020 18:02:14

Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electrénica
Entrada
N° registro: 2020/90112
N° reg. oficina: OF002/2020/89073
Fecha: 28/09/2020 16:21:31

T \ i
| /I?q ) . /ﬁzm Fer ey .

e i

AL ) : y{

e i
& AL 2 W
N X S .
R ¢, & g e iy
0 ’Qw R b S i /Lr"”/((
B i . , st o o 5
; e ‘ sy v X
{ § : ] 4 e - f"‘"\"\ e P re hi_;-
s o @ e
-
: = e Tt .
T L i Iy v et
/ p 7 y
L 3 h"'\(! b
A e
-y e
= B S

Este documento incorpora firma electrénica, y es copia auténtica de un documento electrénico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccién https://sede.ull.es/validacion/

I dentificador del docunento: 2866781 Codigo de verificaci6n: 3BXaS2sZ

Firmado por: Fatima Concepciéon Mesa Herrera Fecha: 28/09/2020 13:12:33
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA
Mario Lorenzo Diaz Gonzélez 28/09/2020 15:01:49
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA
Raquel Marin Cruzado 28/09/2020 15:28:51

UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

126 /179

Este documento incorpora firma electronica, y es copia auténtica de un documento electrdnico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccion https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 2914873 Codigo de verificacion: yguDlkhh

Firmado por: Maria de las Maravillas Aguiar Aguilar Fecha: 08/10/2020 17:11:27
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

126 /179



Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electréonica
Salida
N° registro: 2020/7783
N° reg. oficina: OF002/2020/6613
Fecha: 09/10/2020 18:02:14

Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electrénica
Entrada
N° registro: 2020/90112
N° reg. oficina: OF002/2020/89073
Fecha: 28/09/2020 16:21:31

Conclusiones

5. CONCLUSIONES

1. Los marcadores clasicos para la enfermedad de Alzheimer (B-amiloide, tau-total y
tau fosforilada), asi como sus ratios, y los tests cognitivos (MMSE e In-Out-test),
permiten diferenciar entre los individuos cognitivamente sanos y con EA, pero no

son buenos indicadores de los estadios intermedios de la enfermedad.

2. Durante la transicion del estadio control hasta la Enfermedad de Alzheimer, se
producen cambios progresivos en las relaciones entre las puntuaciones de los test
cognitivos y las concentraciones de los marcadores clésicos. El seguimiento de los
cambios en las relaciones existentes entre estos marcadores podrian ser buenos

indicadores del avance del proceso patolégico caracteristico de la enfermedad.

3. Encelliquido cefalorraquideo, la composicion de los cationes divalentes magnesio y
calcio y de la mayoria de los metales traza (cobre, manganeso, zinc y selenio), asi
como sus relaciones bivariadas, se encuentra modificada a lo largo del continuum de

la enfermedad.

4. De forma paralela a los cambios en los contenidos de cationes y biometales, se
detectan relaciones significativas de éstos con los marcadores clasicos, las cuales se

modifican a lo largo del continuum de la enfermedad.

5. Los niveles de selenio se ven alterados durante el continuum de la enfermedad,

observandose un incremento en el estadio de EA.

6. Las concentraciones de aluminio en LCR se encuentran incrementadas en el grupo
EA y en el grupo DCL, aunque no de manera homogénea, existiendo una parte
significativa de casos de los grupos DCL y EA que presentan niveles elevados de

este metal neurotdxico.

7. Las concentraciones de metabolitos de peroxidacion lipidica MDA y 8-IsoF2a en el

LCR se ven alterados a lo largo del continuum de la enfermedad de Alzheimer.
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8. Larelacion existente entre los marcadores de peroxidacion lipidica sugiere que los
mecanismos de peroxidacion lipidica son graduales y que los mayores cambios de
estos marcadores se producen en etapas prodrémicas de la enfermedad.

9. Las relaciones entre los marcadores de peroxidacion lipidica y los metales traza
muestran que los procesos de estrés oxidativo a lo largo del continuum de la
enfermedad son dependientes y se relacionan muy significativamente con las

variaciones en el perfil metalico.

10. Existe una transicion en la generacion del metabolito lipidico que dependeria sobre
todo del aluminio en el estadio DCL lo que sugiere que la conversién a demencia se

podria asociar, entre otros factores, a la presencia de niveles elevados de aluminio.

11. La actividad superéxido dismutasa en el LCR se va incrementando a lo largo del
continuum de la enfermedad, lo que podria reflejar un aumento de la respuesta del
tejido cerebral a la elevacion de los niveles de radicales superoxido generados

durante el proceso degenerativo.

12. Se observa un aumento progresivo de la actividad glutation-S-transferasa durante el
espectro de la enfermedad, lo que podria reflejar cambios en la actividad
detoxificante del tejido cerebral en a la produccion de aductos lipidicos durante el

proceso degenerativo.

13. Ladisminucion de la actividad de la enzima butirilcolinesterasa en estadios de queja
subjetiva de memoria podria ser indicativo de que la pérdida de la actividad de las

neuronas colinérgica es anterior a la manifestacion de la Enfermedad de Alzheimer.

14. Las alteraciones entre las relaciones existentes de enzimas antioxidantes y los
metabolitos de estrés oxidativo juegan un papel importante en la progresion de la
enfermedad, siendo buenos marcadores de los diferentes estadios de la enfermedad.

15. Las relaciones existentes entre los marcadores cléasicos de la EA en el LCR con los
marcadores de estrés oxidativo, sugieren que los eventos de formacién de placas

seniles y ovillos fibrilares son dependientes de los fendémenos de estrés oxidativo.
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16.

17.

18.

19.

Conclusiones

Es posible detectar proteinas de complejo del signalosoma y otras proteinas
neuronales en el LCR en todos los grupos de estudio. Los perfiles de estas proteinas
son alterados en distinto grado durante el continuum de la enfermedad de Alzheimer.

Las correlaciones negativas entre proteinas del signalosoma que se detectan en los
controles, se transforman en positivas en el grupo DCL, pero son casi indetectables
en los grupos QSM y EA.. Esta caracteristica tiene valor diagnostico ya que identifica
al grupo DCL como singular y diferenciado tanto del estadio previo como posterior

de la Enfermedad de Alzheimer.

El abordaje multivariante de los pardmetros estudiados permiten segregar por
estadios de la enfermedad a los pacientes en funcién de la composicién de

marcadores estudiados en el liquido cefalorraquideo.

El desarrollo de un panel de marcadores sensitivos y especificos que reflejen los
diferentes procesos fisiopatoldgicos subyacentes a la enfermedad de Alzheimer
permitiria no sélo apoyar el diagnéstico de la enfermedad sino predecir su progresion
y la capacidad para la detencion del proceso degenerativo de los tratamientos

existentes y futuros.
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Anexos

7. ANEXOS

Anexo |: criterios diagnésticos para la Enfermedad de Alzheimer.

a) Criterios diagndsticos segin el Manual diagnéstico y estadistico de las
enfermedades mentales.

En la dltima edicion del DSM-V se introduce el concepto de ‘trastorno
neurocognitivo’, que ocupa el lugar de los ‘trastornos mentales organicos’ de ediciones
anteriores. Segin el DMS-V  se recogen los siguientes subtipos de trastornos
neurocognitivos:

% Trastorno neurocognitivo debido a enfermedad de Alzheimer

« Trastorno neurocognitivo vascular

« Trastorno neurocognitivo frontotemporal

% Trastorno neurocognitivo debido a traumatismo craneoencefalico

% Trastorno neurocognitivo debido a demencia por cuerpos de Lewy

« Trastorno neurocognitivo debido a enfermedad de Parkinson

% Trastorno neurocognitivo debido a infeccién por el virus de inmunodeficiencia
humana Trastorno neurocognitivo inducido por sustancias

« Trastorno neurocognitivo debido a enfermedad de Huntington

% Trastorno neurocognitivo debido a enfermedad priénica

« Trastorno neurocognitivo debido a otra condicién médica

% Trastorno neurocognitivo no clasificado en otro lugar

Los criterios diagnésticos propuestos en el DSM-V para trastorno neurocognitivo menor
son los siguientes:
A. Evidencia de un declive cognitivo modesto desde un nivel previo de mayor
desempefio en uno 0 més de uno de los dominios cognitivos referidos:
1. Preocupacion del individuo, de un tercero informado o del facultativo con
respecto a un declive modesto en las funciones cognitivas
2. Declive en el desempefio neuropsicolégico, implicando un desempefio en los
tests del rango de una a dos desviaciones estandares por debajo de lo esperado en
la evaluacion neuropsicolégica reglada o ante una evaluacion clinica equivalente
B. Los déficits cognitivos son insuficientes para interferir con la independencia (p. €j.,
actividades instrumentales de la vida diaria, tareas complejas como manejo de
medicacion o de dinero), pudiendo ser preciso esforzarse mas, utilizar estrategias

compensatorias 0 hacer una acomodacion para mantener la independencia
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C. Los déficits cognitivos no ocurren exclusivamente en el contexto de un delirium.
Los déficits cognitivos no son atribuibles de forma primaria a la presencia de otros
trastornos mentales (p. ej., trastorno depresivo mayor, esquizofrenia).
Para el caso de los trastorno neurocognitivo mayor, se establecen los siguientes criterios
A. Evidencia de un declive cognitivo sustancial desde un nivel previo de mayor
desempefio en uno o més de los dominios cognitivos referidos:
1. Preocupacion del individuo, de un tercero informado o del facultativo con
respecto a un declive sustancial en las funciones cognitivas
2. Declive en el desempefio neuropsicoldgico, implicando un desempefio en los
tests del rango de dos 0 méas desviaciones estandares por debajo de lo esperado en
la evaluacion neuropsicolégica reglada o ante una evaluacion clinica equivalente
B. Los déficits cognitivos son suficientes para interferir con la independencia (p. €j.,
requieren asistencia para las actividades instrumentales de la vida diaria, tareas complejas
como manejo de medicacién o dinero)
C. Los déficits cognitivos no ocurren exclusivamente en el contexto de un delirium
D. Los déficits cognitivos no son atribuibles de forma primaria a la presencia de otros

trastornos mentales (p. ej., trastorno depresivo mayor, esquizofrenia).

b) Diagnoéstico basado en el criterio del Instituto Nacional de Trastornos
Neuroldgicos y Comunicativos y Accidente Cerebrovascular y la Asociacion
de la Enfermedad de Alzheimer y Trastornos Relacionados

1. Criterios para el diagnéstico de enfermedad de Alzheimer probable
Para diagnosticar EA probable, el paciente debe cumplir las siguientes caracteristicas:
1. Presentar un cuadro de demencia establecido mediante examen clinico y ademas éste
se debe caracterizar por:
A. Un comienzo insidioso. Los sintomas se manifiestan gradualmente a lo largo
de meses 0 afios, y no de forma repentina durante horas o dfas;
B. Historial claro de empeoramiento de las funciones cognitivas
C. Los déficits cognitivos iniciales son evidentes y se pueden clasificar en una de
las siguientes categorias:
= Presentacion amnésica: es la forma méas comin de la demencia de EA.

Los déficits deben incluir: deterioro en el aprendizaje y del recuerdo

Anexos
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de la informacién aprendida recientemente. También debe haber
evidencia de disfuncion cognitiva en al menos otro dominio cognitivo.
= Presentaciones no amnésicas, puede caracterizarse por:

4+ Presentacion de problemas con el idioma: Los déficits mas
prominentes estan en la bUsqueda de palabras, ademas de
presentar déficits en otros dominios cognitivos.

# Presentacion de problemas visuales-espaciales: Los déficits en
la cognicién espacial, incluyendo la agnosia, reconocimiento
facial deficiente, simultanagnosia y alexia. Los déficits en otros
dominios cognitivos deben estar presentes.

#+ Disfuncion ejecutiva: Los déficits mas prominentes son el
deterioro del razonamiento, el juicio y la resolucién de
problemas.

D. El diagnéstico de una probable demencia por EA no debe aplicarse cuando hay
evidencia de:
= enfermedad cerebrovascular concomitante sustancial, definida por un
antecedente de accidente cerebrovascular relacionado temporalmente con
el inicio o empeoramiento del deterioro cognitivo; o la presencia de
infartos multiples o extensos o carga de hipertension severa de la materia
blanca;
= caracteristicas principales de la demencia con cuerpos de Lewy que no
sean la demencia en sf;
= caracteristicas destacadas de la variante conductual de la demencia
frontotemporal; o caracteristicas destacadas de la variante seméntica de la
afasia progresiva primaria o de la variante no fluida/agramatica de la afasia
progresiva primaria;
= evidencia de otra enfermedad neurolégica activa concurrente, o de una
enfermedad médica no neuroldgica. comorbilidad o uso de medicamentos
que podrfan tener un efecto sustancial en la cognicién.
2. EA probable con mayor nivel de certeza se corresponde con aquella que cumple las
siguientes caracteristicas:
A. Demencia de EA probable con deterioro documentado
Corresponden con aquellos pacientes que presentan demencia y ademas presentan un

proceso de deterioro cognitivo documentado. En este sentido, la EA probable con
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deterioro documentado se define de la siguiente manera: evidencia de deterioro cognitivo
progresivo en evaluaciones posteriores basadas en informacion del paciente o familiares
y pruebas cognitivas en el contexto de una evaluacion neuropsicolégica formal o de
examenes estandarizados del estado mental.
B. Probable demencia de EA en un portador de una mutacién genética causal de
EA
Corresponde con aquellos pacientes que presentan demencia y ademas presentan

mutaciones en los genes que codifican para APP, PSEN1 o PSEN2.

1. Criterios para para el diagnéstico de enfermedad de Alzheimer posible
Este diagnéstico se basa en el cumplimiento de las siguientes circunstancias:

1. Curso atipico
El curso atipico cumple con los criterios clinicos basicos en cuanto a la naturaleza de los
déficits cognitivos para la demencia de la EA, pero o bien tiene un inicio repentino de
deterioro cognitivo o demuestra insuficiente detalle histérico o documentacion cognitiva
objetiva del deterioro progresivo.

2. Presentacion mixta desde el punto de vista etiolégico
La presentacion heterogénea desde el punto de vista etiolégico cumple todos los criterios
clinicos basicos para la demencia de la EA, pero tiene pruebas de (a) enfermedad
cerebrovascular concomitante, definida por un historial de accidente cerebrovascular
relacionado temporalmente con el inicio o empeoramiento del deterioro cognitivo (b)
caracteristicas de demencia con cuerpos de Lewy distintos de la demencia en si o c)
pruebas de otra enfermedad neurol6gica o de una comorbilidad médica no neuroldgica.
La EA posible con mayor nivel de certeza se corresponde con aquella que cumple las
siguientes caracteristicas:

« Corresponden a aquellas personas que cumplen con los criterios clinicos
basicos para el diagnéstico de EA probable y ademas se presenta positividad
para los biomarcadores establecidos. Los resultados de las pruebas con
biomarcadores pueden clasificarse en tres categorias: claramente positivo,

claramente negativo e indeterminado.
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c) Otros criterios: criterio de Dubois y colaboradores.

A continuacion se recogen en detalle los criterios descritos para EA por Dubois y
colaboradores (Dubois et al. 2014). Su diagnéstico se caracteriza porque un enfermo con

EA debe cumplir el criterio principal y al menos una de las caracteristicas adicionales.

Presencia un trastorno de memoria episddica inicial y
significativo que incluya las siguientes caracteristicas:
- Pérdida de memoria progresiva y gradual durante al
menos seis meses comunicada por el paciente o un
o informador fiable
Criterio principal - Objetivar mediante tests neuropsicoldgicos la pérdida de
memoria episddica. Normalmente consiste en recoger
fallos de reconocimiento que no mejoran 0 no se
normalizan con claves 3.El defecto de memoria
episodica puede ser aislado o asociarse a otras
alteraciones cognitivas Caracteristicas adicionales
Presencia de atrofia en el 16bulo temporal medial:

- Pérdida de volumen del hipocampo, la amigdala y la
corteza entorrinal, evidenciada por resonancia
magnética utilizando medidas visuales directas o por
técnicas de volumetria

Alteraciones de biomarcadores en liquido cefalorraquideo:

Caracteristicas - Disminucién de AB42 o aumento de la concentracion de
adicionales tau total o tau fosforilada, o combinaciones de ellos
Otros posibles marcadores futuros
Alteraciones caracteristicas de neuroimagen funcional con
tomografia por emision de positrones:

- Hipometabolismo de glucosa bilateral en regiones
temporales y parietales Otras alteraciones con
radioligandos que sean validadas tal y como se prevé con
el compuesto B de Pittsburgh (PIB) o el FDDNP

Los criterios de exclusion para este grupo incluyen la rapidez de instauracion del cuadro,

la presencia de enfermedades psiquiatricas o de condiciones médicas o farmacoldgicas

que puedan justificar la clinica, asi como la existencia de datos que sugieran otro origen

neurodegenerativo. Asi mismo, los criterios de exclusion de EA se basan en tres criterios:
e Por datos de historial clinico

o Inicio stbito
o Presencia temprana de alguna de la siguiente sintomatologia: trastornos de
la marcha, crisis convulsivas o alteraciones conductuales.
e Por datos de exploracion

o Datos de focalidad en la exploracion neurolégica
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Anexos

o Signos extrapiramidales precoces
e Otras enfermedades médicas que presenten intensidad suficiente como para

justificar la pérdida de memoria

Demencia no Alzheimer

Depresion mayor

Enfermedad cerebrovascular

Enfermedades toxicometabélicas

Anomalias en la neuroimagen (T2W o FLAIR) del I6bulo temporal
consistentes con enfermedad vascular o infecciosa

O 00O O0O0

Segun este grupo, el diagnéstico de EA es definitivo cuando aparecen conjuntamente
evidencia clinica y anatomopatolégica (biopsia o necropsia) de la enfermedad segin
criterios NIA-Reagan para el diagnéstico post mortem, o bien cuando a la evidencia

clinica se suma evidencia genética (mutaciones en cromosomas 1, 14 0 21) de EA.
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Anexos
Anexo I1: genes implicados en la patologia de Alzheimer.
Gen Posibles vias / procesos bioldgicos patolégicos
APP
PSEN1 Regulacion del procesamiento de APP (cascada amiloide);
division de APP, el receptor Notch, y otras proteinas
transmembrana
PSEN2 Regulacion del procesamiento de APP (cascada amiloide);
division de APP, el receptor Notch, y otras proteinas
transmembrana
APOE Metabolismo del colesterol/lipidos
TREM 1 Respuesta inmunitaria; inflamacién crénica; Regulacion del
procesamiento de APP (cascada amiloide)
TREM2 Respuesta inmunitaria; inflamacién crénica; Regulacion del
procesamiento de APP (cascada amiloide);
CLU Sistemas inmunes y del complemento/respuesta
inflamatoria; metabolismo del colesterol/lipidos
PICALM Endocitosis mediada por clatrina
CR1 Sistemas inmunoldgicos y de complemento/respuesta
inflamatoria
BIN1 Endocitosis de vesiculas sinapticas
MS4A64 Sistemas inmunolégicos y de complemento/respuesta
inflamatoria
MS4A4E Sistemas inmunoldgicos y de complemento/respuesta
inflamatoria
CD33 Sistemas inmunoldgicos y de complemento/respuesta
inflamatoria
ABCA7 Metabolismo de colesterol/lipidos; Sistemas inmunes y del
complemento/inflamatorio
CS2AP Endoctosis del receptor y citoquinasis
EPHA1 Sistemas inmunoldgicos y de complemento/respuesta
inflamatoria
HLA-DRB5 Respuesta inmunitaria e inflamacion
SORL1 Endocitosis y clasificacion de la carga (trafico y
metabolismo de APP), transporte de lipidos
PTK2B Funcién sindptica del hipocampo; migracion celular
CELF1 Funcion citoesquelética y transporte axonal
FERMT2 Patologia de la Tau; funcién citoesquelética y transporte
axonal
CASS4 APP y patologia de la Tau; funcion citoesquelética y
transporte axonal
INPP5D Respuesta inmunitaria e inflamacién; Metabolismo APP
MEF2C Respuesta inmunitaria e inflamacion; Funcion sinaptica del
hipocampo
NMES8 Funcién citoesquelética y transporte axonal
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Actividad

Sintesis de dopamina
Sintesis de norepinefrina
Neuromodulacion de la
sinapsis excitatoria
(regulacién negativa de la
respuesta del glutamato)

Dismutacion del Oz to
H20,
Dismutacion del O~ to
H20,
Reduccién del H.0;
Reduccién del H.0,
Proteccion del ADNy del
dafio por EROS

Registro del estado del
hierro celular y regulacién
traslacional de la expresion

de las proteinas del
metabolismo del hierro
Oxidacion del ion ferroso

Conversion de  ALA a
porfobilinégeno
Insercion de hierro ferroso
en la protoporfirina 1X con
formacién de hemo

Conversién de glucosa a
piruvato, NADH and ATP

Activacion del complejo
piruvato deshidrogenasa

Isomerizacion del citrato
aisocitrato
Isomerizacion del citrato al
isocitrato
Deshidrogenacion de
succinato a fumarato
Descarboxilacion de
isocitrato a a-cetoglutarato

Metal/es

Neurotransmision
Hierro
Cobre
Zinc

Defensa antioxidante
Cobre

Manganeso
Selenio
Hierro

Hierro

Metabolismo del hierro
Hierro

Cobre
Sintesis del grupo hemo
Zinc
Hierro
Glicolisis
Potasio y magnesio

Sintesis de acetil-CoA
Calcio

Ciclo del acido citrico
Hierro

Hierro
Hierro

Calcio

*La tabla continla en pégina siguiente.

Anexos

Anexo 111: metaloenzimas y funciones de los metales en el cerebro.

Enzima

Tirosina hidroxilasa
Dopamina B hidroxilasa
N/A Zn?* vesicular

Cu-SOD
Mn-SOD
Glutatién peroxidasa

Catalasa
Aconitasa

IRP1/aconitasa

Ceruloplasmina y hefaestina

8 ALA deshidratasa

Ferroquelatasa

Quinasas dependientes de
Mgz+

Piruvato deshidrogenasa
fosfatasa (activada por Ca?*)

Aconitasa
Aconitasa
Succinato deshidrogenasa

Isocitrato deshidrogenasa
(activada por Ca2+)
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Transporte de e~ al CoQ
Transporte de e- desde CoQ
al citocromo ¢
Transporte de e- al
complejo IV

Sintesis de colesterol
Sintesis de 6xido nitrico
Sintesis de
desoxirribonucleétidos
Transporte de oxigeno
Unién del ADN
Formacion de la mielina
Iniciacion y propagacion de
la sinapsis
Potencializacion a largo
plazo ( comunicacién

sinaptica)

Apoptosis

Segundos mensajeros

Transporte electrénico
Hierro
Hierro

Grupo hemo (hierro)

Otros procesos
Hierro
Hierro
Hierro

Hierro
Zinc
Zinc
Sodio, potasio, calcio

Magnesio, calcio, zinc

Calcio
Calcio, zinc

N/A no aplicable; 02 anién superoxido; H.O. peréxido de hidrogeno; SOD superoxido
dismutasa; IRP proteina reguladora del hierro; ALA &cido aminolevulanico, NADPH
Nicotinamida adenina dinucleé6tido fosfato; NADH Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
(reducido); ATP adenosina trifosfato; CoA coenzima A; CoQ coenzima Q; NO 6xido nitrico;
NFkp factor nuclear kB; Sp1 proteina de especificidad 1; PARP poli (adenosina difosfato-ribosa)
polimerasa; MBP proteina basica de la mielina; MAG glicoproteina asociada a la mielina

Anexos

Complejo |y Complejo 11
Complejo 111

Citrocomo ¢

HMG-CoA reductasa
NO sintasa
Ribonucleétido reductasa

Hemoglobina
NFkB, Spl, PARP
MBP, MAG
N/A

N/A

N/A
N/A
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Anexos

Anexo IV: matrices de correlaciones para los marcadores clasicos y los test
neurocognitivos.

a) Matriz de correlacion para el grupo control.

MMSE In out test BA tau-t tau-f
r 0,845** 0,441 0,002 0,000
MMSE | valor 1 0,002 0202 | 0996 | 1,000
In-out r 0,845** 1 0,566 -0,413 -0,408
test p-valor 0,002 0,088 0,235 0,242
BA r 0,441 0,566 1 0,059 0,068
p-valor 0,202 0,088 0,872 0,852
tau-t r 0,002 -0,413 0,059 1 0,994**
p-valor 0,996 0,235 0,872 0,000
tau-f r 0,000 -0,408 0,068 0,994** 1
p-valor 1,000 0,242 0,852 0,000
MMSE: Mini mental state examination; BA: péptido B-amiloide
b) Matriz de correlaciones para el grupo queja subjetiva de memoria.
MMSE In out test BA tau-t tau-f
r 1 0,764* 0,088 0,608 0,748*
MMSE | valor 0,017 0,821 0,083 0,020
In-out r 0,764* 1 0,334 0,177 0,532
test p-va|0r 0,017 0,380 0,648 0,141
r 0,088 0,334 1 0,397 | -0212
BA p-valor 0,821 0,380 0290 | 0584
r 0,608 0,177 -0,397 1 0,770*
tau-t p-valor 0,083 0,648 0,290 0,015
r 0,748* 0,532 -0,212 0,770* 1
tau-f p-valor 0,020 0,141 0,584 0,015
MMSE: Mini mental state examination; BA: péptido -amiloide
c) Matriz de correlaciones para el grupo deterioro cognitivo leve.
MMSE In-out test BA tau-t tau-f
MMSE r 1 0,214 0,037 -0,136 -0,159
p-valor 0,352 0,875 0,557 0,492
In-out r 0214 1 0131 | -0052 | 0,051
p-valor 0,352 0,572 0,822 0,827
test
BA r 0,037 0,131 1 -0,128 -0,161
p-valor 0,875 0,572 0,580 0,485
tau-t r -0,136 -0,052 -0,128 1 0959
p-valor 0,557 0,822 0,580 0,000
tau-f r -0,159 0,051 -0,161 | 0,959** 1
p-valor 0,492 0,827 0,485 0,000

MMSE: Mini mental state examination; BA: péptido B-amiloide

Este documento incorpora firma electrénica, y es copia auténtica de un documento electrénico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.

Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccién https://sede.ull.es/validacion/

I dentificador del docunento: 2866781 Codigo de verificaci6n: 3BXaS2sZ

Firmado por: Fatima Concepciéon Mesa Herrera Fecha: 28/09/2020 13:12:33

UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Mario Lorenzo Diaz Gonzalez 28/09/2020 15:01:49

UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Raquel Marin Cruzado 28/09/2020 15:28:51

UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

1647179

Este documento incorpora firma electronica, y es copia auténtica de un documento electrdnico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccion https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 2914873 Codigo de verificacion: yguDlkhh

Firmado por: Maria de las Maravillas Aguiar Aguilar Fecha: 08/10/2020 17:11:27

UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

164 /179



Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electréonica
Salida
N° registro: 2020/7783
N° reg. oficina: OF002/2020/6613
Fecha: 09/10/2020 18:02:14

Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electrénica
Entrada
N° registro: 2020/90112
N° reg. oficina: OF002/2020/89073
Fecha: 28/09/2020 16:21:31

Anexos
d) Matriz de correlaciones para el grupo Enfermedad de Alzheimer
MMSE In-out test BA tau-t tau-f
MMSE r 1 -0,297 0,036 | 0857 | 0,830
p-valor 0,628 0,954 0,064 0,082
In-out r -0,297 1 -0459 | -0,395 | -0,678
p-valor 0,628 0,437 0,511 0,209
test
BA r -0,036 -0,459 1 0,252 0,475
p-valor 0,954 0,437 0,683 0,418
tau-t r 0,857 -0,395 0,252 1 0,868
p-valor 0,064 0,511 0,683 0,056
tau-f r 0,830 -0,678 0475 0,868 1
p-valor 0,082 0,209 0,418 0,056

MMSE: Mini mental state examination; BA: péptido B-amiloide
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0,003

0,649

0,422

p-valor

GST

-0,765*
0,016

0,488 0,307 -0,654
0,056

0,408

0,276 0,182 0,422

-0,678*

p-valor 0,993

BuCh

-0,192
0,477
0,895**

0,770*
0,015

-0,654
0,056

0,177

-0,701*
0,036

0,534
0,139
0,449
0,225
0,106
0,696

0,649
0,254
0,509
-0,180
0,504

0,045
-0,714*

p-valor

Ap

0,770*
0,015

-0,765*
0,016

-0,612
0,080

0,000

0,031

p-valor

tau-t

-0,192 0,895**
0,477 0,000

-0,179
0,507

-0,211
0,433

0,052
0,849

r
p-valor

tau-f
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tau-f
0,106
0,696
0,052
0,849
-0,211
0,433
-0,180
0,504
-0,179
0,507
-0,192
0,477
0,895**
0,000
1

tau-t
0,041
0,879
0,186
0,490
-0,127
0,640
-0,215
0,425
0,011
0,968
-0,079
0,770
1
0,895**
0,000

BuCh AB
0,002 0,161
0,994 0,551
0,458 0,481
0,075 0,059
0434 -0,269
0,093 0,314
0,231 0,118
0,390 0,662

0,210

1

0,436

0,210
1

0,436
0,011 0,079
0,968 0,770
0,179 0,192
0,507 0,477

GST
0,115
0,673
-0,072
0,792
0,269
0,314
1

0,231
0,390
-0,118
0,662
-0,215
0,425
-0,180
0,504

SOD
-0,043
0,874
0,172
0,525
1
0,269
0,314
0,434
0,093
-0,269
0,314
-0,127
0,640
-0,211
0,433

-0,074
0,784
1
0,172
0,525
-0,072
0,792
0,458
0,075
0,481
0,059
0,186
0,490
0,052
0,849

MDA

8-1s0-F2a
1
-0,074
0,784
-0,043
0,874
0,115
0,673
-0,002
0,994
-0,161
0,551
0,041
0,879
0,106
0,696

r
p-valor
r
p-valor
r
p-valor
r
p-valor
r
p-valor
r
p-valor
r
p-valor
r
p-valor

C) Matriz de correlaciones para el grupo deterioro cognitivo leve
tau-t
tau-f

8-1s0-F2a
MDA
SOD
GST
BuCh
AB
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