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1. Introduccion

El diagndstico definitivo de la enfermedad de Alzheimer (EA) se realiza
histopatoldgicamente post mortem y se caracteriza por los depdsitos de los
agregados del péptido B-amiloide (AB) en las denominadas placas seniles y por
los ovillos neurofibrilares (neurofibrillary tangles -NFT-) debido a la acumulacion
de la proteina tau hiperfosforilada. El diagnostico de la EA se basa en sintomas
clinicos, evaluacion cognitiva y otras causas de la demencia. Mientras gque los
valores de biomarcadores en el liquido cefalorraguideo (LCR) (ARB1-42, tau total
y tau fosforilada) indican el estado de la enfermedad, la tomografia por emision
de positrones (positron emission tomography -PET-) de AB y de tau pueden
monitorizar los cambios patoldgicos en pacientes vivos con EA.

Segun la hipotesis de la cascada de AR, la acumulacion de formas agregadas de AB
inducen neurotoxicidad y degeneracion®; lo que la cuantificacion de la deposicion
de AB por PET o de los niveles de AB1-42 en el LCR en personas vivas se pueden
considerar indicadores de la EA.

El uso de técnicas de imagen y biomarcadores del LCR proporciona evidencia
objetiva de laneuropatologia subyacente del deterioro cognitivoy las caracteristicas
de los biomarcadores del LCR en EA correlacionan estrechamente con las medidas
en modalidades de imagen, incluidas la resonancia magnética (RM) vy la PET -
revisado en @-,

En 2018, sepublicaronlas ultimasdirectrices delNational Instituteon Aging y la Alzheimer’s
Association (NIA-AA) americanos, que establecieron el marco de investigacion para
el diagnostico de EA, que consiste en los depdsitos de AB (A), la patologia tau (T) vy
neurodegeneracion o lesion neuronal (N) < (Figura 1). Segun la clasificacion ATN, si el
Unico biomarcador que se evidencia anormal es AR, se asignaria bioldgicamente como
“cambio patoldgico de Alzheimer”; si el biomarcador que se evidencia andmalo es tau y/o
de neurodegeneracion sin AR, la anormalidad se asignaria como “cambio patoldgico no
relacionado con el Alzheimer”. Si ambos son andmalos vy se observa patologia AR v tau,
al individuo se le puede asignar como “enfermedad de Alzheimer”, y un individuo puede
ser asignado bioldgicamente como “Alzheimer vy sospecha concomitante con cambios
patoldgicos no asociados a Alzheimer” cuando se observan tanto la anomalia AB como
la neurodegeneracion ®. Por lo tanto, la ausencia de anomalia de AR en el analisis de
biomarcadores puede hacer referencia a enfermedades neurodegenerativas distintas del
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Alzheimer, como la demencia con cuerpos de Lewy vy la demencia frontotemporal. Este
diagnostico de la EA se basa en biomarcadores de neuroimagen y en el LCR (Figura 1).
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Figura 1. Sistema de clasificacién ATN en el marco de la investigacion de la enfermedad

de Alzheimer (EA). La patofisiologia de la EA consiste en los depdsitos de especies de AR
agregada (A+), la patologia tau representada por las formas de tau agregadas y con un
plegamiento andmalo (T+) y neurodegeneracion, degeneracion axonal y pérdida neuronal (N+).
Los biomarcadores para la deteccidon de la patologia asociada al AB (A+) son la tomografia

por emision de positrones (PET) de amiloide y los niveles andmalos de distintas especies de
AB en el liquido cefalorraquideo (LCR). Los biomarcadores para la detecciéon de la patologia
asociada a tau (T+) son la PET de tau o los niveles anédmalos de distintas especies de tau
fosforilada en LCR. Finalmente, los biomarcadores para la deteccion de la patologia asociada a
la neurodegeneraciéon (N+) son el PET de F-FDG, la resonancia o los niveles de neurofilamento
(NfL) o tau total en LCR. Adaptado de Hampel H, Cummings J, Blennow K, Gao P, Jack CR,
Vergallo A. Developing the ATX(N) classification for use across the Alzheimer disease continuum.
Nat Rev Neurol. 2021;17(9):580-9. PMID: 34239130.

El gran progreso en los desarrollos tecnoldgicos incrementando la sensibilidad y/o
especificidad de los ensayos ha permitido el avance de la cuantificacion de estos
biomarcadores tanto en LCR como su deteccion en sangre. Actualmente, entre
las tecnologias mas relevantes para medir biomarcadores en sangre se encuentra
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la tecnologia ultrasensible SIMOA (Tabla 1). Mediante el uso de estas tecnologias
novedosas, se han detectado varios biomarcadores en sangre asociados a la
clasificacion ATN gue podrian facilitar el diagndstico precoz de los pacientes con la
EA®_ Asi, aungque los biomarcadores actuales para el diagndstico de EA se basan en
neuroimagen y evaluacion del LCR, existen algunas limitaciones, como la invasividad
de la puncion lumbar para la recoleccion del LCR, menor accesibilidad y coste de las
imagenes de PET. Debido a estas limitaciones, los biomarcadores basados en sangre
aportarian varias ventajas, Como ser menos iNnvasivos, mas accesibles y rentables.

Técnica Caracteristicas

ELISA « La concentracién de proteinas se mide mediante pares de anticuerpos (captura y deteccion)
capaces de capturar especificamente el analito de interés en los pocillos de una placa y generar
inmunocomplejos de tipo sandwich (anticuerpo de captura-analito-anticuerpo de deteccién)

« El anticuerpo de detecciéon estd marcado con una enzima que cataliza la conversion de un sustrato
en un producto, lo que genera fluorescencia o un cambio de color proporcional a la cantidad de
analito dentro de la muestra (rango de nmol/L o pmol/L)

Inmunoensayos de + Basado en anticuerpos, similar a ELISA

electroquimioluminiscencia | < El anticuerpo de deteccidén se marca con una molécula electroquimicamente activa que genera
una sefal de electroquimioluminiscencia que es proporcional a la cantidad de analito dentro de la
muestra

« Tecnologia mas sensible que ELISA y requiere menos pasos de lavado, pero esto provoca cierta
pérdida de la sefal del indicador

SIMOA + Basado en anticuerpos, similar a ELISA

* Los inmunocomplejos de tipo sandwich se acoplan a bolas magnéticas en lugar de a una placa
solida

« Cada bola individual se carga en su propio pocillo individual con el sustrato correspondiente y, a
continuacidn, se genera una sefal de fluorescencia

« El volumen muy bajo de los pocillos (alrededor de 40 fL) asegura una alta concentracion local de
sefal fluorescente, lo que permite la deteccidon de moléculas individuales

« Técnica que puede medir proteinas en concentraciones muy bajas (rango fmol/L)

» Sensibilidad de 100 a 1.000 veces mayor que ELISA

Espectrometria de masas « Los anticuerpos acoplados a bolas se utilizan para aislar el analito de interés de las muestras
por inmunoprecipitacion « El analito se cuantifica mediante espectrometria de masas
Sensor inmunoinfrarrojo « Detectar cambios estructurales en las proteinas (por ejemplo, plegamiento incorrecto de proteinas)

» Detectar cambios en la estructura secundaria de los péptidos B amiloides

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay

Tabla 1. Tecnologias cominmente utilizadas para mediciones de biomarcadores en sangre.

Existe una gran necesidad de un diagnostico adecuado vy preciso acerca de la EA,
porque va mas alla de proporcionar informacion diagnostica y pronostica sobre la
enfermedad al clinico y al paciente. Un paso adn mas critico sera proporcionar la
atencion adecuada y estrategias de tratamiento u oportunidades para participar
en ensayos clinicos. La etiologia subyacente y el patron espaciotemporal (es decir,
el estadio de la enfermedad vy la region donde se encuentra la patologia) son
dificiles de determinar sin biomarcadores bioguimicos y de imagen; por lo tanto, la
identificacion de biomarcadores de la EA para apoyar el diagnostico clinico es tan
esencial como una estrategia terapéutica.

En esta leccion describimos los biomarcadores centrales de la EA, asi como los
biomarcadoresemergentes detectadosen LCRy sangre que sonactualmente novedosos.
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2. Biomarcadores de referencia
de la enfermedad de Alzheimer
(AR, tau)

El AB como componente principal de las placas extracelulares y la proteina
tau hiperfosforilada (p-tau) como componente de los ovillos neurofibrilares se
consideran los biomarcadores centrales y de referencia de la EA.

2.1. Péptido B-amiloide en liquido cefalorraquideo y plasma

El péptido AB es el resultado del procesamiento proteolitico de la proteina
precursora amiloide (APP), una glicoproteina transmembrana que lleva a cabo
una amplia gama de funciones bioldgicas en el sistema nervioso central (SNC). El
péptido AB tiene una longitud de entre 37 y 49 aminoacidos, siendo el mayoritario
el AB de 40 aminoacidos (AB40). Sin embargo, son los mondmeros de AB42
los que mayoritariamente tienden a agregarse debido a su estructura, formando
oligdmeros que daran lugar a protofibras y fibrillas, y eventualmente generaran
placas seniles. Las especies oligomeéricas de AR, resultantes de la agregacion de
mondmeros de AR, causan efectos neurotoxicos.

Los pacientes con deterioro cognitivo leve (DCL) muestran niveles de AR42
reducidos en el LCR anos antes de la conversion a EA con demencia y permanecen
bajos a lo largo del curso de la enfermedad . Los niveles bajos de AB42 en el LCR
correlacionan estrechamente con la carga AB en la neocorteza y en el hipocampo
en estudios post mortem, asi como con la deposicion de AR cortical medida por
PET. Asi, la reduccion en los niveles de AB42 en LCR probablemente sea el resultado
de la retencion selectiva de AB42 en las placas de AB. Sin embargo, es el valor de la
proporcion de AB42/AB40 en el LCR lo que mejora la prediccion de la deposicidon de
AR cortical y permite la diferenciacion entre EA y otras demencias en comparacion
con la medida solo de AB42, probablemente debido a una normalizacion de las
diferencias interindividuales en AB vy su liberacion al LCR -revisado en V-,

La implementacion de tecnologia avanzada, como la espectrometria de masas
y los inmunoensayos ultrasensibles como el SIMOA, estd mostrando resultados
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prometedores para la deteccion de ARB en sangre. Recientemente, se ha publicado
que la proporcion de AB42/40 en sangre puede identificar niveles andmalos de
amiloide en LCR o PET en el continuo de la EA, con una precision que oscila entre
el 82 vy el 97% para ensayos de espectrometria de masas y entre el 62 vy el 79%
para inmunoensayos. El rendimiento es aun mejor en aguellos con demencia que
en aqguellos con DCL y mejord después de la correccion de los portadores del alelo
APOE €4.

Asi, en las formas esporadicas de la EA, en consonancia con los datos de AR en
LCR o por PET, los niveles bajos de AB42/40 o la presencia de AB1-42 agregado
en sangre se asocian con deterioro cognitivo vy riesgo de progresion a la EA entre
personas cognitivamente sanas, personas con deterioro cognitivo subjetivo o
personas con DCL -revisado en -,

Sin embargo, al contrario que en las formas esporadicas de la EA, en las formas
genéticas de la EA, tanto en portadores de las mutaciones autosdmicas dominantes
y en individuos con sindrome de Down, los niveles de AB1-42 en sangre parecen
estar elevados v la concentracion de ABRI-42 v la ratio AB42/40 no correlacionan
con los niveles en el LCR -revisado en -,

2.2. Proteina tau hiperfosforilada

Tau es una proteina asociada a microtubulos y el componente principal de los
NFT. Tau sigue muchas modificaciones postraduccionales, incluida la fosforilacion,
con mas de 40 lugares de fosforilacion. El equilibrio entre la fosforilacion vy la
desfosforilacion de tau regula el transporte axonal a través de los microtubulos.
En condiciones patoldgicas, la hiperfosforilacion de tau da lugar a cambios
conformacionales que permiten su agregacion vy la formacion de los NFT.

El aumento en los niveles de t-tau y p-tau en el LCR parece reflejar aumento de la
secrecion de tau total y fosforilado de las neuronas afectadas por la EA. Los trabajos
mas recientes se estan centrando en el estudio de p-tau en plasma, pero esto
todavia es un reto debido a su baja concentracion y la dificultad para detectarla.
La evaluacion de los biomarcadores plasmaticos de ATN (AB42/40, p-tau2l7 vy
cadena ligera de neurofilamentos -NfL-) ha mostrado resultados prometedores
en la mejora de la prediccion del deterioro cognitivo en poblaciones de ancianos
sin deterioro cognitivo ® ®, sugiriendo que la deteccidén de AB42/40 vy p-tau2l7
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como biomarcadores en plasma podrian ser ventajosa en la practica clinica, la
investigacion vy el desarrollo de farmacos como marcadores de pronostico de
futura patologia de la EA. Ademas, p-taul81 correlaciona significativamente con
el AB cerebral y la PET de fluorodesoxiglucosa (FDG-PET), y podria usarse como
un biomarcador predictivo para la fisiopatologia del Alzheimer ¢°. Los niveles de
p-taul81 en plasma correlacionan significativamente con los de p-taul81 en el LCR
en la demencia de tipo Alzheimer ®. También, p-taul8l, p-tau217 y NfL en plasma
estan asociados con el diagnostico patoldgico y clinico, por 1o que se ha sugerido
su uso en la futura preseleccion de diagndsticos clinicos en la EA ©. Entre estos,
p-tau217 en plasma tiene una precision diagnostica significativamente mayor para
la EA clinica que p-taul81 y NfL en plasma, pero no ha mostrado una distincion
significativa con p-tau en LCR ni con la PET de tau ®.

Una buena correlacion de los biomarcadores en sangre vy los biomarcadores
centrales vy de referencia en el LCR y/o de imagen cerebral garantizard de forma
solida el diagnostico vy el prondstico de la EA.
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3. Otras proteinas como
biomarcadores asociados
a la enfermedad de Alzheimer

3.1. Neurodegeneracion (cadena ligera de neurofilamentos)

La NfL es una proteina de andamiaje axonal. Los neurofilamentos son esenciales tanto
para el crecimiento como parala estabilidad delos axones y también parala organizacion
y la funcion sinaptica en el SNC. La NfL ha sido clasificada como una alternativa “N”
en el marco “ATN”. Los avances tecnologicos como el desarrollo de la tecnologia
ultrasensible SIMOA han permitido medir la concentracion de NfL en muestras de
sangre. La NfL plasmatica elevada puede anticipar la neurodegeneracion cerebral, que
aumenta y se correlaciona con la futura atrofia, hipometabolismo y deterioro cognitivo
@@ De este modo, la NfL en plasma podria considerarse un biomarcador en sangre
para la deteccion y el seguimiento de la neurodegeneracion en la EA.

Cabe sefalar que el aumento de NfL periférica en la sangre v en el LCR no es
especifico de la EA y todavia se desconocen los mecanismos asociados a su
liberaciony trafico desde el SNC a la sangre periférica. Los resultados mas relevantes
obtenidos mediante la tecnologia SIMOA en relacion con la NfL como biomarcador
en sangre se describen en detalle en la leccion 3 de este modulo.

3.2. Biomarcadores gliales

Las neuronas no pueden sobrevivir sin el apoyo de las células gliales y se han
sugerido varios biomarcadores de la EA en el LCR vy la sangre que se originan a
partir de células gliales.

3.2.1. Biomarcadores asociados a los astrocitos

Los astrocitos son un tipo de célula glial del SNC con funciones diversas vy
vitales, incluidas la participacion en la modulacion de la actividad neuronal vy la
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transmision sinaptica, la sinaptogénesis, la homeostasis de iones, el control de la
barrera hematoencefalica (blood-brain barrier -BBB-) y la comunicacion inter- e
intracelular.

En situaciones patologicas como en la EA, los astrocitos sufren una serie de
alteraciones morfoldgicas y funcionales que dan lugar a lo que se denominan
astrocitos reactivos. Los astrocitos reactivos sobreexpresan proteinas especificas
gue pueden ser liberadas en el compartimento extracelular, que posteriormente
se pueden medir en el LCR de individuos vivos. Entre los biomarcadores mas
relevantes indicadores de la reactividad de los astrocitos en el LCR se encuentran
la proteina acida fibrilar glial (GFAP) vy la proteina 1 similar a quitinasa-3 (YKL-40)
(Figura 2) -revisado en (90—,
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Figura 2. Biomarcadores astrogliales de fluidos e imagen en la enfermedad de Alzheimer (EA).
La reactividad de los astrocitos en la EA se puede evaluar mediante biomarcadores de fluidos
-sangre (Blood) y liquido cefalorraquideo (CSF)- y técnicas de neuroimagen: radiotrazadores
para tomografia por emision de positrones (PET) y espectroscopia de resonancia (MRS). En
esta leccidn nos centraremos en la proteina acida fibrilar glial (GFAP) vy la proteina 1 similar a
quitinasa-3 (YKL-40). Adaptado de Carter SF 9,



LECCION Investigacion traslacional y biomarcadores

emergentes en la enfermedad de Alzheimer

1

BIOMA DORES
DE LAS ENFERMEDADES
NEURODEGENERATIVAS

La GFAP es una proteina del citoesqueleto de los astrocitos que juega un papel
importante en la activacion y la degeneracion astrocitica. Las concentraciones de
GFAP en plasma vy suero estan elevadas en individuos dentro del continuo clinico
de la EA y en otras enfermedades neurodegenerativas como la esclerosis multiple
-revisado en (9-,

Otro biomarcador del LCR es la proteina YKL-40, que se sobreexpresa en un
subconjunto de astrocitos en la EA. El papel fisiologico exacto de YKL-40 en el
SNC no esta claro, pero se cree que estad involucrada en la activacion del sistema
inmunitario innato. En pacientes con la EA, YKL-40 esta elevada en el LCR incluso
en etapas tempranas y correlaciona con p-tau vy t-tau en el LCR -revisado en 19—,

Un trabajo publicado recientemente indica que los niveles de GFAP en el LCR,
ademas de estar elevados, se asocian con una carga elevada de AB por PET, pero
no de tau. Por el contrario, los niveles mas altos de YKL-40 en el LCR se asocian
con una carga elevada de tau por PET, pero no con una carga de ARB. Ademas, un
estudio estructural realizado mediante un modelo ha indicado que GFAP e YKL-
40 en el LCR median los efectos de AB vy tau, respectivamente, en la atrofia del
hipocampo, que se asocia ademas con el deterioro cognitivo V. El dafo astrocitico
podria comenzar durante la etapa presintomatica de la EA y se asocia con la carga
de amiloide inicialmente.

Sin embargo, hay que indicar que el GFAP podria ser un potencial biomarcador de
otros tipos de demencia, porgue los astrocitos no solo participan en la fisiopatologia
de la EA.
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3.2.2. Biomarcadores asociados a la microglia

La microgliasonlas célulasinmunitarias principales del SNCy juegan un papel fisioldgico
clave en el mantenimiento de su homeostasis. Son células que estan estrechamente
relacionadas con la patologia amiloide y tau, la neuroinflamacion y la sinapsis, y se han
propuesto varios biomarcadores que se asocian con la microglia (Figura 3).
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Figura 3. Biomarcadores microgliales de fluidos e imagen en la enfermedad de Alzheimer (EA).
La reactividad de la microglia en la EA se puede evaluar mediante biomarcadores de fluidos
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(sangre y liquido cefalorraquideo -LCR-) y técnicas de neuroimagen (tomografia por emisién

de positrones -PET- y resonancia magnética -RM-). Los trazadores de PET [11C]-NE4O, [11C]-5

y [1TIC]-CPPC detectan alteraciones en CB2R, P2RY12 y CSFI1R, ubicados en la memlbrana celular
externa. [11C]- PKI1195 PET detecta alteraciones en TSPO localizadas en el exterior de la membrana
mitocondrial. Los depdsitos de hierro y el cambio de volumen cerebral pueden ser detectados

por RM. La mayoria de los biomarcadores en sangre y LCR puede ser detectado por ELISA. En
esta leccion nos centraremos en el receptor desencadenante expresado en las células mieloides 2
(TREM2), en la fractalcina (CX3CL1) y la progranulina (PRGN). Adaptado de Zhang PF 2,

Uno de los genes de riesgo de la EA, el receptor desencadenante expresado en
las células mieloides 2 (TREMZ2) se expresa principalmente en la superficie de
la microglia. La escision de TREM2 por metaloproteinasa libera TREM2 soluble
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(sTREM2), que aumenta en el continuo de la EA, en comparacion con controles
sanos -revisado en -, Asi, sSTREM2 en biofluidos es un biomarcador potencial de
la EA que refleja la activacion microglial en el cerebro con la EA.

CX3CL1 (también conocida como fractalcina) y progranulina (PRGN) también
se han propuesto como otros biomarcadores microgliales de la EA, aunque los
resultados son controvertidos. Los cambios en CX3CL1 a lo largo de las etapas de
la EA son dinamicos vy posiblemente reflejan los distintos roles de la microglia en la
progresion de la EA. Dado que el cerebro de la EA tiene baja capacidad lisosomal
y autofagica, la elevacion de PRGN en la EA puede ser un evento temprano en la
progresion de la neuropatologia -revisado en (-,

La relevancia clinica de los biomarcadores gliales en la EA debe evaluarse mas a
fondo y queda por esclarecer la asociacion con los criterios de diagnostico ATN.

3.2.3. Biomarcadores sindpticos

Las sinapsis son el lugar de comunicacion cerebral donde la informacion se
transmite entre las neuronas y son imprescindibles para la formacion de la memoria.
La degeneracion sinaptica es un evento patoldgico temprano en la EA que se
manifiesta por la reduccion de las proteinas pre- y postsinaptica, y es lo que mejor
se correlaciona con el deterioro cognitivo. La evaluacion de las proteinas sinapticas
en el LCR, que pueden reflejar disfuncion en pacientes con trastornos cognitivos,
es un area de gran interés. En la actualidad, la investigacion esta centrada en la
deteccion de la patologia sinaptica del LCR para mejorar el diagnodstico de la EA en
una etapa temprana, asi como para monitorizar la progresion clinica.

Hoy por hoy y asociados a la EA, se han destacado 3 biomarcadores presinapticos,
la proteina 43 asociada al crecimiento (GAP-43), la proteina 25 asociada a
sinaptosomas (SNAP-25) vy la sinaptotagmina-1, y un biomarcador postsinaptico,
la neurogranina (NGRN) (Figura 4) -revisado en -,
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Figura 4. Localizacion de los biomarcadores sindpticos y neuronales. Los principales
biomarcadores presindpticos en estudio son la sinaptotagmina-1 (syt 1), sinaptofisina, proteina
asociada a sinaptosomas 25 (SNAP-25), SV2A, la a-sinucleina (a-syn) y proteina 43 asociada
al crecimiento (GAP-43). Los biomarcadores postsindpticos en estudio son la neurogranina

y las pentraxinas neuronales (NPTX). Dentro de los biomarcadores neuronales se encuentran
la proteina tau y los neurofilamentos. En esta leccidén nos centraremos en GAP-43, SNAP-25
sinaptotagmina-1y la neurogranina. DCV: vesiculas de nucleo denso; LTP: potenciacion a largo
plazo; NPTX: pentraxina neuronal. Adaptado de Camporesi E 7,

La proteina GAP-43 interactlua con la sinaptofisina y SNAP-25, facilitando el
reciclaje de vesiculas sinapticas. Los niveles de GAP-43 en el LCR aumentan
significativamente en pacientes preclinicos y con EA en comparacion con controles.
Asimismo, los niveles alterados de GAP-43 en el LCR también se han detectado en
la esclerosis multiple progresiva, en inflamacion, en accidentes cerebrovasculares y
en enfermedad de Parkinson, pero no en demencia frontotemporal -revisado en -,

La proteina SNAP-25, junto con las proteinas de memlbrana asociadas a vesiculas
(VAMP) v sintaxinas, forma los complejos SNARE, que median el anclaje de las
vesiculas sinapticas a la membrana presinaptica, permitiendo asi la fusion de
vesiculas mediada por calcio durante la exocitosis. Se han detectado niveles
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elevados de SNAP-25enel LCRenla EA, incluso en etapas muy tempranas. También
se encuentra elevada en pacientes de Parkinson y pacientes con la enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob (CJD) esporadica y se ha asociado con varias enfermedades
psiquiatricas como trastorno por déficit de atencidon con hiperactividad,
esquizofrenia y trastorno bipolar -revisado en -,

La sinaptotagmina-1 es una proteina asociada a vesiculas que, en respuesta a la
union de calcio a concentraciones elevadas, desencadena la fusion de vesiculas
presinapticas. Aungue inicialmente se publicd que sus niveles en el LCR podian
estar reducidos en la EA, trabajos mas recientes confirman que la concentracion
de sinaptogamina-1 es significativamente mayor en pacientes con EA y DCL.

La NGRN es una proteina postsinaptica que se expresa principalmente en la corteza
cerebral, el hipocampo, la amigdala y el cuerpo estriado. Los niveles de NGRN
estan elevados en el LCR de pacientes con EA en comparacion con controles. Este
aumento parece ser especifico para la EA, ya que el LCR de los pacientes con otras
enfermedades neurodegenerativas, a excepcion de CJD, no muestran tal aumento.
También se ha demostrado que el aumento de la NGRN en el LCR durante la EA
prodromica podria ser predictivo de una progresion mas rapida hacia la EA -
revisado en (-,

Los biomarcadores sindpticos podrian vincular la degeneracion sinaptica con el
estado cognitivo y el declive del paciente, y podrian implementarse junto con
pruebas cognitivas para tener una idea mas precisa de los sintomas del paciente,
especialmente en las etapas iniciales. Sin embargo, estos biomarcadores no
amiloides parecen no ser especificos de la EA vy, por lo tanto, son probablemente
complementarios de los biomarcadores de referencia de la EA para la determinacion
de la patologia amiloide o de neurodegeneracion.
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4. Biomarcadores emergentes

4.1. MicroARN

Los microARN (MmiARN) son pequefos acidos nucleicos no codificantes (de
alrededor de 20 nucledtidos) que son capaces de regular postranscripcionalmente
la expresion génica al unirse a secuencias complementarias de acido ribonucleico
mensajero diana (MARN).

Los miARN han despuntado como biomarcadores prometedores, rentables y no
invasivos para la EA, ya que pueden detectarse facilmente en diferentes biofluidos,
particularmente en la sangre (como forma libre o dentro de los exosomas).
Varios trabajos de investigacion han sefalado a los mMIARN como potenciales
biomarcadores en sangre (plasma y suero) para la EA y el DCL, y para discriminar
entre pacientes con EA vy sin EA con alta sensibilidad y especificidad -revisado en
(2)-. Se ha propuesto un panel de 12 miARN en sangre que discrimina la EA de otras
enfermedades del SNC y permite distinguir entre pacientes con EA y con DCL con
una precision del 76%, que se aproxima al 80% de precision con p-taul81 en sangre
-revisado en - Ademas, el mMiARN-12 podria diferenciar a los individuos sanos de
los de EA con una precision del 93%, una especificidad del 95% vy una sensibilidad
del 92% -revisado en -,

Sin embargo, aunqgue los miARN en la circulacion periférica reflejan la fisiopatologia
de la EA y sirven como buenos biomarcadores de EA, recientemente se ha
descubierto que también estan asociados con otras patologias de la enfermedad
(como, por ejemplo, miR-125b y miR-455-3p involucrados en el cancer) y que existen
inconsistencias entre diferentes estudios -revisado en®-. La baja cantidad relativa
de ARN total de una muestra de sangre, la construccion sesgada de bibliotecas
de MmiARN vy la variabilidad del procesamiento de la muestra podrian explicar
los resultados inconsistentes que se han obtenido con los MIARN descubiertos
utilizando las bibliotecas construidas a partir de los resultados de secuenciacion
de siguiente generacion.
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A diferencia de los biomarcadores de referencia de la EA, los biomarcadores de
MIARN en sangre requieren un estudio longitudinal para identificar caracteristicas
comunes vy reproducibles antes de convertirse en un biomarcador de EA con
validez clinica.

4.2. Exosomas

Los exosomas son un tipo de vesiculas extracelulares (VE) pequefas liberadas por
casi todos los tipos de células al espacio extracelular a través de la fusion de la
membrana plasmatica y cuerpos multivesiculares. Los exosomas cruzan la barrera
hematoencefalica sin pérdida de su contenido (MARN, miARN, proteinas vy lipidos),
llegando asi a muchos fluidos bioldgicos, como la sangre.

Las vesiculas extracelulares mas estudiadas en sangre han sido las derivadas de
neuronas. Se ha descrito que estos exosomas contienen ARB42, t-tau, p-taul8l,
MIARN vy proteinas autolisosomales y sinapticas que podrian tener capacidad para
predecir el desarrollo de la EA en la etapa preclinica -revisado en ®-. Cabe resaltar
un metaanalisis realizado recientemente considerando los estudios publicados
hasta la fecha, que muestra los biomarcadores derivados de exosomas como
potenciales biomarcadores para la EA y el DCL @,

Sin embargo, la pureza de las VE esta siendo cuestionada, ya que el protocolo
de aislamiento de VE derivadas de neuronas utiliza anticuerpos anti-LICAM que
también se pueden expresar en otros tejidos mas alla del cerebro (por ejemplo en
el rindn) y pueden existir tanto en forma transmembrana como soluble -revisado
en®-_ Esto podria explicar los resultados contradictorios obtenidos entre estudios.

Teniendo en cuenta el importante valor de los exosomas como biomarcadores,
es importante caracterizar la naturaleza exacta de las preparaciones de VE
derivadas de neuronas, asi como de otros tipos celulares como los distintos tipos
de células gliales. Asi, es necesario un método estandarizado para el aislamiento
vy la preparacion del fluido bioldgico, un método optimizado de aislamiento de VE
con alta pureza y alto rendimiento, y un buen método analitico para el analisis de
biomoléculas en las VE (por ejemplo, miARN vy proteinas) para la aplicacion clinica
de biomarcadores de VE. Por lo tanto, para que los exosomas se puedan convertir
en potenciales biomarcadores de la EA en la practica clinica, es necesario el disefio
de estudios estandarizados para su replicacion y validacion.
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4.3. Lipidos

Los lipidos representan un grupo diverso de biomoléculas que estan estructural
y funcionalmente involucradas en una amplia variedad de procesos celulares vy
funciones tisulares. El cerebro, después del tejido adiposo, es el drgano con mayor
contenido en lipidos. Los lipidos principales del cerebro se pueden categorizar
en fosfolipidos, esfingolipidos, glicerolipidos, acidos grasos y esteroles, donde los
fosfolipidos representan ~ 50% del contenido total de lipidos -revisado en 17—

Los niveles plasmaticos de colesterol, triglicéridos, esfingolipidos, fosfolipidos vy
diversos derivados del colesterol estan alterados en la EA, lo que los convierte
en potenciales biomarcadores de la enfermedad. Se han detectado varios lipidos
como posibles biomarcadores, ya que han mostrado una fuerte asociacion con
los biomarcadores de referencia de EA (por ejemplo, en relacion con p-tau/
ARB42 en el LCR) y varios estudios del metabolismo sanguineo han resaltado el
papel de los compuestos lipidicos -fosfatidilcolinas (PC), fosfatidilinositoles (PI) vy
fosfatidiletanolamina (PE)- en la EA preclinica -revisado en ®-. Ademas, el analisis
de paneles de lipidos podria predecir la fenoconversion de DCL a EA con una alta
precision vy la proporcion de PC respecto a lisofosfatidilcolinas en plasma podria
diferenciar controles de la EA vy el DCL preclinico -revisado en ®-. Sin embargo,
la patologia que se encuentra detras de esos lipidos, su origen en el cerebro v la
contribucion de los lipidos periféricos necesitan ser estudiados en profundidad.

Asi, la alteracion de los lipidos en sangre se observa en fases tempranas de la EA, lo
qgue podria proporcionar informacion sobre los procesos bioguimicos implicados
en la patogenia de la EA. Los estudios de lipidos plasmaticos como biomarcadores
de EA se encuentran en una etapa temprana y es posible que la cuantificacion de
un panel de lipidos pudiera tener ventajas respecto a las medidas individuales.

4.4. Biomarcadores genéticos

Entre las variantes genéticas asociadas a la EA esporadica, el alelo APOE €4 es el
mayor factor de riesgo genético. Por el contrario, la presencia del alelo €2 se asocia
con el papel protector de ApoE vy el alelo €3 es neutral. Ademas, el alelo APOE €4
juega un papel como modulador de la relacion entre el AB en plasma vy las placas
de amiloide en el cerebro. El patron de expresion de proteinas plasmaticas medidas
por inmunoensayos multiples se diferencia por el genotipo de APOE, lo que puede
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indicar la importancia del genotipo APOE en el analisis en sangre de biomarcadores.
Por otro lado, el uso de secuenciacion de siguiente generacion, estudios GWAS
recientes o el metaanalisis ha sugerido variantes genéticas adicionales asociadas
con la EA. Entre ellas, las variantes genéticas de los genes ABCA7, BINI, CD33, CLU,
CRI, EPHAT, PICALMy TREMZ2 se han asociado significativamente con la progresion
de la EA preclinica ™®. El papel de estas variantes genéticas en la patogenia v la
progresion en la EA esta en estudio -revisado en @-.

El avance en el conocimiento de la funcion de estos genotipos en la clasificacion
clinica usando el marco ATN podria aportar informacion relevante. Es importante
resaltar que, de forma similar a o descrito para los biomarcadores de astrocitos,
algunas de las variantes genéticas también muestran asociaciones especificas con
los biomarcadores de referencia. Los genotipos de APOE estan asociados con la
deposicion de AB (A) en lugar de la patologia tau (T), mientras que los genotipos
TREM2 estan asociados con la patologia tau y son dependientes del estadio en
lugar de los depdsitos de AR preclinica @ 9,
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Conclusiones

En esta leccion se han descrito los biomarcadores centrales de la EA, asi como
los biomarcadores emergentes detectados en LCR y sangre que son actualmente
novedosos (Figura 5). Las conclusiones principales son las siguientes:

e Elmarco ATN deinvestigacion para el diagndstico de EA incluye los depositos
de AB (A), la patologia tau (T) vy la neurodegeneracion (N), v se basa en
biomarcadores de neuroimagen (PET de AR, tau y FDG) y biomarcadores
detectados en el LCR (reduccion de AB42/40 e incremento de p-tau y NfL).

e El incremento de la sensibilidad y/o la especificidad mediante nuevas
tecnologias como el SIMOA permite detectar los biomarcadores centrales
de la EA en plasma y el estudio de su correlacion con los biomarcadores
incluidos en los criterios ATN establecidos.

e La identificacion de biomarcadores en sangre podria permitir sustituir la
evaluacion del LCR (técnica invasiva y poco accesible) vy la imagen por PET
(técnica de alto coste) por la evaluacion de la sangre obtenida mediante una
extraccion de sangre, reduciendo los costes y mejorando la accesibilidad.

e En el cerebro de los pacientes de la EA ocurren cambios asociados con
los astrocitos (GFAP y YKL40), la microglia (sTREM2, CX3CLTy PGRN) vy
cambios sinapticos, que se perfilan como potenciales biomarcadores tanto
en LCR como en plasma.

e Los miARN, los exosomas, los lipidos v las alteraciones genéticas estan en
estudio como biomarcadores emergentes en LCR y/o plasma, aungue es
necesaria una mayor validacion y replicacion.

e Los resultados muestran que algunos biomarcadores se asocian
especificamente con la patologia de AB (por ejemplo, GFAP y genotipos
de APOE), mientras que otros se asocian mas con la patologia tau (por
ejemplo, YLK40 vy los genotipos TREM2).

En conclusion, los avances en la deteccion de biomarcadores son cruciales, va
qgue pueden ayudar a comprender los procesos patoldgicos subyacentes porgue
diferentes dianas podrian reflejar diferentes mecanismos, ayudando asi al diagndstico.
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Figura 5. Esquema resumen de los biomarcadores actuales y emergentes de la enfermedad
de Alzheimer (EA). Los criterios de diagndstico actuales para la investigacion se basan en el
sistema de clasificacion ATN, que incluye los biomarcadores centrales y de referencia de la EA.
La A representa la histopatologia cerebral de las placas de AB vy tiene la tomografia por emision
de positrones (PET) de AB como biomarcador de imagen y la reduccion de AB42/40 en el
liquido cefalorraguideo (LCR) como biomarcador. La T representa la histopatologia cerebral
asociada a los ovillos neurofibrilares (NFL) por la agregacion de tau fosforilada y se detecta en
persona vivas mediante la PET de tau y el incremento de p-taul81y p-tau2l7. La N representa la
neurodegeneracion y se detecta por PET de fluorodesoxiglucosa (FDG-PET) e incremento de
tau total y neurofilamentos de cadena ligera (NfL). Ademas de la histopatologia central de la
EA, las placas y ovillos, en el cerebro de los pacientes de EA ocurren cambios asociados con los
astrocitos (GFAP y YKL40), la microglia (sTREM2, CX3CL1y progranulina -PGRN-) y cambios
sindpticos, entre otros. Estos cambios, junto con otros posibles biomarcadores como son los
MiARN, los exosomas, los lipido y alteraciones genéticas, estan actualmente en estudio como
potenciales biomarcadores en LCR y/o plasma. Adaptado de Mankhong S®.
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