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PALABRAS CLAVE Resumen

Biomarcadores Introduccion: En muchos articulos recientes, el analisis de las proteinas AB 1.4, tau total
en LCR; (T-tau) y tau fostorilada (P-tau) en LCR puede discriminar entre los pacientes con deterioro
Deterioro cognitivo cognitivo leve (DCL) estables y aquellos otros que van a progresar a enfermedad de Alzheimer
leve; (EA). Nuestro objetivo fue comprobar la capacidad de estas proteinas del LCR para discriminar,
Enfermedad entre nuestros pacientes DCL, segiin la evolucion clinica en el ano siguiente a la puncion lumbar.
de Alzheimer; Material y métodos: Se incluyd a 36 pacientes DCL amnésico (criterios de Petersen 2006) pro-
Proteina AB1.42; cedentes de la consulta de deterioro cognitivo del Hospital General de Alicante. Usando los
Proteina T-tau; reactivos INNO-BIA Alzbio-3 (Innogenetics), cuantificamos las proteinas ABy.4;, T-tau, P-tausgsp
Proteina P-tausgp en LCR, y calculamos los cocientes T-tau/AB1.4, y P-tausgip/AB+.42. El estudio fue aprobado por

el comité ético de investigacion del Hospital General de Alicante.

Resultados: En los 12 meses posteriores a la puncion lumbar, 14 pacientes DCL (38%) evolu-
cionaron a EA. Estos pacientes, presentaron menores niveles de AB1.4; (285,3 vs. 377,7 ng/ml,
p<0,02), y un aumento en el valor del cociente P-tausgip/AB1.42 (0,25 vs. 0,16, p<0,02) que
los pacientes que se mantuvieron estables. No hubo diferencias significativas en el resto de las
variables estudiadas.

Conclusiones: Nuestros pacientes DCL que presentaron niveles reducidos de la proteina AB1.4;
y elevacion del cociente P-tausgip/AB1.42 €n LCR, evolucionaron rapidamente a EA. Estos resul-
tados pueden ayudar a conseguir el objetivo de identificar de forma precoz a los pacientes DCL
con peor pronostico.
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Patients with mild cognitive impairment and a reduced CSF AB.4; protein progress
rapidly to Alzheimer’s disease

Abstract
Introduction: Some studies have shown that CSF amyloid-beta 1-42 (AB+.42), total tau (T-tau)
and tau phosphorylated at threonine 181 (P-tausgsp) proteins are useful diagnostic markers for
distinguishing between clinically stable mild cognitive impairment (MCl) patients and those who
will develop Alzheimeris disease (AD).

Our objective was to test the ability of this technique to discriminate in our cohort of MCI
patients, according to the clinical outcome, one year after the lumbar puncture.
Material and methods: A total of 36 MCI patients were included from the local hospital
memory clinic. Using INNO-BIA Alzbio-3 reagents from Innogenetics, we measured CSF AB1.42,
T-tau and P-tausgip proteins, and calculated the T-tau/ABs.4 y P-tausgip/AB1.4; ratios. This
project was approved by the local ethics committee.
Results: One year after the lumbar puncture, 14 MCl patients (38%) developed AD. These
patients had lower AB 1.4, protein levels (285.3 vs 377 ng/ml, P<.02) and higher P-tausgip/AB1.42
ratio (0,25 vs 0,16, p<.02) than the clinically stable patients.
Conclusions: Our MCI patients with lower ARy, protein levels and an increased P-tausgip
/AB+.4, ratio progressed quickly to AD. These results may help to identify those MCI patients
with a poorer prognosis.
© 2010 Sociedad Espanola de Neurologia. Published by Elsevier Espaia, S.L. All rights reserved.

Introduccion

Muchos autores consideran al deterioro cognitivo leve (DCL)
como el factor de riesgo mas importante para el desarro-
llo de la enfermedad de Alzheimer (EA)'. Asi, el 40-60% de
los pacientes con DCL desarrollan EA durante los siguientes
5 afos?, aunque otro porcentaje importante mantiene una
forma estable de deterioro cognitivo?.

Desde hace varios anos, se vienen utilizando diferentes
técnicas complementarias para intentar identificar a aque-
llos pacientes DCL que van a desarrollar una demencia, con
el fin de tratarlos de forma precoz, o al menos, intentar
retrasar y paliar los devastadores efectos de la enfermedad.
Entre las mencionadas técnicas complementarias, destaca
el analisis de las proteinas ABy.42, T-tau y P-tau en LCR, asi
como los cocientes entre la proteina ABs.4, y ambas protei-
nas tau, por reflejar la relacion entre ambas vias patogénicas
de EA. Su estudio ha dado lugar a un elevado nimero de tra-
bajos publicados*” y también a diferentes metaanalisis de
su capacidad predictiva para el diagndstico de EA®'0,

Por otra parte, publicaciones recientes utilizan estos bio-
marcadores para reconocer a aquellos pacientes DCL que van
a evolucionar rapidamente a demencia'’>'2, e incluso, para
identificar aquellos pacientes ya demenciados y que van a
evolucionar més rapidamente'3.

El objetivo del presente trabajo es comprobar si esta
técnica puede diferenciar entre nuestros pacientes DCL
estables y aquellos otros que han progresado a EA en los
meses siguientes a la puncion lumbar (PL).

Materiales y métodos
Diseno del estudio

Estudio de cohortes.

Sujetos a estudio

Se incluy6 a 36 pacientes con DCL amnésico diagnosticados
segun los criterios de Petersen 2006°, todos ellos pertene-
cientes a la consulta de deterioro cognitivo del Hospital
General Universitario de Alicante, algunos de los cuales son
seguidos desde hace varios afos. Su estudio incluye explo-
racion fisica y neurologica, estudio neuropsicologico, escala
de depresion de Yesavage (15 items), analitica sanguinea,
neuroimagen estructural cerebral y PL. Estos pacientes son
seguidos en la consulta externa con revisiones cada 6 meses,
como minimo. En éstas se valora la evolucion a EA, segun los
criterios NINCDS-ADRDA™ y la valoracidn en la escala GDS.
Segun la evolucion a los 12 meses tras la PL, diferenciamos
a los pacientes en estables (DCL-e) o evolucionados a EA
(DCL-p).

Criterios de inclusion

Pacientes con DCL amnésico mayores de 55 afos. Para la
inclusion en el estudio y realizacion de la PL firmaron con-
sentimiento informado.

Criterios de exclusién

La presencia de demencia o de cualquier otra enfermedad
neurologica, psiquiatrica o sistémica que pudiera provocar
deterioro cognitivo, el tratamiento anticoagulante y la falta
de consentimiento informado. Valoracion en la escala de
depresion de Yesavage superior a 5 puntos.

Procedimientos

El neurdlogo responsable emitia un diagnostico de DCL
amnésico puro o amnésico multidominio, de acuerdo con los
criterios de Petersen?. Posteriormente, se realizo el estudio
neuropsicologico que incluia la evaluacion de la memoria,
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lenguaje, funciones ejecutivas, atencion y capacidades
visuo-constructivas, mediante los test Mini Mental State
Examination (MMSE), test auditivo-verbal de Rey, test del
trazo (TMT) y test del informador (TIN). La alteracion de una
funcion se definié como un resultado Z de —1,5 o menor, lo
cual es al menos 1,5 desviaciones estandar por debajo de la
media de los sujetos control, en al menos uno de los test usa-
dos para estudiar esa funcion. Los criterios para considerar
el paso de DCL-e a DCL-p fueron un descenso en MMSE mayor
de 2 puntos y/o un aumento en TIN superior a 7 puntos.

Se realiz6 neuroimagen en todos los pacientes con DCL
(RM cerebral en la mayoria de los casos o, Unicamente,
tomografia computarizada cerebral, en 5 de ellos), para
descartar otras lesiones cerebrales responsables del cuadro
clinico.

Obtencidn y analisis del liquido cefalorraquideo
Se realizd entre febrero 2008 y febrero 2009. Las muestras
se obtuvieron entre las 10 y las 14 horas. La PL la realizd
el neurdlogo responsable, con una aguja 20 x 3%. EL LCR se
recogio en tubos estandar y fue congelado en menos de una
hora a —80°. En el caso de ser LCR sanguinolento era centri-
fugado antes de la congelacion. Previamente a la obtencion
de los tubos para congelar, se recogia un tubo para la rea-
lizacion de bioquimica y recuento celular. En ningln caso,
dicho recuento mostré mas de 100 hematies.

Tras la PL, se aconsejaba a todos los pacientes evitar
maniobras de Valsalva durante al menos 3 dias.

Cuantificacion de los niveles de proteinas del
liquido cefalorraquideo AB¢.42, T-tau y P-tauqgp

Se realiz6 usando la tecnologia XMAP Luminex con los reac-
tivos INNO-BIA AlzBio3 de Innogenetics (Gante, Bélgica). Los
detalles de esta combinacion de reactivos para inmunoen-
sayo y plataforma analitica estan publicados previamente'.

Todas las muestras fueron analizadas de forma simulta-
nea, al final del reclutamiento y de forma ciega para los
datos clinicos. Las muestras de 19 pacientes fueron analiza-
das por duplicado.

Variables del estudio

Se estudiaron los niveles de proteinas del LCR ABi.4,
T-tau, P-taugp,, asi como los cocientes T-tau/ABi.s y P-
tauigip/AB1.42. Estos Ultimos cocientes estan siendo muy
utilizados por diversos autores, ya que parecen reflejar la
relacion entre la via amiloide y la via tau de la enfermedad'®.

Analisis estadistico

La fiabilidad de la técnica ha sido calculada mediante el
coeficiente de correlacion intraclase.

Para el analisis del tipo de distribucion de cada variable
se utilizo la prueba de Kolmogorov-Smirnov.

Para la comparacién entre 2 grupos: las pruebas de la t
de Student para variables paramétricas y U- Mann Whitney
para las variables no paramétricas.

Ademas, se realizd el analisis de las curvas COR para
determinar los mejores valores de corte para la medida de

las variables. El mejor valor de corte se defini6 atendiendo
sobre todo a la mayor sensibilidad. Después se obtenia la
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP) y
negativo (VPN) para dicho punto de corte y cada variable.

En todos los contrastes de hipotesis se utilizo el nivel de
significacion estadistica de p <0,05. El analisis estadistico se
realizo con el paquete SPSS v. 10.0.

Criterios éticos

Los laboratorios farmacéuticos que han becado este pro-
yecto no han tenido ningln papel en el disefo, coleccion o
interpretacion de datos ni en la redaccion de este trabajo.
Este proyecto fue aprobado por el comité ético de inves-
tigacion clinica del Hospital General de Alicante, tras la
contratacion de un seguro de responsabilidad civil.

Resultados
Fiabilidad de la técnica

En los 19 casos analizados por duplicado el coeficiente de
correlacion intraclase es del 0,94 para la proteina ABy.4;, del
0,96 para la proteina T-tau y del 0,95 para la proteina P-tau.

Comparacion grupo DCL-e versus grupo DCL-p

Al estudiar la evolucion a demencia de nuestros pacientes
en los primeros 12 meses tras la realizacion de la PL obser-
vamos que 14 (38%) de ellos habian progresado a demencia.
Al comparar estos grupos podemos resaltar:

— Caracteristicas clinico-demograficas (tabla 1): no existen
diferencias significativas en la edad de ambos grupos ni en
la mayoria de las variables estudiadas. Sin embargo, los
pacientes DCL-e tenian un mas alto porcentaje de ante-
cedentes de depresion (46% versus 18%) y un tiempo de
evolucion mas largo, desde el comienzo de los sintomas
hasta la realizacion de la PL.

— Comparacion de los niveles de proteinas y cocientes
(tabla 2): las distinciones entre ambos grupos las reali-
zan la proteina ABy.4; (p<0,02) y el cociente P-tau/ABy .4,
(p<0,02). El resto de las variables estudiadas no alcanzan
significacion estadistica.

— En la tabla 3 aparecen los resultados de las curvas COR
para cada una de las variables estudiadas. Los valores de
sensibilidad y VPN son para los puntos de corte elegidos
son superiores al 70% en 4y 3 variables, respectivamente.

Discusion

Nuestros pacientes DCL que progresaron a EA, en el
primer ano tras la PL, presentaron un nivel prome-
dio de proteina AB;4 inferior al grupo de pacientes
que se mantenian estables clinicamente.Estos resultados
parecen utiles para identificar a los pacientes DCL con
peor prondstico y estan en la linea de algunos traba-
jos publicados recientemente'"'2. Landau et al'' describen
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Tabla 1  Caracteristicas clinicas y demograficas de los grupos DCL-e y DCL-p
Grupo DCL-e Grupo DCL-p p
Numero de casos 22 14
Sexo (M/F) 9/13 3/11
Edad (anos) 73,43 +6,63 73,86 + 6,95 NS
Media £+ DS
Antecedentes
DM 3 3
HTA 9 7
HPL 13 4
Depresion 11 3
Habitos toxicos No No
Antecedentes familiares demencia 8 2
Anos escolarizacion 4,4 5,8 NS
Inicio de los sintomas (meses), media+ DS 38,22+7,3 25,71+5,6 0,05
MMSE Folstein inicio 25 24 NS
Tipo DCL Amnésico: 6 Amnésico: 4
A/ Multido- A/ Multido-
minio: 16 minio:
10
Otras pruebas neuropsicoldgicas:
TIN 80+6 81+8 NS
TMT (s) 68 +26 70+24 NS
Test A-V de Rey 24,7+8,3 23,2+7,6 NS

DM: diabetes mellitus; HTA: hipertension arterial; HPL: hiperlipidemias; NS: no significativo; TIN: test del informador; TMT: test del trazo

o trail making test; test A-V de Rey: test auditivo verbal de Rey.

Tabla 2 Comparacion de las concentraciones de los tres biomarcadores y cocientes entre biomarcadores para los pacientes

DCL-e y los DCL-p

DCL-e (n=22)

AB1.42 (pg/ml)

Media 4= DS 377,73 + 130,77
T-tau (pg/ml)

Media £ DS 75,13 £ 34,85
P-tausgip (pg/ml)

Media + DS 52,57 + 24,95
T-tau/ AB1.42

Media 4 DS 0,23 + 0,15
P'taU131p/A51.42

Media + DS 0,16 + 0,11

DCL-p (n=14) Nivel de significacion(p < 0,05)
285.37 £ 73.36 0,02
88,30 + 40,82 0,3
66,44 + 23,87 0,1
0,34 + 0,19 0,07
0,25 £+ 0,12 0,02

al aumento del cociente P-tauqgip/ABs.4, como predic-
tor de rapido empeoramiento cognitivo, y en nuestra
experiencia vemos esta circunstancia en los pacientes
DCL con peor pronostico. Este cociente es utilizado
por diferentes autores como un reflejo de la relacion

entre las vias amiloide y tau'"'®, ambas alteradas en la
EA.

Ademas, encontramos un descenso en la proteina ABq.4,
en este mismo grupo de pacientes, hallazgo que se considera
actualmente como el primero en aparecer en los pacientes

Tabla 3 Resultados de las curvas COR para los diferentes parametros utilizados

Parametros AB1.4 T-tau P-tau T-tau/AB1-42 P-tau/ABq.4
Valor limite 320 77,5 54,5 0,18 0,17
Sensibilidad (%) 71 57 79 91 71
Especificidad 64 64 60 50 64

Valor predictivo positivo (%) 56 50 55 52 71

Valor predictivo negativo (%) 7 70 81 84 64
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EA, incluso antes de desarrollar DCL, lo que da mayor con-
sistencia a nuestros resultados, respecto a los obtenidos por
Blom et al'2. Estos autores comunican un aumento en los
niveles de T-tau y P-tau en los pacientes que van a progresar
rapidamente a EA.

En nuestra experiencia, aunque no existen diferencias
estadisticamente significativas en los niveles de proteina p-
tausgip entre ambos grupos, observamos que son mayores en
el grupo DCL-p. La elevaciéon de este biomarcador en LCR
es considerada actualmente como el hallazgo mas especi-
fico de EA, tanto en estudios clinicos”-® como aquellos otros
confirmados por autopsia'’.

Al analizar los resultados de las curvas COR, encontramos
alta sensibilidad y VPN para P-tau y el cociente T-tau/ARB;.4;.
El resto de resultados es mas discreto, pero no podemos
olvidar que estamos analizando pacientes que pueden tener
como Unica diferencia su ritmo de progresion hacia EA. En
cualquier caso, estos resultados acentiian la importancia de
realizar la cuantificacion de los tres biomarcadores, asi como
de los cocientes utilizados.

Los nuevos criterios para la investigacion en EA, pro-
ponen que tanto RM, PET como los biomarcadores en LCR
pueden sostener el diagndstico de EA en pacientes con
DCL amnésico'®. Sin embargo, el analisis del LCR presenta
ventajas con respecto a las otras dos técnicas. Por una
parte, es mas barato y mas facil de obtener que el PET,
ademas de que esta técnica estudia actualmente solo la
via amiloide, y su uso sigue estando muy restringido. Por
otra parte, los cambios en LCR reflejan la patologia de
EA antes que la volumetria'. Por tanto, parece particu-
larmente preferible para el diagndstico muy precoz de
EA', aunque se trata de técnicas complementarias, y la
mayoria de trabajos que combinan la capacidad predic-
tiva del analisis del LCR con otras técnicas como la RM asi
concluyen?.

Desde un punto de vista metodoldgico, la utilizacién de
la técnica xMAP Luminex parece presentar algunas venta-
jas con respecto al analisis del LCR mediante ELISA. La
cuantificacion simultanea de los tres biomarcadores, mejora
el manejo técnico y el control de calidad de los ensayos,
segln algunos autores?'. En nuestro caso, la realizacion de
todas las cuantificaciones de forma simultanea, la obten-
cion del LCR en una franja horaria reducida, asi como la
practica identidad de la edad entre los grupos comparados
disminuyen considerablemente los factores de confusion.
Los resultados obtenidos en los coeficientes de correlacion
intraclase para los tres biomarcadores dan cuenta de la alta
fiabilidad de la técnica utilizada.

Entre las limitaciones del estudio anotamos:

— Tiempo corto de seguimiento. Sin embargo, las diferen-
cias obtenidas entre los pacientes que se convierten en
los primeros 12 meses tras la PL nos habla de un probable
patron de rapida evolucion hacia EA, como viene des-
cribiéndose en la literatura reciente'"'?, lo que podria
aconsejar la realizacion de esta prueba complementaria
no solo para diagnostico sino también con fines prondsti-
Cos.

— No todos los pacientes incluidos son de reciente
diagnostico. Sin embargo, sabemos que estos biomarca-
dores, esencialmente la proteina AB;.4, se alteran muy
pronto en la evolucion de EA y no presentan cambios

significativos cuando se hace un control pasados unos
afos?.

— Se trata de una prueba invasiva. A pesar de ello, no se ha
registrado ningln efecto adverso en la poblacion estu-
diada, lo que concuerda con los datos publicados por
otros autores?’, cuando dicha prueba se realiza a estos
pacientes en buenas condiciones y, posteriormente, se
evitan determinados esfuerzos durante un tiempo limi-
tado.

En resumen, los pacientes DCL que tienen una reduccion
de los niveles de proteina ABi.4; evolucionan rapidamente
a demencia, mientras que los que tienen niveles mas altos
permanecen estables mas tiempo.
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