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DESCRIPCION
Un método para detectar riesgo de enfermedad de Alzheimer
Referencias cruzadas a solicitudes relacionadas
La presente solicitud reivindica prioridad respecto a TW 102211361, presentada el 18 de junio de 2013.
Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un método para detectar riesgo de enfermedad de Alzheimer usando ensayos de
reduccion inmunomagnética (RIM) del producto de las concentraciones de proteina tau y proteina AB-42, dos
biomarcadores para la enfermedad de Alzheimer.

Descripcion del estado de la técnica

Debido al rapido envejecimiento de la poblaciéon global, las enfermedades neurodegenerativas se han vuelto
problemas serios actualmente. La demencia es la enfermedad neurodegenerativa mas prevalente entre todas ellas.
En la mayoria de las regiones del mundo el indice de prevalencia de demencia entre los ancianos por encima de una
edad de 60 es del 5-7%. Se proyectd que cerca de 35,6 millones de personas en el mundo padecerian demencia en
2010. La Organizacién Mundial de la Salud ha instado que todos los gobiernos, responsables politicos y otros
participes deben ver el impacto de la demencia como una amenaza creciente y deben asignar todos los recursos
necesarios para tener los sistemas médicos y de asistencia social listos para la amenaza inminente de la demencia.

Los pacientes con enfermedad de Alzheimer (EA) comprenden el 50%-70% de la poblacién anciana que padece
demencia. La neuroimagenologia y pruebas neurocognitivas son dos piedras angulares de la practica médica actual
usadas para diagnosticar la enfermedad de Alzheimer. Aunque las pruebas neurocognitivas son mas faciles de
implementar comparadas con la neuroimagenologia, los resultados dependen no solo del grado de
neurodegeneracion sino también de otros factores tal como educaciéon, antecedentes culturales, estado
socioecondémico, etc. Por tanto, se debe tener cuidado cuando se evallan pacientes mediante pruebas
neurocognitivas y los resultados de las pruebas no deben ser la Unica informacion para alcanzar un diagndéstico final
de enfermedad de Alzheimer. Respecto a la neuroimagenologia, se pueden obtener datos estructurales o
funcionales para diagnosticar enfermedad de Alzheimer en un motivo objetivo. Por ejemplo, se puede identificar
atrofia del hipocampo cualitativa (evaluacion visual) o cuantitativamente (volumetria) usando imagenologia de
resonancia magnética; y la tomografia de emision de positrones (TEP) de amiloide o tau puede mostrar placas
amiloides y ovillos neurofibrilares tipicamente encontrados en los cerebros de pacientes de enfermedad de
Alzheimer. Sin embargo, la neuroimagenologia es cara y generalmente no accesible, especialmente en clinicas
privadas u hospitales pequefios. Por tanto, se motiva a la gente a desarrollar otras tecnologias para diagnosticar la
enfermedad de Alzheimer.

El diagnostico molecular es la nueva tendencia del diagnéstico in vitro de la enfermedad de Alzheimer. Los
potenciales biomarcadores incluyen amiloides, proteina tau, y sus derivados. La mayoria de estos biomarcadores se
encuentran en el liquido cefalorraquideo (LCR). La puncion lumbar es necesaria para recoger muestras de LCR.
Puesto que el proceso de muestreo de LCR es relativamente peligroso y molesto, las muestras de LCR no son
adecuadas para cribar la enfermedad de Alzheimer a gran escala, ni son adecuadas para seguir el prondstico de la
enfermedad o efecto terapéutico a largo plazo que requiere muestreos repetitivos. Por tanto, se han buscado
biomarcadores en liquidos corporales diferentes del LCR. Uno de los liquidos corporales mas prometedores es la
sangre que es la muestra clinica mas fiable, conveniente y familiar. Sin embargo, las concentraciones de
biomarcadores en sangre son muy bajas, tan bajas que se pueden expresar a nivel de pg/ml. Se necesitan
tecnologias de ensayo de sensibilidad ultra alta para la deteccion de estos biomarcadores de concentracion ultra
baja.

Se ha desarrollado una tecnologia de sensibilidad ultra alta para inmunoensayo en 2008. Esta tecnologia se
denomina ahora ensayos de reduccidon inmunomagnética (RIM) con dispositivo superconductor de interferencia
cuantica (SQUID). Se encontré que los limites de deteccion baja de la RIM basada en SQUID para amiloides y
proteina tau eran 1-10 pg/ml, lo que hace posible la medida de biomarcadores en plasma para diagnosticar
enfermedad de Alzheimer. Por tanto, la presente invencion divulga las caracterizaciones de RIM con SQUID para
ensayar biomarcadores en plasma humano.

Compendio de la invencion
La presente invencion proporciona un método para detectar riesgo de enfermedad de Alzheimer, que comprende: (a)

detectar sefiales de reduccion inmunomagnética (RIM) in vitro de dos biomarcadores de enfermedad de Alzheimer
en una muestra bioldégica de un sujeto, en donde las sefiales de RIM se producen por la unién de los dos
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biomarcadores de la enfermedad de Alzheimer con nanoparticulas magnéticas que contienen un anticuerpo anti-
biomarcador de la enfermedad de Alzheimer, en donde los dos biomarcadores de la enfermedad de Alzheimer son
proteina tau y proteina AB-42, respectivamente; (b) las sefiales de RIM de los dos biomarcadores de la enfermedad
de Alzheimer detectados en el paso (a) se ajustan a una funcion logistica (I) para calcular la concentracion de cada
biomarcador de la enfermedad de Alzheimer en la muestra bioldgica:

-B

4B
P
1+ (@)”

RIM (%) =

V)

en donde RIM (%) es las sefiales de RIM de un biomarcador, @ es la concentracién del biomarcador de la
enfermedad de Alzheimer, el parametro de ajuste A es un valor de fondo, B es un valor maximo, @, es la
concentracion del biomarcador cuando la sefial de RIM equivale a ((A+B)/2), y es una pendiente en el punto de los
datos @, de una curva donde @ es el eje x y RIM (%) es el eje y; y (c) comparar un producto de la concentracion de
los dos biomarcadores de la enfermedad de Alzheimer obtenidos en el paso (b) con un valor estandar calculado
multiplicando las concentraciones de los dos biomarcadores de la enfermedad de Alzheimer, cuando el producto de
la concentracion de los dos biomarcadores de la enfermedad de Alzheimer es mayor que el valor estandar eso es
indicativo de riesgo creciente de enfermedad de Alzheimer del sujeto.

Breve descripcion de las figuras
La figura 1 ilustra el sistema de deteccion de la presente invencion.

La figura 2 (a) ilustra el reactivo de deteccion de la presente invencion. (b) muestra el reactivo de deteccion unido al
biomarcador.

La figura 3 muestra la curva de sefial de RIM dependiente de la concentracion con barras de error. (e) indica AB-40,
(X) indica AB-42 y (m) indica proteina tau.

La figura 4 muestra las concentraciones de proteina AB-40 en plasma detectadas por ensayos de RIM ayudados por
reactivo de AB-40 en varios grupos clinicos.

La figura 5 (a) muestra las concentraciones de proteina AB-42 en plasma detectadas por ensayos de RIM ayudados
por reactivo de AB-42 en varios grupos clinicos. (b) muestra una curva ROC que es capaz de diferenciar un grupo de
sujetos sanos de un grupo de pacientes (incluyendo deterioro cognitivo leve debido a enfermedad de Alzheimer
(DCL debido a EA), enfermedad de Alzheimer leve (EA) y demencia por enfermedad de Alzheimer de moderada a
grave (DEA). (c) muestra una curva ROC que es capaz de diferenciar un grupo de pacientes que padecen DCL
debido a EA de un grupo de pacientes que padece DEA.

La figura 6 (a) muestra la concentraciéon de proteina tau en plasma detectada usando ensayos de RIM en varios
grupos clinicos. (b) muestra una curva ROC que es capaz de diferenciar un grupo de sujetos sanos de un grupo de
pacientes (incluyendo DCL debido a EA, EA leve y DEA de moderada a grave. (c) muestra una curva ROC que es
capaz de diferenciar un grupo de pacientes que padecen DCL debido a EA de un grupo de pacientes que padece
DEA.

La figura 7 (a) muestra el producto de la concentracion de proteina AB-42 en plasma y la concentracion de proteina
tau en plasma detectadas en varios grupos clinicos usando ensayos de RIM. (b) muestra una curva ROC que es
capaz de diferenciar un grupo de sujetos sanos de un grupo de pacientes (incluyendo DCL debido a EA, EA leve y
DEA de moderada a grave. (c) muestra una curva ROC que es capaz de diferenciar un grupo de pacientes que
padecen DCL debido a EA de un grupo de pacientes que padece DEA.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion proporciona un sistema para detectar riesgo de enfermedad de Alzheimer (EA), que
comprende:

un dispositivo detector 11, que se usa para detectar sefales de reducciéon inmunomagnética (RIM) que se producen
cuando dos biomarcadores en una muestra bioldégica de un sujeto se unen a nanoparticulas magnéticas que
contienen un anticuerpo anti-biomarcador de la enfermedad de Alzheimer, en donde los dos biomarcadores son
proteina tau y proteina AB-42, respectivamente;

un dispositivo informatico 12, que esta conectado al dispositivo 11 para recibir las sefiales de RIM de los dos
biomarcadores de la enfermedad de Alzheimer y para calcular la concentracion de cada uno de los dos
biomarcadores en la muestra bioldgica ajustando a la funcion logistica (1)
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en donde, RIM (reduccién inmunomagnética) es la sefial de RIM de un biomarcador, ® es la concentracién individual
del biomarcador de la enfermedad de Alzheimer, el parametro de ajuste A es un valor de fondo, B es un valor
maximo, ®p es la concentracion del biomarcador cuando la sefial de RIM equivale a ((A+B)/2), y y es la pendiente de
una curva en el punto de datos ®o donde ® es el eje xy RIM (%) es el eje y; y

un dispositivo de identificacion 13, que esta conectado con el dispositivo informatico 12 para calcular un producto de
las concentraciones de dos biomarcadores de la enfermedad de Alzheimer calculadas por el dispositivo informatico
12 y para determinar el riesgo de enfermedad de Alzheimer basado en el producto de las concentraciones de los dos
biomarcadores de la enfermedad de Alzheimer.

En una forma de realizacion, la enfermedad de Alzheimer es demencia por enfermedad de Alzheimer (DEA). En una
forma de realizacion preferida, la demencia por enfermedad de Alzheimer incluye deterioros cognitivos debido a la
enfermedad de Alzheimer. En otra forma de realizacion preferida, el deterioro cognitivo debido a la enfermedad de
Alzheimer es deterioro cognitivo leve (DCL) debido a la enfermedad de Alzheimer.

En una forma de realizacion, el dispositivo de identificacion 13 determina el riesgo de enfermedad de Alzheimer
comparando el producto de las concentraciones de dos biomarcadores de la enfermedad de Alzheimer en una
muestra biolégica de un sujeto con un umbral predeterminado (o valor de corte) que es un producto de las
concentraciones de dos biomarcadores de la enfermedad de Alzheimer calculado usando una curva caracteristica
operativa del receptor (ROC, del inglés “receiver operating characteristic’); el riesgo de que el sujeto padezca
enfermedad de Alzheimer aumenta cuando el producto es mayor que el umbral predeterminado. En una forma de
realizacion preferida, el umbral predeterminado de las concentraciones de dos biomarcadores de la enfermedad de
Alzheimer se determina por un punto de datos de la mayor especificidad a la mayor sensibilidad en la curva ROC, en
donde la curva ROC se traza segun los productos calculados multiplicando las concentraciones de dos
biomarcadores de la enfermedad de Alzheimer de sujetos tanto del grupo control sano como del grupo de pacientes
de la enfermedad de Alzheimer.

En una forma de realizacion, la mayor sensibilidad varia de 0,7 a 1. En otra forma de realizacion, la mayor
especificidad varia de 0,7 a 1.

En una forma de realizacion, el dispositivo informatico y el dispositivo de identificacién estan integrados en un
circuito integrado.

En otra forma de realizacion, la muestra bioldgica es una muestra de sangre. En una forma de realizacion preferida,
la muestra de sangre es plasma.

La presente invencion proporciona ademas un reactivo para detectar enfermedad de Alzheimer, que comprende una
pluralidad de nanoparticulas magnéticas dispersadas en solucién, en donde la estructura de una nanoparticula
magnética comprende (Fig. 2 (a)):

un nucleo magnético; y

un material soluble en agua que recubre el ndcleo magnético; y

un anticuerpo, que se une al material soluble en agua fuera del nucleo magnético, que se usa para identificar
biomarcadores en una muestra biolégica.

En una forma de realizacién, el anticuerpo es un anticuerpo de un anti-biomarcador de enfermedad de Alzheimer. En
una forma de realizacion preferida, el anticuerpo del anti-biomarcador de la enfermedad de Alzheimer es un
anticuerpo de anti-proteina tau o un anticuerpo de anti-proteina Ap-42.

En una forma de realizacion, el material del nicleo magnético se selecciona del grupo que consiste en Fe3O4, Fe20s3,
MnFe,04, CoFe;04, NiFe2O4. En una forma de realizacion preferida, el material del nicleo magnético es FesOa.

En otra forma de realizacion, el biomarcador en la muestra biolégica es proteina tau o proteina AB-42 que es capaz
de unirse con el anticuerpo conjugado con las nanoparticulas magnéticas (Fig. 2 (b)).

La presente invencién proporciona ademas un método para diagnosticar enfermedad de Alzheimer, que comprende:

proporcionar el reactivo anterior para detectar la enfermedad de Alzheimer;
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proporcionar una muestra bioldgica;
detectar sefal de RIM de un biomarcador después de mezclar la muestra biolégica con el reactivo; y

comparar la sefial de RIM detectada en la muestra biolégica con una curva estandar se sefial de RIM del
biomarcador.

En una forma de realizacion, la curva estandar de seial de RIM del biomarcador es una curva dependiente de la
concentracion de la proteina AB-42 o proteina tau, incluyendo un punto de datos de la sefial de RIM pico. En una
forma de realizacion preferida, la curva estandar de sefial de RIM del biomarcador es una curva RIM (%) — ® o una
curva caracteristica.

En otra forma de realizacion, los puntos de datos de las sefiales de RIM del biomarcador se ajustan usando una
funcioén logistica (1):

-B

RIM (%) = 7@
1+ (@)”

+B

V)

en donde, A, B, @y y y son parametros de ajuste, A es un valor de fondo, B es un valor maximo, @, es la
concentracion del biomarcador cuando la sefial de RIM equivale a ((A+B)/2), y y es una pendiente de una curva
donde @ es el eje xy RIM (%) es el eje y, la curva de ajuste del biomarcador se traza segun la funcion logistica, y
los datos se pueden analizar adicionalmente por la curva ROC.

La presente invencion proporciona ademas un método para detectar el riesgo de enfermedad de Alzheimer, que
comprende: (a) detectar sefiales de reducciéon inmunomagnética (RIM) in vitro de dos biomarcadores de enfermedad
de Alzheimer en una muestra bioldgica de un sujeto, en donde las sefiales de RIM se producen por la unién de los
dos biomarcadores de la enfermedad de Alzheimer con nanoparticulas magnéticas que contienen un anticuerpo anti-
biomarcador de la enfermedad de Alzheimer, en donde los dos biomarcadores de la enfermedad de Alzheimer son
proteina tau y proteina AB-42, respectivamente; (b) las sefiales de RIM de los dos biomarcadores de la enfermedad
de Alzheimer detectados en el paso (a) se ajustan a una funcion logistica () para calcular la concentracion de cada
biomarcador de la enfermedad de Alzheimer en la muestra bioldgica:

-B

RIM (%) = 7@
1+ ((pﬁo)y

+B

V)

en donde RIM (%) es las sefiales de RIM de un biomarcador, @ es la concentracién del biomarcador de la
enfermedad de Alzheimer, el parametro de ajuste A es un valor de fondo, B es un valor maximo, @, es la
concentracion del biomarcador cuando la sefial de RIM equivale a ((A+B)/2), y es una pendiente en el punto de
datos @, de una curva donde @ es el eje x y RIM (%) es el eje y; y (c) comparar un producto de la concentracion de
los dos biomarcadores de la enfermedad de Alzheimer obtenidos en el paso (b) con un valor estandar calculado
multiplicando las concentraciones de los dos biomarcadores de la enfermedad de Alzheimer, cuando el producto de
la concentracion de los dos biomarcadores de la enfermedad de Alzheimer es mayor que el valor estandar eso es
indicativo de riesgo creciente de enfermedad de Alzheimer del sujeto.

Como se usa en el presente documento, la funcidn logistica (I) mencionada en la presente invencion se refiere a la
férmula usada para convertir sefiales de RIM a concentraciones y divulgada en el estado de la técnica (C. C. Yang et
al., Effect of molecule-particle binding on the reduction in the mixed-frequency alternating current magnetic
susceptibility of magnetic bio-reagents, Journal of Applied Physics, Volumen 112, Numero 2, 2012). Cuando se usa
la funcién logistica (I), se traza un grafico donde la concentracion del biomarcador estandar es el eje x y la
correspondiente sefal de RIM es el gje y; el valor de fondo (A) se determina después detectando la sefal de RIM de
un reactivo libre de dicho biomarcador; el valor maximo (B) se determina detectando la sefal de RIM del reactivo
que esta saturado con el dicho biomarcador; se dibuja una curva entre los puntos A y B en los graficos, la
concentracion del biomarcador (®o) es un punto en la curva donde la sefial de RIM equivale a ((A+B)/2); calcular la
pendiente y a @y; y la concentracion del biomarcador que se va a detectar (®) se puede calcular.

Como se usa en el presente documento, el término “ROC” significa “caracteristicas operativas del receptor” y se
refiere a un método de analisis de la concentracion. Un analisis ROC se usa para evaluar la eficacia diagnostica de
una prueba. Un grafico ROC es un grafico de sensibilidad (%) y especificidad (%) de una prueba a varios umbrales o
valores de corte. Una curva ROC se puede usar para diferenciar entre dos grupos de muestras, tal como una
muestra control o normal que tiene caracteristicas especificadas, y una muestra de prueba o experimental.
Habitualmente las distribuciones vistas en las dos muestras solaparan, haciendo un ejercicio no trivial determinar si
hay una diferencia real entre ellas. Si el umbral de discriminacion o especificidad de un analisis ROC se ajusta alto,

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2564480 T3

entonces es menos probable que la prueba genere falsos positivos, es decir, menos probable identificar
incorrectamente una diferencia entre dos muestras. Sin embargo, en estas circunstancias sera mas probable que la
prueba falle casos donde hay una diferencia real entre las muestras y consecuentemente es mas probable que
algunos casos de enfermedad no se identifiquen. Si la sensibilidad de la prueba se aumenta, hay una caida
correspondiente en la especificidad. Por tanto, si la prueba se hace mas sensible entonces es mas probable que la
prueba identifique la mayoria o todos los sujetos con la enfermedad, pero también diagnosticara la enfermedad en
mas sujetos que no tienen la enfermedad.

Cada punto en una curva ROC representa la sensibilidad y su respectiva especificidad. Se puede seleccionar una
concentracion umbral basada en una curva ROC para identificar un punto donde tanto sensibilidad como
especificidad tienen valores aceptables, y este punto se puede usar al aplicar la prueba para fines diagnosticos.
Mientras que un usuario es capaz de modificar los parametros en modos que entenderan facilmente los expertos en
la materia, para los ejemplos descritos en esta divulgacion cada concentracion umbral o de corte se elige para
obtener tanto sensibilidad como especificidad razonables. En casos particulares, ambas se mantuvieron a
aproximadamente del 60% al 95%, aunque son posibles valores menores y mayores.

Otra caracteristica util de la curva ROC es un valor de area bajo la curva (AUC), que cuantifica la capacidad global
de la prueba para distinguir entre propiedades de diferentes muestras, en este caso para distinguir entre esos
sujetos con enfermedad de Alzheimer y esos sin enfermedad de Alzheimer. Una prueba que no es mejor en
identificar verdaderos positivos que la probabilidad aleatoria generara una curva ROC con un area de 0,5. Una
prueba que tiene especificidad y sensibilidad perfectas, que no genera falsos positivos ni falsos negativos, tendra un
area de 1,00. En realidad, cualquier prueba tendra un area en algun lugar entre estos dos valores.

En una forma de realizaciéon de la presente invencioén, se representa una curva ROC segun los productos de las
concentraciones de dos biomarcadores de la enfermedad de Alzheimer (proteina tau y proteina AB-42) detectados
en muestras de sangre de pacientes con enfermedad de Alzheimer e individuos sanos. Por tanto, se genera un
grafico, que se puede usar para determinar la sensibilidad (%) y especificidad (%) de los productos correspondientes
de las concentraciones de dos biomarcadores de la enfermedad de Alzheimer a varias concentraciones umbral o de
corte. El uso de analisis ROC lo entienden facilmente y lo pueden implementar facilmente los expertos en la materia.

En otra forma de realizacion, la curva ROC se dibuja usando 1 — especificidad como el eje x y sensibilidad como el
ejey.

Como se usa en el presente documento, el término “sensibilidad” se refiere al porcentaje de identificacion correcta
como sujetos que padecen enfermedad de Alzheimer usando los productos de concentracion de dos biomarcadores
de la enfermedad de Alzheimer (proteina tau y proteina AB-42). En otras palabras, la sensibilidad es igual a
(resultado de verdaderos positivos) /[(resultado de verdaderos positivos) + (resultado de falsos negativos)].

Como se usa en el presente documento, el término “especificidad” se refiere al porcentaje de identificacion correcta
como sujetos sanos de un grupo control. En ofras palabras, la especificidad es igual a (resultado de verdaderos
negativos) / [(resultado de verdaderos negativos) + (resultado de falsos positivos)].

En una forma de realizacion, el valor estandar calculado multiplicando la concentracion de dos biomarcadores de la
enfermedad de Alzheimer es un umbral o valor de corte determinado por la curva ROC. En una forma de realizaciéon
preferida, el umbral se determina por un punto de la mayor especificidad al mayor punto de sensibilidad.

En una forma de realizacion, el intervalo de la mayor sensibilidad es desde 0,7 a 1. En otra forma de realizacion, el
intervalo de mayor especificidad es desde 0,7 a 1.

En una forma de realizacion, el umbral se determina ademas por el area maxima bajo la curva ROC (AUC). En una
forma de realizacion preferida, el area maxima varia de 0,7 a 1.

Como se usa en el presente documento, el término “sujeto” se refiere a un mamifero, preferiblemente un ser
humano. Los mamiferos incluyen, pero no estan limitados a, seres humanos, primates, ganado, roedores y
mascotas.

Como se usa en el presente documento, el término “paciente” se refiere a una persona que esta bajo o en necesidad
de cuidado o tratamiento médico. La persona puede estar esperando para el cuidado o tratamiento médico, puede
estar bajo cuidado o tratamiento médico, o puede haber recibido el cuidado o tratamiento médico.

Como se usa en el presente documento, el término “grupo control sano”, “grupo normal” o una muestra de un
individuo “sano” significa una persona que esta diagnosticada por un médico como que no padece enfermedad de
Alzheimer basado en resultados de pruebas cualitativos o cuantitativos. Un individuo “normal” habitualmente tiene
aproximadamente la misma edad que el individuo que se va a evaluar, incluyendo, pero no limitado a, individuos de
la misma edad. El error de edad esta en el intervalo de 5 a 10 afios.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2564480 T3

En una forma de realizacién, la curva ROC se representa segun los productos de las concentraciones de los dos
biomarcadores de la enfermedad de Alzheimer de sujetos tanto de un grupo de pacientes con enfermedad de
Alzheimer como un grupo control sano.

En una forma de realizacion, la enfermedad de Alzheimer es demencia por enfermedad de Alzheimer. En una forma
de realizacion preferida, la demencia por enfermedad de Alzheimer incluye deterioros cognitivos debido a la
enfermedad de Alzheimer. En otra forma de realizacion preferida, el deterioro cognitivo debido a la enfermedad de
Alzheimer es deterioro cognitivo leve debido a la enfermedad de Alzheimer.

En una forma de realizacion, el material de las nanoparticulas magnéticas se selecciona de un grupo que consiste
en Fe304, Fey03, MnFeO4, CoFeyO4, y NiFe;Os. En una forma de realizaciéon preferida, el material de las
nanoparticulas magnéticas es Fe3O,.

Como se usa en el presente documento, el término “muestra de sangre” se refiere a una muestra biolégica derivada
de sangre, preferiblemente sangre periférica (o circulante). La muestra de sangre puede ser sangre completa,
plasma o suero. En otra forma de realizacion, la muestra biolégica es una muestra de sangre. En una forma de
realizacion preferida, la muestra de sangre es plasma.

Comparada con otras técnicas, el método para determinar el riesgo de enfermedad de Alzheimer proporcionado por
la presente invencion tiene las siguientes ventajas:

(1) Los ensayos de RIM permiten al presente inventor usar una muestra de sangre como la muestra biolégica, que
es relativamente mas facil y seguro de recoger comparado con liquido cefalorraquideo. Usando ensayos de
RIM, las concentraciones de los biomarcadores de la enfermedad de Alzheimer, por ejemplo, proteina tau y
proteina AB-42, se pueden detectar sensiblemente al nivel de pg/ml, un nivel que otras tecnologias de
inmunoensayo no pueden proporcionar.

(2) La sensibilidad y especificidad de la proteina AB-42 es mala cuando se usa individualmente como un
biomarcador para identificar la enfermedad de Alzheimer. La concentracion de la proteina tau sube siempre que
hay un dafio cerebral, lo que hace la proteina tau un mal biomarcador para identificar la enfermedad de
Alzheimer debido a su baja especificidad. La presente invencion proporciona un nuevo parametro identificador
de la enfermedad de Alzheimer, el producto de las concentraciones de dos biomarcadores de la enfermedad de
Alzheimer, que es capaz de diferenciar deterioros cognitivos leves debido a la enfermedad de Alzheimer de
demencia por enfermedad de Alzheimer con alta sensibilidad y especificidad. La presente invencién puede
diagnosticar deterioro cognitivo débil en el estadio preclinico de la enfermedad de Alzheimer.

Ejemplos

La esencia de la presente invencion es detectar el riesgo de enfermedad de Alzheimer usando el producto de las
concentraciones de proteina tau y proteina AB-42, que son dos biomarcadores de la enfermedad de Alzheimer
(biomarcadores de EA). Los ejemplos posteriores son no limitantes y son solamente representativos de varios
aspectos y caracteristicas de la presente invencion.

Segun la escala de clasificacion de demencia clinica (CDR), las muestras de plasma se recogieron de 66 individuos
sanos y 61 pacientes que padecian demencia por EA de gravedad diferente, desde muy leve (CDR 0,5), leve (CDR
1) hasta grave (CDR 3), para ensayos de amiloides y proteina tau usando RIM con SQUID. Todos los pacientes que
padecian demencia cumplian las directrices diagndsticas publicadas por los grupos de trabajo del US National
Institute on Aging-Alzheimer’s Association (NIA-AA) en 2011. Los sujetos control se seleccionaron de un grupo de
voluntarios sanos en un proyecto de cohorte de DCL.

En el estadio prodrémico de la EA, los pacientes habitualmente padecen deterioro cognitivo leve (DCL). El indice de
conversion anual de DCL a EA es aproximadamente el 10% y en tres afios aproximadamente del 30 al 50% de ellos
contrae demencia. En un subgrupo de DCL positivo para amiloide cerebral, el indice de conversién acumulado de
tres afios puede subir hasta el 82%. Para implementar posible intervenciéon preventiva para demencia por
enfermedad de Alzheimer, el DCL debido a EA necesita ser diagnosticado por ensayos de biomarcadores tan pronto
como sea posible. Por tanto, se analizaron muestras de plasma de 24 pacientes con DCL debido a EA para
amiloides y proteina tau usando RMI con SQUID. El diagnéstico de DCL debido a EA también seguia las
recomendaciones de la NIA-AA sobre las directrices diagndsticas. Para diagnosticar DCL debido a EA se usa la
prueba cognitiva formal y se ajusté el umbral como el 4° percentil o por debajo (la desviacion estandar es menor de
1,5) de una puntuacién de escala derivada de sujetos de la misma edad y nivel de educacion. Los experimentos de
la presente invencion se dirigian a explorar parametros diagndsticos capaces de identificar sujetos de grupo de
individuos sanos, DCL debido a EA o demencia por EA segun los resultados de los ensayos de amiloide y proteina
tau en plasma.

Todos los participantes o sus cuidadores primarios proporcionaron consentimiento anterior a participar en esta
investigacion.
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Detalles experimentales

Se usaron tres tipos de reactivos (MF-AB0-0060, MF-AB2-0060, MF-TAU-0060, MagQu) para ensayar los
biomarcadores AB-40, AB-42, y proteina tau, respectivamente. Cada tipo de reactivo consistia en nanoparticulas
dispersadas en una solucién de tampoén fosforilo (PBS) a pH 7,2. Estos reactivos se prepararon inmovilizando
reactivos contra AB-40 (sc-53822, Santa Cruz Biotech), AB-42 (437900, Invitrogen), y proteina tau (Tau-441, Sigma)
respectivamente en nanoparticulas magnéticas. El diametro medio de las nanoparticulas funcionalizadas con
anticuerpo era 50-60 nm. La concentracion magnética de cada tipo de reactivo era 12 mg de Fe/ml.

Los volumenes de reactivos y muestras que se van a detectar usados para las medidas de sefiales de RIM se
resumen en la tabla I. Cada mezcla se puso en un magnetosusceptdmetro de corriente alterna (ca) basado en
SQUID (XacPro-S, MagQu) para detectar la susceptibilidad magnética de ca dependiente del tiempo. Después de
que las nanoparticulas magnéticas funcionalizadas con anticuerpo se hubieran asociado con los biomarcadores
diana, la susceptibilidad magnética de ca de la mezcla se redujo. La reduccion en la susceptibilidad magnética se
denomind la sefial de RIM.

Tabla |. Volimenes de reactivos y plasma usados para las detecciones de sefiales de RIM

Biomarcador Volumen de reactivo Volumen de plasma
AB-40 80 ml 40 ml
AB-42 60 ml 60 ml
Proteina tau 80 ml 40 ml

En este experimento se prepararon varias soluciones con varias concentraciones de A[B-40/AB-42/proteina tau.
Estas soluciones se usaron como muestras que se van a detectar para establecer las relaciones entre la sefal de
RIM y AB-40/AB-42/proteina tau. Estas relaciones se denominaron curvas caracteristicas. A continuacion, se
detectaron las sefiales de RIM de plasma humano para AB-40, AB-42, y proteina tau y se convirtieron a las
concentraciones de AB-40, AB-42, y proteina tau mediante las curvas caracteristicas. Las caracteristicas
demograficas de los 66 individuos sanos (controles sanos), 24 pacientes con DCL debido a EA (deterioro cognitivo
leve debido a enfermedad de Alzheimer, DCL), y 31 pacientes con demencia de EA muy leve y 30 pacientes con
demencia por EA de leve a moderada (DEA) se enumeran en la tabla Il.

Tabla Il. Caracteristicas demograficas de los sujetos.

Grupo CS DCL DEA
Numeros 66 24 61

Mujer/hombre 32/34 12/12 28/33
Edad (afos) 23-81 55-95 53-89

CS: controles sanos; DCL: deterioro cognitivo leve debido a la enfermedad de Alzheimer; DEA: demencia por
enfermedad de Alzheimer incluyendo esos con demencia muy leve hasta grave (CDR = 0,5 a 3).

Resultados y discusion

Las sefiales de RIM dependientes de la concentracion, es decir las curvas RMI (%)-® o curvas caracteristicas, para
AB-40, AB-42, y proteina tau afadidas en PBS se muestran con puntos de datos en la figura 3. Para un biomarcador
determinado, los puntos de los datos se ajustaron bien con la funcién logistica (1):

-B

RIM (%) = 7@
1+ (@)”

+B

V)

en donde, A, B, @y y y son parametros de ajuste, el parametro de ajuste A era el valor de fondo, B era el valor
maximo, @y era la concentracion del biomarcador cuando la sefial de RIM equivale a ((A+B)/2), y y era la pendiente
en el punto de datos @, de una curva donde @ era el eje x y RIM (%) era el eje y de la curva. Los parametros
correspondientes para AB-40, AB-42, y proteina tau, enumerados en la tabla lll, se calcularon ajustando los puntos
de los datos a la funcion logistica (1). Las curvas de ajuste en la figura 3 se representaron con lineas continuas. Los
limites de deteccion inferiores para los ensayos de AB-40, AB-42, y proteina tau se bajaron a un nivel de pg/ml.

Tabla lll. Parametros de ajuste en la funcion logistica (1) para AB-40, AB-42, y proteina

Parametros de ajuste

Biomarcador

A B Do Y
AB-40 1,89 7,39 567,3 0,65
AB-42 1,91 8,09 14157,7 0,49
Proteina tau 2,28 7,34 39,03 0,33
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Se midieron las concentraciones de AB-40 ®ag4o de plasma humano usando RIM con SQUID. Los resultados se
muestran en la figura 4. Se encontré que no habia diferencia significativa en ®ag.40 entre los grupos de controles
sanos, DCL debido a EA, demencia por EA muy leve y demencia por EA de leve a grave. Este resultado implicaba
que AB-40 en plasma no era un biomarcador util para diagnosticar DCL o EA. Esto también era cierto para las
concentraciones de AB-40 en las muestras de LCR de pacientes con demencia por EA.

Respecto a AB-42, las concentraciones detectadas ®ag42 en plasma se mostraron en la figura 5 (a). Las
concentraciones de AB-42 para los controles sanos eran relativamente bajas comparadas con las de pacientes con
DCL debido a EA y grupos de demencia por EA. Esta observacion era contraria a los resultados para la reduccion en
la concentracién de AB-42 descrita en muestras de LCR habitualmente medida usando enzimoinmunoanalisis de
adsorcion (ELISA). Las razones para el contraste podrian ser varias veces tal como cambios en la permeabilidad de
barrera hematoencefalica a amiloides en pacientes con enfermedad de Alzheimer y fuentes extracerebrales de
amiloides en plasma. Respecto a los diferentes resultados, las concentraciones de AB-42 en plasma disminuidas o
sin cambios, descritas en algunos de los estudios previos, estaba causada probablemente por el efecto quelante del
hierro de las nanoparticulas de Fe3O4 magnéticas en el reactivo, que prevenia la oligomerizacion del péptido AB-42
en plasma. Comparadas con ofros estudios, las concentraciones de AB-42 detectadas usando RIM en este
experimento eran relativamente mayores en los grupos de DCL y EA.

Para caracterizar adicionalmente las propiedades diagnosticas, los grupos de DCL debido a EA, EA muy leve, y EA
leve-grave se combinaron en un grupo, el grupo de pacientes. El analisis de la curva caracteristica operativa del
receptor (ROC) se mostrd en la figura 5 (b), el umbral en términos de la concentracion de AB-42 entre el grupo
control sano y el grupo de pacientes era 16,33 pg/ml, que se presento en linea discontinua en la figura 5 (a). Como
se muestra en la figura 5 (b), cuando se uso la concentracion de AB-42 en plasma para diferenciar los controles
sanos de pacientes que padecen DCL y demencia debido a la EA, la sensibilidad y especificidad eran 0,91 y 0,88,
respectivamente. La especificidad y sensibilidad para diferenciar DCL de demencia debido a EA en el grupo de
pacientes se examinaron adicionalmente. La curva ROC mostrada en la figura 5 (c) reveld que la sensibilidad y
especificidad eran 0,69 y 0,68, respectivamente, el umbral era 17,65 pg/ml, que se presentdé como una linea de
puntos en la figura 5 (a). Todos los resultados de umbral, sensibilidad y especificidad se enumeran en la tabla IV.

Tabla IV. Umbrales, sensibilidad y especificidad para diferenciar controles sanos, DCL debido a EA y demencia por
EA de varios parametros.

Parametro Grupos Umbral Sensibilidad Especificidad
o CS frente a pacientes 16,33 pg/mi 0,91 0,88
AB-42 DCL frente a DEA 17,65 pg/ml 0,69 0,68
o CS frente a pacientes 23,89 pg/ml 0,97 0,91
Tau DCL frente a DEA 37,93 pg/ml 0,74 0,79
CS frente a pacientes 455,49 (pg/ml)‘ 0,96 0,97

Pag42X Pray DCL frente a DEA 642,58 (pg/mi)’ 0,77 0,83

CS: controles sanos; DCL: deterioro cognitivo leve debido a la enfermedad de Alzheimer; DEA: demencia por
enfermedad de Alzheimer incluyendo esos con demencia muy leve hasta grave (CDR = 0,5 a 3); combinar DEA y
DCL para formar pacientes.

La figura 6 (a) muestra las concentraciones de tau ®ra, de proteina tau de plasma de diferentes grupos clinicos. Se
observé un umbral de corte claro de 23,89 pg/ml entre los controles sanos y el grupo de pacientes. La especificidad
y sensibilidad fueron 0,97 y 0,91, respectivamente como se muestra en la figura 6 (b). El umbral de 23,89 pg/ml para
la concentracion de proteina tau se mostr6 como linea discontinua en la figura 6 (a). El aumento en las
concentraciones de proteina tau en plasma de los grupos DCL y EA era consistente con el aumento en la
concentracion de proteina tau en LCR descrito en muchos de los articulos previos. En el grupo de pacientes, las
curvas ROC del grupo de DCL debido a EA y el grupo de demencia por EA se analizaron adicionalmente. La curva
ROC se mostré en la figura 6 (c), la sensibilidad era 0,74, la especificidad era 0,79 y el umbral era 37,93 pg/ml. El
umbral de 37,93 pg/ml para la concentracion de proteina tau entre el grupo de DCL y el grupo de EA se mostro
como la linea de puntos en la figura 6 (a).

Los resultados mostrados en las figuras 5 (a) y 6 (a) sugeria que AB-42 y proteina tau en plasma mostraban alta
sensibilidad y especificidad para identificar pacientes con DCL o EA. Estudios e investigaciones recientes
describieron que la proteina AB-42 era en efecto un biomarcador de la enfermedad de Alzheimer con alta
especificidad. Sin embargo, la proteina tau era un marcador con baja especificidad porque su concentracion
aumentaba siempre que habia dafo cerebral. Por tanto, la concentracion de la proteina tau no era adecuada para
determinar la gravedad de la enfermedad de Alzheimer.

Para diferenciar DCL debido a EA de demencia por EA se debe buscar un parametro mejor. Puesto que las
concentraciones tanto de AB-42 como proteina tau eran mayores en el grupo de pacientes compradas con las de los
controles sanos, era razonable proponer el producto de las concentraciones de AB-42 y proteina tau como un
potencial parametro diagndstico para diferenciar demencia por EA de DCL debido a EA. El producto de las
concentraciones de AB-42 y proteina tau para el grupo de DCL debido a EA, el grupo de demencia por EA
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(incluyendo EA muy leve y EA de leve a grave), y los controles sanos se mostraron en la figura 7 (a). El analisis
ROC identificé un umbral de 642,58 (pg/ml)2 que se podria usar para diferenciar DCL debido a EA de demencia por
EA, la sensibilidad era 0,77, la especificidad era 0,83. El producto de la concentracion de AB-42 y la concentracion
de la proteina tau se comporté mejor en diferenciar DCL debido a EA de demencia por EA que usar la concentracion
de AB-42 o la concentracion de la proteina tau solas. El producto de las concentraciones dio una precision y se
podria aplicar para mejorar el diagndstico del grupo de pacientes. Como se muestra en la figura 7 (c), basado en el
analisis de curvas ROC la sensibilidad era 0,96, la especificidad era 0,9 y el umbral era 455,49 (pg/ml)z. Los
resultados mostrados en las figuras 7 (a)-(c) revelaron que el producto de las concentraciones de AB-42 y proteina
tau en plasma era un parametro diagndstico mejor comparado con el biomarcador individual de o bien AB-42 o
proteina tau.

En lugar de biomarcadores individuales tales como AB-42 o proteina tau, el producto de las concentraciones de AB-
42 en plasma y proteina tau en plasma mejoré la sensibilidad y especificidad de diagnéstico de EA y era capaz de
diferenciar DCL debido a EA de demencia por EA con sensibilidad de 0,77 y especificidad de 0,83. Ademas de su
precision, otra ventaja del método diagndstico de la enfermedad de Alzheimer divulgado por la presente invencion
era que usaba muestras de plasma mas que muestras de LCR. La seguridad y accesibilidad del ensayo estaba
significativamente aumentada utilizando RIM por SQUID. Por tanto, el experimento demostré que el ensayo de RIM
por SQUID en biomarcadores de plasma era una ayuda diagndstica prometedora no solo para detectar demencia
por EA sino también para identificar DCL en el estadio preclinico de la EA.

10
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REIVINDICACIONES
Un método para detectar el riesgo de enfermedad de Alzheimer, que comprende:

(a) detectar sefales de reduccion inmunomagnética (RIM) in vitro de dos biomarcadores de enfermedad de
Alzheimer en una muestra biolégica de un sujeto, en donde las sefiales de RIM se producen por la union
de los dos biomarcadores de la enfermedad de Alzheimer con nanoparticulas magnéticas que contienen
un anticuerpo anti-biomarcador de la enfermedad de Alzheimer, en donde los dos biomarcadores de la
enfermedad de Alzheimer son proteina tau y proteina AB-42, respectivamente;

(b) las sefales de RIM de los dos biomarcadores de la enfermedad de Alzheimer detectados en el paso (a)
se ajustan a una funcién logistica (I) para calcular la concentracion de cada biomarcador de la
enfermedad de Alzheimer en la muestra bioldgica:

A-B

RIM (%) = 7@
1+ ((pﬁo)y

+B

V)

en donde RIM (%) es las sefiales de RIM del biomarcador de la enfermedad de Alzheimer, ® es la
concentracion del biomarcador de la enfermedad de Alzheimer, el parametro de ajuste A es un valor de
fondo, B es un valor maximo, @, es la concentracion del biomarcador cuando la sefial de RIM equivale a
((A+B)/2), y es una pendiente en el punto de datos @, de una curva donde @ es el eje x y RIM (%) es el
eeyy

(c) comparar un producto de la concentracion de los dos biomarcadores de la enfermedad de Alzheimer
obtenidos en el paso (b) con un valor estandar calculado multiplicando las concentraciones de dos
biomarcadores de la enfermedad de Alzheimer, cuando el producto de la concentracién de los dos
biomarcadores de la enfermedad de Alzheimer es mayor que el valor estandar eso es indicativo de riesgo
creciente de enfermedad de Alzheimer del sujeto.

El método de la reivindicaciéon 1, en donde el valor estandar calculado multiplicando las concentraciones de
dos biomarcadores de la enfermedad de Alzheimer es un umbral determinado por una curva caracteristica
operativa del receptor (ROC).

El método de la reivindicacion 2, en donde el umbral se determina por un punto de los datos de la mayor
especificidad a la mayor sensibilidad en la curva ROC.

El método de la reivindicacion 2, en donde el umbral se determina por el area maxima debajo de la curva
ROC.

El método de la reivindicacion 2, en donde la curva ROC se representa segun los productos de las
concentraciones de los dos biomarcadores de la enfermedad de Alzheimer de sujetos tanto de un grupo de
pacientes de enfermedad de Alzheimer como un grupo control sano.

El método de la reivindicacién 1, en donde la enfermedad de Alzheimer es demencia por enfermedad de
Alzheimer.

El método de la reivindicacién 6, en donde la demencia por enfermedad de Alzheimer incluye deterioros
cognitivos debidos a enfermedad de Alzheimer.

El método de la reivindicacion 1, en donde el material de las nanoparticulas magnéticas se selecciona de un
grupo que consiste en Fe304, Fe;03, MnFe;04, CoFex04 y NiFez04.

El método de la reivindicacién 1, en donde el material de las nanoparticulas magnéticas es Fe3Oa.
El método de la reivindicacién 1, en donde la muestra biolégica es una muestra de sangre.

El método de la reivindicacion 10, en donde la muestra de sangre es plasma.

11
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Figura 3
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Figura 6
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