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DESCRIPCION
Método de diagndstico de la enfermedad de Alzheimer

La presente invencion se refiere a métodos de diagnéstico de enfermedades neurodegenerativas, en particular, la
enfermedad de Alzheimer.

La enfermedad de Alzheimer (EA) representa la causa mas comun de demencia representando mas del 50 % de los
casos. Es una de las tres enfermedades que son mas costosas para la sociedad, junto con el cancer y las
enfermedades cardiovasculares. La enfermedad de Alzheimer afecta a 35 millones de personas en todo el mundo
(Querfurth et al. (2010) New England J. Med. 362:329-344). Su incidencia se duplica cada 5 afios después de los 65
afos. Al estar estrechamente asociada con el envejecimiento de la poblacion, la EA supone un reto importante para
los equipos de investigacion.

En la actualidad, los medicamentos disponibles pueden producir beneficios sintomaticos moderados, pero por el
momento no existe tratamiento alguno disponible que pueda curar la EA o al menos detener la progresion de la
enfermedad. Siempre que, en el futuro, productos terapéuticos innovadores con propiedades modificadoras de la
enfermedad estén disponibles, se puede esperar un mayor beneficio cuando el tratamiento se inicie tan pronto como
sea posible en el curso de la enfermedad. Obviamente, un prerrequisito esencial sera la disponibilidad de mejores
herramientas de diagndstico que permiten un diagndstico fiable y precoz opcionalmente diferencial. Parece ser que
los cambios patoldgicos en el cerebro por EA comienzan muchos afos antes de que los primeros sintomas clinicos
se hagan evidentes (véase, p. €j., Fagan et al. (2009) Ann. Neurol. 65:176-83).

Los biomarcadores de EA bien documentados en el liquido cefalorraquideo que pueden soportar el diagndstico
clinico son concentraciones aumentadas de la proteina Tau total y Tau fosforilada, asi como una disminucion
selectiva en el péptido AB1-42. Ademas, los métodos de formacion de imagenes del cerebro, tales como tomografia
de resonancia magnética (TRM), tomografia por emisién de positrones (TEP) y formacién de imagenes de amiloide
in vivo pueden proporcionar informacion adicional importante. Sin embargo, se requieren biomarcadores adicionales
o firmas de biomarcadores y métodos analiticos innovadores para mejorar el diagnéstico precoz y/o diferencial para
detectar con fiabilidad pacientes con EA en las etapas iniciales de la enfermedad o con alto riesgo.

Los ensayos de diagnodstico se definen en términos de su sensibilidad (definida por el porcentaje de pacientes que
padecen la enfermedad y ensayados como positivos, en una poblacién de pacientes identificados por padecer dicha
enfermedad mediante un ensayo de referencia) y por su especificidad (definida por el porcentaje de pacientes que
padecen la enfermedad y que se ensayaron como negativos, en una poblacién de pacientes identificados por no
padecer dicha enfermedad mediante un ensayo de referencia). Son poco comunes los ensayos de diagnostico con
una alta sensibilidad y una alta especificidad (cerca del 100 %).

Por consiguiente, aun existe la necesidad de métodos que permitan un diagnéstico especifico y sensible de la
enfermedad de Alzheimer, en particular, un diagnéstico precoz de la enfermedad, antes de la aparicion de los
sintomas clinicos.

Los presentes inventores han demostrado que tal método de diagndstico podria obtenerse por medio de la medicion
y combinacion de los niveles de al menos dos catecolaminas en una muestra obtenida a partir de un fluido bioldgico
de un sujeto a diagnosticar. Otra ventaja es, sin duda, que el presente método podria finalmente ser barato y
disponible.

Sin desear quedar ligado a teoria alguna, es ademas de la opinién de los inventores que la medicién de
catecolaminas podria incluso ser un indicador temprano de una enfermedad neurodegenerativa puesto que las
células productoras de catecolaminas (locus ceruleo) se ven posiblemente afectadas muy temprano en el proceso
de la enfermedad.

Las catecolaminas son hormonas liberadas por las glandulas suprarrenales, que forman parte del sistema nervioso
simpatico y contienen un grupo catecol o 3,4-dihidroxifenil.

Algunos estudios previos se destinaron a determinar si existia un vinculo entre las catecolaminas y la enfermedad de
Alzheimer. No obstante, hasta el momento, no se ha demostrado una clara correlacion entre estos compuestos y la
enfermedad de Alzheimer. De hecho, incluso si las técnicas de ensayo de los niveles de catecolaminas en diferentes
muestras bioldgicas ahora estan dentro del conocimiento general del experto en la técnica, se han obtenido
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numerosos resultados contradictorios. Por ejemplo, Peskind et al. (1998) Neuropsychopharmacology 19:465-471
demostraron que la concentracion de epinefrina en el liquido cefalorraquideo fue mayor en pacientes que padecen la
enfermedad de Alzheimer que en los sujetos de edad avanzada o jovenes, mientras que Adolfsson et al. (1979) Brit.
J. Psychiatry 135:216-223 demostraron que la correlaciéon media de norepinefrina fue menor en el cerebro de los
pacientes que padecen la enfermedad de Alzheimer. Por consiguiente, en vista de estos resultados, las
catecolaminas no se consideraron como marcadores potenciales de la enfermedad de Alzheimer.

Adicionalmente, para conocimiento de los inventores, ningun estudio previo ha propuesto asociar o combinar los
niveles de catecolaminas para diagnosticar la enfermedad de Alzheimer en un sujeto.

Especificamente, la presente invencion se basa en la cuantificacion de catecolaminas por un uUnico método que
implica la combinaciéon de los niveles respectivos de al menos dos catecolaminas, realizada directamente en
muestras de un fluido biolégico de un paciente.

Se ha descrito un método para determinar catecolaminas en la orina humana entre pacientes con EA y voluntarios
sanos por Liu L. et al. (J. Sep. Sci, 2011,34, 1198-1204).

La presente invencion se refiere asi pues a un método in vitro de diagnéstico de la enfermedad de Alzheimer en un
sujeto que presenta signos de demencia, que comprende las etapas de:

a1) medicién del nivel de cada dopamina, adrenalina y noradrenalina en una muestra de fluido biolégico de dicho
sujeto;

a2) determinacion de un valor virtual por medio de la combinacién de los niveles medidos en la etapa a1)
aplicando preferiblemente uno de los siguientes algoritmos:

0 i I _ ]
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B 17 7 R 7 7 A 7 7 R 73 AR (1 P4 P
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en donde V es el valor virtual a determinar e [/] es el nivel de dicha dopamina, [ii] es el nivel de dicha adrenalina e
[iii] es el nivel de dicha noradrenalina, y

b) basandose en el valor virtual determinado en la etapa a2), determinar si dicho sujeto padece una enfermedad
neurodegenerativa, preferiblemente enfermedad de Alzheimer;

Diagnéstico de una enfermedad neurodegenerativa

Como se tiene por objeto en la presente memoria, el término "diagndstico” se refiere a un método de determinacion
de la patologia que aqueja a un sujeto.

En el contexto de la presente invencion, un "sujeto" denota un mamifero humano o no humano, tal como un roedor
(rata, ratén, conejo), un primate (chimpancé), un felino (gato), un canino (perro). Preferiblemente, el sujeto es un ser
humano.

En una realizacion preferida, el sujeto presenta signos de demencia.
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Como se usa en la presente memoria, el término "demencia" se refiere a una grave pérdida de la capacidad
cognitiva global en una persona que se mantiene previamente en su sano juicio, mas alla de lo que podria esperarse
del envejecimiento normal. Preferiblemente, dicho sujeto se ha diagnosticado previamente por presentar signos de
demencia, en particular, por ensayo cognitivo.

Como conoce el experto en la técnica, la demencia no es sélo una enfermedad, sino mas bien un sindrome de
enfermedad no especifica (es decir, un conjunto de signos y sintomas) en el que las areas afectadas de la cognicién
pueden ser memoria, atencion, lenguaje y resolucion de problemas.

El método de la invencion tiene la ventaja de permitir especificamente el diagndstico de la enfermedad de Alzheimer
en un paciente que ya presenta signos de demencia, lo que permite discriminar la enfermedad de Alzheimer de otras
formas de demencia, tales como enfermedad de Parkinson, enfermedad de Parkinson con demencia, esclerosis
lateral amiotréfica, enfermedad de Creutzfeldt-Jacob, depresién mental, demencia vascular, demencia
frontotemporal, demencia semantica y demencia con cuerpos de Lewy.

Como se usa en la presente memoria, la expresién "muestra de fluido biolégico" abarca todas las muestras de
fluidos corporales que pueden obtenerse de un sujeto. La muestra de fluido biolégico puede seleccionarse en
particular entre el grupo que consiste en la muestra de liquido cefalorraquideo (LCR), muestra de sangre, muestra
de suero, plasma, orina y saliva. Preferiblemente, la muestra de fluido biolégico es una muestra de LCR.

Como se usa en la presente memoria, la expresion "enfermedad neurodegenerativa” se refiere a una enfermedad o
afeccion caracterizada por la degeneracion neuronal y clinicamente por problemas con los movimientos, que afecta
a las capacidades cognitivas tales como memoria, o se relaciona con todos los tipos de demencia. En particular, una
enfermedad neurodegenerativa puede estar asociada con el deterioro, pérdida o pérdida potencial de las
capacidades cognitivas y/o deterioro o pérdida de células cerebrales. Las enfermedades neurodegenerativas son
bien conocidas por el experto en la técnica e incluyen enfermedad de Alzheimer, demencia frontotemporal,
demencia con cuerpos de Lewy, degeneracion corticobasal, paralisis supranuclear progresiva, trastornos por priones
tales como enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, atrofia de
multiples sistemas, esclerosis lateral amiotréfica, paraparesia espastica hereditaria, atrofia espinocerebelosa, ataxia
de Friedreich, esclerosis multiple, enfermedad de Charcot Marie Tooth, ELA/PCD de Guam, sindrome de Down,
distrofia miotdnica, enfermedad de Pick, parkinsonismo postencefalitico, ataxia primaria progresiva, panencefalitis
esclerosante subaguda, FTD-17, enfermedad de granos argiréfilos, enfermedad de Niemann-Pick tipo C,
enfermedad de Hallervorden-Spatz, panencefalitis esclerosante subaguda, distrofia muscular congénita Fukuyama,
enfermedad de Kufs, sindrome de Cockayne, sindrome de Williams, depresion mental y miositis por cuerpos de
inclusion. Mas particularmente, la enfermedad neurodegenerativa segun la invencion puede seleccionarse entre el
grupo que consiste en enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Creutzfeldt-Jakob,
demencia frontotemporal, demencia con cuerpos de Lewy, esclerosis lateral amiotréfica (ELA), depresién mental,
enfermedad de Huntington y deterioro cognitivo leve (DCL).

Preferiblemente, la enfermedad neurodegenerativa se selecciona entre el grupo que consiste en enfermedad de
Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, demencia frontotemporal, demencia con
cuerpos de Lewy. Mas preferiblemente, la enfermedad neurodegenerativa es enfermedad de Alzheimer.

Como se usa en la presente memoria, la expresion "enfermedad de Alzheimer" se refiere a una enfermedad
neurodegenerativa asociada por la acumulacion de péptidos B-amiloide en el cerebro, especificamente, en la materia
gris del cerebro, formando depdsitos o placas de péptido B-amiloide y con ovillos neurofibrilares compuestos de
proteina Tau hiperfosforilada.

La enfermedad de Alzheimer (EA) puede dividirse en tres fases en cuanto a la progresién de la enfermedad de
Alzheimer con el tiempo: enfermedad de Alzheimer preclinica, deterioro cognitivo leve (DCL) o pre-demencia debida
a la enfermedad de Alzheimer y demencia debida a la enfermedad de Alzheimer (McKhann et al. (1984) Neurology,
34,939-44).

La enfermedad de Alzheimer pre-clinica, que es la primera fase de EA, se caracteriza por un estado en el que los
sintomas clinicos o dificultades cognitivas no son detectables segun los métodos usados actualmente. Esta etapa,
que puede aparecer hasta 20 o 30 afos antes de los primeros sintomas pre-clinicos ya implica trastornos
bioquimicos del metabolismo que inducen el cambio de compuestos bioldgicos en términos de su nivel respectivo o
sus estados conformacionales en diferentes fluidos bioldgicos (Jack Jr et al. (2010) Lancet. Neurol. 9:119-147).
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La pre-demencia se caracteriza por las dificultades cognitivas leves que pueden aparecer hasta ocho afios antes de
que una persona cumpla con los criterios clinicos convencionales para el diagndstico de la EA. El déficit mas notable
es la pérdida de memoria, que se muestra como dificultad para recordar hechos recientemente aprendidos y la
incapacidad para adquirir nueva informaciéon. Problemas sutiles con las funciones ejecutivas de la atencion,
planificacion, flexibilidad y pensamiento abstracto o alteraciones en la memoria semantica (memoria de significados
y relaciones entre conceptos) también pueden ser un sintoma de las primeras etapas de la EA. Esta etapa de pre-
demencia también puede denominarse deterioro cognitivo leve (DCL).

La demencia debida a la enfermedad de Alzheimer incluye las tres siguientes etapas:

- La enfermedad temprana de Alzheimer corresponde a la etapa en la que el deterioro del aprendizaje y la memoria
han aumentado lo suficiente para establecer un diagnéstico definitivo convencional. En esta etapa, el paciente suele
ser capaz de comunicar adecuadamente ideas basicas. Durante la realizacién de tareas motoras finas, como
escribir, dibujar o vestirse, ciertas dificultades de coordinacién y planificacion de movimientos pueden estar
presentes pero pasan comunmente inadvertidas.

- La enfermedad de Alzheimer moderada corresponde a la etapa en la que el deterioro progresivo hace que los
pacientes sean incapaces de realizar las actividades mas comunes de la vida cotidiana. Las dificultades en el habla
se hacen evidentes debido a una incapacidad para recordar el vocabulario, lo que conduce a frecuentes
sustituciones incorrectas de palabras. Las capacidades de lectura y escritura también se pierden progresivamente.
Las secuencias motoras complejas se vuelven menos coordinadas. Durante esta fase, los problemas de memoria
empeoran, y la persona puede dejar de reconocer a los parientes cercanos (Forstl y Kurz (1999) European Archives
of Psychiatry and Clinical Neuroscience 249:288-290). La memoria a largo plazo, que anteriormente estaba intacta,
se deteriora. Los cambios conductuales y neuropsiquiatricos son cada vez mas frecuentes. Las manifestaciones
comunes son errantes, irritabilidad y estado de animo labil, lo que lleva al llanto, arrebatos de agresiéon no
premeditada o resistencia al cuidado.

- La enfermedad avanzada de Alzheimer corresponde a la Ultima etapa de la enfermedad en la que el paciente es
completamente dependiente de los cuidadores. El lenguaje se reduce a frases simples o palabras incluso
individuales, dando lugar eventualmente a la pérdida completa del habla. Aunque la agresividad aun puede estar
presente, la apatia extrema y el agotamiento son resultados mucho mas comunes.

Ventajosamente, el método de diagndstico segun la memoria descriptiva podria permitir el establecimiento de un
diagndstico de la enfermedad de Alzheimer antes de la aparicion de los sintomas, tan pronto como durante la pre-
demencia o la enfermedad de Alzheimer precoz.

Catecolaminas

En el contexto de la invencion, el término "catecolamina" se refiere a las hormonas liberadas por las glandulas
suprarrenales, que forman parte del sistema nervioso simpatico y contienen un grupo catecol o 3,4-dihidroxifenil.
Tienen mas especificamente la estructura distinta de un anillo de benceno con dos grupos hidroxilo, una cadena
intermedia de etilo y un grupo amina terminal. Las catecolaminas incluyen, en particular, adrenalina (también
denominada epinefrina), noradrenalina (también denominada norepinefrina), y dopamina, todas las cuales se
producen a partir de fenilalanina y tirosina.

Como se usa en la presente memoria, el término "dopamina" se refiere a un neurotransmisor u hormona
catecolamina que se presenta normalmente en la siguiente formula (I):

OH
HO

NH. (.

Como se usa en la presente memoria, los términos "adrenalina" y "epinefrina" se usan indistintamente y se refieren a
una hormona y a un neurotransmisor que se sintetizan por metilacion de noradrenalina. La adrenalina se representa
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normalmente en la siguiente férmula (II):

HO
H

HO CH—CHz—N—CH,
(1)

Como se usa en la presente memoria, los términos "noradrenalina" y "norepinefrina" se usan indistintamente y se
refieren a un neurotransmisor que se sintetiza a partir de la dopamina por la dopamina B-hidroxilasa. La
noradrenalina se representa normalmente en la siguiente formula (l11):

HO
OH

HO CH—CHE—NH2

().

En el contexto de la invencion, el término "catecolamina" abarca tanto los compuestos nativos, como se define
anteriormente en la presente memoria y los compuestos derivatizados correspondientes.

Como se usa en la presente memoria, el término "derivatizado" o "derivatizacion" se refiere a la transformacién de un
compuesto quimico en un producto (el compuesto derivatizado) de estructura quimica similar pero que soporta la
desviacion en términos de estructuras y propiedades del compuesto inicial, tales como cargas globales de
moléculas, reactividad, solubilidad, propiedades 6pticas, punto de ebullicién, punto de fusién, estado de agregado o
composicion quimica. Las nuevas propiedades quimicas resultantes se pueden usar para la cuantificacion o la
separacion del producto derivatizado. Preferiblemente, las catecolaminas de la invencién se derivatizan con un
fluoréforo que permite su deteccion, tal como un fluoréforo que comprende un resto de NHS reactivo,
preferiblemente Fluoprobe®, Alexa Fluor® 488 o FAM X-SE, o un fluoréforo que comprende un resto de tipo
isotiocianato reactivo, preferiblemente FITC o 5-FITC.

En la presente invencion, el nivel de cada dopamina, adrenalina y noradrenalina se mide en la etapa a1).
Etapa de medicion del nivel de al menos dos catecolaminas

Como se usa en la presente memoria, el término "nivel" de un marcador bioguimico se refiere a la concentracion, a
la cantidad o a la actividad del marcador bioquimico. También puede referirse a la intensidad de la sefial producida
por dicho marcador bioquimico cuando se mide por un dispositivo de medicién. De hecho, como conoce el experto
en la técnica, la concentracion, la cantidad o la actividad de un marcador bioquimico dado puede obtenerse con
facilidad a partir de la intensidad de la sefal producida por dicho marcador bioquimico cuando se mide por un
dispositivo de mediciéon, por ejemplo mediante la comparacién de dicha intensidad de la sefial con una curva
estandar o con un calibrador. En particular, cuando el nivel del marcador bioquimico se mide por electroforesis
capilar, este nivel puede corresponder al area corregida medida para este marcador bioquimico, es decir, a la
relacion entre el area medida para este marcador bioquimico y el tiempo de migracién que corresponde a este
marcador bioquimico. De hecho, como es bien conocido por el experto en la técnica, la concentracion de un
compuesto puede obtenerse a partir de su absorbancia, su luminiscencia, tal como emisién de fluorescencia, sus
propiedades quimicas intrinsecas, tales como conductividad o potencialidad redox, a través de dependencias
logaritmicas o lineales entre las dos variables.

Preferiblemente, en el contexto de la invencioén, el nivel de un marcador bioquimico se refiere a la cantidad o
concentracion del marcador bioquimico, mas particularmente a la cantidad molar o de masa o a la concentracion
molar o de masa del marcador bioquimico.
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Como se usa en la presente memoria, la expresién "medir el nivel de de al menos cada dos catecolaminas" significa
que el nivel de cada marcador se mide por separado. Como conoce el experto en la técnica, puesto que las
catecolaminas representan una familia de compuestos que comparten una estructura quimica principal similar, es
posible determinar el nivel global de catecolaminas presentes en una muestra bioldgica sin diferenciar los niveles
especificos de cada catecolamina. Sin embargo, en una realizacién particular de la presente invencion, el nivel de
cada una de los al menos dos catecolaminas se determina individualmente, aunque los niveles de cada una de al
menos dos catecolaminas pueden medirse en un unico experimento usando un solo dispositivo de medicion en
condiciones de analisis simultaneos.

Como se usa en la presente memoria, la expresion "medir el nivel global de al menos dos catecolaminas" significa
que el nivel global de al menos dos catecolaminas presentes en una muestra biolégica se mide sin diferenciar los
niveles especificos de cada una catecolamina. Dicha medida global permite disminuir el tiempo de analisis de la
muestra bioldgica, en particular cuando los niveles se miden por electroforesis.

Técnicas para medir el nivel de un compuesto en una muestra bioldgica, en particular en una muestra de un fluido
biolégico, son bien conocidas por el experto en la materia. Los ejemplos de técnicas adecuadas incluyen
electroforesis, en particular electroforesis en gel o electroforesis capilar, espectrometria, tal como espectrometria de
masas o espectrofluorimetria, cromatografia, tal como cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) o
cromatografia liquida de alto rendimiento ultra (UHPLC) y sus combinaciones (LC/MS, GC/MS), técnicas de
inmunoensayo y técnicas basadas en electroquimica.

Preferiblemente, la etapa de medicion del nivel de de al menos cada dopamina, adrenalina y noradrenalina en la
etapa a1) se realiza por electroforesis capilar.

Como se usa en la presente memoria, la expresion "electroforesis capilar" se refiere a un grupo de técnicas de
separacion de alto rendimiento que emplean capilares de silice fundida de menor diametro interno (recubiertos o sin
recubrir) para la separacion de especies a través de la aplicacion de un campo eléctrico. La electroforesis capilar
incluye, en particular, electroforesis capilar de zona (ECZ), electroforesis en gel capilar (EGC), electrocromatografia
capilar (ECC), enfoque isoeléctrico capilar (EIEC), isotacoforesis capilar (CITP) y cromatografia capilar
electrocinética micelar (CCEM).

En la electroforesis capilar de zona (ECZ), tienen lugar dos procesos: (i) el mecanismo por el cual las especies estan
separadas se denomina electromigracion y depende de su carga con respecto al volumen hidrodinamico, e (ii) el
mecanismo por el cual el electrolito de fondo migra a través el capilar se denomina electro6smosis. La causa por la
que las especies se separan depende tanto de su movilidad electroforética (m/z) como del flujo electroosmotico
(FEO). Estos parametros son vectores, y los modulos pueden afiadirse o restarse dependiendo de su direccion. ECZ
clasica requiere que el analito esté cargado.

En electroforesis en gel capilar (EGC), los capilares de silice fundida neutralmente recubiertos se rellenan repetidas
veces con un sistema lineal de polimero-gel/tampon. Ademas del mecanismo de separacion por ECZ clasica, se
produce un efecto de tamizado de la matriz de gel de polimero y a veces también efectos de complejacion con
tensioactivos.

En cromatografia capilar electrocinética micelar (CCEM), las micelas se emplean en el electrolito de fondo (EF) y los
analitos se reparten por si mismos entre micelas y el electrolito en masa.

La electrocromatografia capilar (ECC) usa canales capilares llenos con una fase estacionaria (medios porosos como
materiales esféricos de embalaje o estructuras monoliticas), que combinan con mecanismos de retencién en la fase
estacionaria y la electromigracion.

En el enfoque isoeléctrico capilar (EIEC), los analitos se separan en funcién de su punto isoeléctrico en un capilar en
el que se establece un gradiente de pH.

En una realizacién preferida, la etapa de medicién del nivel de cada una de al menos dopamina, adrenalina y
noradrenalina en la etapa a1) se realiza por electroforesis capilar acoplada a deteccién por fluorescencia.

Como se usa en la presente memoria, la expresion "deteccion por fluorescencia" se refiere a las técnicas de
deteccién 6ptica en donde se detecta el compuesto a examinar a través de la fluorescencia que se emite tras la
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excitacion con una fuente de excitacion. Ejemplos de deteccién por fluorescencia son bien conocidos por el experto
en la técnica e incluyen la deteccion por fluorescencia inducida por laser, deteccion por fluorescencia basada en
lampara, deteccion por fluorescencia inducida por diodo emisor de luz.

En una realizacion preferida, la etapa de medicion del nivel de de al menos cada dopamina, adrenalina y
noradrenalina en la etapa a1) se realiza por electroforesis capilar acoplada a fluorescencia inducida por laser, mas
preferiblemente por electroforesis capilar de zona acoplada a fluorescencia inducida por laser.

Como se usa en la presente memoria, la expresion "fluorescencia inducida por laser" o FIL se refiere a un método
espectroscopico usado para el estudio de la estructura de las moléculas, deteccién de especies selectivas,
visualizacion y mediciones de flujo. Las especies a examinar se excitan con un laser. Las especies excitadas seran
después de algun tiempo, por lo general, en el orden de unos pocos nanosegundos a microsegundos, desexcitadas
y emitiran una luz a una longitud de onda mayor que la longitud de onda de excitaciéon. Se mide entonces, esta luz
fluorescente.

En una realizacion preferida, la etapa a1) de medicién del nivel de de al menos cada dos catecolaminas se
implementa al menos dos veces, mas preferiblemente al menos tres veces. Preferiblemente, la etapa a2) de
determinacién de un valor virtual se lleva entonces a cabo después de cada implementacién de la etapa a1). El valor
virtual usado en la etapa b) es entonces preferiblemente la media de los valores virtuales determinados en cada
etapa a2).

Los inventores demostraron que tal realizacion permitié reducir el coeficiente de variacién asociado a la medicion de
los niveles de catecolaminas, independientemente de la técnica de medida usada. Por lo tanto, tal disminucion
permite la obtencién de un método de diagndstico con un alto poder de diagnéstico.

Medicion de otros marcadores conocidos de enfermedad neurodegenerativa

Los inventores demostraron que la medicién del nivel de cada una de al menos dos catecolaminas o la medicion del
nivel global de al menos dos catecolaminas, ademas de los marcadores conocidos de enfermedad
neurodegenerativa, preferiblemente enfermedad de Alzheimer y/o compuestos conocidos por asociarse con la
enfermedad neurodegenerativa, preferiblemente enfermedad de Alzheimer y/o el valor de los parametros conocidos
por asociarse con la enfermedad neurodegenerativa, preferiblemente enfermedad de Alzheimer, permitieron mejorar
en gran medida la especificidad y la sensibilidad de los métodos previos de diagndstico que sélo usan dichos
marcadores conocidos de enfermedad neurodegenerativa, preferentemente enfermedad de Alzheimer.

Por consiguiente, en una realizacion particular, el nivel de al menos otro marcador conocido de dicha enfermedad
neurodegenerativa, preferiblemente enfermedad de Alzheimer y/o al menos otro compuesto conocido por asociarse
con dicha enfermedad neurodegenerativa, preferiblemente enfermedad de Alzheimer, se mide adicionalmente en la
muestra de fluido bioldgico de dicho sujeto, y/o el valor de al menos otro parametro conocido por asociarse con
dicha enfermedad neurodegenerativa, preferiblemente enfermedad de Alzheimer, se determina adicionalmente en
dicho sujeto, en la etapa a1).

Como se usa en la presente memoria, la expresion "marcador conocido de enfermedad neurodegenerativa" se
refiere a compuestos que se han usado previamente en métodos para diagnosticar o ayudar en el diagnéstico de
enfermedades neurodegenerativas. Tales marcadores son bien conocidos por los expertos en la materia y se
describen en la literatura. Los marcadores conocidos de enfermedad neurodegenerativa segun la invencién incluyen
en particular los péptidos beta-amiloide AB1-42 y proteina tau que incluye la proteina tau no fosforilada y la proteina
tau fosforilada, en particular, tau fosforilada 181.

Como se usa en la presente memoria, la expresién "compuesto conocido por asociarse con la enfermedad
neurodegenerativa" se refiere a compuestos que han demostrado previamente vincularse con una enfermedad
neurodegenerativa, en particular compuestos que han demostrado previamente estar diferencialmente presentes en
pacientes que padecen una enfermedad neurodegenerativa en comparacion con los pacientes que no padecen
dicha enfermedad neurodegenerativa. Tales compuestos son bien conocidos por los expertos en la materia y se
describen en la literatura. Los compuestos conocidos por asociarse con la enfermedad neurodegenerativa segun la
invencion incluyen en particular formas truncadas N-terminal del péptido B-amiloide y fragmentos de los mismos,
autoanticuerpos AR, sAPPf, sAPPa, colesterol, oxiesteroles, 24S-hidroxicolesterol, apolipoproteina E, antioxidantes
tales como vitaminas C, E y A, licopeno, B-caroteno, urato, bilirrubina, isoprostanos, 8,12-iso-iPF2a-VI, a1-
antiquimotripsina, interleucina-3, interleucina-6, complejo receptor de la interleucina-6 soluble, fragmento C-terminal
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del precursor de endotelina-1, region media de la pro-adrenomedulina, regién media del péptido natriurético pro-
atrial, moléculas pequefas tales como monoaminas, hormonas y neurotransmisores tales como glutamato, GABA,
histamina, agmatina, B-feniletilamina (PEA); serotonina y oxitocina, ubiquitina, proteina 52 de unidon a FK506
(FKBP52), proteina 3 de union a acido graso (H-FABP), proteina B de unién a calcio S100 (S-100B), proteina FUS
de unién a ARN (FUS), Erk1, Erk2, proteina acida fibrilar glial (GFAP), clusterina, formaldehido, timosina y proteina
quinasa R (PKR). Preferiblemente, compuestos conocidos por asociarse con la enfermedad neurodegenerativa
segun la invencion se seleccionan entre el grupo que consiste en ubiquitina, sAPPB, FKBP52, HPAPB, S-100B,
FUS, Erk1, Erk2, GFAP, formaldehido, timosina y PKR. Preferiblemente, los marcadores conocidos de enfermedad
neurodegenerativa y/o compuestos conocidos por asociarse con una enfermedad neurodegenerativa segun la
invencién se seleccionan entre el grupo que consiste en ubiquitina, AB1-42, proteina tau fosforilada 181, tau no
fosforilada, sAPPB, FKBP52, HPAPB, S-100B, FUS, Erk1, Erk2, GFAP, formaldehido, timosina y PKR.

Mas particularmente, marcadores conocidos de la enfermedad de Alzheimer y/o compuestos conocidos por
asociarse con la enfermedad de Alzheimer segun la invencién se seleccionan preferiblemente entre el grupo que
consiste en ubiquitina, AB1 -42, sAPP@, proteina tau fosforilada 181, tau no fosforilada y FKBP52. Marcadores
conocidos de la enfermedad de Parkinson y/o compuestos conocidos por asociarse con la enfermedad de Parkinson
segun la invencién se seleccionan preferiblemente entre el grupo que consiste en proteina tau fosforilada 181 y tau
no fosforilada. Marcadores conocidos de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob y/o compuestos conocidos por
asociarse con la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob segun la invencion se seleccionan preferiblemente entre el grupo
que consiste en ubiquitina. Marcadores conocidos de la demencia frontotemporal y/o compuestos conocidos por
asociarse con la demencia frontotemporal segun la invencién se seleccionan preferiblemente entre el grupo que
consiste en proteina tau fosforilada 181 y tau no fosforilada.

Como se usa en la presente memoria, la expresién "parametro conocido por asociarse con una enfermedad
neurodegenerativa, preferiblemente enfermedad de Alzheimer" se refiere a los parametros de un sujeto que han
demostrado previamente estar relacionados con una enfermedad neurodegenerativa, preferiblemente enfermedad
de Alzheimer. Tales parametros pueden ser cuantitativos o cualitativos. Tales parametros son bien conocidos por los
expertos en la materia y se describen en la literatura. Parametros conocidos por asociarse con una enfermedad
neurodegenerativa, preferiblemente enfermedad de Alzheimer, segun la invencion incluyen, en particular, un
resultado de un ensayo cognitivo, edad y sexo.

Como se usa en la presente memoria, la expresidon "ensayo cognitivo" se refiere a las evaluaciones de las
capacidades cognitivas de los seres humanos y animales. Los ensayos cognitivos usados en el contexto de la
invencién pueden ser por ejemplo el mini examen del estado mental (MEEM).

Preferiblemente, en los métodos de la invencion, los niveles o valores de al menos dos, mas preferiblemente al
menos tres, mas preferiblemente al menos cuatro, otros marcadores conocidos de la enfermedad de Alzheimer y/o
compuestos conocidos por asociarse con la enfermedad de Alzheimer y/o parametros conocidos por asociarse con
la enfermedad de Alzheimer, que se seleccionan preferiblemente entre el grupo que consiste en ubiquitina, AB1-42,
sAPPR, proteina tau fosforilada 181, tau no fosforilada, FKBP52, edad, sexo y ensayos cognitivos, se determinan
ademas en la etapa a1).

Preferiblemente, en los métodos de la invencion, la edad del paciente se determina en la etapa a1).

Preferiblemente, en los métodos de la invencion, los niveles de AB1-42 y/o tau fosforilada 181 se miden en la etapa
al).

Lo mas preferiblemente, en los métodos de la invencidn, los niveles de AB1-42 y/o tau fosforilada 181 y/o la edad del
paciente se determinan en la etapa a1.

Etapa de determinacién de un valor virtual

Como se usa en la presente memoria, la expresion "niveles combinantes” o "combinacion de niveles" se refiere a la
aplicacion de un algoritmo a los niveles medidos en la etapa a1) con el fin de obtener un valor virtual que permita
establecer el diagndstico de una enfermedad neurodegenerativa, preferiblemente enfermedad de Alzheimer, como
se define anteriormente. Mas particularmente, la combinacién de los niveles medidos en la etapa a1) puede
corresponder a:

(i) la suma de los niveles medidos en la etapa a1),
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(i) determinacion de una relacion de los niveles medidos en la etapa a1), tales como:

- una relacion del nivel de una catecolamina en el nivel de otra catecolamina, en particular una relacion del nivel
de dopamina en el nivel de adrenalina, una relacion del nivel de dopamina en el nivel de noradrenalina, una
relacion del nivel de adrenalina en el nivel de noradrenalina, una relacion del nivel de adrenalina en el nivel de
dopamina, una relaciéon del nivel de noradrenalina en el nivel de dopamina o una relaciéon del nivel de
noradrenalina en el nivel de adrenalina;

- una relacioén del nivel de una catecolamina en la suma de los niveles de otras dos catecolaminas, en particular
una relacion del nivel de la dopamina en la suma de los niveles de adrenalina y noradrenalina, una relacion del
nivel de adrenalina en la suma de los niveles de dopamina y noradrenalina o una relacién del nivel de
noradrenalina en la suma de los niveles de dopamina y noradrenalina;

- una relacién de la suma de los niveles de dos catecolaminas en el nivel de otra catecolamina, en particular una
relacion de la suma de los niveles de dopamina y adrenalina en el nivel de noradrenalina, una relacion de la
suma de los niveles de dopamina y noradrenalina en el nivel de adrenalina o una relaciéon de la suma de los
niveles de adrenalina y noradrenalina en el nivel de dopamina;

- una relacion del nivel de una catecolamina en la suma de los niveles de tres catecolaminas, en particular una
relacion del nivel de dopamina en la suma de los niveles de dopamina, adrenalina y noradrenalina, una relacién
del nivel de adrenalina en la suma de los niveles de dopamina, adrenalina y noradrenalina o una relacion del
nivel de noradrenalina en la suma de los niveles de dopamina, adrenalina y noradrenalina;

- una relacién de la suma de los niveles de tres catecolaminas en el nivel de una catecolamina, en particular una
relacion de la suma de los niveles de dopamina, adrenalina y noradrenalina en el nivel de dopamina, una relacion
de la suma de los niveles de dopamina, adrenalina y noradrenalina en el nivel de adrenalina o una relacién de la
suma de los niveles de dopamina, adrenalina y noradrenalina en el nivel de noradrenalina;

- una relacién de la suma de los niveles de dos catecolaminas en la suma de los niveles de tres catecolaminas,
en particular una relacion de la suma de los niveles de dopamina y adrenalina en la suma de los niveles de
dopamina, adrenalina y noradrenalina, una relacién de la suma de los niveles de dopamina y noradrenalina en la
suma de los niveles de dopamina, adrenalina y noradrenalina o una relacion de la suma de los niveles de
adrenalina y noradrenalina en la suma de los niveles de dopamina, adrenalina y noradrenalina;

- una relacion de la suma de los niveles de tres catecolaminas en la suma de los niveles de dos catecolaminas,
en particular una relacion de la suma de los niveles de dopamina, adrenalina y noradrenalina en la suma de los
niveles de dopamina y adrenalina, una relacién de la suma de los niveles de dopamina, adrenalina y
noradrenalina en la suma de los niveles de dopamina y noradrenalina o una relacion de la suma de los niveles de
dopamina, adrenalina y noradrenalina en la suma de los niveles de adrenalina y noradrenalina; o

(iii) la aplicacion de uno de los siguientes algoritmos:

] ] 2] I
[;]+ [u]+ [m,] ([n,] [m] ([1]+ [n]+ [m] ([i]+ [iii]) ’

i) ol o @+lE) o @llE) o, @A)
S 1 7 1 7 R 177 3 R 17 7 R P 7

(002 P 137 o 13171 D (1412
S 7 L (717 v v R Iy R = Y A v B
_ sl i+l Gl la), - Qal+lad), oy e el
S T R e A TR

en donde V es el valor virtual a determinar e [i] es el nivel de dicha dopamina, [ii] es el nivel de dicha adrenalina e
[iii] es el nivel de dicha noradrenalina.

La presente invencion surge de hecho del hallazgo inesperado de los inventores de que la suma de los niveles, en
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particular las concentraciones, de al menos dos catecolaminas a partir de una muestra de fluido biolégico de un
sujeto permite establecer un diagndstico de una enfermedad neurodegenerativa, preferiblemente enfermedad de
Alzheimer, con una mejor especificidad y sensibilidad que cuando se usa cada una de las catecolaminas por
separado. Mas especificamente y sin desear quedar ligado a teoria alguna, parece que las catecolaminas actian en
sinergia para permitir el establecimiento de un diagnéstico.

Preferiblemente, cuando la etapa a1) de los métodos de la invencion consiste en medir el nivel de cada dopamina,
adrenalina y noradrenalina, la combinacién de los niveles medidos en la etapa a1) significa la suma de los niveles de
dopamina, adrenalina y noradrenalina medidos en la etapa a1).

Como se usa en la presente memoria, la expresion "valor virtual" se refiere al valor obtenido mediante la
combinacién de los niveles medidos en la etapa a1) como se define anteriormente. Como es conocido por el experto
en la técnica, la naturaleza del valor virtual y su unidad dependeran del algoritmo usado para combinar los niveles
medidos en la etapa a1).

Etapa de determinacion de una puntuacion

En una realizacion preferida, los métodos de la invencidon comprenden ademas una etapa a2b) de determinacion de
una puntuacién mediante la combinacion del valor virtual como se define anteriormente en la presente memoria en la
seccion anterior "Etfapa de determinacién de un valor virtual', determinada en la etapa a2), y el nivel de al menos
otro marcador conocido de la enfermedad neurodegenerativa, preferiblemente enfermedad de Alzheimer, y/o de al
menos otro compuesto conocido por asociarse con la enfermedad neurodegenerativa, preferiblemente enfermedad
de Alzheimer y/o el valor de al menos otro parametro conocido por asociarse con la enfermedad neurodegenerativa,
preferiblemente enfermedad de Alzheimer, determinado ademas en la etapa a1), como se define en la seccion
anterior "Medicion de otros marcadores conocidos de la enfermedad neurodegenerativa", en un algoritmo iterativo o
genético.

Como se usa en la presente memoria, la expresion "algoritmo iterativo" se refiere a un procedimiento matematico
que genera una secuencia para mejorar soluciones aproximadas para una clase de problemas. A partir de la
eleccion de una puntuacion inicial considerada como una primera propuesta de solucion, el algoritmo procede por
iteraciones durante las cuales se determina una sucesion de soluciones aproximadas refinadas que se acercan
progresivamente a la solucién buscada.

Normalmente, los siguientes algoritmos pueden usarse cuando el valor virtual V se obtiene sumando los niveles de
al menos dos catecolaminas medidos en la etapa a1), y cuando el nivel de al menos otro marcador de dicha
enfermedad neurodegenerativa, preferiblemente enfermedad de Alzheimer, y/o el nivel de al menos otro compuesto
conocido por asociarse con dicha enfermedad neurodegenerativa, preferiblemente enfermedad de Alzheimer, y/o el
valor de al menos otro parametro conocido por asociarse con dicha enfermedad neurodegenerativa, preferiblemente
enfermedad de Alzheimer, se determinan ademas en la etapa a1):

|4

———— = puntuaciont
k,xM, P

kxV .
— = puntuacion2
kE X M2

k'xV .
— = puntuacién3
kS X M3
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k'xV

— = puntuacion4...
k,xM,

en donde

5 V es la suma de los niveles de al menos dos catecolaminas medidos en la etapa a1), preferiblemente la suma de
los niveles de dopamina, adrenalina y noradrenalina medidos en la etapa a1),
k, k', k", ki1, k2 y ks, idénticos o diferentes, son coeficientes diferentes de 0,
M1, M2, M3 y M4, son los niveles de otros marcadores de dicha enfermedad neurodegenerativa, preferiblemente
enfermedad de Alzheimer, y/o de otros compuestos conocidos por asociarse con dicha enfermedad
10 neurodegenerativa, preferiblemente enfermedad de Alzheimer, y/o los valores de otros parametros conocidos por
asociarse con dicha enfermedad neurodegenerativa, preferiblemente enfermedad de Alzheimer, determinados
ademas en la etapa a1). Por ejemplo, M1, M2, M3 y Ms pueden representar, respectivamente, la edad del
paciente, el nivel de AB1-42, el nivel de tau fosforilada y el nivel de ubiquitina.

15 Asimismo puede usarse el siguiente algoritmo iterativo cuando el valor virtual V se obtiene sumando los niveles de
dopamina, adrenalina y noradrenalina medidos en la etapa a1), y cuando el nivel de AB1-42 y la edad del paciente
se determinen adicionalmente en la etapa a1):

v
k, x[AB1-42]

= puntuacioni

puntuacionl _  »,ntyacién?,
edad

20
en donde

V es la suma de los niveles de dopamina, adrenalina y noradrenalina medidos en la etapa a1),
K1 es un coeficiente diferente de 0,

25 [AB1-42] es el nivel de AB1-42 determinado en la etapa a1), y
edad es la edad del paciente.

Como se usa en la presente memoria, la expresion "algoritmo genético" se refiere a un heuristico de busqueda que
imita el proceso de la evolucién natural. Los algoritmos genéticos pertenecen a la clase mas amplia de algoritmos
30 evolutivos, que generan soluciones a problemas de optimizacién usando técnicas inspiradas en la evolucién natural,
tal como herencia, mutacion, seleccién y cruce. Como conoce un experto en la técnica, en un algoritmo genético,
una poblacién de secuencias, que codifica soluciones candidatas a un problema de optimizacién, evoluciona hacia
mejores soluciones. Tradicionalmente, las soluciones se representan en binario como cadenas de 0 s y 1 s, pero
otras codificaciones son también posibles. La evolucion comienza por lo general a partir de una poblacion de
35 individuos generados al azar y ocurre en generaciones. En cada generacion, se evalua la aptitud de cada individuo
de la poblacién, se seleccionan mudltiples individuos estocasticamente de la poblacién actual, y se modifican para
formar una nueva poblacion. La nueva poblaciéon se usa a continuacion en la siguiente iteracion del algoritmo.
Comunmente, el algoritmo termina cuando se haya producido cualquier nimero maximo de generaciones, o cuando
se haya alcanzado un nivel de aptitud satisfactoria para la poblacion.
40
Cuando el nivel de al menos otro marcador conocido de dicha enfermedad neurodegenerativa, preferiblemente
enfermedad de Alzheimer, y/o al menos otro compuesto conocido por asociarse con dicha enfermedad
neurodegenerativa, preferiblemente enfermedad de Alzheimer, se mide adicionalmente en la muestra de fluido
biolégico a partir de dicho sujeto en la etapa a1) o en la etapa a'1), la combinacién de los niveles medidos en la
45 etapa a1) puede significar mas particularmente la aplicaciéon del siguiente algoritmo:
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ek ML,

([i]+ [id]+ [iii])

en donde ke es una constante, n es otra constante, [i] es el nivel de dicha dopamina, [i] es el nivel de dicha
adrenalina e [iii] es el nivel de dicha noradrenalina, y [M] es el nivel de al menos otro marcador conocido por
asociarse con dicha enfermedad neurodegenerativa, preferiblemente enfermedad de Alzheimer, y/o al menos otro
compuesto conocido por asociarse con dicha enfermedad neurodegenerativa, preferiblemente enfermedad de
Alzheimer. Preferiblemente, [M] es el nivel de AB1-42, mas preferiblemente la concentracion de AB1-42.

Como el experto en la materia conoce, las constantes kc y n pueden elegirse empiricamente a partir de una cohorte
de pacientes, incluyendo pacientes que padecen la enfermedad de Alzheimer y pacientes no dementes de manera
tal que se permita discriminar facilmente a los pacientes que padecen la enfermedad de Alzheimer de los pacientes
no dementes.

En una realizacion preferida, en particular cuando [M] es la concentracion de AR1-42, kc es igual a 7.000. Tal valor
se determin6 empiricamente por los inventores con el fin de centrar graficamente el valor R en torno a cero. Otra
realizacion preferida, en particular cuando [M] es la concentracion de AB1-42, y mas particularmente cuando k: es
igual a 7.000, n es igual a 1. Tal valor se determiné empiricamente por los inventores con el fin de obtener un valor
predeterminado igual a 0.

Los presentes inventores demostraron que era posible, usando el método de la invencién, identificar como no
dementes, los pacientes que fueron clasificados como pacientes con EA. Por lo tanto, se supone que estos
pacientes son falsos negativos. Esto se logré en particular determinando sucesivamente (i) la suma de los niveles de
dopamina, adrenalina y noradrenalina y (ii) la combinacion anterior definida del nivel de AB1-42 y de los niveles de
dopamina, adrenalina y noradrenalina. El uso de estas combinaciones sucesivas, el poder de discriminacion del
método de invencion se elevé a 98,5 % con una especificidad del 100 % y una sensibilidad del 96,5 %.

Adicionalmente, el algoritmo definido anteriormente es en particular muy atil ya que permite el uso de un valor
predeterminado igual a 0, lo que permite la facil discriminacién entre los pacientes que padecen enfermedad de
Alzheimer y los pacientes que no padecen enfermedad de Alzheimer.

Etapa de comparacién con un valor predeterminado

En una realizacion preferida de la invencion, el método de diagndstico segun la invencion comprende ademas una
etapa a3) de comparacioén del valor virtual determinado en la etapa a2) o la puntuacidon determinada en la etapa a2b)
con un valor predeterminado. En una realizacion preferida alternativa de la invencién, el método de diagndstico
segun la invencion comprende ademas una etapa a'2) de comparacién del nivel global medido en la etapa a'1) con
un valor predeterminado.

El valor predeterminado puede ser un valor umbral, tal como una mediana o la media o un intervalo de valores tal
como un intervalo de confianza. Preferiblemente, el valor predeterminado segun la invenciéon corresponde al valor
umbral que permite la obtenciéon de un diagnéstico con la mejor especificidad y la mejor sensibilidad. Dicho valor
predeterminado corresponde normalmente al valor umbral, determinado usando una poblacién que comprende un
nimero especifico de pacientes conocidos por no padecer una enfermedad neurodegenerativa, preferiblemente
enfermedad de Alzheimer, y un numero especifico de pacientes conocidos por padecer una enfermedad
neurodegenerativa, preferiblemente enfermedad de Alzheimer, que permite distinguir a los pacientes que no
padecen y los pacientes que padecen una enfermedad neurodegenerativa, preferiblemente enfermedad de
Alzheimer, con la mejor especificidad y la mejor sensibilidad. Preferiblemente, el valor predeterminado es
directamente proporcional a la concentracion de las catecolaminas que permiten discriminar un estado patoldgico de
un estado no patolégico en un sujeto dado.

Normalmente, cuando la etapa a1) del método de la invencién consiste en la medicién de los niveles de cada una
de, preferiblemente, dopamina, adrenalina y noradrenalina derivatizada, en particular, los niveles de cada dopamina,
adrenalina y noradrenalina derivatizada con un fluoréforo que comprende un resto de NHS reactivo, preferiblemente
con Fluoprobe®, Alexa Fluor® 488 o FAM X-SE, o con un fluoréforo que comprende un resto de tipo isotiocianato
reactivo, preferiblemente con FITC o 5-FITC, usando ECZ-FIL, la separacion electroforética se realiza
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preferiblemente en 25 min aplicando preferiblemente una tensiéon de 30 kV en presencia de un tampén borato de pH
9, FI (fuerza i6nica) 40 mM, durante 10 min a una temperatura de preferiblemente 25 °C, la muestra bioldgica se
mantiene preferiblemente a una temperatura de aproximadamente 4 °C a 8 °C y las catecolaminas se detectan
después de un tiempo de funcionamiento electroforético de preferiblemente 17 a 20 min después de una migracion
de 40 cm en el interior del capilar usando FIL con un laser tipo argdn con una potencia preferiblemente de 3,5 mW y
una longitud de onda de excitacion de 488 nm, la fluorescencia se recoge preferiblemente con un filtro pasabanda de
520 nm, y cuando la etapa a2) consiste en la suma de los niveles de dopamina, adrenalina y noradrenalina medidos
en la etapa a1), el valor predeterminado es preferiblemente 200.000 min-'.

Como conoce un experto en la técnica, el valor predeterminado depende del tipo de muestra biolégica en el método
usado para medir el nivel de los marcadores en la muestra biolégica y en los algoritmos usados para la combinacion
de estos niveles y la obtencion del valor virtual o la puntuacion. De este modo, se proporciona preferiblemente el
valor predeterminado mediante el uso de la misma técnica de ensayo que se usa para la medicién de los niveles de
marcadores del sujeto, y usando el mismo algoritmo que se usa para determinar el valor virtual o la puntuacién de
los niveles medidos en la muestra de fluido bioldgico del sujeto, para evitar cualquier error en la normalizacion.

Preferiblemente, en los métodos de la invencién, se determina ademas si el valor virtual determinado en la etapa a2)
o la puntuacion determinada en la etapa a2b), es superior o inferior al valor predeterminado.

Preferiblemente, cuando el valor virtual o la puntuacion es superior al valor predeterminado, o cuando el nivel global
es superior al valor predeterminado, es significativamente superior al valor predeterminado.

Preferiblemente, cuando el valor virtual o la puntuacién es inferior al valor predeterminado, o cuando el nivel global
es inferior al valor predeterminado, es significativamente inferior al valor predeterminado.

Normalmente, un valor virtual obtenido sumando los niveles de dopamina, adrenalina y noradrenalina, que es inferior
al valor predeterminado es indicativo de enfermedad de Alzheimer. De forma alternativa, normalmente, un nivel
global de dopamina, adrenalina y noradrenalina, que es inferior al valor predeterminado es indicativo de enfermedad
de Alzheimer.

Método de seguimiento terapéutico

Dado que, como se muestra por los inventores, una asociacién o combinacién de los niveles de catecolaminas es
indicativo de enfermedad de Alzheimer, la cuantificaciéon de las catecolaminas también es util para el seguimiento de
un tratamiento contra la enfermedad de Alzheimer.

Por lo tanto, la presente invencion también se refiere a un método de seguimiento terapéutico de un tratamiento
contra la enfermedad de Alzheimer de un sujeto que presenta signos de demencia, que comprende las etapas de:

a1) medicion del nivel de dopamina, adrenalina y noradrenalina en una muestra de fluido biolégico de dicho
sujeto antes del tratamiento;

a2) determinacion de un primer valor virtual mediante la combinacién de los niveles medidos en la etapa a1),
aplicando preferiblemente uno de los siguientes algoritmos:
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i ool il . i)
T+l (3 7 AN 3 i R 7
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_ (i) + iii]) ([u]+[m] [u]+[m] [ i+ [m]) s Ll fil.
N N R R R i V = [i]+[id] + [id]

en donde V es el valor virtual a determinar e [] es el nivel de dicha dopamina, [ii] es el nivel de dicha adrenalina e
[iii] es el nivel de dicha noradrenalina;

b1) medicién del nivel de cada dopamina, adrenalina y noradrenalina en una muestra de fluido biolégico de dicho
sujeto durante o después del tratamiento;

b2) determinaciéon de un segundo valor virtual mediante la combinacion de los niveles medidos en la etapa b1),
aplicando preferiblemente uno de los siguientes algoritmos:

_ [i] . . il . ol
177 17 7 AR 7P 7 RN 7 K 1) 8 7

R 1 e (7] e (1 53 171 (4D ., _ il+li]
R 7 7 7 R 7 7 KN 7 P P

i) @) o @l o (dela) o, (b))

V= V=

liii] ([i]+ i)+ [iii]) ([u]+[m]) = (@)l lii]

V= ([ii]+[iii]) ([u]+[m] [u]+[m] [] [iii]).
Gl @l @@

en donde V es el valor virtual a determinar y

c) basandose en el primer y segundo valor virtual determinados respectivamente en las etapas a2) y b2),
determinar si dicho sujeto se beneficia de dicho tratamiento contra una enfermedad neurodegenerativa,
preferiblemente enfermedad de Alzheimer;

o V=il+ii]+liii];

a') medicion de un primer nivel global de al menos dos catecolaminas en una muestra de fluido biolégico de dicho
sujeto antes del tratamiento;

b') medicion de un segundo nivel global de al menos dichas dos catecolaminas en una muestra de fluido
biolégico de dicho sujeto durante o después del tratamiento; y

c') basandose en el primer y segundo nivel global determinados respectivamente en las etapas a') y b'),
determinar si dicho sujeto se beneficia de dicho tratamiento contra la enfermedad de Alzheimer.
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Como se usa en la presente memoria, la expresion "enfermedad neurodegenerativa” tiene el mismo significado que
el definido anteriormente en la presente memoria en la seccion "Diagnéstico de una enfermedad neurodegenerativa".
Preferiblemente, dicha enfermedad neurodegenerativa es la enfermedad de Alzheimer.

Como se usa en la presente memoria, la expresion "tratamiento contra una enfermedad neurodegenerativa" se
refiere a cualquier tratamiento Util en la prevencion, reduccion y/o detencion de la progresion de dicha enfermedad
neurodegenerativa.

Preferiblemente, las etapas a1) y b1) de medicién del nivel de de al menos cada dos catecolaminas, y las etapas a')
y b') de medicién del nivel global de al menos dos catecolaminas, se llevan a cabo como se define anteriormente en
la presente memoria en la seccion "Etapa de medicién del nivel de al menos dos catecolaminas".

Preferiblemente, en el método de seguimiento terapéutico de la invencion, el nivel de al menos otro marcador
conocido de la enfermedad de Alzheimer, y/o de al menos otro compuesto conocido por asociarse con dicha
enfermedad neurodegenerativa, preferiblemente enfermedad de Alzheimer, se mide adicionalmente en la muestra
de fluido biolégico obtenida de dicho sujeto y/o el valor de al menos otro parametro conocido por asociarse con dicha
enfermedad neurodegenerativa, preferiblemente enfermedad de Alzheimer, se determina ademas en dicho sujeto en
las etapas a1) y b1) o en las etapas a') y b'), en particular como se define anteriormente en la presente memoria en
la seccion "Medicion de otros marcadores conocidos de la enfermedad neurodegenerativa".

Preferiblemente, las etapas a2) y b2) de determinacion de un valor virtual se llevan a cabo como se define
anteriormente en la presente memoria en la seccion "Etapa de determinacion de un valor virtual'.

Preferiblemente, el método de seguimiento terapéutico de la invencidon comprende ademas las etapas a2b) y b2b) o
las etapas a'b) y b'b) de determinacion de una puntuacion mediante la combinacién de, respectivamente, el valor
virtual determinado en la etapa a2) o b2) o el nivel global determinado en la etapa a') o b') y el nivel de al menos
dicho otro marcador conocido de enfermedad de Alzheimer y/o de al menos dicho otro compuesto conocido por
asociarse con la enfermedad de Alzheimer y/o el valor de al menos dicho otro parametro conocido por asociarse con
la enfermedad de Alzheimer determinado ademas en la etapa a1) o b1) o en la etapa a') o b'), en un algoritmo
iterativo o genético, como se define anteriormente en la presente memoria en la seccion "Etapa de determinacion de
una puntuacion".

Preferiblemente, el método de seguimiento terapéutico de la invencién comprende ademas una etapa a3) y una
etapa b3) de la comparacion de los valores virtuales determinados en las etapas a2) y b2) o las puntuaciones
determinadas en las etapas a2b) y b2b) o en las etapas a'b) y b'b) con un valor predeterminado, en particular, como
se define anteriormente en la presente memoria en la seccion "Etapa de comparacién con un valor predeterminado".
Preferiblemente, el método de seguimiento terapéutico de la invencion comprende ademas una etapa a'2) y una
etapa b'2) de comparacién de los niveles globales medidos en las etapas a') y b') con un valor predeterminado, en
particular como se define anteriormente en la presente memoria en la seccion "Etapa de comparacién con un valor
predeterminado”.

En oftra realizacion preferida, el método de seguimiento terapéutico de la invencion comprende ademas una etapa
pre-c) de comparacion del primer valor virtual determinado en la etapa a2) o la primera puntuacién determinada en la
etapa a2b) con el segundo valor virtual determinado en la etapa b2) o la segunda puntuacién determinada en la
etapa b2b). En otra realizacién preferida, el método de seguimiento terapéutico de la invencion comprende ademas
una etapa pre-c') de comparacién del primer nivel global medido en la etapa a') con el segundo nivel global medido
en la etapa b').

La invencion se ilustra adicionalmente mediante las siguientes figuras y ejemplos.
Descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra el perfil electroforético obtenido a partir del analisis de una muestra de liquido
cefalorraquideo (LCR) derivatizado por FluoProbe® como se describe en el Ejemplo 1. Las flechas indican los
picos correspondientes a las catecolaminas. a representa adrenalina; b noradrenalina y ¢ dopamina.

La Figura 2 muestra un diagrama que representa en abscisas la distribucion de las muestras de LCR analizadas
en el Ejemplo 1 obtenido de pacientes no dementes, que son pacientes considerados por no padecer la
enfermedad de Alzheimer por un ensayo de diagnéstico convencional (circulos) y pacientes considerados por
padecer la enfermedad de Alzheimer por un ensayo de diagnéstico convencional (cuadrados), y la adicion de
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areas corregidas de las catecolaminas (en min™') en las ordenadas.

La Figura 3 muestra el mismo diagrama que la Figura 2 pero en donde los pacientes n.° 3 y n.° 16 se indican
mediante flechas.

La Figura 4 muestra los histogramas que representan el valor virtual (R) obtenido en 26 sujetos por aplicacion
del siguiente algoritmo:

_Kx[Ap1-42]

k= Z Ac(Cath)

en donde K es una constante igual a 7.000, [AB1-42] representa la concentracién de ABR1-42 y ZAc(Cath)
representa la suma de las areas corregidas correspondientes a adrenalina, noradrenalina y dopamina. La linea
discontinua representa la separacion entre los pacientes que padecen la enfermedad de Alzheimer y los
pacientes no dementes.

La Figura 5 muestra un diagrama que representa en abscisas la distribucion de las muestras de LCR analizadas
en el Ejemplo 3 obtenido de pacientes no dementes, que son pacientes considerados por no padecer la
enfermedad de Alzheimer por un ensayo de diagnoéstico convencional (cuadrados) y pacientes considerados por
padecer la enfermedad de Alzheimer por un ensayo de diagndstico convencional (rombos), y el valor virtual
obtenido aplicando los siguientes algoritmos en las ordenadas:

(A) V= Ac(Cath),

en donde 2Ac(Cath) representa la suma de las areas corregidas correspondientes a adrenalina, noradrenalina y
dopamina;

. > Ac(Cath)

( B) edad

en donde 2Ac(Cath) representa la suma de la edad areas corregidas correspondientes a adrenalina,
noradrenalina y dopamina.

Las lineas discontinuas representan la separacién entre los pacientes que padecen la enfermedad de Alzheimer
y los pacientes no dementes.

La Figura 6 muestra un diagrama que representa en abscisas la distribuciéon de las muestras de LCR analizadas
en el Ejemplo 5 obtenido de pacientes no dementes, que son pacientes considerados por no padecer la
enfermedad de Alzheimer por un ensayo de diagndstico convencional (cuadrados) y pacientes considerados por
padecer la enfermedad de Alzheimer por un ensayo de diagndstico convencional (rombos), y el valor virtual
obtenido aplicando el siguiente algoritmo en las ordenadas:
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puntuacién1 = Z Ac(Cath)

Y Ac(Cath)

puntuacion2 =
edad
puntuacion3 = Kix [A‘B - 42]
> Ac{Cath)
"
puntuaciénd = KZx [Tau]

Y Ac{Cath)

en donde K1 es una constante igual a 7.000, [AB1-42] representa la concentracion de ABR1-42, K2 es una
constante igual a 15.000, [Tau] representa la concentracion de Tau, y ZAc(Cath) representa la suma de la areas
corregidas correspondientes a adrenalina, noradrenalina y dopamina.

La linea discontinua representa la separacion entre los pacientes que padecen la enfermedad de Alzheimer y
pacientes no dementes.

Puntuacién 1, puntuacion 2, puntuacion 3 y puntuacion 4 se calcularon usando el algoritmo iterativo o al mismo
tiempo en un contexto algoritmo genético; con el fin de excluir un falso positivo o negativo para aumentar el
poder de discriminacion del ensayo.

La Figura 7 muestra histogramas que representan el valor virtual obtenido sumando las areas corregidas de las
catecolaminas en los 47 sujetos del Ejemplo 6, segun la enfermedad del paciente (ED: enfermedad de
Alzheimer, EPD: enfermedad de Parkinson con demencia, EP: enfermedad de Parkinson, nD: pacientes de
control que padecen patologias sin demencias asociadas, ELA: esclerosis lateral amiloide y ECJ: enfermedad
Creutzvelt-Jacob).

La Figura 8 muestra el perfil electroforético obtenido a partir del andlisis de una muestra de liquido
cefalorraquideo (LCR) derivatizado por FluoProbe® como se describe en el Ejemplo 1. Las letras muestran los

picos correspondientes a ubiquitina y catecolaminas. a representa adrenalina; b noradrenalina, c dopamina y M:
ubiquitina.

La Figura 9 muestra histogramas que representan el nivel de ubiquitina (puntuacién) obtenido en los sujetos del
Ejemplo 6 que padecen la enfermedad de Alzheimer (ED) o enfermedad de Parkinson con demencia (EPD).

Ejemplos

Ejemplo 1

El presente ejemplo demuestra que la cuantificacion y la combinacion de los niveles de dopamina, adrenalina y
noradrenalina permiten el establecimiento de un diagnéstico muy especifico y sensible de la enfermedad de
Alzheimer.

Material y métodos

Recogida y almacenamiento de liquido cefalorraquideo (LCR)
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Cada muestra de LCR analizada en este estudio se cogié de pacientes alojados en el Departamento de Neurologia
de la Universidad de Ulm (Alemania) en 2008 y 2009. La recogida y andlisis de estas muestras se aprobaron por el
Comité de Etica de la Universidad de Ulm. Cada paciente dio su consentimiento informado por escrito para su
participacion en el estudio y se sometié a examenes clinicos, neurolégicos y neurorradiolégicos y examenes
neuropsicolégicos incluyendo el Mini Examen del Estado Mental (MEEM) con el fin de investigar el funcionamiento
cognitivo global. Si se habia sugerido el deterioro cognitivo, una bateria de ensayos psicométricos detallada que
cubre las funciones ejecutivas, memoria, habilidades constructivas, inteligencia verbal premérbida y depresion se
llevé a cabo con el fin de evaluar, caracterizar y diagnosticar el origen de estos trastornos cognitivos (Steinacker et
al. (2008) Arch. Neurol. 65:1481-1487).

ElI LCR se alicuotd en las dos horas siguientes a la recogida y se almacené a -80 °C.

Derivatizacion de LCR

El fluoréforo comercial (en forma de polvo) se diluyé en una solucion de DMSO (pureza del 99 %) a una
concentracion de 10 mg/ml, se alicuotd y se almacend a -20 °C. 1 yl de la solucién de fluoréforo se afadié a 24 pl de
tampon borato (solucién de derivatizacién). A continuacion se realizé una doble dilucion en LCR mezclando 25 pl de
LCR con 25 pl de la solucién de derivatizacion. Para los fluoréforos que comprenden un resto de NHS reactivo (N-
hidroxisuccinimidil éster) tal como Fluoprobe®, Alexa Fluor® 488 o FAM X-SE, la reaccion de derivatizacion se
completdé después de 5 minutos de incubacion a temperatura ambiente. Para los fluoréforos que comprenden un
resto de tipo isotiocianato reactivo tal como FITC o 5-FITC, la reaccion de derivatizacion se completd después de 12
horas de incubacion a 8 °C.

Para su uso como estandares, las catecolaminas que se almacenaron en forma de polvo a -20 °C se solubilizaron en
una solucién de agua desionizada.

Andlisis de electroforesis capilar acoplada a fluorescencia inducida por laser (EC-FIL)

* Preparacion capilar

Los capilares usados estaban en silice fundida y mostraron un diametro de 50 um interior y un diametro de 375 um
exterior. Tenian 50 cm de largo para una longitud total efectiva de 40 cm. Cada nuevo capilar fue pre-tratado
mediante la aplicacion de una presién de 138 kPa en la entrada del capilar permitiendo llevar a cabo la siguiente
secuencia: NaOH 0,1 M durante 5 min, NaOH 1 M durante 5 min y agua desionizada durante 5 min. Cada solucion
de lavado y solucion de electrolitos se filtrd en filtros que presentan un didmetro de 0,2 ym de poros. Después de
este pre-tratamiento, se realizdé una etapa de lavado basada en agua desionizada y se realizé un enjuague con
NaOH 0,1 M.

« Equilibrio capilar entre cada anélisis

Entre cada analisis, el capilar se enjuagd mediante la aplicaciéon de una presion de 138 kPa y agua desionizada a
través del capilar durante 5 min, seguido de lavado con una solucion DMSO/agua (50:50) durante 2 min y con NaOH
diluido durante 5 min. Por ultimo, el capilar estaba acondicionado por tampoén de separacion borato de pH 9, IS 40
mM, y mediante la aplicacidon de una presién de 138 kPa (en la direcciéon normal).

« Condiciones para la inyeccién de muestra

Los experimentos se llevaron a cabo usando una electroforesis capilar PA 800 ProteomLab Beckman Coulter
acoplada a deteccion por FIL. Las muestras se introdujeron en el capilar por inyeccion hidrodinamica bajo una
presion de 3,4 kPa. El capilar se calentd a 25 °C y las muestras de LCR derivatizado se mantuvieron a 8 °C usando
el médulo de almacenamiento de muestras PA 800.

* Anélisis y deteccion

La separacion electroforética se realizé en 25 min mediante la aplicacién de una tension de 30 kV en presencia de
un tampon de migracion borato de pH 9, IS 40 mM.

La detecciéon de catecolaminas se llevo a cabo después de un tiempo de ejecucién electroforético de 17 a 20 min
después de una migracion de 40 cm en el interior del capilar. La deteccién se obtuvo por emision de fluorescencia
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del fluoréforo vinculado a catecolaminas. Las catecolaminas se detectaron asi por fluorescencia inducida por laser
(FIL) con un laser de tipo argdon con una potencia de 3,5 mW y una longitud de onda de excitacion de 488 nm,
siendo la emision de fluorescencia recogida con un filtro pasabanda de 520 nm.

Tratamiento de datos y evaluacion de los criterios de diagnéstico

La Figura 1 muestra el perfil electroforético obtenido a partir del andlisis de una muestra de LCR derivatizado por
Fluoprobe®.

Las areas, areas corregidas y altura de pico correspondientes a las catecolaminas se determinaron usando el
software 32 Karat (Beckman Coulter). La combinacién de la informacién se hizo mediante la suma o por una
operacion matematica que implica la asociacion de al menos dos catecolaminas.

Resultados

ECZ-FIL permiti6 la integracion de las areas del pico relacionadas con las concentraciones de catecolaminas
(dopamina, adrenalina y noradrenalina) en 46 muestras de LCR obtenidas de pacientes que padecen la enfermedad
de Alzheimer y los pacientes no dementes. Los resultados obtenidos de las 46 muestras de LCR se transfirieron en
un diagrama que representa la distribucién de las diferentes muestras de LCR analizadas en abscisa y los valores
virtuales obtenidos a partir de las areas corregidas de las catecolaminas (en min') en las ordenadas. Los circulos
corresponden a muestras de LCR de los pacientes que fueron considerados como pacientes no dementes por el
ensayo de diagnostico convencional y los cuadrados corresponden a las muestras de LCR de los pacientes que eran
considerados por padecer la enfermedad de Alzheimer por el ensayo de diagnéstico convencional.

El calculo de la simple adiciéon de las areas del pico corregidas correspondientes a las catecolaminas (es decir, las
areas del pico correspondientes a las catecolaminas dividido por el tiempo de migracion de estos compuestos)
(2Ac(Cath)) revel6 una distribucion neta entre pacientes no dementes (circulos) y pacientes que padecen la
enfermedad de Alzheimer (cuadrados), a cada lado de un valor umbral, que se fij6 en 200.000 min" y que permitio
obtener el mejor poder de diagnéstico (Figura 2).

El poder de discriminacion obtenido mediante la combinaciéon de las tres catecolaminas dopamina, adrenalina y
noradrenalina, nunca se notificd en la literatura hasta el momento, segun el conocimiento de los inventores. La
combinacion de las catecolaminas mediante la adicion de sus areas (corregidas por el tiempo de ejecuciéon) aumento
drasticamente el poder de discriminacion que permitié alcanzar un poder de diagnéstico (incluyendo sensibilidad y
especificidad) superior a 90 % (tabla 1).

Tabla 1: Sensibilidad y especificidad del método de la invencién
Juicio clinico Especificidad (%) | Sensibilidad (%) | Potencia (%)
Combinacion de 3 catecolaminas 96,4 89 93

Ventajas del método de la invencion

El método segun la invencion es aplicable de forma rutinaria, con un bajo costo.

De hecho, las resoluciones obtenidas para la separacidon electroforética de las catecolaminas (> 1,5) son
compatibles con un método cuantitativo (Figura 1). La repetibilidad (desviacion estandar relativa, DER) de las areas
del pico fue inferior a 5 % y DER con un tiempo de ejecucion fue inferior a 2 %.

Ademas, el tiempo total para el analisis de la muestra (incluyendo acondicionado con tampén de separacién y
equilibrio capilar) fue de sélo 48 min. El método segun la invencion permite asi alcanzar una alta escala. Ademas, la
paralelizacion es posible por la miniaturizacién del método o el uso de electroforesis de multiples capilares.

Ventajosamente, una cantidad muy pequefia de la muestra de LCR (25 ul) es necesaria para poner en practica el
método segun la invencion. Un numero muy elevado de analisis se puede realizar con este bajo volumen para una
sola muestra.

El analisis descrito en la presente invencion estd ademas automatizado. De hecho, la electroforesis capilar PA 800
esta totalmente automatizada y permite la programacién de secuencias de para analisis de muestras durante varios
dias sin ninguna intervencién exterior, minimizando por lo tanto la intervencion y el coste del operador. Usando el
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método descrito anteriormente, los inventores estiman que se podrian analizar 30 muestras de LCR durante mas de
24 horas.

Finalmente, el coste del analisis es muy bajo. De hecho, usando 310 mg de tampdn borato, 10 ml de agua, 200 mg

de hidréxido de sodio, 750 ul de DMSO (99 %), 10 ug de fluoréforo y 55 cm de capilar de silice fundida, corresponde
a un coste de aproximadamente 5 €.
Ejemplo 2
Este ejemplo demuestra que la cuantificacion y la combinacién de los niveles de dopamina, adrenalina y
noradrenalina y de AB1-42 permiten mejorar aun mas la especificidad y la sensibilidad del método de diagndstico de
la enfermedad de Alzheimer.
Material y métodos
Pacientes
Los pacientes estudiados fueron los mismos que los estudiados en el Ejemplo 1.
Medicion de los niveles de catecolaminas
Los niveles de catecolaminas se midieron como se muestra en el Ejemplo 1.
Ensayo y medicion de AB1-42
La concentracion de AB1-42 en LCR se midié usando un ELISA tipo sdndwich obtenido de Innogenetics, Bélgica. El
limite de deteccion del ensayo fue de 50 pg/ml, con una linealidad en el intervalo de 200 pg/ml a 1.500 pg/ml. Para el
analisis estadistico, una comparacion de la distribucién de AB1-42 entre los subgrupos en la poblacion del estudio se
baso en ensayos de rango no paramétricos (para dos grupos, ensayo U de Wilcoxon-Mann-Witney).
Resultados
Como primera etapa, se llevo a cabo la suma de areas del pico corregidas correspondientes a las catecolaminas
como se describe en el Ejemplo 1.
La distribucion de las respectivas areas del pico corregidas de LCR de los 46 pacientes que padecen la enfermedad
de Alzheimer (EA) o no dementes (nEA) se notificdé en un solo grafico (Figura 3) que permitid clasificar a los
pacientes EA vs nEA.
De manera concomitante, una relacion R se calculé segun la siguiente ecuacion:

& = 7000 [Ap1-42] |

Z Ac(Cath)

Las constantes de esta ecuacion se fijaron de tal manera que el valor umbral se encontraba graficamente en torno a
cero, lo que permite facilmente distinguir subgrupos de pacientes (Figura 4).
Como se ilustra en la Figura 4, el grupo de pacientes identificados por padecer la enfermedad de Alzheimer usando
ensayos de diagndstico convencionales incluyé realmente dos casos de falsos positivos (pacientes 3 y 16).
Por lo tanto, en vista de este analisis adicional, los pacientes 3 y 16 podrian considerarse como pacientes que
padecen EA o estan excluidos del ensayo, con el fin de determinar el poder de discriminacién del método de la
invencion.
En ambos casos, la especificidad y la sensibilidad del ensayo se aumentaron de 96,4 % a 100 % y de 89 % a
96,5 %, respectivamente (tabla 2).

Tabla 2: Sensibilidad y especificidad del método de la invencion
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Juicio clinico Especificidad (%) | Sensibilidad (%) | Potencia (%)
Combinacién de 3 catecolaminas y AB1-42 100 96,5 98,5

Ejemplo 3
Este ejemplo demuestra que el poder de discriminacion del método de la invencion puede aumentarse mediante la
combinacién de los niveles de catecolaminas y otros parametros conocidos por asociarse con la enfermedad de
Alzheimer.

Material y métodos

Pacientes

Los pacientes estudiados fueron los mismos que los estudiados en el Ejemplo 1. Se determiné su edad.

Medicién de los niveles de catecolaminas

Los niveles de catecolaminas se midieron como se muestra en el Ejemplo 1.

Algoritmos usados

Dos algoritmos se usaron para combinar los anteriores parametros. En primer lugar, los niveles de catecolaminas se
sumaron como se describe en el Ejemplo 1, sin incluir la edad de los pacientes. Los resultados del uso de este
algoritmo se muestran en la Figura 5B. En segundo lugar, los niveles de catecolaminas se sumaron como se
describe en el Ejemplo 1, a continuacion, se dividieron por la edad del paciente. Los resultados del uso de este
algoritmo se muestran en la Figura 5A.

Resultados

La comparacion entre las Figuras 5A y 5B muestra el impacto de la inclusién de la edad de los pacientes como un
parametro adicional en los algoritmos usados en los métodos de la invencién. Usando este algoritmo, los inventores

observaron un aumento en el poder de discriminacién entre pacientes no dementes y pacientes que padecen la
enfermedad de Alzheimer.

Ejemplo 4

Este ejemplo también demuestra que el poder de discriminacion del método de la invenciéon puede aumentarse
mediante la combinacién de los niveles de catecolaminas y otros parametros conocidos por asociarse con la
enfermedad de Alzheimer.

Material y métodos

Pacientes

Los pacientes estudiados fueron los mismos que los estudiados en el Ejemplo 1. Se determiné su edad.
Medicion de los niveles de catecolaminas

Los niveles de catecolaminas se midieron como se muestra en el Ejemplo 1.

Medicion del nivel de AB1-42

Los niveles de AB1-42 se midieron como se muestra en el Ejemplo 2.
Algoritmos usados

Dos algoritmos se usaron para combinar los anteriores parametros. En primer lugar, los niveles de catecolaminas se
sumaron como se describe en el Ejemplo 1, sin incluir la edad de los pacientes o los niveles de AB1-42. En segundo
lugar, los niveles de catecolaminas se sumaron como se describe en el Ejemplo 1, y se usaron en el siguiente
algoritmo:
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puntuacién = ZAC(Cth)

> Ac(Cath)

puntuacion2 =
edad

 Kix[Ap1-42]
puntuaciéh3 =
Z Ac(Cath)

en donde K1 es una constante igual a 7.000, [AB1-42] representa la concentracion de AB1-42 y XAc(Cath)
representa la suma de las areas corregidas correspondientes a adrenalina, noradrenalina y dopamina.

Resultados

Los inventores demostraron el impacto de la inclusién de la edad de los pacientes y el nivel de AB1-42 como
pardmetros adicionales en los algoritmos usados en los métodos de la invencién. Usando este algoritmo, los
inventores observaron un aumento en el poder de discriminacién entre pacientes no dementes y los pacientes que
padecen la enfermedad de Alzheimer. De hecho, el poder de discriminacién alcanzé a continuaciéon el 100 % en
términos de especificidad y sensibilidad.

Ejemplo 5
Este ejemplo aun demuestra que el poder de discriminacién del método de la invencién puede aumentarse mediante
la combinacion de los niveles de catecolaminas y otros parametros conocidos por asociarse con la enfermedad de
Alzheimer.

Material y métodos

Pacientes

Los pacientes estudiados fueron los mismos que los estudiados en el Ejemplo 1. Se determiné su edad.

Medicion de los niveles de catecolaminas

Los niveles de catecolaminas se midieron como se muestra en el Ejemplo 1.

Medicion del nivel de AB1-42

Los niveles de AB1-42 se midieron como se muestra en el Ejemplo 2.

Medicion del nivel de Tau total

LCR se recogié en tubos de polipropileno en hielo en 0,5 ml de alicuotas. En caso de contaminacion con sangre
debido al procedimiento, el LCR sanguineo se recogié en un tubo distinto. Para fines cientificos, sélo se usé LCR
claro. Para este estudio, se tomd un total de 1 ml. Las alicuotas se centrifugaron a 4 °C a 10.000 x g durante 10 min
y se almacenaron a -80 °C hasta su andlisis, p-tau se midi® mediante un ensayo por inmunoabsorcion ligado a
enzimas (ELISA) desarrollado. La proteina tau se midié por duplicado por un ensayo por inmunoabsorcion ligado a
enzimas (ELISA), que reconoce la proteina tau no fosforilada y normalmente fosforilada. La proteina tau

hiperfosforilada no se reconocié por este ensayo (Innotest hTAU, Innogenetics, Zwijndecht, Bélgica). Para tau total,
los inventores usaron un ELISA disponible comercialmente (Innogenetics, Bélgica).
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Algoritmos usados

Los niveles de catecolaminas se sumaron como se describe en el Ejemplo 1, a continuacion, se aplicé el siguiente
algoritmo:

puntuaciéni :ZAC(Carh)
3 > Ac(Cath)
puntuacion2 ==
edad
 KIx[Ap1-42]
puntuacién3 =
> AclCath)
. K2x[Tau]
puntuacion4 = ————=
> AcCath)
en donde K1 es una constante igual a 7.000, [AB1-42] representa la concentracion de AB1-42, K2 es una constante
igual a 15.000, [Tau] representa la concentracion de Tau, y £Ac(Cath) representa la suma de la areas corregidas
correspondientes a adrenalina, noradrenalina y dopamina.
Puntuacion 1, puntuacion 2, puntuacion 3 y puntuacion 4 se calcularon usando el algoritmo iterativo o al mismo
tiempo en un contexto algoritmo genético; con el fin de excluir un falso positivo o negativo para aumentar el poder de
discriminacion del ensayo.
Los resultados del uso de este algoritmo se muestran en la Figura 6.
Resultados
La Figura 6 muestra el impacto de la inclusiéon de la edad de los pacientes, el nivel de AB1-42 y el nivel Tau total
como parametros adicionales en los algoritmos usados en los métodos de la invencién. Usando este algoritmo, los
inventores observaron una casi completa discriminacion entre pacientes no dementes y los pacientes que padecen
la enfermedad de Alzheimer.
Ejemplo 6
Este ejemplo demuestra el poder de discriminacion del método de la invencion entre la enfermedad de Alzheimer y
otras enfermedades neuroldgicas.
Materiales y métodos
Pacientes
Se analizaron 66 muestras "ciegas": muestras de 10 pacientes que padecen esclerosis lateral amiloide (ELA), de 15
controles no dementes (nD), de 10 pacientes que padecen la enfermedad de Alzheimer (EA), de 11 pacientes que
padecen la enfermedad de Parkinson (EP), de 10 pacientes que padecen demencia de Parkinson (EDP) y de 5

pacientes que padecen la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (ECJ).

Analisis de las muestras
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Las muestras se analizaron de forma consecutiva. Cada muestra se analizé dos veces.
Los niveles de catecolaminas se midieron como se muestra en el Ejemplo 1.
El nivel de la ubiquitina se midié usando el mismo método.

Para cada muestra, se calcul6é el valor virtual basado en las areas del pico dadas por las tres catecolaminas
consideradas: la diferencia obtenida para la determinacion de dos réplicas nunca excedio el 10 %.

Los datos mostrados en la Figura 7 son el nivel medio de catecolaminas sumadas a partir de 2 andlisis sucesivos
realizados para cada muestra.

Resultados

Como se muestra en la Figura 7, el nivel medio de las catecolaminas sumadas es mucho menor cuando los
pacientes padecen EA en comparacion con los controles no dementes (nD). Por el contrario, el valor virtual de las
catecolaminas de pacientes que padecen EP o ELA no fue significativamente diferente de los pacientes nD.

Por tanto, estos resultados demuestran la capacidad del método de la invencion para discriminar EA de nD pero
también EA de EP o de ELA.

Ademas, los inventores demostraron que, en el perfil electroforético capilar (Figura 8), un pico temprano
correspondié a ubiquitina y se pudo medir de forma simultanea con respecto al analisis de catecolaminas. Esto dio
lugar a la posibilidad de incluir el nivel de ubiquitina en el algoritmo para aumentar aun mas el poder de
determinacion.

Por consiguiente, si el nivel de catecolaminas sumadas era inferior a 1.250.000, que corresponde al valor de corte
identificado entre el paciente con EA y nD, se midio el nivel de ubiquitina en las muestras de LCR.

Como se muestra en la Figura 9, la determinacion del nivel de ubiquitina en estas muestras, discriminadas en primer

lugar sobre la base de la suma de los niveles de catecolaminas, permitié distinguir
significativamente EA de EPD.
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro de diagnéstico de la enfermedad de Alzheimer en un sujeto que presenta signos de
demencia, que comprende las etapas de:

a1) medicién del nivel de cada dopamina, adrenalina y noradrenalina en una muestra de fluido bioldgico de dicho
sujeto;

a2) determinacion de un valor virtual por medio de la combinacién de los niveles medidos en la etapa a1)
aplicando uno de los siguientes algoritmos:

yo_ i oy, il

@+ Gl + ) (i + i) ]+ L]+ Laii]) " @+lia)’

il Gl @) @D @D
") @ T @) | Gl | Glela))

yoUilla) o @+la) o, Qi) o (i), ()
liii] ([e]+id] + i) Gl+la)” ~ Qal+]) ]

i) sl Gl @l ol
R T B 7 R 7 R R R I

en donde V es el valor virtual a determinar e [i] es el nivel de dicha dopamina, [ii] es el nivel de dicha adrenalina e
[iii] es el nivel de dicha noradrenalina,

y

b) basandose en el valor virtual determinado en la etapa a2), determinar si dicho sujeto padece enfermedad de
Alzheimer.

2. El método segun la reivindicaciéon 1, en donde el valor virtual se determina en la etapa a2) sumando
los niveles de de al menos cada dopamina, adrenalina y noradrenalina medidos en la etapa a1).

3. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en donde dicha muestra de fluido
bioldgico se selecciona entre el grupo que consiste en una muestra de fluido cefalorraquideo, suero, plasma, orina y
saliva.

4. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde al menos otro marcador
conocido de la enfermedad de Alzheimer y/o de al menos otro compuesto conocido por asociarse con la enfermedad
de Alzheimer se mide ademas en la muestra de fluido biolégico obtenido de dicho sujeto y/o el valor de al menos
otro parametro conocido por asociarse con la enfermedad de Alzheimer se determina ademas en dicho sujeto en la
etapa a1).

5. El método segun la reivindicacion 4, en donde al menos dicho otro marcador conocido de enfermedad
de Alzheimer y/o al menos otro compuesto conocido por asociarse con la enfermedad de Alzheimer se seleccionan
entre el grupo que consiste en ubiquitina, AB1-42, sAPPf, proteina tau fosforilada 181, tau no fosforilada, FKBP52,
HFABP, S-100B, FUS, Erk1, Erk2, GFAP, formaldehido, timosina y PKR.

6. El método segun la reivindicaciéon 4 o 5, en donde al menos dicho otro parametro conocido por
asociarse con la enfermedad de Alzheimer se selecciona entre el grupo que consiste en edad, sexo y ensayo
cognitivo.

7. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, que comprende ademas una etapa a2b)
de determinacién de una puntuacion mediante la combinacion del valor virtual determinado en la etapa a2) y el nivel
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de al menos dicho otro marcador conocido de la enfermedad de Alzheimer y/o de al menos dicho otro compuesto
conocido por asociarse con la enfermedad de Alzheimer y/o el valor de al menos dicho otro pardmetro conocido por
asociarse con la enfermedad de Alzheimer determinados ademas en la etapa a1) en un algoritmo iterativo o
genético.

8. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que comprende ademas una etapa a3)
de comparacion del valor virtual determinado en la etapa a2) o la puntuacién determinada en la etapa a2b) con un
valor predeterminado.

9. El método segun la reivindicacion 8, en donde se determina si el valor virtual determinado en la etapa
a2) o la puntuacion determinada en la etapa a2b) es superior o inferior al valor predeterminado.

10. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde la medicién del nivel de al
menos cada dopamina, adrenalina y noradrenalina en la etapa a1) se realiza por electroforesis capilar.
1. El método segun la reivindicacion 10, en donde la medicién del nivel de al menos cada dopamina,

adrenalina y noradrenalina en la etapa a1) se realiza por electroforesis capilar acoplada a fluorescencia inducida por
laser.

12. Un método de seguimiento terapéutico de un tratamiento contra la enfermedad de Alzheimer de un
sujeto que presenta signos de demencia, que comprende las etapas de:

a1) medicién del nivel de cada dopamina, adrenalina y noradrenalina en una muestra de fluido bioldgico de dicho
sujeto antes del tratamiento;

a2) determinacion de un primer valor virtual mediante la combinacién de los niveles medidos en la etapa a1)
aplicando uno de los siguientes algoritmos:

i W, )
S 17 7 17 7 N 1 1 75 R 19 7

oy ) o @[ (@[], @[]
SO 1 17 75 O 1 5 1 B 7

p Wl o (<) oo Qb)) _(+fa)). ), (<li)),

T @ TG E TG T

{0 ) o 1 1 T
VA T @) @) v = [i]+[ii] + ii]:

en donde V es el valor virtual a determinar e [i] es el nivel de una de dicha dopamina, [ii] es el nivel de dicha
adrenalina e [iii] es el nivel de dicha noradrenalina;

b1) medicién del nivel de cada dopamina, adrenalina y noradrenalina en una muestra de fluido biolégico de dicho
sujeto durante o después del tratamiento;

b2) determinacidon de un segundo valor virtual mediante la combinacién de los niveles medidos en la etapa b1)
aplicando uno de los siguientes algoritmos:
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N ] ]
S 1 73 N 7 7 N7 5 8 7 G175 X

B 7] O 1 N (1 3 21 i 1 €5 1| I 1 3 71
S 1 7 1 5 3 A (7 N (B ¥

(135D 1 0 2 ) 3V 3 71 P 3
N 7 8 P 7 A 1 ]

(i) + [wi]) ([z] ], (id]+ i), ([ii]+[m]) T
S 117 7 R s A 1 A A

en donde V es el valor virtual a determinar e [i] es el nivel de una de dicha dopamina, [ii] es el nivel de dicha

adrenalina e [iii] es el nivel de dicha noradrenalina;

5
c) basandose en el primer y segundo valor virtual determinados respectivamente en las etapas a2) y b2),
determinar si dicho sujeto se beneficia de dicho tratamiento contra la enfermedad de Alzheimer;
o}

10
a') medicion de un primer nivel global de al menos dos catecolaminas en una muestra de fluido biolégico de dicho
sujeto antes del tratamiento;
b') medicion de un segundo nivel global de al menos dichas dos catecolaminas en una muestra de fluido
biolégico de dicho sujeto durante o después del tratamiento; y

15 c') basandose en el primer y segundo nivel global determinados respectivamente en las etapas a') y b'),

determinar si dicho sujeto se beneficia de dicho tratamiento contra la enfermedad de Alzheimer.
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