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DESCRIPCIÓN

Diagnóstico diferencial de las enfermedades neurológicas.

Campo de la invención

La presente invención se refiere al campo del diagnóstico de las enfermedades neurológicas. La presente invención
estipula un método nuevo para el diagnóstico diferencial de la enfermedad de Alzheimer frente a otras enfermedades
neurológicas. Más particularmente, la presente invención estipula un método para el diagnóstico diferencial de la en-
fermedad de Alzheimer frente a la demencia con cuerpos de Lewy, frente a la enfermedad de Parkinson sin demencia,
frente a la atrofia multisistémica y/o frente a la parálisis supranuclear progresiva.

Antecedentes de la invención

Se ha postulado el uso de tau y fosfo-tau como marcadores neurológicos en el diagnóstico de enfermedades neuro-
lógicas (Blennow et al., 1995; Vigo-Pelfrey et al., 1995; Andreasen et al., 1998; Andreasen et al., 1999a; Ishiguro et
al., 1999). La proteína tau asociada al microtúbulo es un componente proteico principal de los filamentos helicoidales
apareados (FHA) y los ovillos neurofibrilares (ONF), asociados a la enfermedad de Alzheimer (Brion et al., 1985;
Delacourte y Defossez, 1986; Grundke-Iqbal et al., 1986; Kosik et al., 1986; Wood et al., 1986; Kondo et al., 1988).
La proteína tau existe en diferentes isoformas, de las cuales entre 4 y 6 se encuentran en el cerebro del adulto pero
sólo 1 isoforma se detecta en el cerebro del feto. La diversidad de las isoformas se genera a partir de un único gen
del cromosoma humano 17 por empalme alternativo del ARNm (Himmler, 1989; Goedert et al., 1989; Andreadis et
al., 1992). La característica más sorprendente de la proteína tau, según se deduce de la clonación molecular, es un
tramo de 31 ó 32 aminoácidos, que se encuentra en la parte carboxilo terminal de la molécula, que puede repetirse
3 ó 4 veces. Otra diversidad se genera a través de inserciones de 29 ó 58 aminoácidos de longitud en la parte NH2-
terminal de las moléculas tau (Goedert et al., 1989). In vivo, tau promueve el ensamble y la estabilidad del microtú-
bulo en el compartimiento axonal de las neuronas mediante interacciones en las que participa su dominio de unión al
microtúbulo que está ubicado en la región repetida de tau (255-381) (Lewis et al., 1988). En circunstancias normales
el cerebro del adulto contiene 2 a 3 moles de fosfato por mol de tau (Selden y Pollard, 1983; Ksiezak-Reding et al.,
1992). La fosforilación de diferentes sitios en la proteína tau normal según se estudió en ratas y seres humanos de-
pende del estado de desarrollo (Lee et al, 1991; Bramblett et al., 1993; Goedert et al., 1993). Se detectaron variantes
de tau de 60, 64 y 68 kDa que surgen como consecuencia de la fosforilación en áreas cerebrales que presentan ovillos
neurofibrilares (Delacourte et al., 1990; Goedert et al., 1992; Flament et al., 1990. Greenberg y Davies, 1990). Estos
cerebros contienen de 6 a 8 moles de fosfato por mol de tau (Ksiezak-Reding et al., 1992). En proteína tau aislada de
FHA (tau de FHA), la fosforilación tiene lugar en varias posiciones (Iqbal et al., 1989; Lee et al., 1991; Hasegawa et
al., 1992; Hanger et al., 1998; Buee et al., 1999).

La enfermedad de Alzheimer (EA) y la demencia frontotemporal (DFT) son los tipos más comunes de demencia
degenerativa primaria asociada a una patología tau y tienen una prevalencia de 42-75% y 8-10%, respectivamente
(Brun, 1993; Gustafson, 1993; Ebly et al., 1994). La patología filamentosa asociada a tau es decir los ovillos neu-
rofibrilares (ONF), se encuentra congruentemente en la EA (Tomlinson y Corsellis, 1984) pero también en la DFT
(Spillantini y Goedert, 1998). Las proteínas tau patológicas se encuentran tanto en la EA como en la DFT (Vermersch
et al., 1995; Delacourte et al., 1996). No obstante, estudios en el tejido cerebral, han sugerido que la patología tau es
diferente en la EA y en la DFT, lo que está posiblemente relacionado con el grado de fosforilación (Delacourte et al.,
1996). Vanmechelen E. et al. (Neurosci. Lett. 2000, 285 (1): 49-52) encontraron que los niveles de tau fosforilada en
las muestras de LCR es diferente en la EA y en la DFT. Otras formas de demencia asociadas a una patología tau inclu-
yen la DFT familiar, la parálisis supranuclear progresiva (PSP), la degeneración corticobasal (DCB) y la panencefalitis
esclerosante subaguda. En la actualidad no se comprende muy bien el papel de la hiperfosforilación en la patología de
estas tauopatías.

La demencia con cuerpos de Lewy (DCL) es una enfermedad que se presenta con demencia progresiva o psicosis.
Los signos de parkinsonismo, que pueden estar ausentes o son leves al comienzo, finalmente se vuelven comunes y la
rigidez es generalmente severa. Los cuerpos de Lewy se encuentran profusamente en el tallo encefálico, el prosencéfalo
basal, los núcleos hipotalámicos y la neocorteza. La demencia con cuerpos de Lewy se caracteriza por la ausencia
relativa de ovillos y tau hiperfosforilada en el cerebro. La enfermedad de Parkinson (EP) es un tipo de enfermedad con
cuerpos de Lewy que se presenta hacia la mitad de la vida o al final, que progresa muy gradualmente y tiene un curso
prolongado. Se puede considerar como un ejemplo de enfermedad neuronal sistémica, que involucra principalmente
al sistema nigroestriatal y dopaminérgico. La demencia con cuerpos de Lewy fue definida recientemente como una
forma especial de demencia que requiere el manejo diferencial del paciente (Lebert et al., 1998; McKeith et al., 1999).
La demencia con cuerpos de Lewy, que es sensible a los neurolépticos, es clínicamente muy difícil de diferenciar
de la enfermedad de Alzheimer (McKeith et al., 1996; Ballard et al., 1998). La mayoría de los pacientes (más del
75%) son definidos neuropatológicamente como pacientes con enfermedad de Alzheimer si bien se estima que 15 a
25% de los pacientes con diagnóstico clínico de enfermedad de Alzheimer tienen demencia con cuerpos de Lewy
(Hooten et al., 1998). Como la demencia con cuerpos de Lewy es más sensible al tratamiento con acetilcolinesterasa,
la diferenciación de la demencia con cuerpos de Lewy de la enfermedad de Alzheimer es esencial para la optimización
del tratamiento (Levy et al., 1994; Perry et al., 1994; Wilcock et al., 1994).
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El péptido β-amiloide en el líquido cefalorraquídeo (LCR) y tau en LCR fueron validados para diferenciar la
enfermedad de Alzheimer del envejecimiento normal, la depresión y la enfermedad de Parkinson (Galasko et al., 1998;
Kanai et al., 1998; Hulstaert et al., 1999) y estos marcadores están bien posicionados para el diagnóstico diferencial
de esos trastornos (Andreasen et al., 1999b). Más controversial, sin embargo, es su papel en la diferenciación de la
enfermedad de Alzheimer de afecciones estrechamente relacionadas como la demencia con cuerpos de Lewy y de
otras demencia asociadas con patologías tau como la demencia frontotemporal, la atrofia multisistémica (AMS) y/o la
parálisis supranuclear progresiva. En la actualidad, no existen métodos exactos para el diagnóstico diferencial de estas
enfermedades neurológicas.

Objetivos de la invención

Es un objetivo de la presente invención estipular un método in vitro para el diagnóstico diferencial de un individuo
que sufre la enfermedad de Alzheimer frente a un individuo que sufre demencia con cuerpos de Lewy.

Es un objetivo de la presente invención estipular un método in vitro para el diagnóstico diferencial de un individuo
que sufre la enfermedad de Alzheimer frente a un individuo que sufre la enfermedad de Parkinson sin demencia.

Es un objetivo de la presente invención estipular un método in vitro para el diagnóstico diferencial de un individuo
que sufre la enfermedad de Alzheimer frente a un individuo que sufre atrofia multisistémica.

Es un objetivo de la presente invención estipular un método in vitro para el diagnóstico diferencial de un individuo
que sufre la enfermedad de Alzheimer frente a un individuo que sufre parálisis supranuclear progresiva. Es un objetivo
de la presente invención estipular el uso de un anticuerpo que reconozca específicamente a fosfo-tau para el diagnóstico
diferencial, in vitro, en el líquido cefalorraquídeo (LCR) de un individuo que sufre la enfermedad de Alzheimer frente
a un individuo que sufre demencia con cuerpos de Lewy, frente a un individuo que sufre la enfermedad de Parkinson
sin demencia, frente a un individuo que sufre atrofia multisistémica y/o frente a un individuo que sufre parálisis
supranuclear progresiva.

(Tabla pasa a página siguiente)
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TABLA 2

Comparación del poder diferenciador de tau en LCR y fosfo-tau en LCR usando análisis ROC

Descripción detallada de la invención

La presente invención se refiere a un método in vitro para el diagnóstico diferencial de un individuo que sufre la
enfermedad de Alzheimer (EA) frente a un individuo que sufre demencia con cuerpos de Lewy, frente a un individuo
que sufre la enfermedad de Parkinson sin demencia, frente a un individuo que sufre atrofia multisistémica y/o un
individuo que sufre parálisis supranuclear progresiva, caracterizado porque se usa fosfo-tau en LCR como marcador
neurológico. Más específicamente, la presente invención se refiere a un método como el descrito antes, que comprende
los pasos de:

- determinación del nivel de fosfo-tau en dicho individuo;

- deducción de que dicho individuo está sufriendo una enfermedad neurológica diferente de la enfermedad de
Alzheimer por comparación del nivel obtenido de fosfo-tau en dicho individuo con el nivel de fosfo-tau en
individuos que sufren la enfermedad de Alzheimer, por medio de la cual un menor nivel de fosfo-tau es una
indicación de que dicho individuo sufre una enfermedad neurológica diferente de la enfermedad de Alzheimer.
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“El diagnóstico diferencial de un individuo que sufre una enfermedad neurológica frente a un individuo que su-
fre otra enfermedad neurológica” se refiere a la diferenciación entre dicha primera enfermedad y otras enfermedades
neurológicas en el sentido de que una determinada enfermedad neurológica o cierta causa de trastorno neurológi-
co en un individuo se asocia a una determinada afección neurodegenerativa de dicho individuo. El método de la
presente invención permite el diagnóstico diferencial de un individuo que sufre la enfermedad de Alzheimer fren-
te a un individuo que sufre demencia con cuerpos de Lewy (DCL), frente a un individuo que sufre la enfermedad
de Parkinson (EP) sin demencia, frente a un individuo que sufre atrofia multisistémica (AMS), frente a un indivi-
duo que sufre parálisis supranuclear progresiva (PSP). La enfermedad de Alzheimer, la demencia con cuerpos de
Lewy, la enfermedad de Parkinson sin demencia, la atrofia multisistémica y la parálisis supranuclear progresiva al
igual que otras enfermedades neurológicas fueron descritas en detalle por Wilson et al. (1991) y McKeith et al.
(1999).

La presente invención se basa en el hallazgo de que el nivel de fosfo-tau en el LCR de individuos que sufren
demencia con cuerpos de Lewy, EP sin demencia, AMS o PSP es significativamente menor en comparación con el
nivel de fosfo-tau en el LCR de individuos que sufren la enfermedad de Alzheimer. La indicación de que el nivel de
fosfo-tau difiere entre dichas enfermedades neurológicas, establece la base para el desarrollo de una prueba diagnóstica
para el diagnóstico diferencial de dichas enfermedades neurológicas en un individuo. En consecuencia, la presente
invención se refiere a un método para el diagnóstico diferencial de un individuo que sufre la enfermedad de Alzheimer
frente a un individuo que sufre demencia con cuerpos de Lewy, frente a un individuo que sufre la enfermedad de
Parkinson sin demencia, frente a un individuo que sufre atrofia multisistémica y/o frente a un individuo que sufre
parálisis supranuclear progresiva, donde dicho método se caracteriza porque se usa fosfo-tau en el LCR como un
marcador neurológico.

El método de la invención comprende por lo tanto el paso de determinación del nivel de fosfo-tau en una muestra
de LCR de dicho individuo que se sospecha que sufre EA, DCB, EP sin demencia, AMS o PSP y de comparación con
un rango previamente definido de niveles de fosfo-tau característico para EA, DCB, EP sin demencia, AMS o PSP. Un
nivel de fosfo-tau que se encuentre dentro del rango de niveles de fosfo-tau previamente definido para la enfermedad
de Alzheimer es una indicación de que dicho individuo sufre la enfermedad de Alzheimer. Un nivel de fosfo-tau que
se encuentre dentro del rango de niveles de fosfo-tau previamente definido para la DCL es una indicación de que
dicho individuo sufre demencia con cuerpos de Lewy. Un nivel de fosfo-tau que se encuentre dentro del rango de
niveles de fosfo-tau previamente definido para la EP sin demencia es una indicación de que dicho individuo sufre la
enfermedad de Parkinson sin demencia. Un nivel de fosfo-tau que se encuentre dentro del rango de niveles de fosfo-tau
previamente definido para la AMS es una indicación de que dicho individuo sufre atrofia multisistémica. Un nivel de
fosfo-tau que se encuentre dentro del rango de niveles de fosfo-tau previamente definido para la PSP es una indicación
de que dicho individuo sufre parálisis supranuclear progresiva.

En consecuencia, la presente invención se refiere a un método para el diagnóstico diferencial de un individuo que
sufre la enfermedad de Alzheimer frente a un individuo que sufre demencia con cuerpos de Lewy, frente a un individuo
que sufre la enfermedad de Parkinson sin demencia, frente a un individuo que sufre atrofia multisistémica y/o frente a
un individuo que sufre parálisis supranuclear progresiva, que comprende los pasos de:

- determinación del nivel de fosfo-tau en una muestra de LCR obtenida de dicho individuo; deducción de que
dicho individuo sufre DCL, EP sin demencia, AMS y/o PSP por comparación del nivel obtenido de fosfo-tau
en dicho individuo con el nivel de fosfo-tau en un individuo que sufre la EA, por medio de la cual un menor
nivel de fosfo-tau es una indicación de que dicho individuo sufre DCL, EP sin demencia, AMS y/o PSP.

El nivel de fosfo-tau se detecta in vitro. El método para la detección in vitro del nivel de fosfo-tau en un individuo
comprende los pasos de obtención de una muestra de LCR de dicho individuo, determinación del nivel de fosfo-tau en
dicha muestra y comparación de éste con un rango previamente definido de niveles de fosfo-tau para dicha enfermedad
neurológica.

En la presente invención el nivel de fosfo-tau se determina en una muestra de líquido cefalorraquídeo extraída del
paciente. Consecuentemente, la presente invención se refiere a un método como el descrito antes, que comprende los
pasos de:

- obtención de una muestra de líquido cefalorraquídeo de dicho individuo;

- determinación del nivel de fosfo-tau en dicha muestra de líquido cefalorraquídeo;

- deducción de que dicho individuo sufre una enfermedad neurológica distinta de la EA como DCL, EP sin
demencia, AMS y/o PSP por comparación del nivel obtenido de fosfo-tau en dicha muestra de líquido cefa-
lorraquídeo con el nivel de fosfo-tau en una muestra de líquido cefalorraquídeo de individuos que sufren la EA,
por medio de la cual un nivel menor de fosfo-tau es una indicación de que dicho individuo sufre otra enfermedad
neurológica como DCL, EP sin demencia, AMS y/o PSP.
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El nivel de fosfo-tau medido en el LCR de un individuo que se sospecha que sufre DCL, EP sin demencia, AMS
y/o PSP se compara con el nivel de fosfo-tau en el LCR de un individuo que sufre la EA. Un menor nivel de fosfo-tau
en el LCR se interpreta como una indicación de que el individuo sufre DCL, EP sin demencia, AMS y/o PSP.

Fosfo-tau incluye todas las formas de tau que tienen una fosforilación en cualquier posición de la secuencia de
la proteína tau, pero más específicamente se refiere a las fosforilaciones en las posiciones de los aminoácidos que no
están fosforilados en la tau humana normal, aislada de individuos adultos que no sufren ningún trastorno neurológico.

“Un menor nivel de fosfo-tau” significa que el nivel de fosfo-tau medido en el pacientes es menor que el nivel
de fosfo-tau medido en pacientes que sufren la EA. Fosfotau se puede cuantificar por cualquier método conocido en
el área, incluido, pero no exclusivamente, el uso de anticuerpos. En una realización preferida, fosfo-tau se cuantifica
mediante un inmunoensayo que comprende al menos los pasos siguientes:

- obtener una muestra de LCR del paciente;

- poner en contacto dicha muestra con un anticuerpo monoclonal que reconozca específicamente a fosfo-tau, en
condiciones adecuadas para producir un complejo antígeno-anticuerpo;

- detectar la unión inmunológica de dicho anticuerpo con dicha muestra.

En otra realización, fosfo-tau se puede cuantificar mediante un inmunoensayo ELISA tipo sándwich que compren-
de los pasos siguientes:

- obtener una muestra de LCR del paciente;

- poner en contacto dicha muestra con un anticuerpo (anticuerpo primario o anticuerpo de captura) que reconozca
a fosfo-tau, en condiciones adecuadas para producir un complejo antígeno-anticuerpo;

- poner en contacto dicha muestra con un anticuerpo monoclonal (anticuerpo secundario o anticuerpo detector)
que reconozca específicamente a fosfo-tau, en condiciones adecuadas para producir un complejo antígeno-
anticuerpo;

- poner en contacto el complejo antígeno-anticuerpo con un marcador para etiquetado específico o acoplamiento
con dicho anticuerpo secundario, donde dicho marcador puede ser cualquier marcador posible conocido por los
técnicos con experiencia en el tema;

- posiblemente además, a los efectos de estandarización, poner en contacto los anticuerpos con una proteína
fosfo-tau purificada o un fosfo-péptido que reaccione con ambos anticuerpos.

De manera ventajosa, el anticuerpo secundario tiene él mismo un marcador o un grupo para el acoplamiento directo
o indirecto con un marcador.

Las expresiones “que reconozca”, “que reaccione con”, “unión inmunológica” o “producir un complejo antígeno-
anticuerpo” como se usan en la presente invención se deben interpretar en el sentido de que la unión entre el antígeno
y el anticuerpo se produce en todas las condiciones que respeten las propiedades inmunológicas del anticuerpo y el
antígeno.

La expresión “que reconozca específicamente” como se usa en la presente invención se debe interpretar en el
sentido de que dicho anticuerpo es capaz de formar un complejo inmunológico con fosfo-tau pero no con la tau
humana normal.

Cualquier anticuerpo monoclonal que reconozca específicamente a fosfo-tau se puede usar en dicho método para
la cuantificación de fosfo-tau. Los anticuerpos monoclonales para usar en la cuantificación de fosfo-tau incluyen AT8
(WO 93/08302), AT180 y AT270 (WO 95/17429) y AT100 (WO 96/04309). También se pueden usar otros anticuerpos
conocidos en el área que reconozcan específicamente a fosfo-tau.

Asimismo se pueden usar en un método de la presente invención fragmentos derivados de esos anticuerpos mono-
clonales como Fab, F(ab)’2, ssFv (“fragmento variable de una sola cadena”) y otros constructos semejantes a anticuer-
pos que retengan la región variable del anticuerpo, siempre que hayan retenido las propiedades de unión originales.
Dichos fragmentos se generan habitualmente mediante, por ejemplo, digestión enzimática de los anticuerpos con
papaína, pepsina u otras proteasas. Es bien sabido por los técnicos con experiencia en el tema que los anticuerpos
monoclonales, o sus fragmentos, se pueden modificar para diversos usos. También se pueden usar en un método de
la invención minianticuerpos y anticuerpos multivalentes como diacuerpos, triacuerpos, anticuerpos tetravalentes y
peptacuerpos. La preparación y el uso de estos fragmentos y anticuerpo multivalentes fueron descritos extensamente
en la solicitud de patente internacional WO 98/29442.
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Los anticuerpos monoclonales utilizados en un método de la invención pueden ser versiones humanizadas de
los anticuerpos monoclonales de ratón preparados mediante tecnología de recombinación del ADN, partiendo de
secuencias de ADN genómico de ratón y/o humanas que codifican las cadenas H y L o de clones de ADNc que
codifican las cadenas H y L. Alternativamente, los anticuerpos monoclonales utilizados en un método de la invención
pueden ser anticuerpos monoclonales humanos. La expresión “anticuerpo humanizado” significa que al menos una
porción de las regiones de armazón de una inmunoglobulina deriva de secuencias de la inmunoglobulina humana.

Los anticuerpos utilizados en un método de la presente invención se pueden marcar mediante un marcado apropiado
del tipo enzimático, fluorescente o radiactivo.

La presente invención se refiere por lo tanto al uso de fosfo-tau como un marcador neurológico para el diagnóstico
diferencial de un individuo que sufre la EA frente a un individuo que sufre DCL, frente a un individuo que sufre la EP
sin demencia, frente a un individuo que sufre AMS y/o frente a un individuo que sufre PSP.

La presente invención también se refiere al uso de un anticuerpo que reconoce específicamente a fosfo-tau para
el diagnóstico diferencial en LCR de un individuo que sufre la EA frente a un individuo que sufre DCL, frente a un
individuo que sufre la EP sin demencia, frente a un individuo que sufre AMS y/o frente a un individuo que sufre PSP.

En toda esta especificación y en las reivindicaciones que siguen, a menos que el contexto requiera algo diferente, la
palabra “comprenden” y las variaciones como “comprende” y “que comprende”, se entenderá que implican la inclusión
de un número entero o paso establecido o grupo de números enteros o pasos establecidos pero que no excluye ningún
otro número entero ni paso o grupo de números enteros o pasos.

La presente invención se ilustrará a continuación por referencia a los ejemplos siguientes que exponen realizaciones
particularmente ventajosas. Sin embargo, se debe tener en cuenta que estos ejemplos son ilustrativos y no pueden
interpretarse en modo alguno como restrictivos de la invención.

Ejemplos

Sujetos y métodos

Se contactaron 14 centros universitarios involucrados en la investigación de LCR para participar en un estudio
multicéntrico. A cada centro se le solicitó que incluyera 500 µl de LCR de exactamente 10 pacientes con EA (McKhann
et al., 1984) y un mínimo de 6 muestras de pacientes con DCL (McKeith et al., 1996) o DFT (Anonymous, 1994).
Ocho centros cumplieron estas condiciones. Cuando hubo disponible LCR de pacientes con PSP (Golbe et al, 1993),
DCB (Rinne et al., 1994) y atrofia multisistémica (AMS) (Colosimo et al., 1995) también se incluyó en este estudio.
Se incluyeron testigos coincidentes en edad, sin problemas neurológicos ni cognitivos ni enfermedad de Parkinson
(EP) sin demencia (langston et al., 1992), cuando hubo 10 muestras disponibles por centro.

El estudio se llevó a cabo en muestras de LCR para investigación siempre que el protocolo requerido hubiera
sido revisado y aprobado por el Comité de ética independiente/Comité institucional de revisión (IEC/IRB) antes de
comenzar el estudio.

Las muestras se recogieron en tubos de polipropileno usando punción lumbar. Debido a que se había demostrado
que la congelación-descongelación afectaba seriamente los niveles de β-amiloide42 (Aß42) (Andreasen et al., 1999b;
Vanderstichele et al., 1998) se documentó la cantidad de ciclos de congelación-descongelación. Las muestras de LCR
que contenían > 500 globulos rojos por microlitro no fueron incluidas.

Todas las determinaciones se realizaron en Innogenetics (Gent, Bélgica) usando juegos de reactivos estándar para
Aß42 en LCR (K-1080, Innogenetics) (Andreasen et al., 1999b; Vanderstichele et al., 1998), hTau (K-1032, Innoge-
netics)(Vandermeeren et al., 1993; Blennow et al., 1995; Van de Voorde et al., 1995) y una versión para investigación
del FOSFO-TAU INNOTEST. El juego de fosfo-tau se desarrolla usando un anticuerpo específico para humanos,
HT7, para captura y un anticuerpo específico para fosfo-treonina-181, AT270, para detección (Goedert et al., 1994).
Como péptido sintético estándar se usó (Ac-P154RGAAPPGQKGQANATRIPAKTPPAPKT(p)PPSSGE187-NH2) con
la correspondiente treonina 181 fosforilada. La fiabilidad y el comportamiento de fosfo-tau se controlaron usando una
mezcla de 5 muestras de LCR que cubrían el rango de rendimiento del ensayo.

Métodos estadísticos

La distribución normal de tau en LCR, Aß42 y fosfo-tau se analizaron usando la prueba de Shapiro-Wilk y cuando
la hipótesis de normalidad fue rechazada, se usaron pruebas no paramétricas (Kruskal-Wallis) para comparar. Para
comparaciones con la EA o el grupo de control, se ajustaron los valores p usando la prueba de comparación múltiple
de Dunn. Se usó el análisis de la curva de la característica operativa del receptor (ROC) para examinar el poder
diferenciador de tau y fosfo-tau entre la EA y los controles, DBL, DFT o afecciones relacionadas con Parkinson,
respectivamente (Hanley y McNeil, 1983). Las posibles correlaciones se determinaron con el coeficiente de correlación
de Spearman.
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Niveles de fosfo-tau en LCR en los diferentes grupos de enfermedades neurológicas

En términos generales se obtuvieron 294 muestras de LCR de los 8 centros. El transporte de las muestras de LCR
desde uno de los centros tomó más de 5 días y las muestras se descongelaron durante el transporte. Por consiguiente,
se volvieron a despachar nuevas alícuotas de estas muestras de LCR, aparte de una muestra de LCR (DFT). Cinco
muestras del centro 2 (5 DFT) y 5 del centro 8 (5 EP) no se analizaron porque la cantidad de LCR que se había
despachado no era suficiente para realizar todas las pruebas. En resumen, se analizaron 283 muestras de LCR de
los diferentes grupos diagnósticos (40 controles, 80 EA, 43 DCL, 69 DFT, 15 EP, 15 PSP, 16 AMS y 5 DCB) para
determinar al menos uno de los marcadores bioquímicos (consulte la Tabla 1). Las muestras de LCR se obtuvieron
entre 1985 y 1999. El porcentaje de hombres en el grupo de pacientes con DCL es alto, como se esperaba.

Los niveles de fosfo-tau y sus intervalos de confianza se determinaron en cinco muestras de CC que se usaron para
controlar el comportamiento de las pruebas de fosfo-tau. Los valores para todas las muestras de CC cayeron dentro de
los criterios establecidos (no se muestran los resultados).

Se observaron efectos por centro para Aß42 y tau, pero no para fosfo-tau en los grupos de EA. Se observó un efecto
de congelación-descongelación (p<0.0001) para Aß42, pero no para tau ni fosfo-tau y fue particularmente pronunciado
en los grupos de EA y DCL. El efecto se confirmó además en el análisis de LCR del centro 03. Esas muestras fueron
analizadas previamente en el centro para determinar tanto tau como Aß42 y se reanalizaron en Innogenetics (Gent,
Bélgica) después de dos ciclos de congelación-descongelación. Se observó una reducción general de 20% de Aß42 en
LCR en 8 de las 10 muestras de control.

No se observó ningún efecto por la edad en los diferentes marcadores en ninguno de los grupos diagnósticos. No
se encontró una correlación significativa entre un biomarcador y el MMSE (mini examen del estado mental) en el
grupo de hombres o mujeres con EA o el grupo total de EA, excepto para tau y MMSE en el grupo total (Spearman,
r=-0.275[-0.491, -0.059], p=.01). El genotipo ApoE no se correlacionó con los niveles de tau en LCR ni de fosfo-
tau en LCR, en tanto que se observó una correlación significativa para Aß42 en LCR (Spearman, r=-0.263 [-0.434,
-0.093], p=0.003).

Se rechazó la hipótesis de normalidad para Aß42, tau y fosfo-tau en todos los grupos y por lo tanto se realizaron
análisis usando pruebas no paramétricas (Tabla 1). Se observaron aumentos significativos de los niveles de tau en LCR
en el grupo de la EA (p<0.001) y DFT (p<0.05) en comparación con el grupo de control. Aunque los niveles de tau
en LCR aumentaron en la DFT, los niveles fueron significativamente mayores en el grupo de la EA (p<0.01). Usando
PSP como grupo de referencia, además de EA y DFT, la DCB tuvo niveles de tau en LCR significativamente mayores
(p<0.05). Para fosfo-tau se observó un patrón similar cuando se usaron la EA y los controles para comparar. Sólo se
observaron niveles significativamente menores de Aß42 la EA (p<0.001) y el grupo de DCL (p<0.05) en comparación
con el gupo de control, y la comparación de los niveles de Aß42 de todos los grupos con el grupo de la EA muestra una
diferencia claramente significativa entre la EA y la DFT (p<0.001). Puesto que en todas las afecciones relacionadas
con la enfermedad de Parkinson, excepto la DCB, los niveles medios de los biomarcadores estuvieron dentro del rango
normal, estos grupos fueron tratados como un único grupo en el análisis posterior.

La fuerte correlación entre tau y fosfo-tau para todos los pacientes, independiente del grupo de diagnóstico
(y=0.75x+4.6, r=-0.904, p<0.001) sugiere que la diferenciación obtenida con tau entre la EA y otros grupos, tam-
bién se puede obtener con fosfo-tau. Usando el análisis ROC, se comparó el poder diferenciador de tau total con el de
fosfo-tau. Se observó una diferencia significativa entre tau y fosfo-tau para distinguir la EA frente a la DFT y la EA
frente a la DCL, en tanto no se observó diferencia para la EA en comparación con los controles o con las afecciones
relacionadas con Parkinson (Tabla 2). Puesto que hay una mayor representación de hombres en el grupo de DCL, el
análisis de ROC también se llevó a cabo para hombres con EA frente a hombres con DCL con un AUC de 0.800 ±
0.057, comparable a la de las mujeres y los hombres juntos.

Usando la línea de diferenciación establecida previamente, que combina tau en LCR y β-amiloide42 en LCR (Aβ42
= 240 + 1.18 tau) (Hulstaert et al., 1999), la sensibilidad (98% (IC 91-99%)) y la especificidad para la población
de control (73% (CI 56-85%)) fueron comparables a las de los estudios previos. La especificidad de esta línea de
diferenciación para DFT es 77% (IC 66-85%)), para DCL 67% (IC 52-80%)) y para las afecciones relacionadas con
Parkinson 68% (IC 50-81%)).
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro para el diagnóstico diferencial de un individuo que sufre la enfermedad de Alzheimer frente
a un individuo que sufre demencia con cuerpos de Lewy, frente a un individuo que sufre la enfermedad de Parkinson
sin demencia, frente a un individuo que sufre atrofia multisistémica y/o frente a un individuo que sufre parálisis
supranuclear progresiva, donde fosfo-tau en el líquido cefalorraquídeo (LCR) se usa como un marcador neurológico.

2. Un método de acuerdo con la reivindicación 1 que comprende los pasos de:

- determinación del nivel de fosfo-tau en una muestra de LCR obtenida de dicho individuo;

- deducción de que dicho individuo que sufre demencia con cuerpos de Lewy, Parkinson sin demencia, atrofia
multisistémica y/o parálisis supranuclear progresiva por comparación del nivel de fosfo-tau obtenido en la
muestra extraída de dicho individuo con el nivel de fosfo-tau en una muestra obtenida de individuos que sufren
la enfermedad de Alzheimer, por medio de la cual un nivel menor de fosfo-tau es una indicación de que dicho
individuo sufre demencia con cuerpos de Lewy, enfermedad de Parkinson sin demencia, atrofia multisistémica
y/o parálisis supranuclear progresiva.

3. Un método de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2 que se caracteriza además porque el nivel de fosfo-tau se
determina inmunológicamente, haciendo uso de un anticuerpo que reconoce específicamente a fosfo-tau.

4. El uso de un anticuerpo que reconoce específicamente a fosfo-tau para el diagnóstico diferencial, in vitro, en el
líquido cefalorraquídeo (LCR) de un individuo que sufre la enfermedad de Alzheimer frente a un individuo que sufre
demencia con cuerpos de Lewy, frente a un individuo que sufre la enfermedad de Parkinson sin demencia, frente a un
individuo que sufre atrofia multisistémica y/o frente a un individuo que sufre parálisis supranuclear progresiva.
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