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DESCRIPCION
Método para determinar el riesgo de enfermedad de Alzheimer
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un método para medir glicoalbumina y hemoglobina A1c en una muestra bioldgica,
y determinar la existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo de enfermedad de Alzheimer de manera exacta,
simple, rapida y barata a partir de la relacién de glicoalbumina/hemoglobina A1lc.

La presente invencion se refiere también al uso de un dispositivo y un kit para determinar la existencia o no existencia
de un riesgo de desarrollo de enfermedad de Alzheimer.

Técnica anterior

El nimero de pacientes con demencia en Japén ha aumentado rapidamente en los Ultimos afios a medida que la
poblacién envejece. Hay preocupacion de que el aumento en pacientes ancianos con demencia conduzca a aumentos
adicionales en los gastos de cuidados médicos y de enfermeria, y pérdidas socioecondémicas significativas. No se ha
establecido ninguna terapia fundamental para tratar la demencia, y las medidas preventivas frente a la demencia son
importantes para prolongar los periodos de vida sanos al tiempo que se controlan los gastos de seguridad social.

La demencia es definida por la Sociedad Japonesa de Neurologia como “Un estado en el que la funcién cognitiva que
ha alcanzado la normalidad ha disminuido de manera continua debido a un dafio cerebral adquirido y se ha convertido
en un obstaculo para la vida cotidiana y la vida social”. La demencia es una enfermedad fundamentalmente diferente
del declive cognitivo general porque se declara en base a la existencia de dafio cerebral y el deterioro de la vida
cotidiana y la vida social.

Los criterios de diagnéstico para la demencia que se usan ampliamente a nivel internacional incluyen la 102 Revision
de la Clasificacion Internacional de Enfermedades (CIE-10) de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), y el Manual
Diagnostico y Estadistico de los Trastornos Mentales de la Asociacion Psiquiatrica Americana, 32 Edicion, Edicién
revisada (DSM-III-R) y 42 Edicion, Revisién del texto (DSM-IV-TR) (documento no de patente 1, pags. 1-2), pero el
diagnéstico real es extremadamente complicado. Como ejemplo, los criterios de diagnéstico para la demencia segun
el DMS-11I-R se resumen a continuacion (documento no de patente 1, pag. 2).

A. Memoria (a corto plazo, a largo plazo) deteriorada
B. Al menos uno de los siguientes

1) Pensamiento abstracto deteriorado

2) Juicio deteriorado

3) Funcion de la corteza superior deteriorada (afasia: deterioro del lenguaje; apraxia: comportamiento
motor deteriorado aunque la funcién motora no esté deteriorada; agnosia: incapacidad para reconocer
o identificar objetos aunque la funcién sensorial no esté deteriorada; apraxia constructiva: incapacidad
para percibir claramente detalles, entender relaciones entre las partes constituyentes de un objeto y
realizar una sintesis correcta)

4) Cambios de personalidad
C. El deterioro de Ay B interfiere con el trabajo, las actividades sociales o las relaciones humanas
D. No diagnosticado cuando las consciencia esta deteriorada (eliminar delirio)
E. La presencia de enfermedad cerebral organica puede deducirse a partir del historial médico y el examen.

A partir de los criterios de diagndstico anteriores para la demencia, puede verse que la patologia de la demencia
abarca una variedad de enfermedades, no limitadas a enfermedades del sistema nervioso central. En la CIE-10, la
demencia se clasifica bajo el encabezado de “Trastornos mentales organicos, incluidos los sintomaticos”, e incluye
cuatro categorias: enfermedad de Alzheimer, demencia vascular, demencia en otras enfermedades y demencia no
especifica. Sin embargo, en el DSM-IV-TR la demencia se encuentra bajo el encabezado de “Delirio, demencia,
trastornos amnésicos y otros trastornos cognitivos”, e incluye seis categorias, cada una de las cuales esta
subcategorizada adicionalmente. Muchas formas de demencia se han afnadido también bajo la clasificacién de
“Demencia debida a otros trastornos fisicos generales” (documento no de patente 1, pags. 4-7), incluyendo demencia
frontotemporal y demencia de cuerpos de Lewy, que han sido notables en términos de nimero de pacientes en los
ultimos afos. Es decir, cuando se habla de demencia, el diagnéstico por tipo de enfermedad es extremadamente
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importante porque la demencia es realmente un grupo de muchas enfermedades con una variedad de causas, y los
sintomas y métodos de tratamiento difieren segun el tipo de enfermedad. Ademas, dado que la demencia es dificil de
curar una vez que se ha producido, es importante entender los riesgos y ejercer prevencién en una fase temprana. De
las diferentes formas de demencia, hay una necesidad urgente de contramedidas frente a la enfermedad de Alzheimer
y la demencia vascular debido al gran nimero de personas que las sufren.

Se recomiendan el DSM-1V y los criterios de diagnéstico del grupo de investigacion del Instituto Nacional de Trastornos
Neurol6gicos y Comunicativos y Accidentes Cerebrovasculares y la Asociacion de la Enfermedad de Alzheimer y
Trastornos Relacionados (NINCDS-ADRDA) para el diagnéstico clinico de la enfermedad de Alzheimer (documento
no de patente 1, pag. 225). Los factores mas importantes a la hora de diagnosticar la enfermedad de Alzheimer son
el “historial médico” y “sintomatologia” (sintomas actuales), y en los ejemplos de esta descripcion, se usaron los
criterios de diagnéstico de la enfermedad de Alzheimer del NINCDS-ADRDA tal como se describe a continuacion
(documento no de patente 2, documento no de patente 1, pag. 219).

Los criterios de diagndstico de la enfermedad de Alzheimer especificos del NINCDS-ADRDA son los siguientes.
1) Criterios de diagndstico para el examen clinico (enfermedad de Alzheimer probable)

» La demencia se identifica en pruebas clinicas y en pruebas mediante el miniexamen del estado
mental (MMSE), escala de demencia de Blessed o una prueba similar, y se confirma mediante
pruebas neuropsicoldgicas.

«  Déficits en dos 0 mas areas cognitivas

»  Declive progresivo en la memoria y otras funciones cognitivas
» Ningun deterioro de la consciencia

. Inicio a la edad de 40 a 90, lo mas comdun tras la edad de 65

e Ningun deterioro de la memoria ni cognitivo progresivo atribuible a cualquier otra enfermedad
sistémica o enfermedad cerebral.

2) Un diagnostico de 1) enfermedad de Alzheimer probable esta respaldado por lo siguiente:

» Deterioro progresivo en funciones cognitivas especificas: deterioro del lenguaje (afasia), deterioro
del comportamiento (apraxia), reconocimiento deteriorado (agnosia) y deterioro de otras actividades
de la vida diaria (AVD), cambios en patrones de comportamiento, historial familiar de deterioro
similar. En particular, la enfermedad de Alzheimer probable esta respaldada fuertemente cuando
hay confirmacién neuropatolégica.

* Los hallazgos de laboratorio clinicos estan confirmados (liquido cefalorraquideo normal en un
examen normal, ondas cerebrales normales o presentan cambios no especificos tales como
actividad de ondas lentas aumentada, atrofia cerebral progresiva demostrada mediante pruebas a
lo largo del tiempo usando diagnéstico por imagenes tal como TC).

3) En algunos casos, otras caracteristicas clinicas consistentes con un diagnéstico de enfermedad de Alzheimer
probable pueden conformarse tras haberse excluido causas de demencia distintas de enfermedad de Alzheimer.

Estas “otras caracteristicas clinicas” son las siguientes. El progreso puede estancarse durante el curso de la
enfermedad, que puede ir acompariada de sintomas tales como depresion, insomnio, incontinencia, delirios, ilusiones,
alucinaciones, agitaciéon psicomotora violenta, comportamiento sexual anémalo y pérdida de peso. Especialmente en
casos avanzados, se han visto hallazgos neurolégicos anémalos tales como tono muscular aumentado, mioclonia y
alteracion de la marcha. Pueden producirse convulsiones en casos avanzados. La TC y otros resultados de imagen
son normales para la edad del paciente.

4) Casos en los que el diagnéstico de enfermedad de Alzheimer probable es dudoso, o caracteristicas se confirman
que no son caracteristica de enfermedad de Alzheimer probable

Se ven ataques de accidente cerebrovascular repentinos, sintomas neurolégicos locales, hemiplejia, pérdida sensorial,
pérdida de campo visual y disinergia desde la fase temprana de la enfermedad. Crisis convulsivas y alteracion de la
marcha se confirman en el momento de apariciéon o en las fases muy tempranas de la enfermedad.

Diagnéstico clinico de sospecha clinica (enfermedad de Alzheimer posible)
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Los sintomas de demencia estan presentes y no son atribuibles a ninguna otra enfermedad neurolégica, psicologico
o sistémica, pero la aparicidn, la presentacién y el progreso son atipicos. Hay otra enfermedad sistémica o trastorno
cerebral que podria ser la causa, pero no se cree que sea la causa de la demencia actual.

En un Unico caso de demencia grave que progresa gradualmente, no hay ninguna otra causa obvia (con fines de
investigacion).

Los criterios para un diagndstico definitivo de enfermedad de Alzheimer se basan en los criterios de diagnéstico clinicos
para enfermedad de Alzheimer probable junto con evidencia neuropatoldgica de una biopsia o autopsia.

Cuando se clasifican casos de enfermedad de Alzheimer con fines de investigacion, se distinguen subtipos tales como
los siguientes: historial familiar, aparicion antes de la edad de 65, presencia de trisomia 21 y ocurrencia conjunta de
otras enfermedades relacionadas tal como Parkinson.

A partir de lo anterior puede entenderse que la enfermedad de Alzheimer no es facil de diagnosticar, y también puede
ser extremadamente dificil especificar factores de riesgo y determinar el riesgo de aparicion. Por tanto, ha habido
desde hace tiempo intentos por encontrar biomarcadores convenientes.

Por ejemplo, pruebas sanguineas son necesarias para un diagndéstico de exclusion cuando se diagnostica demencia
degenerativa tal como enfermedad de Alzheimer, pero en general no hay pruebas sanguineas para identificar
demencia. Se usan de manera activa concentracion de proteina amiloide baja y concentracién de proteina tau elevada
en liquido cefalorraquideo (LCR) como marcadores sustitutos para la enfermedad de Alzheimer, pero la recogida de
liquido cefalorraquideo es generalmente dificil de aplicar a muchos sujetos porque supone muchas cargas para los
pacientes. No se ha descubierto ain ningun indicador bueno para el diagnéstico de enfermedad de Alzheimer que
pueda medirse en muestras de sangre, que pueda recogerse repetidamente y de manera menos invasiva que estos
marcadores de LCR existentes (documento no de patente 1, pag. 233).

Como resultado de muchos estudios observacionales, se han identificado factores de riesgo genéticos
(apolipoproteina Ee4), factores de riesgo vasculares (hipertension arterial, diabetes, colesterol en sangre elevado) y
tabaquismo como factores de riesgo para la demencia y la enfermedad de Alzheimer, mientras que se han identificado
el ejercicio regular, factores dietéticos, actividades de ocio, participacion social, actividad espiritual activa,
entrenamiento cognitivo y un consumo de alcohol moderado como factores de prevencién, pero hay poca base
cientifica para estos. En la actualidad, no se ha establecido ningin método para prevenir (prevencion primaria) o
retardar el progreso (prevencién secundaria) de la enfermedad de Alzheimer (documento no de patente 1, pag. 168).

Mientras tanto, también se ha encontrado que la concentracion de proteina amiloide baja y la concentracion de proteina
tau elevada en liquido cefalorraquideo (documento no de patente 1, pag. 195) y la obtencién de imagenes del cerebro
son Utiles para predecir la transicion de deterioro cognitivo leve (DCL) a enfermedad de Alzheimer. También se cree
que la obtencion de imagenes morfolégicas (IRM) pueden usarse para predecir tales transiciones con una gran
exactitud basandose en la atrofia del hipocampo y de la corteza entorrinal al inicio del seguimiento (documento no de
patente 1, pag. 197). Sin embargo, en el primer caso, las pruebas imponen una gran carga al paciente tal como se
discutié anteriormente, y es dificil de realizar en muchos pacientes, mientras que en el segundo caso se requiere un
equipo grande, caro, lo que también hace que este método sea dificil de aplicar a grandes nimeros de pacientes.

El deterioro cognitivo leve mencionado anteriormente es un estado que no se considera demencia porque la funcién
cognitiva general es normal, aunque es un deterioro de la memoria objetivo. Es decir, el paciente es olvidadizo, y el
deterioro de la memoria en relacion con la edad se confirma mediante pruebas neuropsicoldgicas, pero este no se
considera demencia porque la funciéon cognitiva ordinaria es normal y el comportamiento en la vida diaria es
generalmente normal (documento no de patente 1, pag. 188).

Es importante diagnosticar el deterioro cognitivo leve porque se considera un estado precursor al declive cognitivoy a
la demencia, y se han propuesto diversas ideas. Los modos de diagnosticar deterioro cognitivo leve incluyen enfoques
que se centran en el deterioro de la memoria asociado con la edad (DMAE), y aquellos que se centran en un declive
neurocognitivo leve (DNCL) provocado por enfermedad neurolégica y caracteristicas fisicas.

Los criterios para el DNCL segun el Diagnéstico y Estadistico de los Trastornos Mentales de la Asociacion Psiquiatrica
Americana, 42 edicion, revisién del texto (DSM-IV-TR) se resumen a continuaciéon (documento no de patente 1, pag.
14).

1) Al menos dos de los siguientes trastornos cognitivos estan presentes, y han estado presentes casi de manera
continua durante al menos 2 semanas

1. Deterioro de la memoria identificado como capacidad reducida para aprender o recordar informacion

2. Deterioro de la funcion ejecutiva
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3. Deterioro de la atencion o de la velocidad de procesamiento de informacién
4. Declive de la funcién sensorial o motora
5. Deterioro del lenguaje (comprension, parafraseado)

2) Se encuentra evidencia objetiva de enfermedad neuroldgica o fisica general considerada que es una causa de
deterioro cognitivo a partir de un examen fisico o hallazgos de laboratorio clinicos (incluyendo neuroimagen)

3) Hay evidencia de anomalia o deterioro del comportamiento a partir de una evaluacion neuropsicol6gica o evaluacion
cognitiva cuantitativa

4) El deterioro cognitivo provoca angustia grave o deterioro funcional en un area social, profesional u otra importante,
y ha disminuido desde un nivel previo

5) El deterioro cognitivo no cumple los criterios para delirio, demencia o trastorno amnésico, y no puede explicarse
mediante otro trastorno mental.

Para resumir, el declive neurocognitivo leve y la demencia son dos estados completamente diferentes, mientras que
la demencia en si abarca muchas patologias, y la enfermedad de Alzheimer en particular es un tipo de enfermedad
con muchos pacientes (Fig. 3). Ademas, es extremadamente dificil diagnosticar o determinar el riesgo de desarrollar
enfermedad de Alzheimer, y hay una fuerte demanda de un método, biomarcador, kit y dispositivo exacto, simple,
rapido y barato, para determinar la aparicion o el riesgo de aparicién de la enfermedad de Alzheimer. También hay
una demanda del desarrollo de compuestos Utiles para tratar y prevenir la enfermedad de Alzheimer.

Mientras tanto, la diabetes esta aumentado rapidamente en todo el mundo. Se conoce ampliamente que la diabetes
provoca arteriosclerosis y puede provocar o promover trastornos cerebrovasculares, y se espera una asociacion con
la demencia vascular. Ademas, estudios epidemioldgicos en Europa y los EE. UU. han apuntado a una asociacion
entre la diabetes y la enfermedad de Alzheimer.

El estudio de Hisayama-machi es una encuesta epidemiolégica de enfermedades del estilo de vida tipicas en Japdn,
e incluye una encuesta epidemiolégica a largo plazo de demencia en pacientes ancianos con edades de 65 y mayores.
El estudio de Hisayama-machi es un estudio de cohorte (estudio de seguimiento prospectivo) de residentes locales en
Hisayama-machi en la prefectura de Fukuoka, y se estudio la prevalencia de demencia entre 1985 y 2012. La tasa de
examen es superior al 90% y se examinaron 1904 sujetos en 2012, de modo que este es un estudio altamente fiable
que implica a un gran ndmero de sujetos. En el seguimiento a este estudio, la enfermedad de Alzheimer era
significativamente mas prevalente en el grupo diabético, mientras que la demencia vascular era significativamente
mas prevalente en el grupo de tolerancia a la glucosa alterada (IGT) prediabético y el grupo diabético, y persistio una
asociacion significativa entre la diabetes y la aparicién de enfermedad de Alzheimer (relacion de peligro 2,1) incluso
cuando otros factores de riesgo para la demencia se ajustaron mediante andlisis multivariante (documento no de
patente 3). Cuando los sujetos se clasificaron basandose en la glucosa en sangre postprandial y la glucosa en sangre
2 horas tras la exposicion a glucosa, se mostré que el riesgo de enfermedad de Alzheimer y demencia vascular
aumentaba de manera lineal a medida que aumentaron los niveles de glucosa en sangre (documento no de patente
3). Por tanto, se ha estudiado la asociacion entre diabetes y demencia, pero no ha habido ningin estudio de una
asociacion con glicoalbumina y hemoglobina Alc.

Las proteinas glicadas tales como hemoglobina Alc y glicoalbimina se miden cominmente de manera clinica con
fines de diagnéstico de la diabetes y del control glicémico, y se usan ampliamente como indicadores de control
glicémico. La hemoglobina A1c es una sustancia que comprende glucosa unida a hemoglobina en glébulos rojos vy,
considerando que el periodo de vida de los gl6bulos rojos en la sangre es de aproximadamente 120 dias, se considera
que es un indicador que refleja el estado de control glicémico status a lo largo de aproximadamente 2 a 3 meses. La
glicoalbumina, por otro lado, es una sustancia que comprende glucosa unida a albumina en la sangre y, considerando
que la vida media de la albumina en la sangre es de aproximadamente 17 dias, se usa como indicador que representa
el estado de control glicémico a lo largo de 2 a 3 semanas. Es decir, la glicoalbumina es un marcador que representa
el estado de control glicémico a lo largo de un periodo méas corto que la hemoglobina Alc.

Los valores JDS (Sociedad Japonesa de Diabetes) fijados por la Sociedad Japonesa de Diabetes se han usado
convencionalmente como valor de hemoglobina A1ics, pero se adoptaron estandares internacionales en abril de 2012,
y ahora se usan los valores fijados por el NGSP (Programa Nacional de Estandarizacion de Glicohemoglobina) en los
EE. UU. La siguiente formula muestra la relacion entre el valor JDS y el valor NGSP, y los valores JDS usados en la
bibliografia anterior pueden convertirse usando esta férmula.

Valor NGSP (%) = 1,02 x valor JDS (%) + 0,25% Formula 1

Valor JDS del 4,9% o menos: Valor NGSP (%) = Valor JDS (%) + 0,3% Formula 2
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Valor JDS del 5,0% al 9,9%: Valor NGSP (%) = Valor JDS (%) + 0,4% Formula 3
Valor JDS del 10,0% al 14,9%: Valor NGSP (%) = Valor JDS (%) + 0,5% Formula 4

Glicohemoglobina significa lo mismo que hemoglobina Alc. La relaciéon de glicoalbumina/hemoglobina Alc es un
indicador importante en la presente invencién, y cuando en esta descripcion se describen valores caracteristicos tales
como valores de limite, estos se refieren a valores NGSP. Sin embargo, cuando se citan nimeros basados en la
bibliografia anterior, el valor JDS y los valores NGSP se distinguen escribiendo hemoglobina A1c (JDS) o hemoglobina
Alc (NGSP).

Los valores de hemoglobina A1c NGSP no se usan en Europa, y en su lugar se usan los valores IFCC (Federacion
Internacional de Quimica Clinica y Medicina de Laboratorio). Los valores IFCC pueden convertirse en valores NGSP
usando la siguiente formula de conversion.

Valor NGSP = (0,09148 x valor IFCC) + 2,152 Formula 5

Por tanto, los valores de hemoglobina A1c se representan de diversos modos, pero dado que estos pueden convertirse,
pueden leerse de manera apropiada como valores NGSP.

Como la hemoglobina A1c, la glicoalbumina también ha sido un objetivo de estandarizacién particularmente por la
Sociedad Japonesa de Quimica Clinica. Las unidades actuales son valores de porcentaje trazables mediante HPLC
usados actualmente en Japén, Europa, los EE. UU., China y similares, pero esta haciéndose actualmente una
investigacion para la estandarizacion futura a métodos de dilucién isotopica/espectrometria de masas (ID/MS) (unidad:
mmol/mol) usando glicolisina y lisina como sustancias estandar primarias (documento de patente 4). Estas unidades
pueden convertirse usando la féormula 6 y las formulas 7 a 9 siguientes desarrolladas internamente por Asahi Kasei,
pero los coeficientes pueden variar ligeramente dependiendo de las condiciones de prueba y similares, y la conversién
también puede llevarse a cabo usando una férmula determinada en conferencias y articulos futuros, o usando una
férmula establecida por diversas empresas. En esta descripcidn, los nimeros para glicoalbimina (GA, %) son valores
de porcentaje trazables mediante HPLC usados ampliamente.

GA (%) = 0,0523 x GA (mmol/mol) + 1,306 Férmula 6
GA (%) = 0,0536 x GA (mmol/mol) + 0,3040 Férmula 7
GA (%) = 0,0539 x GA (mmol/mol) + 0,5839 Férmula 8
GA (%) = 0,0545 x GA (mmol/mol) + 0,4811 Férmula 9

También se conoce que los valores para hemoglobina Alc (JDS) y glicoalbimina asumen cada uno valores
estacionarios y la relacion de glicoalbumina/hemoglobina Aic (JDS) asume un valor caracteristico de
aproximadamente 3, cuando la glucosa en sangre se mantiene a un nivel estable, fijado, durante un tiempo
suficientemente largo, tal como aproximadamente 3 meses. Cuando el estado de control glicémico cambia, sin
embargo, la relacién varia con respecto al valor de aproximadamente 3, porque la glicoalbumina cambia primero. Dado
que la glicoalbumina se eleva primero cuando el estado de control glicémico status se deteriora, la relacién de
glicoalbumina/hemoglobina A1c (JDS) aumenta por encima del valor caracteristico de aproximadamente 3, y cae por
debajo de aproximadamente 3 cuando el estado de control glicémico mejora. En consecuencia, es posible evaluar a
partir de la relacion de glicoalbiumina/hemoglobina A1c (JDS) que la glucosa en sangre ha aumentado o caido
recientemente.

Ademas, se conoce que la relacion de glicoalbumina/hemoglobina A1c (JDS) aumenta por encima del valor
caracteristico de aproximadamente 3 cuando las fluctuaciones diarias en la glucosa en sangre son grandes, incluso si
el estado de control glicémico es estable (documento no de patente 5). Por ejemplo, comparando pacientes con
diabetes tipo 1 con fluctuaciones de glucosa en sangre graves y pacientes con diabetes tipo 2 con fluctuaciones
relativamente pequefas, se han notificado relaciones de glicoalbumina/hemoglobina Aic (JDS) altas en el primer
grupo. También se ha notificado que las fluctuaciones de glucosa en sangre pueden predecirse a partir de la
divergencia de la relacion de glicoalbimina/hemoglobina Alc (JDS), y se propone la hipétesis que cuando las
fluctuaciones de glucosa en sangre son grandes en pacientes con diabetes tipo 2, la relacion de
glicoalbumina/hemoglobina A1c (JDS) aumenta por encima del valor caracteristico de 3.

Con respecto a asociaciones con complicaciones diabéticas, se ha notificado que la relacion de
glicoalbumina’/hemoglobina Alc (JDS) esta asociada con nefropatia diabética (documento no de patente 5), y puede
usarse para predecir el riesgo de desarrollar enfermedad de Alzheimer o demencia vascular en casos de infarto
cerebral agudo (documento de patente 1), y en un método para someter a prueba la funcién renal en pacientes
diabéticos (documento de patente 2). Ademas, en enfermedades tales como cirrosis hepatica, insuficiencia renal,
enfermedad tiroidea y anemia que afectan al periodo de vida de la hemoglobina y a la vida media de la albumina, la
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relacion de glicoalbumina/hemoglobina Alc (JDS) diverge segun se notifica del valor caracteristico de
aproximadamente 3 independientemente de las fluctuaciones en glucosa en sangre.

Con respecto a asociaciones con la funcién cognitiva, se ha notificado un estudio (documento no de patente 6) con
respecto a una asociacion entre la relacion de glicoalbumina’/hemoglobina Aic (NGSP) y trastorno cognitivo en
pacientes chinos ancianos. En este estudio, cuando los sujetos se separaron en dos grupos que tenian relaciones de
glicoalbumina/hemoglobina A1c (NGSP) de 2,53 o superiores e inferiores a 2,53, las puntuaciones del grupo de valores
altos eran significativamente menores en el miniexamen del estado mental (MMSE) y la evaluacion cognitiva de
Montreal (MoCA), que son pruebas para evaluar la funcién cognitiva. Los resultados del analisis de regresion multiple
mostraron que las puntuaciones de MMSE y MoCA se correlacionaban de manera inversa con glicoalbdmina y la
relacién de glicoalbumina/hemoglobina A1c (NGSP), pero no se correlacionaban con la hemoglobina A1c (NGSP).
Este es un estudio extremadamente interesante, pero se considera que el deterioro cognitivo leve (DCL) mencionado
anteriormente es una enfermedad con un concepto completamente diferente al de la enfermedad de Alzheimer, que
es una enfermedad degenerativa del sistema nervioso central (véase la Fig. 3). Es decir, este documento no describe
la enfermedad de Alzheimer ni la relacién de glicoalbimina/hemoglobina Alc, y no investiga la prediccién de la
aparicién o el riesgo de desarrollar enfermedad de Alzheimer basandose en la relacion de glicoalbumina/hemoglobina
Alc.

En el documento no de patente 7, cuando se evaluaron 35 pacientes con diabetes tipo 2 de 55 afios de edad y mayores
con la escala de demencia de Hasegawa revisada (HDS-R), la relacién de glicoalbimina/hemoglobina A1c promedio
fue de 3,1 £ 0,9, y la posibilidad de usar esta relacién como indicador para predecir demencia se sugiere en el
documento. Sin embargo, el valor de 3,1 £ 0,9 no es un valor de limite que muestre que “la funcién cognitiva ha
disminuido” o “la enfermedad de Alzheimer esta presenta”, sino que representa meramente un valor promedio + DE
para 35 sujetos. Los resultados del andlisis estadistico en este documento muestran una correlacion inversa entre las
puntuaciones en la escala de Hasegawa y la relacién de glicoalbumina’/hemoglobina A1c, pero esto solo significa que
la relacion de glicoalbumina/hemoglobina A1cs era mayor cuanto menor era la puntuacion en la escala de Hasegawa,
y no puede diagnosticarse enfermedad de Alzheimer y demencia simplemente en base a esto.

Para resumir, se ha notificado que la relacion de glicoalbimina/hemoglobina A1c no es simplemente un indicador del
estado de glucosa en sangre, sino que también diverge del valor caracteristico de aproximadamente 3 en diversas
patologias cuando se usa hemoglobina A1c (JDS), y pueden evaluarse diversas patologias basandose en el grado de
divergencia, pero hasta el momento no ha notificado ninguna asociacién entre la enfermedad de Alzheimer y la relacion
de glicoalbumina’/hemoglobina Alc. Aunque se ha notificado una asociacion entre el trastorno cognitivo y la relacion
de glicoalbumina/hemoglobina A1c, sin embargo, no ha habido ningin estudio de la enfermedad de Alzheimer que se
centre en la relacién de glicoalbumina/hemoglobina Aic, y ningun estudio en el que se evalle la aparicion de
enfermedad de Alzheimer o se evalle el riesgo de enfermedad de Alzheimer usando la relacién de
glicoalbumina/hemoglobina Alc.
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Documento de patente 1: WO 2011/034088

Documento de patente 2: Publicacién de patente JP-A-2015-96835
Sumario

Problema técnico

Es un objeto de la presente invencion proporcionar un método y un uso de la relacién de glicoalbumina/hemoglobina
Aic para determinar la existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo de enfermedad de Alzheimer de manera
exacta, simple, rapida y barata, asi como el uso de un kit y un dispositivo para determinar si hay un riesgo de desarrollar
enfermedad de Alzheimer.

Solucién al problema

Como parte de un estudio de cohorte (estudio de seguimiento prospectivo) de residentes locales de Hisayama-machi,
los inventores administraron una prueba de tolerancia a la glucosa oral de 75 g a 1017 sujetos ancianos en 1988, e
hicieron un seguimiento de estos sujetos durante 15 afos con el fin de observar los efectos de un metabolismo de
glucosa anémalo sobre la demencia incluyendo enfermedad de Alzheimer y demencia vascular (durante el periodo de
seguimiento 232 sujetos desarrollaron demencia, y 209 de estos casos se investigaron morfolégicamente o bien
mediante autopsia cerebral o bien mediante obtencion de imagenes mediante TC/IRM). Como resultado, se encontrd
que la diabetes, y particularmente la glucosa en sangre 2 horas tras la exposicion (hiperglicemia postprandial) se
correlacionaba significativamente con el desarrollo de enfermedad de Alzheimer. En un intento por descubrir
biomarcadores para predecir la aparicion de enfermedad de Alzheimer mas facilmente que con la prueba de tolerancia
a la glucosa oral de 75 g complicada, los inventores investigaron también la asociacién entre los niveles de
glicoalbumina sérica, hemoglobina A1c y 1,5-anhidroglucitol medidos al inicio del seguimiento en 1187 pacientes
ancianos que se examinaron en 2007 y el riesgo de demencia por tipo de enfermedad durante el periodo de
seguimiento de 5 afios posterior. Mirando los resultados, inesperadamente no se encontré ninguna correlaciéon entre
estos indicadores y la enfermedad de Alzheimer o demencia vascular pero, de manera interesante, solo la relacién de
glicoalbumina’/hemoglobina Alc (NGSP) emergié como un factor de riesgo estadisticamente significativo en el
desarrollo de enfermedad de Alzheimer. Cuando el estudio mir6 entonces a diferentes niveles de relaciones de
glicoalbumina/hemoglobina Alc, se encontrd que el riesgo de desarrollar enfermedad de Alzheimer era de manera
estadistica significativamente mayor cuando la relacién era de al menos 2,6.

Es decir, los inventores consiguieron la presente invencion tras medir glicoalbumina y hemoglobina A1c en muestras
biolégicas, y descubrir que, determinando la relacién de glicoalbumina/hemoglobina Alc, era posible determinar la
existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo de enfermedad de Alzheimer. Hasta ahora, no se ha notificado
ningun estudio que asocie la relacion de glicoalbumina/hemoglobina A1c con la determinacion de la existencia o no
existencia de un riesgo de desarrollo de enfermedad de Alzheimer, y la presente invencion se basa en el
descubrimiento nuevo y revolucionario que la existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo de enfermedad de
Alzheimer puede determinarse de manera fécil, rapida y barata usando la relacion de glicoalbumina/hemoglobina A1c.
Se proporcionan las siguientes invenciones mediante la presente invencion.

[1] Un método para determinar la existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo de enfermedad de Alzheimer,
que comprende una etapa de determinar que un sujeto corre el riesgo de desarrollar enfermedad de Alzheimer cuando
una relacion de glicoalbumina/hemoglobina A1c es de al menos 2,6 en una muestra de sangre del sujeto.

[2] El método segun [1], en el que la muestra de sangre se somete a las siguientes etapas (1) a (3) antes de la etapa
de determinar la incidencia de o la existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo de enfermedad de Alzheimer:

1) medir la glicoalbumina y la hemoglobina A1c en la muestra de sangre de un sujeto;

2) usar los valores de medicion obtenidos en la etapa 1) para calcular la relacion de
glicoalbumina/hemoglobina Alc;y

3) comparar el nivel de glicoalbumina/hemoglobina A1c obtenido en la etapa 2) con un valor de limite
para predecir la incidencia de o la existencia 0 no existencia de un riesgo de desarrollo de enfermedad
de Alzheimer.

[3] Un método segun [1] o [2], en el que la relacion de glicoalbumina’/hemoglobina A1c es de al menos 2,85.

[4] Un método segun cualquiera de [1] a [3], en el que el sujeto no sufre de deterioro cognitivo leve (DCL).

[5] Un método segun cualquiera de [1] a [4], en el que el sujeto no sufre de demencia vascular.
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[6] Uso de un biomarcador para determinar la existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo de enfermedad de
Alzheimer, en el que se usa una relacion de glicoalbumina/hemoglobina A1c como indicador, y en el que se determina
que un sujeto corre el riesgo de desarrollar enfermedad de Alzheimer cuando la relacion de glicoalbimina/hemoglobina
A1c en una muestra de sangre del sujeto es de al menos 2,6.

[7] Uso de un dispositivo para determinar la existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo de enfermedad de
Alzheimer, que tiene

(a) una parte de calculo para calcular una relaciéon de glicoalbumina/hemoglobina A1c basandose en un valor de
glicoalbumina medido y un valor de hemoglobina Ailc, y

(b) una parte de evaluacion para evaluar la existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo de enfermedad de
Alzheimer basandose en la relacion de glicoalbumina/hemoglobina Aic calculada.

[8] El uso de un dispositivo segln [7], que comprende ademas una parte de medicién para glicoalbimina y/o una parte
de medicion para hemoglobina Alc.

[9] Uso de un kit para determinar la existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo de enfermedad de Alzheimer,
que contiene un reactivo de medicion de glicoalbumina y un reactivo de mediciéon de hemoglobina A1c, y que contiene
ademas un manual que establece que se determina que un sujeto sufre de enfermedad de Alzheimer o corre el riesgo
de desarrollar enfermedad de Alzheimer cuando la relacién de glicoalbumina/hemoglobina A1c es de al menos 2,6.

Efectos ventajosos de la invencion

La enfermedad de Alzheimer no pudo identificarse especificamente mediante métodos convencionales de una manera
simple. Sin embargo, la presente invencion permite determinar la existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo
de enfermedad de Alzheimer de manera exacta, facil, rapida y barata.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 muestra las relaciones de riesgo para la aparicion de enfermedad de Alzheimer segun los niveles de
indicadores asociados con la glucosa en sangre basandose en el ejemplo 1 de la presente invencion.

La Fig. 2 muestra relaciones de peligro de niveles de indicadores asociados con la glucosa en sangre para la aparicion
de enfermedad de Alzheimer segun la presencia o ausencia de metabolismo de glucosa andmalo (diabetes +
prediabetes) basandose en el ejemplo 2 de la presente invencién.

La Fig. 3 muestra la relacién entre la enfermedad de Alzheimer y otras enfermedades, y las relaciones entre estas
enfermedades y diversos métodos de medicion. En este caso, el deterioro cognitivo leve (DCL) significa un estado en
el que multiples funciones cognitivas que han alcanzado normalidad disminuyen entonces por alguna causa, pero sin
convertirse en un obstaculo para la vida cotidiana y la vida social. El concepto de enfermedad de DCL y los conceptos
de enfermedad de declive neurocognitivo leve (DNCL) segun el DSM-4 y el trastorno neurocognitivo leve (TNCL)
segun el DSM-5 son todos similares. Por otro lado, la demencia es un estado en el que esta presente o bien deterioro
cognitivo leve o un declive cognitivo mas grave y se convierte en un obstaculo para la vida cotidiana o la vida social.
Los tipos de demencia incluyen enfermedad de Alzheimer y demencia vascular. Los criterios de diagnéstico para la
demencia usados en el presente estudio son los criterios del DSM-IIIR para la demencia, los criterios del NINCDS-
ADRDA para la enfermedad de Alzheimer y los criterios del NINDS-AIREN para la demencia vascular. Ademas, el
MMSE, la MoCA y la escala de demencia de Hasegawa revisada (HDS-R) son pruebas de funcién cognitiva, y son los
tres equivalentes (MMSE = MoCA = HDS-R). El rango de declive cognitivo que puede confirmarse con estas pruebas
esta limitado a DCL y demencia, y ninguna prueba sola puede identificar todas las enfermedades. Sin embargo, los
resultados del presente estudio pueden identificar especificamente la enfermedad de Alzheimer.

La Fig. 4 es un diagrama de bloques que muestra la configuracién funcional de un dispositivo para determinar la
incidencia de o la existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo de enfermedad de Alzheimer en la presente
invencion.

Descripcion de las realizaciones

La presente invencion se explica en méas detalle a continuacion y el alcance de la invencién se define mediante las
reivindicaciones adjuntas.

(1) Glicoalbumina

La glicoalbumina en la presente invencion es una forma de albumina que comprende glucosa unida no
enzimaticamente a albumina, y puede denominarse glicoalbimina o albumina glicada. La glicoalbumina puede medirse
mediante HPLC o mediante métodos inmunoldgicos 0 métodos enzimaticos, por ejemplo. Actualmente, se usan
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ampliamente métodos enzimaticos para medir glicoalbumina. La medicion de glicoalbumina en la presente invencion
incluye no solo medir la concentracién de glicoalbdmina en una muestra biolégica, sino también medir la concentracion
de glicoalbumina como porcentaje de la aloimina total en una muestra biolégica.

En los métodos enzimaticos, por ejemplo, la glicoalbimina en una muestra bioldgica se digiere en primer lugar con
una proteasa para producir aminoacidos glicados. Estos aminoacidos glicados se hace reaccionar entonces con
cetoamina oxidasa, y el peroxido de hidrégeno resultante se hace reaccionar con una peroxidasa en presencia de un
donador de hidrégeno y un colorante para cuantificar los amino&cidos glicados. La concentracién de glicoalbumina en
una muestra biolégica puede determinarse también a partir de los amino&cidos glicados cuantificados usando un
calibrador conocido o similar. La concentracion de albumina en la misma muestra bioldgica se determina mediante un
método de cuantificacion de albumina tal como un ensayo BCP mejorado, y la concentracién de glicoalbumina se
divide entre la concentracion de albumina para determinar el porcentaje (%) de glicoalbumina con respecto a albumina
total. En Japon, los métodos estandar para medir glicoalbimina se recomiendan por la Sociedad Japonesa de Quimica
Clinica (documento no de patente 4), y es deseable usar métodos de medicién suficientemente exactos y precisos que
se ajusten a los métodos estandar de medicion de glicoalbdimina.

En esta descripcion, la glicoalbdmina se representa como un valor trazable mediante HPLC (%), pero cuando se usa
otra unidad o un valor trazable para otro método, estos pueden convertirse de manera apropiada usando la formula 6
anterior o similar. Ademas, la glicoalbumina se abrevia en ocasiones como GA en la presente invencion.

(2) Hemoglobina Alc

En la presente invencion, la hemoglobina A1c es una forma de hemoglobina que comprende glucosa unida no
enzimaticamente a la valina N-terminal de la cadena 8 de hemoglobina, y puede denominarse hemoglobina Alc,
HbA1c, glicohemoglobina, glicohemoglobina Ai1c, A1C o similar. La hemoglobina A1c puede medirse mediante HPLC
0 mediante un método inmunoldgico 0 método enzimatico, por ejemplo. En la actualidad, se usan métodos de HPLC,
métodos inmunoldgicos y métodos enzimaticos todos ampliamente para medir hemoglobina Alc. La medicién de
hemoglobina A1c en la presente invencion incluye no solo medir la hemoglobina A1c en una muestra biolégica, sino
también medir la hemoglobina A1c como porcentaje de la hemoglobina total en la muestra biolégica.

En los métodos de HPLC, la hemoglobina Alc en la que la valina N-terminal de la cadena B esta glicada puede
separarse y medirse con una columna de intercambio cationico, por ejemplo, y puede determinarse el porcentaje (%)
de hemoglobina A1ic en relacion con la hemoglobina total en la muestra biolégica. En los métodos inmunolégicos, un
péptido unido a la glucosa de la valina N-terminal de cadena B se usa como antigeno, y la medicion se realiza con el
anticuerpo resultante. En los métodos enzimaticos, un péptido glicado escindido usando una proteasa que escinde el
péptido en el extremo N-terminal de la cadena B se conduce hasta un sistema de desarrollo de color usando fructosil
péptido oxidasa para cuantificar la hemoglobina Alc. Los valores de medicién de hemoglobina Alc se han
estandarizado por la Sociedad Japonesa de Diabetes, la Sociedad Japonesa de Quimica Clinica y el Programa
Nacional de Estandarizacién de Glicohemoglobina de los EE. UU. (NGSP) y similares, y es deseable usar métodos de
medicién suficientemente exactos y precisos que se ajusten a los métodos estandar. En esta descripcion, la
glicoalbumina se representa como un valor trazable mediante NGSP (%), pero cuando se usa otra unidad o un valor
trazable para otro método, estos pueden convertirse de manera apropiada usando las féormulas 1 a 5 o similares
anteriores. Ademas, la hemoglobina A1c se abrevia en ocasiones como HbA1c o A1C en la presente invencion.

La relacion de glicoalbimina/hemoglobina A1c en la presente invencidon es una relaciéon obtenida dividiendo el valor
de glicoalbumina medido entre el valor de hemoglobina A1c medido.

(3) Determinacion de la incidencia de o el riesgo de desarrollar enfermedad de Alzheimer

Determinar la incidencia de o la existencia 0 no existencia de un riesgo de desarrollo de enfermedad de Alzheimer
significa el hecho de evaluar el riesgo (probabilidad) de que un sujeto sufra actualmente de enfermedad de Alzheimer
y el riesgo (probabilidad) de desarrollar enfermedad de Alzheimer cuando el sujeto no sufre de enfermedad de
Alzheimer, pero puede desarrollarla en el futuro. La incidencia de o la existencia o no existencia de un riesgo de
desarrollo de enfermedad de Alzheimer se determina normalmente mediante métodos estadisticos como una relacion
de posibilidades o relacién de peligro que muestra una frecuencia aumentada a la que se le da el valor 1 como riesgo
cuando un cierto elemento es normal.

El miniexamen del estado mental (MMSE), la evaluacion cognitiva de Montreal (MoCA) y la escala de demencia de
Hasegawa revisada (HDS-R) solo pueden identificar deterioro cognitivo leve (DCL) y algunas formas de demencia.
Por otro lado, la presente invencion puede identificar enfermedad de Alzheimer especificamente. Es decir, la
enfermedad de Alzheimer seleccionada como objetivo por la presente invencién se distingue de deterioro cognitivo
leve (DCL) o demencia vascular (Fig. 3). El concepto de enfermedad de deterioro cognitivo leve y los conceptos de
enfermedad de declive neurocognitivo leve (DNCL) segun el DSM-4 y trastorno neurocognitivo leve (DNCL) segun el
DSM-5 son todos casi idénticos.
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La presente invencidn proporciona un método para predecir la existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo
de enfermedad de Alzheimer usando la relacién de glicoalbumina/hemoglobina A1c en una muestra biolégica como
indicador. La presente invencion puede implementarse sola o en combinacién con otro método. Por ejemplo, el uso
del método de la presente invencion junto con un método usado comunmente de determinacion de la existencia o no
existencia de un riesgo de desarrollo de enfermedad de Alzheimer es deseable desde el punto de vista de aumentar
la exactitud de prediccion.

En los métodos usados comunmente, la incidencia de o la existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo de
enfermedad de Alzheimer se determina considerando las concentraciones de proteina amiloide bajas y la
concentracién de proteina tau elevada en liquido cefalorraquideo (LCR), factores de riesgo genéticos (apolipoproteina
Ee4), factores de riesgo vasculares (hipertension arterial, diabetes, hipercolesterolemia) y tabaquismo y similares, y
también tras considerar factores de proteccion tales como ejercicio regular, factores dietéticos, actividades de ocio,
participacion social, actividad espiritual activa, entrenamiento cognitivo y consumo de alcohol moderado.

Un valor de limite para determinar la existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo de enfermedad de Alzheimer
se explica en detalle a continuacién.

Generalmente se conoce que una relacion de glicoalbumina/hemoglobina A1c (JDS) de aproximadamente 3 en sangre
de un paciente con diabetes es un valor caracteristico cuando se estabiliza el azicar en sangre (documento no de
patente 5).

En la presente invencion, las relaciones de glicoalbimina/hemoglobina A1c (NGSP) se determinaron a partir de los
valores medidos para glicoalbimina y hemoglobina A1c (NGSP), y estas relaciones se compararon con diagnésticos
de enfermedad de Alzheimer realizados por separado, y se investigd la relacion. Los valores caracteristicos de
aproximadamente 2 a 4 para la relacién de glicoalbdmina/hemoglobina A1c (NGSP) pueden variar dependiendo de la
raza, el género, la edad y la poblacién objetivo, y las unidades de medicién y similares también pueden cambiar en el
futuro debido a una estandarizacion internacional.

Un valor de limite para determinar la existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo de enfermedad de Alzheimer
es un valor de referencia para la relacion de glicoalbumina/hemoglobina A1c usado para evaluar la probabilidad
(porcentaje) de que un sujeto sufra en el futuro si no lo hace en la actualidad, o desarrolle enfermedad de Alzheimer
en el futuro. Puede haber un anico valor de limite o0 multiples valores de limite.

Puede usarse cualquier numero de relacion de glicoalbumina/hemoglobina A1c (NGSP) de al menos 2,6 o superior tal
como entre 2,6 y 3,2 o preferiblemente entre 2,7 y 3,1 como valor de limite. Pueden usarse los valores de 2,85 0 2,83
mostrados en los ejemplos, pero dado que estos valores pueden cambiar ligeramente bajo examen, puede usarse
cualquier nimero cercano a estos nimeros.

Las relaciones de glicoalbumina/hemoglobina Alc (JDS) de sujetos sanos y pacientes con diabetes con glucosa en
sangre estable son de manera caracteristica de aproximadamente 3,0 (0 2,83 0 2,85 usando los valores NGSP en los
ejemplos de esta solicitud), y dado que la relacién de glicoalbumina/hemoglobina A1c (NGSP) diverge con respecto a
los valores caracteristicos a medida que la probabilidad de la existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo de
la misma en el futuro aumenta, un valor de limite puede ser de 1 0 mas ndmeros seleccionados de 2,6, 2,7, 2,8, 2,83,
2,85, 2,9, 3,0, 3,1y 3,2, 0 puede usarse otro valor.

Alternativamente, en al menos 20 (o preferiblemente al menos 30, o més preferiblemente al menos 50, o lo méas
preferiblemente al menos 70) pacientes, puede obtenerse un valor de limite midiendo la glicoalbimina y la
hemoglobina A1c (NGSP), determinando las relaciones de glicoalbimina/hemoglobina A1c (NGSP) y comparandolos
con los resultados para sujetos sanos que no sufren de enfermedad de Alzheimer y sindrome cognitivo segun los
criterios de diagnoéstico del NINCDS-ADRDA para la enfermedad de Alzheimer. También puede obtenerse un valor de
limite mediante métodos estadisticos conocidos (analisis ROC, etc.) (ejemplos). Dado que se obtuvo un valor de limite
de 2,85 para determinar la existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo de enfermedad de Alzheimer mediante
tales métodos en los ejemplos de esta descripcion, se selecciona preferiblemente un valor de limite de 2,85 para
evaluar la existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo de enfermedad de Alzheimer.

La comparacién de relaciones de glicoalbumina/hemoglobina A1c (NGSP) medidas con un valor de limite para
determinar la existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo de enfermedad de Alzheimer, y la determinacion
de la existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo de enfermedad de Alzheimer basandose en esta
comparacion, se explican en detalle a continuacion.

Cuando el valor de limite para determinar la existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo de enfermedad de
Alzheimer es un Unico nimero, es posible predecir que un sujeto corre un alto riesgo de desarrollar enfermedad de
Alzheimer en el futuro incluso si no lo tiene en la actualidad si la relacion de los valores medidos para glicoalbumina y
hemoglobina A1c en una muestra biolégica de ese sujeto esta en o por encima del valor de limite, y predecir una baja
probabilidad de enfermedad de Alzheimer cuando la relacion esta por debajo del valor de limite.
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Por ejemplo, si el valor de limite para determinar la existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo de enfermedad
de Alzheimer es de 2,85, hay un alto riesgo de que el sujeto pueda desarrollarla en el futuro incluso si no la tiene ahora
si la relacion de glicoalbdmina/hemoglobina A1c (NGSP) medida en una muestra biolégica es de 2,85 0 mas, mientras
que si la relacion es menor de 2,85 puede predecirse un riesgo bajo de desarrollarla en el futuro si no esta presente
actualmente.

Cuando hay multiples valores de limite para determinar la existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo de
enfermedad de Alzheimer, puede hacerse una determinacion de mdltiples fases de la existencia o no existencia de un
riesgo de desarrollo de enfermedad de Alzheimer. Por ejemplo, si los valores de limite se fijan a A1, A2, A3...An, los
intervalos de relaciones de glicoalbumina/hemoglobina A1c (NGSP) pueden fijarse a menos de A1, de A1 a A2, de A2
a A3...de An-1 a Any por encima de An, y puede predecirse que la probabilidad de que el sujeto desarrolle enfermedad
de Alzheimer en el futuro es mayor cuanto mayor sea el intervalo numérico. Por ejemplo, si los valores de limite para
determinar la existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo de enfermedad de Alzheimer se fijan a 2,60, 2,85
y 3,00, puede predecirse que “cuando la relacién de glicoalbumina/hemoglobina A1c (NGSP) medida en una muestra
biolégica es de al menos 3,00, hay una probabilidad extremadamente alta de desarrollar enfermedad de Alzheimer en
el futuro”, mientras que “cuando es de al menos 2,85 y menos de 3,00, hay una alta probabilidad de desarrollarla en
el futuro”, “cuando es de al menos 2,60 y menos de 2,85, hay una posibilidad de desarrollarla en el futuro” y “cuando
es menor de 2,60, hay una baja probabilidad de desarrollarla en el futuro”.

(5) Dispositivo

El dispositivo para determinar la existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo de enfermedad de Alzheimer
puede ser cualquier dispositivo dotado de una parte de medicion de glicoalbumina, una parte de medicion de
hemoglobina A1c, una unidad operacional para calcular una relacién de glicoalbumina/hemoglobina A1c medida y una
parte de evaluacion para hacer predicciones basandose en la relacion de glicoalbamina/hemoglobina A1c calculada.
Las partes de medicion, la unidad operacional, la parte de evaluacién y similares que constituyen este dispositivo no
tienen que estar todas instaladas en el mismo dispositivo, y pueden ser cada una unidades independientes.

La parte de medicion de glicoalbimina es un sitio para medir glicoalbimina en una muestra bioldgica introducida en
el dispositivo. La parte de medicién de hemoglobina Alc es un sitio para medir hemoglobina A1c en una muestra
biolégica introducida en el dispositivo. Los tamafos y las composiciones de estos sitios no estan limitados
particularmente, y las mediciones no estan limitadas particularmente siempre que puedan medirse las respectivas
proteinas en una muestra biolégica y, por ejemplo, puedan usarse los métodos de medicién de glicoalbumina y
hemoglobina A1c comunes descritos anteriormente.

Ademas de métodos de HPLC, métodos inmunoldgicos y métodos enzimaticos, también pueden usarse métodos de
electroforesis, métodos de electrodo, métodos de columna y similares para medir glicoalbumina, y también pueden
usarse otros métodos. Por ejemplo, la glicoalbumina puede medirse mediante un método enzimatico usado
ampliamente. En los métodos enzimaticos, por ejemplo, la glicoalbimina en una muestra objetivo se hidroliza en primer
lugar con una proteasa, tras lo cual el peréxido de hidrégeno producido haciendo reaccionar cetoamina oxidasa con
lisina glicada se hace reaccionar con un colorante y se cuantifica para determinar la concentracion de glicoalbdmina,
mientras que se mide la concentracion de albumina en la misma muestra objetivo, y la concentracién de glicoalbumina
se divide entre la concentracion de albumina para obtener el valor de glicoalbumina (% o mmol/mol), pero pueden
usarse otros reactivos comerciales y métodos y reactivos conocidos. Los valores medidos para glicoalbumina en la
presente invencion se basan en métodos de HPLC, pero pueden usarse valores estandarizados mediante el método
de ID/MS u otros valores, y los valores de limite para estos pueden convertirse en los valores de la presente invencion
usando las férmulas de relacion para los respectivos valores.

También puede usarse un método enzimatico, método de HPLC, método inmunolégico, método de columna o método
de electrodo usado ampliamente para medir hemoglobina Aic. En el método de HPLC, la hemoglobina A1c puede
separarse y fraccionarse con una columna de intercambio i6nico, por ejemplo, y calcularse la concentracion (%). Los
valores NGSP se usan para las mediciones de hemoglobina A1c en la presente invencidn, pero también pueden usarse
valores IFCC u otros, y los valores de limite y similares pueden convertirse a los valores de la presente invencién
usando las férmulas de relacion para los respectivos valores.

La unidad operacional es un sitio para dividir el valor de glicoalbimina obtenido mediante la medicion en la parte de
medicién de glicoalbumina entre el valor de hemoglobina A1c obtenido mediante la medicion en la parte de medicion
de hemoglobina Alc, y puede ser una unidad de procesamiento central (CPU) proporcionada como parte del
dispositivo, por ejemplo. Tras la medicion y antes de la operacion, el valor de glicoalbumina y el valor de hemoglobina
Ailc también pueden almacenarse en un dispositivo de almacenamiento tal como una memoria o un disco duro
proporcionado como parte del dispositivo, o el valor dividido de la unidad operacional puede almacenarse
temporalmente en un dispositivo de almacenamiento de este tipo.

La parte de evaluacion es un sitio para determinar la existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo de
enfermedad de Alzheimer basandose en la relacion de glicoalbumina/hemoglobina A1c obtenida mediante la parte de
calculo.
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En el presente dispositivo, puede hacerse una determinacion de la existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo
de enfermedad de Alzheimer comparando la relacion de glicoalbumina/hemoglobina A1c obtenida mediante la parte
de calculo con un valor de limite para determinar la existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo de enfermedad
de Alzheimer. El valor de limite para determinar la existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo de enfermedad
de Alzheimer puede haberse almacenado ya en el dispositivo, o puede introducirse a través de una parte de entrada
del dispositivo cuando se hace una prediccion. Si, por ejemplo, la comparacion muestra que el nivel de
glicoalbumina/hemoglobina A1c obtenido mediante la parte de célculo esta al o por encima del valor de limite para
determinar la existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo de enfermedad de Alzheimer, puede predecirse
que el individuo que proporciond la muestra biol6gica tiene probabilidad de correr un alto riesgo de desarrollar
enfermedad de Alzheimer en el futuro, mientras que a la inversa, si el nivel esta por debajo del valor de limite para
determinar la existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo de enfermedad de Alzheimer, puede predecirse
que el individuo que proporcion6 la muestra biolégica corre un riesgo bajo de desarrollar enfermedad de Alzheimer en
el futuro. Un valor de limite o mdltiples valores para determinar la existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo
de enfermedad de Alzheimer pueden fijarse en el dispositivo, y cuando se han fijado multiples valores de limite, puede
hacerse una predicciéon de multiples fases tal como se describié anteriormente.

El dispositivo también puede tener una parte de salida. La parte de salida realiza un procesamiento tal como presentar
visualmente o emitir los resultados de la determinacion de la existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo de
enfermedad de Alzheimer en un dispositivo de visualizacion tal como una pantalla o en un dispositivo de impresion tal
COmMo una impresora.

Desde el punto de vista de la conveniencia, el dispositivo es preferiblemente un dispositivo de pruebas POC (en
general, un dispositivo para pruebas en inmediacion cercana al paciente en un entorno clinico, tal como a pie de
cama). También puede ser un dispositivo de medicion portatil que el paciente pueda usar en casa.

La Fig. 4 es un diagrama de bloques que muestra la configuracion funcional de un dispositivo 10 para determinar la
existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo de enfermedad de Alzheimer en la presente invencion. Como se
muestra en el diagrama, el dispositivo 10 esta dotado de un dispositivo de entrada 11, una parte de entrada 12, una
parte de memoria (primera parte de memoria, segunda parte de memoria) 13, una parte de calculo (primera parte de
célculo, segunda parte de calculo) 14, una parte de evaluacién 15, una parte de salida 16 y un dispositivo de salida
17.

El dispositivo 10 puede, por ejemplo, ser un programa especifico ejecutado en un ordenador personal de uso general.
Por tanto, la parte de entrada 12, la parte de célculo 14, la parte de evaluacion 15 y la parte de salida 16 representan
médulos operativos ejecutados por el procesador del ordenador segun el programa, y de hecho estas constituyen
juntas el procesador del dispositivo 10 de la presente invencién.

La parte de memoria 13 es un dispositivo de memoria tal como un disco duro del dispositivo 10. El dispositivo de
entrada 11 es un medio de entrada tal como un teclado, ratén, panel tactil o similar mediante el cual el usuario envia
instrucciones de procesamiento al dispositivo 10 o introduce datos y parametros. Los datos también pueden leerse de
un medio de memoria o similar por medio de una interfaz USB (bus serial universal). Las operaciones realizadas por
el usuario por medio del dispositivo de entrada 11 se controlan mediante la parte de entrada 12. El dispositivo de salida
17 es un dispositivo de visualizacion, impresora o similar. El procesamiento de salida al dispositivo de salida 17 se
controla mediante la parte de salida 16.

El usuario usa el dispositivo de entrada 11 para introducir los valores de glicoalbimina de muestras de sangre
recogidas de sujetos y el valor de hemoglobina Al1cs de muestras de sangre recogidas de sujetos.

La parte de memoria 13 registra los valores de glicoalbumina y valores de hemoglobina A1c introducidos, pero también
puede registrar las expresiones aritméticas y algoritmos usados en la evaluacion mediante la parte operativa y los
resultados de calculo y similares.

La parte de calculo 14 calcula la relacién de glicoalbumina/hemoglobina A1lc.

La relacién de glicoalbumina’/hemoglobina A1c calculada mediante la parte de calculo 14 se emite al dispositivo de
salida 17 por medio de la parte de salida 16.

La parte de evaluacion 15 evalla si la relacion de glicoalbumina/hemoglobina A1c calculada mediante la parte de
célculo 14 supera o no un umbral especifico. Cuando la parte de evaluacién 15 considera que la relacion de
glicoalbumina/hemoglobina Alc estad en o por encima de un umbral especifico, un resultado de evaluacion al efecto
de que el sujeto puede correr el riesgo de desarrollar enfermedad de Alzheimer se emite al dispositivo de salida 17
por medio de la parte de salida 16.

El reactivo de medicién de glicoalbumina contenido en el kit para determinar la existencia o no existencia de un riesgo
de desarrollo de enfermedad de Alzheimer no esta limitado particularmente en cuanto al método de medicién (método
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inmunoldégico, método enzimatico, método quimico, etc.) o la constitucion del reactivo siempre que el reactivo puede
medir glicoalbdmina en una muestra bioldgica. Un método enzimatico o método inmunolégico es deseable como
método de medicién y, por ejemplo, un reactivo Lucica® GA-L (Asahi Kasei Pharma Corporation) usando métodos
enzimaticos es una realizacion preferida del reactivo de medicion de glicoalbdmina.

El reactivo de medicién de hemoglobina A1c contenido en el kit para determinar la existencia o no existencia de un
riesgo de desarrollo de enfermedad de Alzheimer no esté limitado particularmente en cuanto al método de medicion
(método inmunoldgico, método enzimatico, etc.) o la constitucion del reactivo siempre que el reactivo puede medir
hemoglobina A1c en una muestra bioldgica. La mediciéon de hemoglobina Ai1c se ha estandarizado por la Sociedad
Japonesa de Diabetes y sociedades relacionadas, y se prefieren mediciones que se ajusten a estos estandares. Por
ejemplo, CinQ HbA1c (Arkray, Inc.) es un ejemplo que usa un método enzimatico.

El kit para determinar la existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo de enfermedad de Alzheimer se usa para
determinar la existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo de enfermedad de Alzheimer usando como indicador
la relacién (relacion de glicoalbumina/hemoglobina A1ic) de la glicoalbimina medida en una muestra bioldgica con el
reactivo de medicién de glicoalbumina contenido en el kit con respecto a la hemoglobina A1c medida en una muestra
bioldgica con el reactivo de medicion de hemoglobina A1c contenido en el kit. Como se ha discutido anteriormente, el
riesgo se determina comparando la relacién con un valor de limite para determinar la existencia o no existencia de un
riesgo de desarrollo de enfermedad de Alzheimer.

La muestra bioldgica que debe medirse en la presente invencion es una muestra de sangre. Los ejemplos preferidos
de liquidos de prueba incluyen componentes sanguineos tales como suero, plasma, células sanguineas, sangre
completa, o glébulos rojos aislados o similares. También puede usarse suero o plasma que se ha separado mediante
métodos ordinarios. La muestra bioloégica puede obtenerse faciimente mediante métodos ampliamente conocidos o
similares, y también puede ser una muestra biolégica que se ha pretratado mediante métodos ordinarios.

La presente divulgacién describe ademas, pero sin formar parte de la invencion, un agente preventivo y/o de
tratamiento para demencia o enfermedad de Alzheimer, que contiene como principio activo una sustancia seleccionada
del grupo que consiste en los farmacos de tratamiento de la diabetes (farmacos hipoglicémicos, farmacos que mejoran
la resistencia a la insulina, etc.) que tiene el efecto de al menos suprimir un aumento en la relacién de
glicoalbumina/hemoglobina Alc.

La presente divulgacion describe también un agente que inhibe el estrés oxidativo, que contiene como principio activo
una sustancia que tiene el efecto de suprimir la produccién de al menos una sustancia seleccionada del grupo que
consiste en glicoalbumina, hemoglobina Aic y la relacién de glicoalbumina/hemoglobina A1c.

La presente divulgacion describe también un agente que reduce la glucosa en sangre, que contiene como principio
activo una sustancia que tiene el efecto de suprimir la expresion de al menos una seleccionada del grupo que consiste
en glicoalbimina, hemoglobina Alc y la relacién de glicoalbimina/hemoglobina Alc.

Estos agentes pueden usarse como farmacos o como reactivos con fines experimentales.

Los ejemplos de la sustancia que tiene el efecto de suprimir la expresién de al menos una seleccionada del grupo que
consiste en glicoalbimina, hemoglobina Aic y la relacién de glicoalbumina/hemoglobina A1c incluyen &cido Urico,
farmacos que reducen el &cido Urico tales como inhibidores de xantina oxidasa, farmacos hipoglicémicos tales como
metformina, inhibidores de SGLT2, pioglitazona e inhibidores de DPP4, y mejoradores de la resistencia a la insulina.
También pueden usarse del mismo modo diversos compuestos que promueven la proliferacion de células 8
pancreaticas, e insulina y derivados de insulina.

Puede usarse una clase de sustancia que tiene el efecto de suprimir la expresion de al menos una seleccionada del
grupo que consiste en glicoalbumina, hemoglobina Aic y la relacion de glicoalbumina’/hemoglobina Alc, o pueden
combinarse multiples clases.

Una sustancia que tiene el efecto de suprimir la expresion de al menos una seleccionada del grupo que consiste en
glicoalbumina, hemoglobina Alc y la relaciéon de glicoalbumina/hemoglobina A1c puede administrarse por via oral o
por via no oral a un mamifero (tal como un humano, conejo, perro, gato, rata o ratén), ya sea sola o0 como composicion
farmacéutica en una forma de dosificacion apropiada. La dosificacion difiere dependiendo de la diana de
administracion, el tipo de enfermedad, los sintomas, la via de administracién y similares, pero, por ejemplo, en el caso
de un adulto, la sustancia que tiene el efecto de suprimir la expresion de al menos una seleccionada del grupo que
consiste en glicoalbamina, hemoglobina Alc y la relacion de glicoalbumina/hemoglobina A1c puede administrarse en
la cantidad de normalmente de manera aproximada de 0,1 a 100 mg/kg de peso corporal, o preferiblemente de manera
aproximada de 0,5 a 50 mg/kg de peso corporal como dosis Unica aproximadamente de 1 a 2 veces al mes, y
preferiblemente la misma dosis puede administrarse durante de 2 a 3 dias consecutivamente al principio del
tratamiento. Una dosis correspondiente puede administrarse en el caso de otra administracion no oral u oral. La dosis
también puede aumentarse segun los sintomas cuando los sintomas son particularmente graves.
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Una composicién para administracién oral puede estar en una forma de dosificacion sélida o liquida, y los ejemplos
especificos incluyen comprimidos (incluyendo comprimidos recubiertos con azicar y comprimidos recubiertos con
pelicula), pastillas, granulos, polvos, capsulas (incluyendo capsulas blandas), jarabes, emulsiones, suspensiones y
similares. Una composicion de este tipo puede fabricarse mediante métodos ordinarios, y puede contener portadores,
diluyentes o excipientes usados comunmente en el campo farmacéutico. Los ejemplos de portadores y excipientes
farmacéuticos incluyen lactosa, almidon, sacarosa, estearato de magnesio y similares.

Los ejemplos de composiciones para administracion no oral incluyen inyecciones, supositorios y similares, y una
inyeccion puede estar en forma de una inyeccién intravenosa, inyeccién subcutanea, inyeccién intradérmica, inyeccion
intramuscular, inyeccion gota a gota o similar. Una inyeccion de este tipo puede prepararse disolviendo, suspendiendo
o emulsionando una sustancia que tiene el efecto de suprimir la expresién de al menos una seleccionada del grupo
que consiste en glicoalbimina, hemoglobina Aic y la relacién de glicoalbumina/hemoglobina A1c en un liquido oleoso
0 acuoso estéril usando cominmente para inyecciones. Los ejemplos de liquidos acuosos para inyeccion incluyen
solucidn salina fisiolégica y liquidos isoténicos que contienen glucosa y otros adyuvantes, y también puede incluirse
un agente de solubilizacion adecuado tal como un alcohol (tal como etanol), polialcohol (tal como propilenglicol o
polietilenglicol), tensioactivo no idnico (tal como polisorbato 80 o HCO-50 (aducto de polioxietileno (50 mol) de aceite
de ricino hidrogenado)) o similar. Los ejemplos de liquidos oleosos incluyen aceite de sésamo y aceite de soja, y
también puede incluirse benzoato de bencilo, alcohol bencilico o similar como agente de solubilizacién. La inyeccion
preparada se llena en una ampolla comun adecuada. Un supositorio para administracion rectal puede prepararse
mezclando la sustancia que tiene el efecto de suprimir la expresion de Smad1 con una base de supositorio adecuada.

Esta composicion farmacolégica oral o no oral puede prepararse en una forma de dosificacién unitaria adecuada para
la dosis administrada del principio activo. Los ejemplos de formas de dosificacién unitarias incluyen comprimidos,
pastillas, capsulas, inyecciones (ampollas), supositorios y similares.

Ademas, esta composicién farmacoldgico puede contener también otros principios activos en la medida que estos no
provoquen interacciones no deseadas cuando se combinen con la sustancia que tiene el efecto de suprimir la
expresion de al menos una selecciona del grupo que consiste en glicoalbimina, hemoglobina Alc y la relacion de
glicoalbumina/hemoglobina Alc.

Para cribar compuestos candidatos a partir de estudios clinicos, la relacion de glicoalbumina/hemoglobina Alc se
diagnostica en casos objetivo de diabetes, se hace un seguimiento de la tolerancia a la glucosa alterada (IGT) y la
glicemia en ayunas alterada (IFG), los farmacos administrados y factores ambientales tales como el ejercicio y la dieta
a lo largo de todo el periodo de investigacion, y la relacion de glicoalbumina/hemoglobina A1c se mide durante un
periodo de al menos un afo tras el inicio del seguimiento. Los farmacos que mediante el analisis de método de
frecuencia se muestra que reducen el nivel de glicoalbimina/hemoglobina A1c en estos casos objetivo se someten a
reposicion farmacoldgica y se evalian como compuestos que presentan efectividad en el tratamiento o la prevencion
de demencia o enfermedad de Alzheimer, 0 como compuestos simiente para su uso potencial como principios activos
en farmacos para tratar o prevenir la demencia o enfermedad de Alzheimer.

La presente invencion se explica en mas detalle a continuacién usando ejemplos, pero la presente invencién no esta
limitada a estos ejemplos.

Ejemplos
Ejemplo 1

Relaciones de peligro para la aparicion de enfermedad de Alzheimer segun los niveles de indicadores asociados con
la glucosa en sangre

De los residentes con edades de 65 y mayores que recibieron un chequeo cardiovascular en Hisayama-machi en
2007, se hizo un seguimiento prospectivo de 1.187 individuos sin demencia durante 5 afos. Los sujetos se separaron
en 4 cuartiles (Q1 a Q4) segun sus niveles de hemoglobina Alc, glicoalbdmina y 1,5-anhidroglucitol y relaciones de
glicoalbumina/hemoglobina A1c. El punto final era la aparicion de enfermedad de Alzheimer o demencia vascular. Se
us6 el modelo de peligro proporcional de Cox para calcular la relacién de peligro (HR). La enfermedad de Alzheimer
se diagnostico mediante los criterios de diagndstico del Instituto Nacional de Trastornos Neurolégicos y Comunicativos
y Accidentes Cerebrovasculares y la Asociacion de la Enfermedad de Alzheimer y Trastornos Relacionados (NINCDS-
ADRDA) (documento no de patente 2: Guy McKhann et al., Clinical diagnosis of Alzheimer’s disease, Neurology 1984,
34:939-944), y la demencia vascular mediante el estandar clinico del Instituto Nacional de Trastornos Neurol6gicos y
Accidentes Cerebrovasculares y la Association Internacionale pour la Recherche et I'Enseignement en Neurosciences
(NINDS-AIREN) (Roman GC, Tatemichi TK, Erkinjuntti T et al., Vascular dementia: diagnostic criteria for research
studies: report of the NINDS-AIREN International Workshop, Neurology 1993, 43:250-260).

Las siguientes condiciones 1) a 4) tienen que cumplirse con el fin de que un sujeto se diagnostique con enfermedad
de Alzheimer segun los criterios de diagndstico del NINCDS-ADRDA.
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1) Cumple los criterios de diagnédstico para el examen clinico (enfermedad de Alzheimer probable)

2) Se confirma deterioro progresivo o similar de la funcién cognitiva especifica, y los hallazgos respaldan la
enfermedad de Alzheimer

3) Hay otras caracteristicas clinicas consistentes con enfermedad de Alzheimer probable una vez que se han
excluido causas de demencia distintas de enfermedad de Alzheimer

4) Los casos en los que el diagndstico de enfermedad de Alzheimer probable es dudoso, o pacientes con
caracteristicas que no coinciden con enfermedad de Alzheimer probable se excluyen del diagnéstico de
enfermedad de Alzheimer probable.

En este estudio, también se realizd una obtencion de imagenes craneales (TC/IRM) para obtener hallazgos (véase 2
anterior) que respaldasen el diagnéstico segin NINCDS-ADRDA de enfermedad de Alzheimer probable.
Especificamente, los pacientes que no presentaban lesiones organicas claras tipicas de enfermedad cerebral vascular
y que presentaban cerebral atrofia (especialmente de manera interna, en la regiones de I6bulo temporal y parietal) se
diagnosticaron con enfermedad de Alzheimer probable.

El 91,4% de los diagndsticos de enfermedad de Alzheimer en el estudio actual fueron casos de enfermedad de
Alzheimer probable segin NINCDS-ADRDA, e incluian algunos sujetos que murieron durante el periodo de
seguimiento y recibieron un diagnéstico concluyente de enfermedad de Alzheimer definitiva en base a una autopsia.
Es decir, el “91,4%” son sujetos que:

1) Cumplen con los criterios de diagndstico para el examen clinico (enfermedad de Alzheimer probable), es
decir:

« Demencia encontrada en pruebas clinicas y pruebas mediante el miniexamen del estado mental
(MMSE), la escala de demencia de Blessed o similar, y confirmada mediante pruebas
neuropsicoldgicas

«  Déficits en dos 0 mas areas cognitivas

«  Declive progresivo en la memoria y otras funciones cognitivas

«  Consciencia no deteriorada

*  Aparicion a la edad de 40 a 90, lo mas comun tras la edad de 65

*  Deterioro de memoria y cognitivo progresivo no atribuible a ninguna otra enfermedad sistémica o
cerebral.

2) Hallazgos de respaldo son:

» Deterioro progresivo en funciones cognitivas especificas: deterioro del lenguaje (afasia), deterioro
del comportamiento (apraxia), reconocimiento deteriorado (agnosia) y deterioro de otras actividades
de la vida diaria (AVD), cambios en patrones de comportamiento, historial familiar de deterioro
similar, especialmente cuando hay confirmacién neuropatolégica, y

« Como hallazgo de prueba clinica, la atrofia cerebral o similar se confirma mediante “obtencion de
imagenes craneales”, o en otras palabras mediante TC/MIR o similar.

3) Hay otras caracteristicas clinicas consistentes con el diagndstico de enfermedad de Alzheimer probable
una vez que se han excluido causas de demencia distintas de enfermedad de Alzheimer

4) No hay caracteristicas que cuestionen el diagnostico de enfermedad de Alzheimer probable, o que no sean
caracteristicas de enfermedad de Alzheimer probable.

Con respecto al rango de edad facilitado en el criterio de diagnostico 1) para el examen clinico (enfermedad de
Alzheimer probable), este se reinterpretdé como “aparicién a la edad de 40 o mayor” para los fines del diagnéstico,
porque podian incluirse los sujetos que habian desarrollado enfermedad de Alzheimer a la edad de 90 o mayor.

Finalmente, se diagnosticé enfermedad de Alzheimer probable tras un examen en detalle del historial médico y de la
sintomatologia del sujeto.
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El 8,6% restante de sujetos diagnosticados con enfermedad de Alzheimer era un grupo de sujetos que no pudieron
examinarse mediante obtencion de imagenes craneales, pero que fueron diagnosticados con enfermedad de
Alzheimer basandose en el historial médico y la sintomatologia (sintomas actuales), y que estuvieron muy cerca de
cumplir los criterios de NINCDS-ADRDA para la enfermedad de Alzheimer probable. Mas especificamente, aunque
los hallazgos de pruebas clinicas se han establecido como hallazgos de respaldo para un diagndéstico segin NINCDS-
ADRDA de enfermedad de Alzheimer probable, el “8,6%” eran aquellos que fueron diagnosticados con enfermedad
de Alzheimer tras una investigacion detallada del “historial médico” y de la “sintomatologia”, porque no pudo realizarse
una obtencion de imagenes IRM aunque cumplian todas las demas condiciones. “Historial médico” significa en este
caso el historial de enfermedades previas y el historial de las enfermedad actuales. Sintomas significa en este caso
cambios patol6gicos que aparecen en el cuerpo, y la sintomatologia en el caso de la sintomatologia de la enfermedad
de Alzheimer es un campo de la medicina y es una metodologia para definir, clasificar e interpretar las diversas quejas
y hallazgos de examenes médicos (y sintomas) de un paciente.

En otras palabras, los factores mas importantes en el diagnostico de la enfermedad de Alzheimer son el “historial
médico” y la “sintomatologia” (sintomas presentados), y la recogida de los mismos se enfatiza en el presente estudio.
Ademas, se recogieron otros datos clinicos en la medida de lo posible y se realiz6 una obtencion de imagenes
craneales para respaldar el diagndstico de enfermedad de Alzheimer probable, y cuando el sujeto murié se realizé
una autopsia para obtener un diagnosis final de enfermedad de Alzheimer definitiva, completando de ese modo un
diagnéstico de enfermedad de Alzheimer de 3 fases.

Durante el periodo de seguimiento 116 sujetos desarrollaron enfermedad de Alzheimer y 43 desarrollaron demencia
vascular. Las incidencias (ajustadas al sexo y a la edad) de enfermedad de Alzheimer y demencia vascular se
investigaron frente a los niveles de cada indicador asociado con la glucosa en sangre. Los resultados muestran que
la incidencia de enfermedad de Alzheimer aumenté significativamente a medida que aumentaron los niveles de
glicoalbumina/hemoglobina Alc, y aunque no fuera significativo, se mostrd la misma tendencia para glicoalbumina.
Sin embargo, no se mostré ninguna relacion clara para hemoglobina A1c y 1,5-anhidroglucitol. No se mostr6 ninguna
relacién entre ninguno de estos indicadores asociados con la glucosa en sangre y la incidencia de demencia vascular.
En un andlisis multivariante, el ajuste de las variables de sexo, edad, hipertension arterial, colesterol total, categoria
de indice de masa corporal (IMC, obesidad) (peso corporal bajo, peso corporal normal, obeso), el historial de accidente
cerebrovascular, educacion, consumo de alcohol, tabaquismo y habitos de ejercicio no tuvo ningin efecto sobre la
relacion positiva significativa entre el nivel de glicoalbimina/hemoglobina A1cy la enfermedad de Alzheimer (tendencia
p = 0,01), y la relacion de peligro para la incidencia de enfermedad de Alzheimer era significativamente mayor tanto
en el grupo Q8 (2,1) como en el grupo Q4 (2,0) en comparacion con el grupo Q1 (Fig. 1, p < 0,05).

Estos resultados muestran que la relacion de glicoalbumina’/hemoglobina Al1c es un biomarcador asociado con la
incidencia de o la existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo de enfermedad de Alzheimer, y que el peligro
de desarrollar enfermedad de Alzheimer es significativamente mayor cuando el nivel de glicoalbimina/hemoglobina
Alc es de 2,83 0 mas, 0 en otras palabras que la incidencia de o la existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo
de enfermedad de Alzheimer puede determinarse usando el nivel de glicoalbimina/hemoglobina A1c como indicador.

Esto también muestra que el riesgo de desarrollar enfermedad de Alzheimer puede determinarse baséandose en
resultados de medicion obtenidos con un kit de medicion de glicoalbumina comercial y un kit o dispositivo de medicion
de hemoglobina Alc, y que puede proporcionarse un kit o dispositivo para determinar el riesgo de enfermedad de
Alzheimer.

Ejemplo 2

Relaciones de peligro de niveles de indicadores asociados con la glucosa en sangre para enfermedad de Alzheimer
segun la presencia o ausencia de metabolismo de glucosa anémalo

Las relaciones de peligro (tras el ajuste multivariante) de cada nivel de indicador asociado con la glucosa en sangre
en la aparicion de enfermedad de Alzheimer se calcularon dependiendo de la presencia o ausencia de metabolismo
de glucosa anémalo (diabetes + prediabetes) en las mismas condiciones que en el ejemplo 1. Como resultado, en el
grupo sin metabolismo de glucosa anémalo, los grupos de relacion de glicoalbiumina/hemoglobina Alc alta (Q3 y Q4)
tenian relaciones de peligro significativamente mayores (1,82, p = 0,03) para la aparicién de enfermedad de Alzheimer
que los grupos de relacion baja (Q1 y Q2), y se observé la misma tendencia en el grupo con metabolismo de glucosa
andmalo (Fig. 2, relacién de peligro 1,7, p = 0,07). Sin embargo, no se encontrd ninguna relacion significativa entre la
apariciéon de enfermedad de Alzheimer y la hemoglobina Aic, la glicoalbumina o el 1,5-anhidroglucitol
independientemente de si habia metabolismo de glucosa andémalo (p > 0,1 en todos los casos). No hubo interacciones
entre los niveles de indicadores asociados con la glucosa en sangre y el metabolismo de glucosa anémalo.

Estos resultados muestran que la relacion de glicoalbumina/hemoglobina Alc puede usarse para determinar la

incidencia de o la existencia 0 no existencia de un riesgo de desarrollo de enfermedad de Alzheimer incluso en sujetos
sin metabolismo de glucosa anémalo.
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Dado que la incidencia de o la existencia 0o no existencia de un riesgo de desarrollo de enfermedad de Alzheimer
puede determinarse basandose en resultados de medicion obtenidos con un kit o dispositivo de medicion de
glicoalbumina comercial y un kit o dispositivo de medicién de hemoglobina A1c comercial como en el ejemplo 1, la
presente invencién puede proporcionar claramente el uso de un kit y dispositivo para determinar la existencia o no
existencia de un riesgo de desarrollo de enfermedad de Alzheimer.

Ejemplo 3

Célculo de los valores de limite para los niveles de glicoalbiumina/hemoglobina A1c en la aparicién de enfermedad de
Alzheimer

Se determinaron los valores de limite y la sensibilidad/especificidad de glicoalbumina y los niveles de
glicoalbumina/hemoglobina Al1c para la aparicién de enfermedad de Alzheimer usando analisis ROC (curva de ca
caracteristicas operativas del receptor) en las mismas condiciones que en el ejemplo 1. Los resultados se muestran
en latabla 1.

[Tabla 1]

Tabla 1: Valores de limite para indicadores asociados con la glucosa en sangre en la aparicion de
enfermedad de Alzheimer (1.187 residentes de Hisayama con edad de 65 y mayor, 2007-2012,

andlisis ROC)
Indicador asociado a glucosa en sangre Valor de limite  Sensibilidad (%) Especificidad (%)
GA 15,8% 55,2% 59,9%
GA/HbA1c 2,85 65,5% 53,3%

Como se muestra en la tabla 1, el valor de limite de la relacion de glicoalbiumina/hemoglobina A1c para detectar
enfermedad de Alzheimer es de 2,85, con una sensibilidad del 65,5% y una especificidad del 53,3%. Estos resultados
muestran que la relacién de glicoalbimina/hemoglobina A1c es un biomarcador para la enfermedad de Alzheimer, y
que puede predecirse la presencia 0 ausencia de enfermedad de Alzheimer o puede determinarse la existencia o no
existencia de un riesgo de desarrollo de enfermedad de Alzheimer usando un valor de limite para detectar la incidencia
de o la existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo de enfermedad de Alzheimer, o en otras palabras que
pueden realizares muchas pruebas de una vez de manera facil y barata sin el diagnostico y las pruebas avanzados y
complejos usados en el pasado.

Esto también muestra, de manera similar al ejemplo 1, que el riesgo de desarrollar enfermedad de Alzheimer puede
determinarse basandose en resultados de medicion obtenidos con un kit o dispositivo de medicién de glicoalbumina
comercial y un kit o dispositivo de medicién de hemoglobina A1c comercial, y que un uso de un kit o dispositivo para
determinar la existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo de enfermedad de Alzheimer puede proporcionarse
mediante la presente invencion.

En este ejemplo 3, la presencia o ausencia de enfermedad de Alzheimer puede predecirse usando la relaciéon de
glicoalbumina/hemoglobina A1c como indicador, por ejemplo. Especificamente, si la relacién de
glicoalbumina’/hemoglobina A1c es de al menos 2,85, puede considerarse que la probabilidad de que esté presente
enfermedad de Alzheimer es alta, mientras que si es de menos de 2,85, puede considerarse que la probabilidad es
baja. Si es de al menos 2,85, el paciente puede diagnosticarse entonces con enfermedad de Alzheimer usando
obtenciéon de imagenes cerebrales que requiere equipo caro, pruebas de liquido cefalorraquideo invasivas, o los
criterios de diagnostico complejos de NINCDS-ADRDA o similares, y puede iniciarse el tratamiento segun sea
necesario. Esto significa que con la presente invencion puede predecirse la probabilidad de enfermedad de Alzheimer
de manera facil y barata sin la necesidad de obtencion de imagenes cerebrales que requiere equipo caro, pruebas de
liquido cefalorraquideo invasivas o diagndsticos de enfermedad de Alzheimer elaborados y complejos.

Ademas, incluso si se ha considerado que un sujeto no tiene enfermedad de Alzheimer basandose en un diagndstico
de enfermedad de Alzheimer detallado de este tipo, un sujeto con una relacion de glicoalbimina/hemoglobina Alc de
al menos 2,85 tiene una alta probabilidad de desarrollar enfermedad de Alzheimer en el futuro. En consecuencia, con
la presente invencion puede predecirse la probabilidad de desarrollar enfermedad de Alzheimer en el futuro y puede
prevenirse la aparicion futura de manera facil y barata sin usar obtencion de imagenes cerebrales que requiere equipo
caro, pruebas de liquido cefalorraquideo invasivas, o los criterios de diagnéstico complejos de NINCDS-ADRDA o
similares, y los pacientes pueden recibir una orientacién de salud necesaria y tomar medidas para prevenir la aparicion.

Aplicabilidad industrial
En la presente invencion, la existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo de enfermedad de Alzheimer puede

determinarse de manera facil, rapida y barata midiendo la glicoalbdmina y la hemoglobina A1c y determinando la
relacién de glicoalbumina/hemoglobina A1lc.
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El método de la presente invencion es util para pruebas clinicas es Util para la evaluacion del riesgo de enfermedad

de Alzheimer.

Lista de signos de referencia

10 dispositivo de muestras de sangre
11 dispositivo de entrada

12 parte de entrada

13 parte de memoria

14 parte de célculo

15 parte de evaluacion

16 parte de salida

17 dispositivo de salida
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REIVINDICACIONES

1.- Un método para determinar la existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo de enfermedad de Alzheimer,
que comprende una etapa de determinar que un sujeto corre el riesgo de desarrollar enfermedad de Alzheimer cuando
una relacion de glicoalbumina/hemoglobina A1c en una muestra de sangre del sujeto es de al menos 2,6.

2.- El método segun la reivindicacion 1, en el que la muestra de sangre se somete a las siguientes etapas (1) a (3)
antes de la etapa de determinar la existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo de enfermedad de Alzheimer:

1) medir la glicoalbumina y la hemoglobina A1c en la muestra de sangre del sujeto;

2) usar los valores de medicién obtenidos en la etapa 1) para calcular la relacion de glicoalbumina/hemoglobina
Alc;

3) comparar la relacién de glicoalbiumina’/hemoglobina Alc obtenida en la etapa 2) con un valor de limite para
predecir la existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo de enfermedad de Alzheimer.

3.- Un método segun la reivindicacion 1 o 2, en el que la relacién de glicoalbumina/hemoglobina A1c es de al menos
2,85.

4.- Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el sujeto no sufre de deterioro cognitivo
leve (DCL).

5.- Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el sujeto no sufre de demencia vascular.

6.- Uso de un biomarcador para determinar la existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo de enfermedad de
Alzheimer, en el que el biomarcador es una relacién de glicoalbumina/hemoglobina Aic, y en el que se determina que
un sujeto corre el riesgo de desarrollar enfermedad de Alzheimer cuando la relacion de glicoalbumina/hemoglobina
A1c en una muestra de sangre del sujeto es de al menos 2,6.

7.- Uso de un dispositivo en un método para determinar la existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo de
enfermedad de Alzheimer segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el dispositivo tiene:

(a) una unidad de calculo para calcular una relaciéon de glicoalbumina/hemoglobina A1c basandose en valores de
medicién para glicoalbumina y hemoglobina Alc;y

(b) una parte de evaluacion para evaluar la existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo de enfermedad de
Alzheimer basandose en la relacion de glicoalbumina/hemoglobina Alc calculada.

8.- El uso de un dispositivo segun la reivindicacion 7, en el que el dispositivo tiene ademas una parte de medicién para
glicoalbumina y/o una parte de medicion para hemoglobina A1c.

9.- Uso de un kit en un método para determinar la existencia o no existencia de un riesgo de desarrollo de enfermedad
de Alzheimer segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el kit comprende un reactivo de medicion
de glicoalbimina y un reactivo de medicién de hemoglobina A1c, y un manual que establece que se determina que un
sujeto corre el riesgo de desarrollar enfermedad de Alzheimer cuando una relacion de glicoalbimina/hemoglobina Alc
es de al menos 2,6.
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Fig. 4
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