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RESUMEN

INTRODUCCION

La fase preclinica de la enfermedad de
Alzheimer (EA) es 6ptima para identificar
los eventos fisiopatologicos tempranos y
desarrollar programas de prevencion. Estos
son los objetivos compartidos del proyecto
ALFA, que incluye el registro ALFA, la
cohorte madre ALFA y el estudio de cohorte
anidado ALFA+.

METODOS

La visita inicial de la cohorte madre ALFA
incluy6 una evaluacion cognitiva completa,
la administracion de unos cuestionarios
sobre los habitos de vida, unas extracciones
de ADN y resonancia magnética (RM). El
estudio anidado ALFA+ afiade biomarcadores
de neuroimagen y de liquido para un
fenotipado mas exhaustivo.
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RESULTADOS

2.743 participantes de entre 45 y 74 afios
de edad fueron incluidos en la cohorte
madre ALFA. Aqui demostramos que esta
cohorte, compuesta en su mayoria por
descendientes cognitivamente sanos de
pacientes de la EA, esta enriquecida para
factores de riesgo genéticos de la EA.

DISCUSION

El proyecto ALFA representa una valiosa
infraestructura que se utilizara en diferentes
estudios y ensayos para prevenir la EA.

La cohorte longitudinal ALFA+ servira

para entender la historia natural de la
enfermedad asi como para modelar las fases
preclinicas con el fin de desarrollar ensayos
clinicos con éxito.

Palabras clave: enfermedad de Alzheimer, demencia, estudio de cohortes,
cognicion, prevencion, biomarcadores, factores de riesgo.




1.INTRODUCCION

El aumento de la esperanza
de vida media que se ha
producido en los paises
desarrollados durante los
ultimos cincuenta afnos ha ido
acompanado de un
incremento en la prevalencia
de los trastornos asociados
con la edad.

La enfermedad de Alzheimer (EA) y, mas
especificamente, la EA de inicio tardio
(lamada por su acréonimo inglés LOAD) es la
primera causa de discapacidad neurologica
en personas de edad avanzada causando
una enorme carga social y econémica en las
sociedades modernas [1]. En la actualidad,
mas de 45 millones de personas sufren
demencia en todo el mundo y con el
progresivo envejecimiento de la poblacion
se espera que esta cifra aumente hasta 130
millones en 2050 [2]. A pesar de que las
caracteristicas clinico-patologicas de la EA
se han descrito hace mas de un siglo, su
exacta etiologia sigue siendo desconocida.
Hay que destacar que, hasta la fecha, todos
los ensayos clinicos realizados que evaltian
farmacos modificadores de la enfermedad
han fracasado [3].

En la altima década, varios biomarcadores
invivo de la EA, tales como la concentracion
de p-amiloide (AR) y tau en el liquido
cefalorraquideo (LCR [4]), la atrofia del
hipocampo [5, 6], el hipometabolismo
temporoparietal [7, 8] y la deposicion cerebral
de amiloide medido por tomografia por
emision de positrones (TEP [9, 10]), han
estado ampliamente caracterizados. Los
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resultados de estos estudios muestran que la
patologia de Alzheimer se desarrolla durante
varios afos e incluso décadas antes de que
aparezcan los sintomas clinicos; a este periodo
asintomatico, silencioso de la enfermedad

se le denomina la fase preclinica de Ia EA

[11]. La deteccion de esta fase preclinica abre
oportunidades para el desarrollo de nuevas
estrategias terapéuticas. Si en los proximos
afnos surgen nuevos tratamientos capaces

de retrasar la evolucion de la enfermedad

y la aparicion de la demencia, éstos seran
especialmente ttiles durante la fase preclinica
de la enfermedad [12]. De hecho, como la
carga de la EA aumenta con el envejecimiento
de la poblacion, un tratamiento capaz de
retrasar la aparicion de la demencia unos
pocos afos tendria un tremendo impacto

en el coste social de la enfermedad. Se ha
calculado que un retraso del inicio de la
demencia de tan sélo 5 anos podria reducir
un 33% el coste economico de la EA [13]. En
este escenario, se ha planteado la hipotesis de
que, con el fin de aumentar las posibilidades
de éxito, los medicamentos que han fracasado
en los ensayos realizados en pacientes

con la EA deben ser ensayados en sujetos
cognitivamente sanos que tengan un riesgo
mas elevado de desarrollar la enfermedad.
Todavia mas, la etapa preclinica podria ser

el periodo de tiempo 6ptimo para evaluar
nuevas estrategias terapéuticas dirigidas a
dianas no solo relacionadas con la cascada
amiloide, sino también enfocadas a retrasar
la pérdida neuronal [14]. Por otra parte,

las estrategias preventivas de intervencion
pueden ayudar a entender mejor la relacion
entre los diferentes factores médicos,
ambientales y genéticos, y la aparicion de los
sintomas.
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El desarrollo de estudios de prevencion
requiere la identificacion de individuos

con un mayor riesgo de desarrollar la EA

en un futuro proximo para ser reclutados
en ensayos clinicos como personas
asintomaticas. Con esto en mente, se

han disefiado una serie de proyectos de
investigacion que estan actualmente en
curso, tales como el programa de Registro de
Wisconsin para la Prevencion de Alzheimer
(WRAP) [15], el estudio de Hijos Adultos [16],
el programa PREVENT [17] y el estudio de
cohorte longitudinal del proyecto Europeo
para la Prevencion de la Demencia de
Alzheimer (EPAD) [18], entre otros.

Siguiendo la misma logica y con el objetivo
de aumentar nuestro conocimiento sobre
la fisiopatologia y los factores patogénicos
emergentes durante las etapas preclinicas
tempranas de la EA, el Barcelonapeta Brain
Research Center (BBRC) inici6 el proyecto
ALFA (de Alzheimer y Familias) para el
seguimiento prospectivo de una cohorte
de personas cognitivamente normales,

la mayoria de las cuales son hijos/as de
pacientes de la EA. La infraestructura ALFA
consiste en el registro ALFA, la cohorte
madre ALFA y el estudio anidado de cohorte
ALFA+. El registro ALFA contiene datos
demograficos basicos de personas que
desean participar en futuros proyectos

del BBRC. La cohorte madre ALFA esta
formada por participantes cognitivamente
normales con edades comprendidas entre
los 45 y los 74 afios, a quienes se los hizo
realizar una serie de pruebas cognitivas

y de quienes se ha recogido su historia
clinica, informacion relacionada con su
estilo de vida y una muestra de sangre para
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su posterior andlisis genético. La cohorte
madre ALFA servira como base para el
establecimiento de protocolos y estudios de
investigacion, tanto observacionales como
de intervencion, de participantes preclinicos
en riesgo de deterioro cognitivo debido a la
EA. Ademas, se repondra a partir de nuevo
reclutamiento y a partir del registro ALFA.
A los participantes de la cohorte ALFA se les
ofrecera la opcion de entrar en proyectos
actualmente activos en el BBRC como

EPAD [18] o futuros ensayos clinicos y otros
estudios de investigacion.

Un subgrupo de participantes de la cohorte
ALFA serd invitado a participar en un
estudio a largo plazo longitudinal anidado,
denominado estudio ALFA+, en el que se
realizara un fenotipo mas detallado. Ademas
de una descripcion similar a la de la cohorte
madre ALFA, conllevara la adquisicion de
biomarcadores tanto himedos (LCR, sangre
y orina) como de neuroimagen (RM y TEP).

En este articulo, se describen la cohorte
madre ALFA y el estudio ALFA+. Por otra
parte, también se presentan el perfil
sociodemogrifico y la descripcion de las
variables de riesgos asociadas a la EA de los
participantes de la cohorte madre en la visita
inicial del estudio. m



2 METODOS

2.].LACOHORTE MADRE ALFA

La cohorte madre ALFA representa una

plataforma de investigacion de la que se
alimentaran estudios relacionados, tales
como el estudio longitudinal ALFA+.

211.CRITERIOS DE INCLUSION
Y EXCLUSION

Los criterios de inclusion fueron los
siguientes: personas cognitivamente
normales castellano y/o catalanoparlantes
de edades comprendidas entre los 45y

los 74 anos que estuvieran de acuerdo con
los procedimientos y pruebas del estudio:
entrevista clinica y cuestionarios asociados
a factores de riesgo, pruebas cognitivas,
extraccion de una muestra de sangre para
analisis de ADN y RM. Ademas, un allegado
estaba involucrado en la evaluacion
funcional del voluntario y ambos debian
conceder su consentimiento. Un alto
porcentaje de los individuos reclutados eran
descendientes de pacientes con la EA.

Los criterios de exclusion fueron los
siguientes: (1) Rendimiento cognitivo

fuera de los puntos de corte establecidos:
Mini Mental State Examination [19, 20]
(MMSE) <26, Memory Impairment Screen
[21, 22] (MIS) <6, subprueba de orientacion
temporal del test Barcelona II [23] (TO-
BTII) <68, fluencia semantica [24, 25]
(animales; SF) <12. (2) Clinical Dementia
Rating Scale [26]; CDR>0. (3) Trastornos
psiquiatricos mayores (segin DSM-IV-TR)
o enfermedades que pudieran afectar a las
capacidades cognitivas (depresion aguda
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activa o trastorno de ansiedad generalizada,
trastorno bipolar, esquizofrenia y
demencia). La escala de depresion y
ansiedad de Goldberg [27, 28] (GADS) se
utiliz6 para la deteccion de trastornos

del estado de animo. En caso de que los
resultados fueran dudosos el evaluador
determinaba si el voluntario cumplia
criterios DSM-IV-TR para el trastorno de
ansiedad generalizada o episodio depresivo
mayor y era excluido si éste era el caso.

(4) Trastorno auditivo y/o visual grave,
trastorno del desarrollo neurologico y/o
psicomotor. (5) Enfermedades relevantes
que pudieran interferir con la cognicion
(insuficiencia renal en hemodialisis,
cirrosis hepatica, enfermedad pulmonar
cronica con terapia de oxigeno, trasplante
de organos solidos, fibromialgia, cancer
activo en tratamiento o cualquier otra
enfermedad que el investigador considerara
que pudiera afectar a la cognicion del
participante). (6) Trastornos neurologicos
como la enfermedad de Parkinson, apoplejia,
epilepsia en tratamiento con ataques
frecuentes (>1/mes) en el Gltimo afio,
esclerosis miltiple u otras enfermedades
neurolodgicas graves. (7) Lesion cerebral
que pudiera interferir con la cognicion:
historia de traumatismo craneoencefalico
con lesion parenquimatosa o accidente
cerebrovascular isquémico extraaxial o
accidente cerebrovascular hemorragico,
cirugia cerebral, tumores cerebrales u otras
causas que puedan generar dafio cerebral
adquirido, tales como la quimioterapia
cerebral o la radioterapia, y, por tltimo, (8)
patron sospechado de historia familiar de
la EA autosoémica dominante: 3 individuos
afectados en dos generaciones diferentes,



con un inicio antes de los 60 anos de edad.
Los criterios de inclusion y de exclusion del
estudio ALFA se resumen en la Tabla 1.

21.2. EVALUACION BASAL

Los voluntarios reclutados fueron
recibidos en el BBRC, Barcelona, donde
fueron evaluados por un neuropsicologo
cualificado. Una vez habian dado su
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consentimiento y se habia revisado el
cumplimiento de los criterios de inclusion
del estudio, se registraron la historia

clinica y una serie de caracteristicas
sociodemogrificas del sujeto y se realizo

la evaluacion cognitiva. Una enfermera del
estudio se encargo de tomar las mediciones
de presion arterial y de la altura, peso

y diametro de la cintura, asi como de la
obtencion de una muestra de sangre para su
posterior uso.

Tabla 1. Criterios de inclusion en la cohorte madre ALFA

catalanoparlantes

Con edades comprendidas entre los 45y los
74 anos

Aceptacion de los procedimientos del
estudio y pruebas

Participacion de un allegado para la
evaluacion funcional del participante

CRITERIOS CRITERIOS
DEINCLUSION DE EXCLUSION
Hombres y mujeres castellano y/o Cognitivos:

MMSE <26, MIS <6, SF <12, TO-BTII <68
CDR >0

Trastornos psiquiatricos mayores (DSM-IV-
TR) o enfermedades que pudieran afectar a
las capacidades cognitivas

Trastornos auditivos y/o visuales graves,
trastornos graves del desarrollo neuroldgico
y/o enfermedades importantes que
pudieran interferir con la cognicion

Desordenes neurologicos

Lesion cerebral que pudiera interferir con
la cognicion

Sospecha de historia familiar de la EA
autosomica dominante

Abreviaturas: CDR, Clinical Dementia Rating scale; MMSE, Mini-Mental State Examination; MIS, Memory Impairment
Screen; TO-BTII, Time- Orientation subtest of the Barcelona Test II; SF, Semantic Fluency.



La primera visita se estructuro6 de la
siguiente manera (Fig. 1A):

2121 REVISION DE LOS CRITERIOS
DE INCLUSION DEL ESTUDIO

Para garantizar el cumplimiento de
los criterios de inclusion del estudio,
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una evaluacion inicial del estado
neuropsicologico de los voluntarios se

llevo a cabo a través de las herramientas de
evaluacion mencionadas anteriormente.
Dada la realidad bilingtie del contexto

social en el que se produjo la visita, se pidio
previamente a los participantes su idioma de
preferencia (catalan o castellano).

Figura 1. Representacion esquematica de la visita inicial
de la cohorte ALFA (A) y del proceso de seleccion (B)

A

Llegada del voluntario
Identificacion
Consentimiento Informado

Cribado Neuropsicoldgico

Goldberg
MMSE, MIS, TO-BTII, SF

Preferencia Linguistica i

X

i

)

(&%

Evaluacién Funcional IQCODE

Fallo de cribado cognitivo y/o animico

N\

Historia clinica personal y familiar

Fallo de cribado clinico
Evaluacién Funcional IQCODE
Informe de evaluacién

Fallo de cribado funcional
Informe de evaluacion

CDR
Informe de evaluacién
® Q

Informe de evaluacion

Medidas antropométricas, muestra de sangre
Datos sociodemograficos

Pruebas de cognicion (MBT, WAIS 1V)

Factores de riesgo Miembro de

la cohorte
madre ALFA

Incluidos
n=2743

B —
Evaluados
para eligibilidad
n=3102
Excluidos
n=359

Otros motivos n=2

No cumplen criterios de eligibilidad

Deciden no participar n=5

n=63
n=66
n=106
n=91
n=20
n=1
n=5

criterios cognitivos

CDR>0

criterios clinicos

criterios animicos

criterios cognitivos y animicos
criterios clinicos y animicos
otros

A) Independientemente de su elegibilidad para entrar o no en la cohorte, todos los voluntarios evaluados recibieron un informe
especifico sobre los resultados de la evaluacién. B) Los criterios cognitivos se evaluaron mediante unas pruebas cognitivas (MMSE,
MIS, TO-BTII y SF). La Escala de Depresion y de Ansiedad de Goldberg se utilizé para la deteccion de trastornos del estado de animo.



Las personas evaluadas recibieron un
informe especifico que recogia los resultados
de las pruebas independientemente de

si el voluntario era elegible o no a formar
parte de la poblacion ALFA. La escala CDR
fue la altima herramienta de evaluacion.

En caso de que el sujeto fuera excluido
previamente por cualquier otra razon, la
evaluacion funcional se llevo a cabo a través
del IQCODE [29, 30] (que es mas corto y no
habra un seguimiento del voluntario) y se
incluyo el resultado en el informe entregado
(Fig. 1A). Se aconsejo a los sujetos excluidos
por criterios cognitivos o funcional, visitar

a sumédico de cabecera si habian notado
previamente un cambio significativo en su
rendimiento mental diario. A las personas
excluidas por motivos animicos se les
recomendo pedir consejo médico.

Después de una evaluacion cognitiva,
funcional y del estado de dnimo inicial

se pregunto a los voluntarios acerca de

su historial médico familiar y personal,

con especial énfasis en los trastornos
psiquiatricos y neurologicos. Aquéllos

alos que se les detect6 una condicion
incompatible con su inclusion en el estudio
fueron excluidos.

2.1.2.2. EVALUACION NEUROPSICOLOGICA

Después de la evaluacion inicial, se
administro a los participantes una bateria
de pruebas cognitivas experimental para la
posible deteccion de deterioro temprano en
seguimientos longitudinales (Fig. 1B). Esta
bateria evalu6 la memoria episddica verbal
[Memory Binding Test [31, 32] (MBT)], la
velocidad psicomotora, el procesamiento
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visual, la funcién ejecutiva y no verbal y el
razonamiento verbal (Clave de niimeros,
puzzles visuales, Digitos, Matrices y
Similaridades del WAIS IV [33]).

2.1.2.3.DATOS SOCIODEMOGRAFICOS
Y ANTECEDENTES CLINICOS

Se registraron los datos sociodemograficos
basicos. Se pregunt6 a todos los participantes
acerca de su historial médico familiar y
personal a la vez que se registro su uso de
medicacion cronica.

La reserva cognitiva de los participantes

se evaluo con el Cuestionario de Reserva
Cognitiva [34] que consta de 8 puntos que
son su educacion formal, la educacion
formal de sus padres, la asistencia a cursos,
su ocupacion, su educacion musical, los
idiomas que hablan, la frecuencia de
lectura y de actividades cognitivamente
estimulantes.

2.1.2.4. MEDIDAS ANTROPOMETRICAS
Y OBTENCION DE MUESTRA
DE SANGRE

Se registro el peso, la altura, la presion
arterial y la circunferencia de la cintura y la
cadera de los participantes. Las medidas de
peso y altura se utilizaron para calcular el
indice de masa corporal (IMC) que permite
su clasificacion en IMCs= 30 o IMC> 30,
puntos de corte considerados en el algoritmo
de riesgo de demencia CAIDE (factores de
riesgo cardiovascular, envejecimiento e
incidencia de demencia) [35]. Del mismo
modo, las medidas de presion arterial



sistolica de los participantes permiten su
clasificacion en dos grupos (<140 y >140) que
implican distintos grados de riesgo.

Se obtuvieron 10 ml de sangre en un

tubo de EDTA y se centrifugaron para
separar el plasma de la fraccion celular.
Ambas fracciones fueron inmediatamente
almacenadas a -20°C en las instalaciones
del Hospital del Mar y posteriormente
transferidas al Biobanco del Institut
Hospital del Mar d’Investigacions Meédiques
(Barcelona, Espafa) y se mantuvieron a
-80°C hasta su posterior uso.

2.1.3. GENOTIPADO DEL GEN
APOLIPOPROTEINA E (APOE)

A partir de la fraccion celular de la sangre
se obtuvo ADN total por digestion con
proteinasa K seguida por precipitacion
alcohdlica. Utilizando los cebadores
(APOE-F
5-TTGAAGGCCTACAAATCGGAACTG-3

y APOE-R
5-CCGGCTGCCCATCTCCTCCATCCG-3)

las muestras fueron genotipadas para dos
SNPs, rs429358 y rs7412, determinando los
posibles alelos APOE: €1, rs429358 (C) +
157412 (T); €2, rs429358 (T) + 157412 (T); €3,
1s429358 (T) + rs7412 (C); y €4, rs429358 (C) +
rs7412 (C).

2.1.4.0TROS DATOS
EPIDEMIOLOGICOS RECOGIDOS

Se obtuvo informacion adicional a través
de cuestionarios auto-administrados. Se
utilizo la escala EQ-5D-3L [36, 37] para
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medir la calidad de vida percibida de los
participantes; la actividad fisica se midio
con la version espanola reducida del
Cuestionario de Actividad Fisica durante el
Tiempo Libre del Minnesota [38]; los habitos
dietéticos fueron recogidos mediante un
cuestionario de frecuencia alimentaria de
166 items; el consumo de alcohol, de tabaco
y de drogas fueron recogidos mediante una
version simplificada del Cuestionario del
Plan Nacional de Salud sobre Drogas del
Ministerio Espafiol de 2009; un cuestionario
sobre los habitos de sueiio [39]; se uso

una version revisada del cuestionario de
personalidad de Eysenck [40] (EPQ-R)

para evaluar los rasgos de personalidad; y,
por ultimo, la actividad social y practicas
religiosas fueron también registradas.

215. GESTION DE DATOS
Y CONTROL DE CALIDAD

Los datos fueron recogidos de manera
sistematica utilizando dos bases de datos:
una para el procedimiento de cribado

que permite la creacion automatica de
informes con los resultados (NeuroCog;
www.neuro-cog.com) y el resto de la
informacion se introdujo directamente

en un sistema de gestion de datos
(OpenClinica; www.openclinica.com) que
permitio la generacion de informes para
andlisis adicionales. El 67,5% (2095 de 3102)
de los documentos fuente de la evaluacion
cognitiva fueron revisados por un grupo
de evaluadores especificamente

formados en procedimientos de
monitorizacion y control de calidad

y todos los errores o inconsistencias

10



fueron notificados, registrados y
consecuentemente modificados.

El control de calidad de los datos se

realizo sobre todos los casos visitados
utilizando los informes completos de
incidencias dentro de las dos bases de
datos y comparados con nuestros registros
personales. Las consultas se corrigieron
mediante verificacion de documentos
fuente. Por otra parte, toda la informacién
fue revisada minuciosamente en busca de
inconsistencias y campos no rellenados por
el equipo de gestion de datos y, cuando fue
posible y/o necesario, se llevaron a cabo las
medidas correctivas necesarias. Ademas, y a
lo largo de todo el estudio, los evaluadores
recibian boletines regularmente, donde,
entre otras cosas, se resaltaban los errores
e inconsistencias mas frecuentes y las
medidas establecidas para evitarlos.

2.1.6. ANALISIS ESTADISTICO

Para evaluar las diferencias entre las
frecuencias de los genotipos APOE de
la cohorte madre ALFA y las reportadas
en sujetos control de la base de datos
AlzGene (http://www.alzgene.org/meta.
asp?genelD=83) se utilizo la prueba de
Chi cuadrado. Esta misma prueba se
utilizo para evaluar las diferencias en
la prevalencia de las caracteristicas
clinicas y las puntuaciones CAIDE entre
los miembros de la cohorte ALFA y la
poblacion general [35, 41]. Se utilizo el
programa SPSS 15.0 para Windows para
todos los analisis. Las diferencias se
consideraron significativas a P <,05.
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2.2.EL ESTUDIO ALFA-

Un grupo de participantes de la cohorte
madre ALFA seran invitados a participar en
el estudio ALFA+: un estudio longitudinal
anidado a largo plazo que tiene el objetivo
de entender los cambios fisiopatologicos
tempranos de la EA durante su fase
preclinica. La cohorte longitudinal ALFA+
incluira 440 individuos, que seran invitados
a participar en funcioén de su perfil de riesgo
especifico de sufrir la EA. Este perfil sera
determinado por un algoritmo en el que se
tomara en consideracion la historia familiar
de la EA de los participantes y su genotipo
APOE, sus puntuaciones de memoria
episodica verbal y CAIDE. Ademas, los
participantes seran estratificados por edad
y sexo.

El estudio ALFA+ comenzara durante 2016
y cada tres anos se llevaran a cabo visitas
completas de seguimiento. Los criterios
de inclusion y exclusion seran similares
alos de la cohorte madre ALFA (Tabla 1),
con la adicion de la aceptacion a todos los
procedimientos descritos a continuacion.

2.2.1. IMAGEN POR RESONANCIA
MAGNETICA (MRI)

Las imigenes de resonancia magnética

se adquiriran en un escaner de 3,0 T y el
protocolo incluira una secuencia en 3D
ponderada en T1 con tamafio de voxel
isotropico sub-milimétrico y secuencias
clinicas ponderadas en T2 orientadas a lo
largo del eje principal del hipocampo con el
fin de permitir la segmentacion precisa de
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los subcampos del hipocampo. Ademas, una
secuencia de imagenes por difusion de alta
resolucion angular (HARDI) y una secuencia
de resonancia magnética funcional sin tareas
de 9 minutos seran adquiridas con una
resolucion espacial isotropica. La plataforma
ALFA permitird la creacion de imagenes

de sub-estudios adicionales, incluyendo la
implementacion y validacion de secuencias
de investigacion de RM.

2.2.2.PUNCION LUMBAR

Se recogera LCR en tubos de polipropileno
por puncién lumbar realizada entre las 9y
las 12 horas. Las muestras seran procesadas
en un maximo de 1 hora y centrifugadas

a 4°C durante 10 minutos a 2000 g,
almacenadas en tubos de polipropileno

y congeladas a -80°C. Se analizaran los
biomarcadores de la EA clasicos (AB42,
AP40, Tau total y p-tau) y otras moléculas
de interés (como YKL-40, neurogranina y
oligomeros de Af}). Las determinaciones se
llevaran a cabo en el laboratorio del Prof.
Kaj Blennow (Instituto de Neurociencias y
Fisiologia, Departamento de Psiquiatria y
Neuroquimica, Academia Sahlgrenska de la
Universidad de Gotemburgo, Suecia).

2.2.3. TOMOGRAFIA POR EMISION DE
POSITRONES (TEP) DE AMILOIDE

Se administrarad una tinica dosis intravenosa
de 185 MBq de 18F-Flutemetamol en un
volumen maximo de 10 ml con una masa
maxima del producto de 6 ng/ml. El
procedimiento de TEP, con una duracion

de 30 minutos (6 marcos de 5 minutos), se
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iniciard 90 minutos después de la inyeccion
del radiotrazador.

2.2.4. TEP DE18F-FLUDEOXYGLUCOSE (FDG)

Se administrard a los participantes una
Unica dosis intravenosa de 370 MBq en un
volumen de 1a 10 ml. El procedimiento de
TEP, con una duracién de 30 minutos (6
marcos de 5 minutos), se iniciara 45 minutos
después de la inyeccion del radiotrazador.

2.2.5.CONSIDERACIONES ETICAS

El protocolo de estudio ALFA fue aprobado
por el Comité de Etica Independiente

Parc de Salut Mar Barcelona e inscrito

en Clinicaltrials.gov (Identificador:
NCTO01835717). El estudio se llevo a cabo

de acuerdo con las directrices de la

Ley espafiola 14/2007, de 3 de julio, de
Investigacion Biomédica (Ley 14/2007 de
Investigacion Biomédica). Como se ha
mencionado antes, todos los participantes
aceptaron los procedimientos del estudio
mediante la firma de un consentimiento
informado y tenian un allegado que

acepto participar en el procedimiento de
evaluacion funcional, que también concedio
su consentimiento. Un requisito previo para
entrar en el estudio ALFA+ (identificador
Clinicaltrials.gov NCT02485730) serd el de
aceptar los procedimientos del estudio asi
como aceptar que los resultados de LCR no
les seran revelados. m
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3. RESULTADOS

Hasta la fecha, se ha llevado
a cabo la primera visita

del estudio ALFA que
incluye, principalmente,

la caracterizacion
sociodemografica, cognitiva
y del haplotipo APOE de los
participantes.

El 17 de septiembre de 2012 se llevo a cabo
una rueda de prensa en la que se explicaron
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los principales objetivos del proyecto

ALFA, asi como los criterios de inclusion

de sus participantes. Esto dio lugar a que
alrededor de 5000 personas mostraron su
interés en formar parte de la cohorte madre
ALFA vy, de estos, 3102 fueron visitados y
evaluados para elegibilidad desde Abril de
2013 a Noviembre de 2014 en el BBRC. Cerca
de 2.000 personas no fueron visitadas
debido a una variedad de razones, tales
como no cumplir con los criterios de
inclusion (por ejemplo, rango de edad), no

Tabla 2. Caracterizacion inicial de los participantes de la cohorte madre ALFA

TOTAL Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5 Grupo 6

(n=2743) (n=500) (n=666) (n=631) (n=617) (n=265) (n=64)

Edad (afios) 558 (6.7) 467 (14) 514 (1.5) 563 (15) 615 (16) 66.1(15) 712 (14)
Hombres/Mujeres (%) 36.8/63.2 33.6/66.4 36.9/63.1 34.4/65.6 42.9/571 34.3/657 35.9/64.1
Educacion (afios) 13335) 140 (3.3) 137 (34) 131(34) 13037) 127 (36) 126 3.5)
GADS-A! 06 (1.2) 07(13) 07 (14) 0.6 (L1) 04(0.9) 0.5 (1.0) 04 (0.9)
GADS-D! 02(07) 02(06) 02(07) 0.2(0.6) 0.1(06) 0.2(0.8) 0.3(0.9)
MMSE (0-30)! 290 (1) 29.2(1.0) 291(1.0) 290 (11) 290 (11) 289 (1.2) 286 (L1)
MIS (0-8)! 78(0.5) 78(04) 78(0.5) 78(0.5) 77 (06) 76 (0.6) 77(0.5)
TO-BTII (0-70)! 70.0 (0.1) 70 (0.0) 70.0 (0.0) 70.0 (0.1) 70.0 (0.1) 70.0 (0.0) 70.0 (0.0)
SF (0-...)! 225 (51) 240 (50) 233 (5.1) 225 (5.0) 21.2 (4.9) 209 4.8) 199 4.2)
MBT-TPR (0-32)? 237(53) 24.8 (5.0) 24.2(5.4) 236 (50) 229 (57) 224 (50) 228 (5.1)
Coding-TS (0-135) 65.8 (14.8) 73.9 (12.4) 707 (13.2) 65.8 (13.6) 60.1(14.0) 549 (12.2) 510 (13.5)
VP (0-26)? 133 (4.3) 150 (4.4) 142 (4.2) 133 (4.0) 120 39) 116 (3.9) 110 3.2)
DS-T (0-48) 24.8(5.2) 256 (53) 252 (5.1) 24.8 (54) 242 (50) 238 (5.1) 221(36)
Matrix R (0-26)? 16.6 (4.4) 18.2 (4.0) 178 (4.0) 164 (4.2) 154 (4.3) 14.5 (4.6) 130 (41)
Similitudes (0-36) 221 (47) 22.8 (4.6) 227 (4.6) 222 (47) 215 (4.7) 209 (4.9) 204 (5.1)

Grupo 1,45-49 afos; grupo 2, 50-54 afnos; grupo 3, 55-59 afnos; grupo 4, 60-64 anos; grupo 5, 65-69 anos; grupo 6, 70-74 anos.

GADS-A, escala de ansiedad de Goldberg; GADS-D, escala de depresion de Goldberg; MMSE, mini-mental state
examination; MIS, memory impairment screen; TO-BTIIL, Time-orientation subtest of the Barcelona Test II; SF, fluencia
semantica - animales; MBT-TPR, Memory Binding Test Total Paired Recall; Coding-TS (Codificacion-TS), Coding Total
Score (puntuacion total de codificacion); VP, Visual Puzzles (puzzles visuales); DS-T, Digit Span Total, Matrix R, Matrix
Reasoning; Similarities (Similitudes). *pruebas de cribado; 2bateria de pruebas experimentales. Los posibles rangos de

puntuacion se indican entre paréntesis.
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estaban disponibles, tenian dificultades
para asistir a la visita, etc.

Como se ha mencionado, y para asegurar
el cumplimiento de los criterios de
inclusion del estudio, las 3102 personas
evaluadas se sometieron a un examen
cognitivo. Aquellos voluntarios que
quedaron fuera de los puntos de

corte definidos (ver Métodos) fueron
descartados del estudio. Por otra parte,

la historia médica personal y familiar
también fue analizada con el fin de
garantizar el cumplimiento de los criterios
clinicos de inclusion. Asi, 359 voluntarios
fueron excluidos por no cumplir criterios o
se dieron de baja voluntariamente, lo que
result6 en la inclusion en la cohorte ALFA
de 2743 personas de edades comprendidas
entre los 45 y los 74 afos, en su mayoria
hijos/as de pacientes de la EA (Fig. 1B). De
todos los excluidos por criterios cognitivos
(n=63), 21 obtuvieron un MMSE<26, 22 un
MIS<6, 14 un SF<12, 3 un MMSE<26 y un
MIS<6, uno de un MIS<6 y un SF<12 y, por
altimo, 2 no llegaron a los puntos de corte
para el MMSE, el MIS y las pruebas de SF.
En cuanto el rendimiento cognitivo de
sujetos excluidos por criterios cognitivos
y animicos (n=20), 10 puntuaron <26 en

el MMSE, 7 <6 en el MIS, uno <12 en la SF,
uno un MIS<6 y un SF<12 y, por altimo, 1 no
alcanzo los puntos de corte para el MMSE,
MIS y TO.

La edad media de los miembros de la
cohorte madre ALFA (SD) fue de 55,8
(x6,7) afios, el 36,8% eran hombres y el
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63,2% mujeres con una media de 13,3
(+3,5) afnos de educacion formal. En
cuanto a los criterios de inclusion, la
puntuacion media en el MMSE fue de

29,0 (xL,1), la puntuacién de MIS de 7,8
(£0,5), la puntuacion de TO-BTII de 70,0
(x0,1) y la puntuacion SF de 22,5 (£5,1).

En la tabla 2 se resume la caracterizacion
inicial de los miembros de la cohorte ALFA
clasificados por grupos de edad. En cuanto
areserva cognitiva, los participantes
fueron agrupados en cuatro categorias
(C1-C4) siendo Cl la que corresponde a la
puntuacion mas baja y C4 la mas alta. [34].
La mayoria de los participantes (69%) se
sitiia en la categoria mas alta (C4), 27% en
C3y solo el 4% y el 1% se clasificaron en C2
y Cl, respectivamente.

Los antecedentes familiares de la EA de
los participantes se registraron durante

la visita inicial. En particular, se registro
quién, su madre y/o padre, habia sido
diagnosticado con la enfermedad. El

86,3% de los participantes tenian al menos
uno de sus padres que habia sufrido la

EA. Al considerar una codificacion mas
estricta de los antecedentes familiares, es
destacable que el 47,4% de los participantes
ALFA tenia al menos uno de sus padres
que habia sido diagnosticado con la EA
antes de los 75 afos. Especificamente, el
2,2% de los voluntarios tenia ambos padre
y madre que habian sido diagnosticados
con la EA (al menos uno de ellos antes de
los 75 anos), en el 14,2% el padre habia sido
diagnosticado con la EA'y el 31.0% de los
participantes del estudio la madre habia
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sido diagnosticada con la EA antes de los
75 anos (Fig. 2A).

El analisis del genotipado del gen APOE
revel6 una mayor frecuencia del alelo
APOE-¢4 en miembros la cohorte madre
ALFA que en la poblacion general (19%
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y 14%, respectivamente; p<0,001). En
concreto, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los
porcentajes de genotipos APOE-e3/&4 y
APOE-¢4/¢4 en el grupo ALFA y el control
(p<0,001). Notablemente, no se encontraron
diferencias significativas entre el porcentaje

Figura 2. Principales factores de riesgo no modificables
para la enfermedad de Alzheimer.

APOE-e2/¢3

22.2 % 1.9 %

31.0%
Madre
52.6 % A 474
No positiva — & %
ll);ldrze% I~ Positiva
2.2%
Los dos
Historia familiar de EA
antes de los 75 anos
o 0.3 %
07 % APOE-£2/2
1.9 % APOh-tZ/&Z 3.2 % 6.3 %
APOE-e4/e4 APOE-¢4/e4 APOE-€2/¢3
1% o o

APOE-¢3/¢4
APOE-£2/¢4
B 29.3% C .
APOE-¢3/e4 .7%
A[’f(;)zE:?SZ)?» APOE-¢3/¢3
Control, Cohorte
AlzGene ALFA

2.2%
APOE-€2/¢4

A) Representacion esquemdtica de la historia familiar de EA de los participantes del estudio ALFA antes de la edad de 75 afios.
Porcentaje de genotipos APOE en la poblacién de cohorte madre ALFA (C) en comparacién con la control (B).



de individuos APOE-£2/¢4 en la poblacion
ALFA y la control (p=.241). La Figura 2
muestra el porcentaje de cada uno de los
genotipos APOE encontrado en nuestra
poblacion (C) en comparacion con los
porcentajes de personas cognitivamente
normales tomados de la base de datos
AlzGene (B). De los 2670 participantes
ALFA cuyo genotipo se pudo determinar, 9
son homocigotos APOE-e2/¢2 homocigotos,
167 heterocigotos APOE-¢2/¢3, 59 APOE-¢2/
&4, 1567 homocigotos APOE-£3/¢3, 782
heterocigotos APOE-£3/¢4

y, por tltimo, 86 son homocigotos
APOE-e4/¢4.

Otras variables de interés obtenidas
durante la visita inicial fueron el estilo de
vida y factores de riesgo cardiovascular
que habian sido previamente sugeridos
como factores de riesgo modificables que
pueden aumentar o disminuir el riesgo de
deterioro cognitivo y de demencia. Estos
incluyen la comorbilidad cardiovascular
y endocrino-metabdlica, el nivel de
actividad fisica de los participantes y sus
habitos de fumar [35, 42]. El 28,4% de los
participantes comunico la existencia de
comorbilidades cardiovasculares, siendo
la hipertension la mas frecuente (64,5%).
El 42,4% comunico comorbilidades
endocrino-metabolicas: de éstos, el 69,8%
informo dislipidemia actual y el 9,8% eran
diabéticos. E1 79,8% de los miembros de
la cohorte ALFA tenia un IMC<30y el
73,6% una presion arterial sistolica <140,
ambos de estos rangos asociados con un
menor riesgo de desarrollar deterioro
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cognitivo y/o enfermedad cardiovascular.
Sus habitos de fumar y el nivel de
actividad fisica se recogieron mediante
cuestionarios autoadministrados que se
fueron respondidos remotamente por

el 84,1y el 84,7% de la poblacion ALFA,
respectivamente. El 65,4% de la poblacion
encaja en la categoria de “activos” (por lo
menos 150 minutos/semana de ejercicio
moderado o 75 minutos/semana de
ejercicio vigoroso) y el 34,6% fueron
clasificados como inactivos. El 17,5% de la
poblacion ALFA nunca habia fumado, el
57,6% habia dejado de fumar desde hacia
mas de un afio y, por ultimo, el 24,9% de
ellos cayo en la categoria de fumadores.
Las principales caracteristicas clinicas y
de estilo de vida de la cohorte ALFA se
comparan con los de la poblacién general
espafola [41] en la Tabla 3.

Una vez que los principales factores

de riesgo no modificables de la EA (es
decir, la historia familiar y el genotipo
APOE; Figura 2) y los factores de riesgo
cardiovascular (Tabla 3) habian sido
definidos para la poblacion ALFA,
calculamos su puntuacion de riesgo
CAIDE de demencia, un abordaje bien
establecido para evaluar la probabilidad
de demencia en la vejez de acuerdo con
las categorias de puntuacion de riesgo
amediana edad [35]. Los indices de
riesgo de los participantes se calcularon
utilizando ambos modelos estadisticos
CAIDE que difieren en si tienen (modelo
II) 0 no (modelo I) el genotipo APOE en
consideracion. La Tabla 4 muestra el
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porcentaje de participantes de la cohorte
ALFA que se encuentra en cada una de los
rangos de puntuacion CAIDE, asi como
su comparacion con los porcentajes de
poblacion general obtenidos a partir de la
publicacion original [35].
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El estudio de cohorte longitudinal

ALFA+ incluira un subconjunto de 440
participantes. Estara enriquecido en factores
de riesdo para la EA tales como la edad,

la historia familiar de la enfermedad y el
genotipo APOE-¢4, e igualado por género. ®

Tabla 3. Caracteristicas clinicas y de estilo de vida de los participantes

de la cohorte madre ALFA.

POBLACION GENERAL POBLACION ALFA
Hombres Mujeres Hombres Mujeres
Hipertension' 470 39.0 51.6 34.2
Diabetes? 130 10.0 6.3 35
Dislipidemia? 35 32 35.8 294
IMC 25-29.9 51.0 36.0 52.3 36.5
IMC =30 290 290 24.3 18.0
Fumador 330 21.0 236 257
Ex-fumador® 36.0 14.0 611 55.6
No fumador 320 66.0 153 187

Se muestran los porcentajes. ‘autocomunicados hipertension + sistdlica/diastdlica >140/90mmHg; autocomunicados; *desde
mas de un afio. Con la excepcion de IMC 25-29,9, el resto de las comparaciones fueron estadisticamente significativas (p<0,05).

Tabla 4. Analisis de la puntuacion CAIDE de riesgo
de demencia de la poblacion ALFA.

PUNTUACION CAIDE MODELO | PUNTUACION CAIDE MODELO Il
Puntuacion Poblacion CAIDE Poblacion ALFA = Puntuacion Poblacion Poblacion
CAIDE ALFA
n=1350 n=2302

n=1318 n=2247

0-5 29,7 45,0 0-5 22,2 29,2

6-7 20,0 291 6-8 27,5 41,1

89 231 184 9-10 20,0 17,5

10-11 18,2 6,2 11-12 17,2 9,3

12-15 9,0 1,3 13-18 13,1 2,9
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4. DISCUSION

Resultados procedentes

de estudios de biomarcadores
y de imagen demuestran

la existencia de una fase
preclinica, asintomatica

de la EA [11, 43-47].

Ademas, las intervenciones farmacologicas
modificadoras de la enfermedad, dirigidas

a personas con la EA leve y moderada

y en pacientes en la Giltima etapa de la
enfermedad no han producido hasta ahora
ningtin beneficio clinico significativo [48]. En
este escenario, los estudios de intervencion
y programas de prevencion secundaria en
individuos asintomaticos a riesgo toman
especial relevancia, antes de que se haya
producido una disfuncién de la red neuronal
sustancial e irreversible. Con este fin, la
identificacion de la patologia de 1a EA a
través de biomarcadores contribuira al
disefo eficiente y de mayor rendimiento de
los ensayos preclinicos de la EA asi como al
de estudios de prevencion.

Tomando en cuenta todo lo anterior,

y con el objetivo ultimo de identificar
factores de riesgo que puedan predisponer
a sufrir o ser indicativos de la EA en
individuos asintomaticos, nos dispusimos
a establecer una cohorte de participantes
cognitivamente normales, enriquecida
por historia familiar de la EA. La cohorte
madre ALFA esta actualmente formada
por 2743 personas, representando una
plataforma de investigacion de gran valor.
De esta poblacion, se invitara a subgrupos
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especificos a formar parte de estudios mas
tecnologicos aunque de menor tamafo.
Uno de ellos, el estudio anidado de cohorte
ALFA+ ha sido disefiado para incluir, ademas
de la caracterizacion que ya se ha descrito
(evaluacion neuropsicologica, historia
clinica, genotipado APOE y cuestionarios
de estilo de vida), tomas de muestras

de sangre y LCR, TEP de amiloide y de

FDG y RM estructural y funcional. Estos
procedimientos se repetiran cada tres afos.

En cuanto a la evaluacion neuropsicologica
de los participantes de la cohorte madre
ALFA, las pruebas de cribado cognitivo
muestran datos descriptivos muy similares
entre grupos de edad. Sin embargo, la
prueba de fluencia semantica constituye una
excepcion, ya que muestra una tendencia

a disminuir con edad avanzada (Tabla 2).
Esto es consistente con hallazgos previos
que relacionan el envejecimiento cognitivo
con menores rendimientos en tareas de
fluencia [25, 49]. Por otra parte, se observa
un claro efecto techo en la mayor parte de
las pruebas cognitivas utilizadas para fines
de cribado: por ejemplo, la puntuacion
media para el MMSE es de 29 (de 30), 7.8
(de 8.0) para el MIS y 70 (de un total de 70)
para la TO-BTII (Tabla 2). Por otra parte, las
pruebas neuropsicologicas incluidas en la
bateria cognitiva experimental (el MBT y las
subpruebas WAIS-IV) son mas complejas

y no muestran efectos techo, como se
muestra para el MBT una vez validado [32,
50]. De hecho, el MBT se disefi6 con la
intencion de superar algunas limitaciones
de la prueba FCSRT ampliamente utilizada

18



para la deteccién de cambios sutiles de
memoria episodica debido a la EA [31].

Por otro lado, el objetivo inicial de las
subpruebas WAIS es evaluar la inteligencia,
que, por definicion, tiene un amplio rango
de rendimiento en la poblacion. De hecho,
nuestros resultados sugieren que tanto el
MBT como las subpruebas WAIS pueden ser
ttiles para la deteccion de cambios sutiles
en el rendimiento cognitivo en evaluaciones
longitudinales de individuos que puntuan
dentro de rangos psicométricos normales y,
asi, servir como marcadores cognitivos de
la EA preclinica. Sin embargo, la exposicion
repetida a la misma prueba podria conllevar
efectos de practica que conducen a un mejor
rendimiento en evaluaciones posteriores.
Estas mejoras pueden enmascarar cambios
preclinicos sutiles, pero, por otro lado,
efectos de practica reducidos se han
sugerido como marcadores cognitivos de
fase Il de la EA preclinica [51].

La exhausta evaluacion cognitiva realizada

en la visita inicial de la cohorte madre ALFA
nos permite utilizar los resultados de los
participantes en el algoritmo de seleccion
utilizado para evaluar los perfiles de riesgo

de la EA de los individuos a los que invitamos
a formar parte de los proyectos activos en el
BBRC como EPAD [18], 1a cohorte longitudinal
ALFA+ o futuros ensayos y estudios. Ademas,
la comparacion de las puntuaciones entre
aquellas pruebas que son comunes en la visita
inicial de la cohorte madre ALFA y la primera
visita de los futuros estudios y/o ensayos nos
permitird obtener datos longitudinales con el
fin Gltimo de evaluar deterioro cognitivo.
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Estudios familiares han demostrado

que tener una historia familiar de la EA
representa un factor de riesgo para LOAD
[52, 53] y el mayor factor de susceptibilidad
genética es el alelo APOE-¢4 [54]. Como se
menciono anteriormente, la cohorte madre
ALFA esta principalmente compuesta por
hijos/as de pacientes de la EA (47,4% de ellos
lo son de pacientes de la EA que habian
mostrado signos de deterioro cognitivo
antes de los 75 afios) y se podia esperar

una mayor frecuencia de alelos APOE-¢4
que en la poblacion general. En acuerdo
con esto, la frecuencia de genotipos APOE-
£3/-e4 y APOE-¢4/-¢4 es significativamente
mayor en miembros de la cohorte ALFA
que en la poblacion de control (Fig. 2). Por
lo tanto, nuestros resultados confirman
que hemos establecido una cohorte
enriquecida en factores de riesgo genético
para la EA. Como consecuencia, también se
espera que la proporcion de pacientes que
presenten marcadores biologicos alterados,
cambios de neuroimagen y, finalmente,
desarrollo de deterioro cognitivo sea mas
alta, lo que podra ser evaluado en estudios
longitudinales y, en concreto, en el estudio
ALFA+.

En resumen, la cohorte madre ALFA
representa una valiosa estructura de
participantes de mediana edad que
representa todo el espectro de riesgo

de sufrir la EA, de la que se alimentaran
diferentes proyectos y ensayos para prevenir
la enfermedad. El estudio de cohorte
longitudinal ALFA+, mediante un profundo
fenotipaje de los participantes, tiene
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por objetivo el estudio de las etapas mas
tempranas de la EA preclinica, lo que ayudara
a entender los cambios fisiopatologicos
tempranos y a modelar las fases preclinicas
con el fin de desarrollar ensayos exitosos.

Futuras aplicaciones clinicas

Alo largo del proyecto ALFA, se detectaran
marcadores biologicos y de neuroimagen
presentes en la fase preclinica de la EA,
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precediendo o informando sobre la
presencia del deposito de AR en el cerebro.
Por otra parte, los biomarcadores utilizados
y validados en estos estudios podran
constituirse como puntos finales para la
construccion de ensayos de intervencion
aleatorizados y controlados de grandes
poblaciones, lo que conducira al desarrollo
de intervenciones farmacologicas y no
farmacologicas dirigidas a personas a riesgo
de sufrir la EA.m
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