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BIOSENSADO DE PEPTIDOS B-AMILOIDES BASADO EN INMUNOENSAYOS
INTEGRADOS PARA EL CRIBADO DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Resumen

Las enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer tienen un alto
impacto sanitario, socioeconémico y personal, y su incidencia va en aumento. Sin embargo,
la capacidad actual para diagnosticarlas de manera precisa es muy limitada, retrasando su
deteccion y complicando el tratamiento. Actualmente, el diagnédstico clinico se basa en
evaluaciones sintométicas apoyadas en pruebas de neuroimagen y deteccién de marcadores
en liquido cefalorraquideo. Estas técnicas son de alto coste y naturaleza invasiva, por lo que
hay una demanda de nuevas pruebas moleculares.

Este trabajo de fin de grado ha contribuido al desarrollo de un método innovador de
biosensado capaz de detectar biomarcadores del Alzheimer en plasma. El método on-well
microarray esta basado en anticuerpos inmovilizados en los pocillos de una placa y deteccidn
Optica mediante imagenes digitales. El trabajo se ha llevado a cabo en el contexto del
proyecto ProbioA, realizado por los Institutos de investigacion IDM de la UPV y el IIS La Fe.

El anélisis de las posibles moléculas de interés condujo a la seleccién de la ratio de
concentraciones de dos péptidos B-amiloides (ratio ABa2/ABs) como biomarcador.
Posteriormente, se desarrollaron inmunoensayos en pocillo para su deteccién, en un formato
de micromatriz con transduccién dptica. El intervalo de trabajo alcanzé una concentracién de
1 ug/mLy el limite de deteccién fue 0,01 pg/mL. La reproducibilidad y la selectividad fueron
adecuadas, siendo la desviacion estandar relativa de ensayos replicados de 15% vy la
reactividad cruzada inferior al 5%. Por lo tanto, las prestaciones del ensayo cumplieron los
requisitos necesarios para la deteccidn de los niveles de concentracién de los biomarcadores
en suero sanguineo. Finalmente, se realizé el estudio inicial para su aplicacién en muestras
biolégicas de pacientes.

Los resultados confirmaron que esta tecnologia de biosensado puede apoyar al diagndstico
precoz y pronésticar la enfermedad a partir de muestras bioldgicas poco invasivas. Se estima
que este enfoque puede facilitar suimplementacion en el sistema sanitario como herramienta
de cribado poblacional y potencialmente reducir el coste y los riesgos asociados a los
métodos de diagndstico actuales.

Palabras clave: inmunoensayo; enfermedad neurodegenerativa; biomarcador sanguineo;
deteccidn temprana; péptido B-amiloide.



BIOSENSAT DE PEPTIDS 8-AMILOIDES BASAT EN IMMUNOASSAIGS INTEGRATS
PER AL CRIBRATGE DE LA MALALTIA D'ALZHEIMER

Resum

Les malalties neurodegeneratives com la malaltia d'Alzheimer tenen un alt impacte sanitari,
socioeconomic i personal, i la seua incidéncia va en augment. No obstant aixo, la capacitat
actual per a diagnosticar-les de manera precisa és molt limitada, retardant la seua deteccié i
complicant el tractament. Actualment, el diagnostic clinic es basa en avaluacions
simptomatiques recolzades en proves de neuroimatgeria i deteccié de marcadors en liquid
cefalorraquidi. Estes técniques sén d'alt cost i naturalesa invasiva, per la qual cosa hi ha una
demanda de noves proves moleculars.

Este treball de fi de grau ha contribuit al desenrotllament d'un métode innovador de
biosensado capag¢ de detectar biomarcadors de |'Alzheimer en plasma. El meétode on-well
microarray esta basat en anticossos immobilitzats en els pocillos d'una placa i deteccié optica
mitjangant imatges digitals. El treball s'ha dut a terme en el context del projecte ProbioA,
realitzat pels Instituts d'investigacié IDM de la UPVi el IIS La Fe.

L'analisi de les possibles molécules d'interés va conduir a la seleccié de la ratio de
concentracions de dos peptids B-amiloides (ratio AB4»/ABs) com biomarcador.
Posteriorment, es van desenrotllar immunoassaigs en pocillo per a la seua deteccid, en un
format de micromatriu amb transduccién optica. L'interval de treball va aconseguir una
concentracié d'1 pg/ml i el limit de deteccié va ser 0,01 pg/ml. La reproducibilitat i la
selectivitat van ser adequades, sent la desviacié estandard relativa d'assajos replicats de 15%
i la reactivitat creuada inferior al 5%. Per tant, les prestacions de |'assaig van complir els
requisits necessaris per a la deteccié dels nivells de concentracié dels biomarcadores en
serum sanguini. Finalment, es va realitzar |'estudi inicial per a la seua aplicacié en mostres
biologiques de pacients.

Els resultats van confirmar que esta tecnologia de biosensado pot fer costat al diagnostic
precog i prondsticar la malaltia a partir de mostres biologiques poc invasives. S'estima que
este enfocament pot facilitar la seua implementacié en el sistema sanitari com a ferramenta
de cribratge poblacional i potencialment reduir el cost i els riscos associats als métodes de
diagnostic actuals.

Paraules clau: immunoassaig; malaltia neurodegenerativa; biomarcador sanguini; deteccié
precog; peptid B-amiloide.



INTEGRATED IMMUNOASSAY-BASED BIOSENSING OF AMYLOID-B PEPTIDES FOR
ALZHEIMER'S DISEASE SCREENING

Abstract

Neurodegenerative diseases such as Alzheimer's disease have a significant health,
socioeconomic, and personal impact, and their incidence is increasing. However, the current
capability for accurate diagnosis is very limited, delaying its detection and complicating its
treatment. Currently, clinical diagnosis is based on symptomatic evaluations, supported by
neuroimaging tests and the detection of markers in cerebrospinal fluid. These techniques are
costly and invasive, creating a demand for new molecular tests.

This undergraduate thesis has contributed to the development of an innovative biosensing
method capable of detecting Alzheimer’s biomarkers in plasma. The on-well microarray
method is based on antibodies immobilized on the wells of a plate and the optical detection
through digital imaging. The work was carried out in the context of the ProbioA project,
conducted by the IDM research institutes of UPV and IIS La Fe.

The analysis of potential molecules of interest led to the selection of the ratio of
concentrations for two amyloid-B peptides (ABa2/AB4o ratio) as a biomarker. Subsequently,
well-based immunoassays were developed for its detection, in a microarray format with
optical transduction. The working range reached a concentration of 1 pg/mL and the limit of
detection was 0.01 pg/mL. The reproducibility and selectivity were adequate, with a relative
standard deviation for assay's replicates of 15% and cross-reactivity below 5%. Therefore, the
assay performance met the necessary requirements for detecting the biomarker's
concentration in blood serum. Finally, an initial study for its application in biological samples
from patients was conducted.

The results confirmed that this biosensing technology can support early diagnosis and predict
the disease from minimally invasive biological samples. Itis estimated that this approach could
facilitate its implementation in the healthcare system as a population screening tool and
potentially reduce the cost and risks associated with current diagnostic methods.

Keywords: immunoassay, neurodegenerative disease, blood biomarker, early diagnosis,
amyloid-B peptide.
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1. INTRODUCCION

La demencia, del latin de (alejado) y mentis (mente), es un término general que describe un
conjunto de sintomas causados por afecciones cerebrales. Estas afecciones estan
caracterizadas por el detrimento de las capacidades ocupacionales o sociales del paciente,
motivadas por un deterioro persistente de la memoria asociado a la perdida de funciones
intelectuales, como el lenguaje, la personalidad o la cognicién (Ellison etal., 2013). La
enfermedad de Alzheimer (EA) es el tipo de demencia mas comun, representando entre el
50 y 75% de los casos totales (Alzheimer's Disease International, 2024). Y a medida que la
poblacién mundial envejece se esté posicionando como una de las enfermedades maés caras,
letales y exigentes para los cuidadores, que suelen ser familiares y personal sanitario.

1.1. Enfermedad de Alzheimer (EA)

La EA comienza su etapa clinica con una fase prodrémica en la que aparecen los primeros
sintomas de deterioro cognitivo moderado y pérdida de memoria sutil. A medida que la
enfermedad progresa, diferentes funciones corticales se ven alteradas, afectando la vida
cotidiana de los pacientes, hasta volverse completamente dependientes en los estadios
finales. La esperanza de vida actual, tras la aparicidon de los primeros sintomas, es de 5 a 8.5
afos. No obstante, se estima que, de manera previa a la aparicion de deterioro cognitivo leve,
momento en que se realiza el diagndstico clinico, la enfermedad ya ha estado
desarrollandose durante 10 6 12 afios en una fase preclinica (Garcia-Morales et al., 2021). Esta
fase preclinica del EA se reconoce como una etapa celular en la que alteraciones en las
neuronas, la microglia y astroglia conducen a la progresién de la enfermedad antes de la
presencia de sintomas cognitivos (Scheltens et al., 2021a).

La mayor proporcion de casos de la EA pertenecen a lo que se denomina subtipo esporadico,
del cual se desconoce la causa clara de su etiologia. No obstante, se han identificado factores
de riesgo como la presion sanguinea elevada, el sobrepeso e hipercolesterolemia, llevar una
vida sedentaria, tabaquismo, baja actividad intelectual, asi como afecciones como la diabetes
mellitus y la hiperinsulinemia. La EA familiar, debida a causas genéticas heredables,
representa menos del 3% de todos los subtipos, y estd caracterizada por un desarrollo
temprano de la enfermedad (10-12 afios antes) comparado con las formas esporadicas
(Garcia-Morales et al., 2021).

1.1.1. Biologia de laEA

El neurdélogo Alois Alzheimer describié en 1906 los que hasta ahora se mantienen como sellos
distintivos de la enfermedad de Alzheimer respecto a otras demencias, representados en la
Figura 1. Estos son la presencia de placas seniles extraneuronales (PS) y ovillos neurofibrilares
intraneuronales (NFTs), acompanados de atrofia cerebral severa del hipocampo y cortex
entorrinal (Garcia-Morales et al., 2021). Actualmente se conoce que las PS se forman por
depdsitos del péptido B-amiloide (BA), un péptido de entre 39 y 46 aminoécidos, derivado
del corte proteolitico de la proteina de membrana precursora del B-amiloide (APP), una de



Biosensado de biomarcadores para el cribado de la enfermedad de Alzheimer

las proteinas més abundantes del sistema nervioso. Asi mismo, los NFTs estan formados por
filamentos helicoidales cuyo principal componente es la proteina tau, con otros elementos
proteicos decorando los filamentos. La proteina tau también estad implicada en la formacion
de neuritas distrdficas e hilos de Neuropil que distorsionan la actividad neuronal (Ellison et al.,
2013).
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Figura 1. Esquema comparativo de la estructura fisiolégica del cerebro y neuronas en personas sanas
(izquierda) y pacientes con EA (derecha). Adaptada de Breijyeh & Karaman (2020).

En individuos sanos, el procesamiento de la APP se realiza preferentemente mediante la ruta
no amiloidogénica (sin formacion del péptido BA) mediada por las y- y a-secretasas. Los
componentes cataliticos de estas secretasas son las presenilinas, codificadas por los genes
PSENT o PSENZ2, descrito en la Figura 2A. En individuos con EA, el corte proteolitico es
realizado por los complejos B- y y-secretasas, formando tres productos peptidicos, uno de los
cuales es el BA, descrito en la Figura 2B. Los mondmeros del BA son finalmente liberados al
espacio extraneuronal donde forman oligémeros que acaban dando las PS, siendo éste el
primer sello distintivo observable de la EA.

@  Ruta de la a-secretasa B) Ruta de la B-secretasa
a-secretasa y-secretasa B-secretasa y-secretasa
APPsa APPsf3
p3 AB
q I'¢
APP  oCTF APP  BCTF
AICD AICD

Figura 2. Esquema comparativo de las rutas de procesamiento de la APP: A) Ruta no amiloidogénica y B)
Ruta amiloidogénica. Figura tomada de Knopman et al., (2021).
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Entre las posibles isoformas del BA, el AB4o y AB42 (40 y 42 aminoécidos respectivamente) son
las més comunes. El péptido 42 presenta mayor facilidad para formar fibrillas y producir,
disrupcion de la sinapsis y degeneraciéon neuronal, a altos niveles (Garcia-Morales et al.,
2021a). El AB4o genera la denominada angiopatia amiloide cerebral (AAC), un subtipo de
patologia B-amiloide frecuente en personas que padecen EA. La AAC reduce la irrigacién
sanguinea en el tejido cerebral debido a la acumulacion de este péptido en arterias
cerebrales y leptomeningeas.

La proteina tau es una proteina pequefia de unién a microtibulos, comuin en el sistema
nervioso central y periférico. Esta proteina se encuentra de forma abundante en los axones,
donde los microtibulos predominan: dichos microtdbulos juegan un rol importante en la
estructura de las neuronas, el transporte en los axones y la plasticidad sindptica neuronal. La
fosforilacion inadecuada o la hiperfosforilacidn de la proteina tau afectan la estructura de los
microtibulos y las estructuras celulares sindpticas que dependen de éstos, causando
alteraciones celulares que llevan a la perdida de la sinapsis y de las ramificaciones neuronales,
lo que finamente conduce a la muerte celular. Ademas, las proteinas tau fosforiladas
promueven la fosforilaciéon de otras proteinas tau, esparciéndose por dentro y hacia otras
neuronas mediante las sinapsis neuronales formando las NFTs. La hiperfosforilacién de la
proteina tau comienza en el cértex entorrinal y progresa hacia el hipocampo, de forma
localizada, ambas zonas relacionadas con la memoria (Garcia-Morales et al., 2021).

1.1.2. Hipétesis amiloidogénica de la EA

Si bien la EA familiar no es el subtipo més comuin de esta enfermedad, la deteccién de los
genes implicados en su heredabilidad es sencilla, permitiendo estudiar agentes bioldgicos
posiblemente implicados en la etiologia de la enfermedad. La EA autosomal familiar
dominante es causada por mutaciones en los genes APP, PSEN1 y PSEN2, todos ellos
relacionados en el proceso de produccién de BA. Mutaciones en estos genes conducen a una
aceleracion en la acumulacién de las placas B-amiloides, causando demencia precoz, AAC o
ambos. Sumando que las PS aparecen temporalmente antes que el resto de los elementos,
esto llevé a distintos cientificos en la década de los 90s, como Hardy y Higgins, a presentar la
hipétesis de la cascada amiloide o hipdtesis amiloidogénica (Musiek & Holtzman, 2015), que
define a la BA como elemento causal de la EA, de manera que las NFTs, la muerte neuronal,
el dafio vascular y la demencia se desarrollan como resultado directo de la sedimentacién de
la BA.

Esta hipdtesis estd revisdndose porque son las NFTs la caracteristica neuropatoldgica que
mejor se correlaciona con el deterioro cognitivo, tanto temporalmente como a nivel
anatéomico (Garcia-Morales et al., 2021a). De hecho, individuos con una importante carga de
PS pueden presentar una cognicién normal (Herrup, 2015). Ademas, los estudios de terapia
inmune orientada a reducir las PS en pacientes con EA demuestran reduccion de las placas,
pero no mejoran la capacidad cognitiva de los pacientes (Herrup, 2015). Por contra, el anélisis
del factor de riesgo genético asociado al gen de la apoliproteina E (APOE) indica una clara
implicacion en el metabolismo y la sedimentacién de BA (Musiek & Holtzman, 2015).
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Pese a la polémica, la Food and Drug Administration (FDA) de los EE. UU. aprobé dos nuevos
medicamentos considerados como “modificadores de la enfermedad” mediante el
accelerated approval pathway (Behl, 2023). Estos promueven la eliminacién de las placas B-
amiloides mediada por el sistema inmune.

1.1.3. Problematica de la EA

En el 2020 se estimé que habia entre 50 y 55 millones de personas con demencia en el
mundo, y se prevé que, en el 2050 alcance entre 139 y 152 millones, segin los datos de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y de Alzheimer’s Disease International. La EA
representa entre el 50 y el 75% de los casos totales de demencia (Alzheimer's Disease
International, 2024). El crecimiento abrupto de la EA se relaciona con el envejecimiento de la
poblacién mundial, especialmente a partir de los 65 afos, cuando la prevalencia de la
enfermedad se duplica cada cinco afios (Herrup, 2015). Esta tendencia se puede ver en la
poblacién espafiola de acuerdo con los datos recogidos en la Tabla 1, presentados el “Plan
Integral de Alzheimer y otras Demencias (2019-2023)".

Tabla 1. Prevalencia de la EA segtin los datos del Ministerio de Sanidad

Edad (afios) Prevalencia (%)
40-65 0,05
65-69 1,07
70-74 3,4
75-79 6,9
80-84 12,1
85-89 20,1

Mayores de 90 39,2

Segun la OMS, el Alzheimer (junto con otras demencias) se posicioné en 2019 como la
séptima causa de muerte mas comudn en el mundo y su media de supervivencia fue de unos
6.2 afios tras su diagnosis (Scheltens et al., 2021), previéndose un aumento relativo de la
incidencia en paises de ingresos bajos y medios como se observa en la Figura 3 (Alzheimer's
Disease International, 2024).
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Figura 3. Mapa de prevalencia y progresion esperada para los casos de demencia, elaborado con las
predicciones de la Alzheimer’s Disease International (2024).
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Entre 2010 y 2015 el costo mundial del tratamiento de la EA pasé de 604 mil millones de
ddlares americanos (USD$) a 818 mil millones USD$ y llegé a 1.3 billones USD$ en 2019. De
manera que el coste anual para atender a un paciente ronda entre los 3.000 y los 6.000%
(Garcia-Morales et al., 2021). Sin embargo, esta cifra aumenta en paises desarrollados como
Espafia. Segun un estudio realizado por la Confederacién Espafiola de Alzheimer y otras
demencias (CEAFA), el coste medio anual del cuidado de una persona con Alzheimer es de
31.890%€, siendo los costes médicos directos casi un cuarto de esta cifra. Este coste afecta a
los sistemas sanitarios; en Espafa esta enfermedad es responsable del 11,9% de los afios

vividos con discapacidades debidas a enfermedades crénicas, segun datos del Ministerio de
Salud.

A esto se suma el impacto econémico en las familias de las personas afectadas. De acuerdo
con lo recogido en el “Plan Integral de Alzheimer y otras Demencias (2019-2023)", el 30% de
los cuidadores se han visto obligados a hacer ajustes pertinentes para poder combinar la
actividad laboral con el cuidado familiar, y de éste total, el 12% ha tenido que dejar de
trabajar, y un porcentaje mayor ha optado por la reduccién de la jornada laboral. Hay que
tener en cuenta, ademas, que se trata de una enfermedad de larga duracién. Para un individuo
de 70 afos, la etapa preclinica se estima en 10 afos, 4 aflos mas para la fase prodrémicay 6
afos para la fase de demencia aguda de la EA hasta que se produce la muerte, dando un total
de 20 afos de desarrollo de la enfermedad (Scheltens et al., 2021).

Respecto a la prevalencia e incidencia de la EA, los datos del Ministerio de Sanidad apuntan
a una posible subestimacion debido a que la mayor parte de los diagndsticos se realizan en
sus fases avanzadas. Se calcula que entre el 50% y 70% de los casos detectados en estudios
poblacionales estdn sin diagnosticar en los sistemas de salud. Ademas, una deteccién
temprana generalmente permite que los tratamientos sean mas efectivos, pero las actuales
herramientas de diagndstico identifican en muchas ocasiones la enfermedad sélo en estados
avanzados. Por tanto, surge la urgencia de generar nuevos sistemas de determinacién de los
biomarcadores como respuesta a la necesidad de diagndstico precoz, estimar correctamente
el nimero de pacientes y mejorar el seguimiento de estos. Dichos sistemas moleculares
deben ser mas refinados y capaces de identificar de forma temprana, es decir, durante la fase
preclinica.

1.2. Diagnéstico de la EA

En sus inicios, los pacientes se identificaban cuando presentaban sintomas clinicos de
demencia y sélo se confirmaba en las autopsias o biopsias (Breijyeh & Karaman, 2020). Pero,
con los avances en el conocimiento de la enfermedad se han desarrollado diferentes técnicas
diagndsticas, resumidas en la Figura 4. Actualmente, se basa mayoritariamente en patrones
clinicos (Garcia-Morales et al., 2021), que presentan una aceptable sensibilidad (66%-98%)
pero muy limitada especificidad (23%-75%).
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Figura 4. Representacion esquematica de las pruebas diagnésticas de la EA. Elaboraciéon propia.

1.2.1. Evaluacién neuropsicolégica

De acuerdo con los criterios del Nacional Institute of Neurological and Communicative
Disordes y la Stroke-Alzheimer’s Disease and Related Disordes Association (NINCDS-ADRDA)
para el diagndstico de la EA se establece que, ademas de el examen clinico pertinente, es
necesario su confirmaciéon con una evaluacidén neuropsicolégica de deterioro cognitivo.
Existen diferentes pruebas que son recomendadas por el Grupo de Neurologia Cognitiva de
la Sociedad Valenciana de Neurologia (COGVAL, 2017).

Valoracién cognitiva: Existen distintos tests como el Mini-Mental State Examination (MMSE) o
el Montreal Cognitive Assessment (MoCA), los cuales pueden ser usados por personal no
especializado, siendo el MoCA més sensible que el MMSE (Porsteinsson et al., 2021). Otras
pruebas son el “Test de los 7 minutos” o el Clock Drawing Test (TDR).

Valoracién funcional: Identifican cambios en la funcionalidad diaria de los pacientes
mediante la evaluacién de las actividades instrumentales de la vida diaria, como cocinar,
comparar o manejar finanzas (Porsteinsson et al., 2021). Las pruebas son Global Deterioration
Scale (GDSa), que se complementa con el Functional Assessment Staging (FAST), y el Clinical
Dementia Rating, propuesta por la Universidad de Washington.

Valoracién conductual: Se relaciona con los sintomas neuropsiquiatricos como la apatia, la
depresion (en alrededor del 50% de pacientes), la ansiedad y las ideas delirantes. Tanto la
Geriatric Depression Scale (GDSb) como el Neuropsychiatric Inventory Questionnaire (NPI-Q)
se pueden usar para evaluarlos en cuadros tempranos de EA (Porsteinsson et al., 2021).

1.2.2. Diagnéstico con biomarcadores

Se ha demostrado que los biomarcadores especificos de la EA ayudan a establecer niveles
de certeza para esta patologia (Knopman et al., 2021). La Alzheimer’s Association estimé en
un estudio que este diagndstico temprano, posibilitado por el uso de biomarcadores, podria
ahorrar unos 7 billones de USD$ asociados al tratamiento y cuidado de pacientes con
deterioro cognitivo agudo (Porsteinsson etal., 2021). El interés por esta estrategia esta
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resaltado por las recientes directrices publicadas por la FDA, asi como el intento de
comercializacion de pruebas de riesgo, como el PrecivityAD™ (C2N diagnostics) o como la
prueba AD-Detect™ (Diagnositic Quest) que es cubierta por ciertos planes de seguro médico
en EE. UU (Kirmess et al., 2021).

En el 2016, en vista del desarrollo del campo de los biomarcadores del Alzheimer, el
International Working Group (IWG) junto con el National Institute on Aging y la Alzheimer’s
Asssociation (NIA-AA) establecieron un marco diagnédstico para la enfermedad preclinica
basado en la presencia in-vivo de ciertos biomarcadores, como BA y proteina tau (Dubois et
al., 2021; Scheltens et al., 2021). En 2018, la NIA-AA hizo el intento de establecer un marco
de diagndstico exclusivamente bioldgico, aplicable a niveles asintométicos y sintomaticos de
la enfermedad. El modelo ATN, propuesto por Clifford R. Jack Jr. et al. agrupaba los
biomarcadores en tres: A (amiloides), T (tau fosforilada) y N (neurodegeneracién).

No obstante, el modelo ATN sufre de varios defectos que limitan su aplicacién en un contexto
clinico generalizado (Dubois et al., 2021; Scheltens et al., 2021). Asi, en el 2021 el IWG
recomendd que la diagnosis de la EA fuera mixta, es decir clinica-bioldgica, requiriendo la
presencia del fenotipico clinico del Alzheimer y ademds la evidencia positiva de
biomarcadores patolégicos de la EA (BAy tau).

1.2.3. Pasos del diagnéstico rutinario

El diagndstico de la EA suele comenzar con una evaluacién clinica en atencién primaria,
cuando un miembro de la familia o un profesional de la salud expresa preocupaciones sobre
el deterioro o disfuncién cognitiva en el paciente (Knopman et al., 2021). De acuerdo con lo
expuesto por Porsteinsson et al. (2021), esta evaluacién incluye el establecimiento de un
historial médico para identificar factores de riesgo, que comprende los antecedentes
familiares de EA u otras demencias en parientes cercanos. También se aconseja evaluar otros
factores de riesgo como la edad, el sexo femenino, el estado de ApoE, baja educacidn,
diabetes y obesidad. Se recomienda revisar la medicacion del paciente para descartar
medicamentos que pudieran causar impedimento cognitivo. Ademas, se debe realizar un
examen fisico y pruebas sanguineas para identificar condiciones médicas que impliquen
comorbilidad o causas reversibles de deterioro cognitivo. Por ejemplo, los niveles de vitamina
B12 se evallan para descartar la deficiencia como posible causa patolégica (Breijyeh &
Karaman, 2020; Knopman et al., 2021). Finalmente, se realizan pruebas especificas para el
diagnéstico, incluyendo la evaluacién neuropsicoldgica, el diagndstico mediante imagen
cerebral o basado en marcadores en fluidos.

1.3. Diagnéstico molecular de la EA

1.3.1. Biomarcadores asociados

De modo genérico, un biomarcador es un elemento biolégico que se puede medir o
cuantificar con exactitud y que puede servir de indicador de un proceso biolégico o
patoldgico. Este término se usa para aludir a moléculas bioldgicas, analitos, que se pueden
detectar de forma cuantitativa o semicuantitativa. Un biomarcador puede ser utilizado para

7



Biosensado de biomarcadores para el cribado de la enfermedad de Alzheimer

evaluar procesos fisiolégicos normales dentro del cuerpo, procesos patolégicos o la
respuesta farmacoldgica a una intervencion médica. Desempefian un rol valioso en los
algoritmos diagndsticos de muchas enfermedades, asi como en la evaluacién de su
progresién y posible recurrencia (Marcucci & Kleiman, 2021). La mayoria de los analitos
usados como biomarcadores pertenecen a tres grupos basicos de moléculas: proteinas,
acidos nucleicos y moléculas pequenas (Petryayeva & Algar, 2015). En la Figura 5 se recogen
algunos de los biomarcadores mas relevantes en la EA.
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Figura 5. Esquema de biomarcadores relevantes y su mecanismo patolégico asociado a la EA. Adaptado de
Marcucci & Kleiman, (2021).

En la EA, Breijyeh y Karaman (2020) definen dos grandes grupos de biomarcadores:
#t Marcadores relacionados con la patologia amiloide, pudiéndose detectar en el
liquido céfalo raquideo (LCR) y combinado con imégenes estructurales, como la
tomografia por emisién de positrones (PET)

Marcadores de lesiones neuronales como la proteina tau en fluidos (patologia de tau),
y la deteccidon de atrofia cerebral mediante la PET con el andlogo de glucosa,
fluorodeoxiglucosa, (FDG-PET) o la imagen por resonancia magnética (MRI).

Recientes estudios proponen nuevos biomarcadores como serotonina, fenilalanina, lisina,
fosfatidilcolina, acilcarnitina o prolina, asociados con una peor evolucién de la enfermedad
(Garcia-Morales etal.,, 2021a). Otros autores destacan desregulaciones en elementos
esenciales como el zinc, cobre iénico, hierro y selenio como agentes importantes en la
etiologia de la enfermedad (Lei et al. (2021)). Otros biomarcadores descritos incluyen
marcadores vasculares como la proteina de adhesién de células vasculares 1 (VCAM1) o la
ICAM1; citoquinas y mediadores de inflamacién como el factor de necrosis tumoral alfa
(TNFa) o la proteina 1 similar a la quitinasa-3 (YKL40); y metabolitos, siendo especialmente
relevantes los del metabolismo del colesterol y acidos grasos y los del metabolismo de
aminoacidos (Marcucci & Kleiman, 2021).
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La relevancia de los marcadores genéticos también ha crecido, proponiendo mutaciones en
los genes APP, PSENT y PSENZ2 en la EA hereditaria; también se han investigado mas de 600
genes como potenciales factores de riesgo para la EA esporadica (Knopman etal., 2021).
Sims et al. (2020) sefialan la existencia de unos 50 loci estrechamente asociados con la
etiologia de la enfermedad implicados en procesos de inmunidad, endocitosis, transporte de
colesterol y ubiquitinacién, y en el procesamiento del BAy la proteina tau. De todos ellos, el
polimorfismo en el gen APOE es el mayor factor de riesgo de la EA esporadica en mayores
de 65 anos (Knopman et al., 2021). El alelo €4 de este gen en heterocigosis aumenta el riesgo
de EA hasta por cuatro y en homocigosis hasta por doce (Musiek & Holtzman, 2015).

Por otra parte, la deteccién de estos analitos bioldgicos en fluidos distintos al LCR ha crecido
en importancia. Existen grandes esfuerzos para su deteccién en sangre y plasma sanguineo,
asi como en secrecion salivar o en orina (Marcucci & Kleiman, 2021).

Sin embargo, establecer umbrales diagndsticos binarios para estos marcadores es
complicado, ya que en muchos casos no refleja la naturaleza continua y gradual de los
mismos; mas aun cuando son marcadores que aparecen de manera inherente al proceso de
envejecimiento, varian en el curso de la enfermedad y no estdn adecuadamente
estandarizados (Dubois etal., 2021). Un claro ejemplo es la existencia de resultados
discordantes entre pruebas del LCR y de neuroimagen o los casos de formacién de depésitos
BA sin neurodegeneracion. Por tanto, los expertos y las Ultimas pautas de la NIA-AA,
adoptadas por el COGVAL (2017), recomiendan evaluar de manera aditiva la informacién
proporcionada por cada biomarcador, contextualizarla en el historial clinico del paciente vy,
en caso de ausencia de sintomas de deterioro cognitivo, usarlos como marcadores de riesgo
y no como marcadores de diagnéstico (Dubois et al., 2021; Porsteinsson et al., 2021).

1.3.2. Evaluaciéon combinada con imagenes estructurales

La evaluacion de imagenes estructurales del cerebro en el diagnéstico de la EA sirve, no sélo
para detectar posible atrofia cerebral, sino también para excluir otras posibles patologias
cerebrales que generen deterioro cognitivo, y evaluar si pueden ser corregidas mediante
intervencion quirdrgica (Porsteinsson etal., 2021). Las modalidades mas comunes para
realizar la evaluacién estructural incluyen la FDG-PET y la MRI. La FDG-PET permite detectar
regiones cerebrales con metabolismo de glucosa reducido, indicando una posible
neurodegeneracion en dichas zonas. No obstante, esta técnica no es recomendada para
realizar diagnosis preclinica de la EA (Porsteinsson et al., 2021). En cuanto al MRI, permite la
identificacién de cambios anatémicos en el cerebro y presenta dos modalidades: MRI
estructural y funcional. La MRI estructural permite determinar la reduccién de la materia gris
en el hipocampo mediante analisis volumétricos, mientras que el MRI funcional analiza la
conectividad del cerebro de manera anatémica, midiendo la difusion de protones (Garcia-
Morales et al., 2021)

Los avances recientes en biomarcadores de imagen han permitido la incorporaciéon de
marcadores especificos de la EA mediante PET. El marcador que destaca en esta modalidad
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de PET es el BA, siendo éste el unico recomendado por la Alzheimer's Association como
apoyo en la diagnosis de la EA. El PET amiloide se realiza usando trazadores que se unen de
manera especifica a la BA y a las PS como florbetapir, flutemetamol, florbetaten que han
recibido aprobacidn por parte de la FDAy la EMA, de manera que se venden comercialmente
(Knopman et al., 2021; Porsteinsson et al., 2021). En estadios avanzados, la patologia de tau
se puede observar mediante trazadores como "8F-THK523, ""C-PBB3 y '"8F-flortaucipir (Dubois
et al., 2021; Garcia-Morales et al., 2021). No obstante, la presencia positiva de estos
marcadores en imagenes cerebrales no implica un diagnéstico positivo de la EA, sobre todo
al no existir umbrales consensuados para los distintos trazadores (Dubois et al., 2021).

1.3.3. Diagnéstico molecular en LCR

La concentracién de proteinas del LCR se obtienen mediante puncién lumbar y reflejan las
tasas de produccién y eliminacion proteica en un momento dado. Presenta una sensibilidad
mayor al 95% y especificidad mayor del 85% (Porsteinsson et al., 2021). Destacan que en
individuos con EA se observan variaciones en los niveles de la proteina tau y beta-amiloides
(Marcucci & Kleiman, 2021).

La proteina tau fosforilada en la posicién 181 (p-tau181) se considera como un marcador
especifico, mientras que la ttau se considera como un marcador general de
neurodegeneracién (Scheltens et al., 2021). La p-tau181 parece correlacionarse sdélo de
manera moderada con la presencia de NFTs, pero de manera elevada con la t-tau en el LCRYy
especificamente en pacientes con EA y no en otras enfermedades neurodegenerativas
(Scheltens et al., 2021). Por tanto, algunos autores recomiendan sdélo la determinacion de la
tau fosforilada debido a recelos acerca de una baja especificidad de la t-tau, ya que su
concentracién también se ve aumentada en otras neuropatias (Dubois etal., 2021;
Porsteinsson et al., 2021).

En cuanto a la evaluacion de la patologia amiloide mediante LCR, su presencia se asocia con
baja concentracion de AB42 o un incremento en la ratio AB4o/ABa». Este Gltimo marcador es
preferido a la evaluacién simple de ABs; ya que ayuda a normalizar los valores de
concentracién resultantes de la variacion entre individuos (Dubois et al., 2021; Knopman
etal., 2021).

La evaluacién de marcadores en LCR, en comparacidn con las técnicas de neuroimagen PET,
reduce los costos y permite el estudio simultdneo de ambos marcadores (Dubois et al., 2021).
Ademés, se detectan mucho antes de que se presenten los sintomas clinicos y es mas precoz
que el PET (Porsteinsson et al., 2021). Sin embargo, muchos pacientes muestran aprensién
hacia el dolory posibles efectos adversos asociados a la puncion lumbar (Dubois et al., 2021).

1.3.4. Diagnédstico molecular en otros fluidos

El elevado coste asociado a los exdmenes PET y la naturaleza invasiva del analisis de muestras
de LCR limitan su interés y aplicabilidad en la practica clinica, en especial en paises de bajos
recursos. De aqui que existe un relevante interés por el estudio de biomarcadores en otros
fluidos bioldgicos tales como saliva, orina y sangre (Figura 6). En saliva, hay evidencia de
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variaciones de los niveles de cortisol en pacientes con EA respecto a controles sanos
(Marcucci & Kleiman, 2021), y se estan estudiando técnicas de deteccidén de ABas y tau
fosforilada (Garcia-Morales et al., 2021). En orina, se han identificado patrones en marcadores
de estrés oxidativo como la 8-hidroxi-2-deoxi-guanosina (8OHdG), un biomarcador de dafio
oxidativo en el ADN, e isoprostanos y neuroprostanos, compuestos de la peroxidacion de
acidos grasos (Marcucci & Kleiman, 2021).
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Figura 6. Fluidos biolégicos con interés diagnéstico para la EA. Adaptada de Jain & Sathe (2021)

Los marcadores sanguineos reportados (Marcucci & Kleiman, 2021; Teunissen et al., 2022)
incluyen: marcadores amiloides ABao, ABa2, y ratio AB42/ABao; marcadores de la proteina tau
como t-tau, p-tau181 y tau fosforilada en las posiciones 127 o 231 (p-tau127 y p-tau231); la
cadena ligera de neurofilamentos (NfL); la proteina écida fibrilar glial (GFAP), un biomarcador
astrocitico; y marcadores mas generales como biomarcadores de inflamacion, de deterioro
vascular o desregulaciones metabdlicas. No obstante, se continda investigando para
establecer la correlacién de algunos de estos marcadores con el diagndstico de la EA.
Algunos autores reportan que en particular los BA, tau, NfL y GFAP presentan niveles
anormales en el plasma, al mismo tiempo que en el LCR (Teunissen et al., 2022), mientras que
la p-tau127 destaca como el marcador con la mayor precision diagndstica (Garcia-Morales et
al., 2021). Sin embargo, también se reportan variaciones meramente sutiles o solapamientos
entre los niveles de los marcadores en los grupos seleccionados (Mahaman et al., 2022),
siendo necesarias tecnologias de alta sensibilidad para su deteccién.

En conclusidn, el empleo de los biomarcadores sanguineos en la practica clinica ain no es
recomendado, hasta que no se avance en su estandarizacion y validacién (Dubois et al., 2021).
En un futuro proximo se estima que los exdmenes sanguineos podrian formar parte de las
evaluaciones que se hacen en la clinica de manera rutinaria, presentando protocolos bien
establecidos para la obtenciéon y manejo de las muestras, y una buena aceptacién en la
poblacién general. Tendrian como ventaja un muestreo mas accesible y rapido, posibilitando
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realizar exdmenes periddicos y sin necesidad de personal especializado. Esto también
permitiria hacer cribados poblacionales de la enfermedad (Mahaman et al., 2022).

1.4. Biosensado de marcadores moleculares de la EA

Las tecnologias y servicios de diagndstico a partir de muestras de fluidos biolégicos estan
disponibles a través de laboratorios centrales del sistema sanitario. Son técnicas bien
establecidas y de altos niveles de calidad como el ELISA y los analizadores automaticos. Los
equipos de andlisis de estas técnicas costosos y voluminosos, por lo que su disponibilidad de
limita a centros especializados. Ademas, estos servicios generan unos altos y crecientes
gastos en atencidén médica, que representan entre el 7% y el 9% del producto interno bruto
(PIB) para las naciones del G7 en 2012, con un aumento proyectado del 11% para 2050
(Petryayeva & Algar, 2015). Ademas, las areas rurales y remotas de los paises desarrollados
tienden a estar menos atendidas en comparacion con los centros urbanos por el limitado
numero de laboratorios disponibles. De igual manera, en los paises en vias de desarrollo el
acceso a estos servicios es reducido debido a falta de recursos, personal cualificado o
infraestructura necesaria.

Como alternativa al modelo diagndstico centralizado, aparecen las tecnologias diagndsticas
point of care (POC), es decir, mediante sistemas simples e independientes capaces de realizar
andlisis in situ con recursos extremadamente limitados (Brazaca et al., 2020). Para estos
dispositivos POC, la OMS propone que deben cumplir los criterios ASSURED: Affordable
(econdmico), Sensitive (sensible), Specific (especifico), User-friendly (pocos pasos y minimo
entrenamiento), Rapid and robust (répido y robusto), Equipment-free (sin equipos),
Deliverable to end-users (disponible para usuarios finales). Los dispositivos POC deben ser
capaces de trabajar en el intervalo analitico clinicamente relevante en cada caso (Petryayeva
& Algar, 2015).

1.4.1. Inmunoensayo enzimatico (ELISA)

El formato estandar para la deteccidén de proteinas es un inmunoensayo como el Enzyme
Linked Immuno-Sorbent Assay (ELISA). Un inmunoensayo es una prueba bioquimica que mide
la presencia de biomarcadores utilizando anticuerpos o antigenos, desempefiando un papel
importante en el diagndstico in situ de varios tipos de enfermedades (Li et al., 2021). Es una
de las pruebas de laboratorio clinico més destacadas en los dltimos 20 afos (Petryayeva &
Algar, 2015). Sin embargo, es relativamente complicado y requiere de varias etapas que
consumen tiempo, y puede sufrir también de baja sensibilidad (Li et al., 2021).

En un principio, los formatos de ELISA clésicos no lograron detectar con precisiéon los
marcadores de la EA, lo que los hace inadecuados para su implementacion en el cribado
diagndstico (De Meyer et al., 2020). En el caso del BA, no sélo los niveles de BA en plasma son
mucho mas bajos que en el LCR, sino que la correlacién entre los niveles de BA en LCR y
plasma se ve afectada por la contribucion de BA de otras fuentes periféricas. Se ha detectado
disminucién de la ratio AB42/ABa4o utilizando ELISA asociado a la EA, aunque también se

12



TFG lker Plazas Gémez

reportan inconsistencias en las mediciones de BA en plasma en diferentes laboratorios
(Marcucci & Kleiman, 2021).

1.4.2. Biosensores

Un biosensor es un dispositivo analitico capaz de medir una reaccién biolégica o bioquimica,
generando una sefial mensurable proporcional a la concentracién de un analito. Un ejemplo
es el glucometro, que permite a los pacientes diabéticos monitorear los niveles de glucosa
en casa, usando una sola gota de sangre. Un biosensor tipico contiene cuatro componentes
basicos, descritos en la Figura 7 (Li et al., 2021).
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Figura 7. Representacion esquematica del proceso de deteccién y componentes de un biosensor.

Analitos: En el campo clinico, corresponden con los biomarcadores especificos que se miden
y se evaltan como indicadores del diagndstico de enfermedades o evaluacién de la salud
general de un paciente.

Bioreceptores: Es el elemento responsable del reconocimiento selectivo del bioanalito de
interés (Li etal., 2021). Los bioreceptores comunes incluyen anticuerpos, péptidos,
aptémeros, enzimas y moléculas de ADN. Los bioreceptores deben ser inmovilizados de
manera estable y en una densidad suficiente sobre la superficie de detecciéon, pudiendo
realizarse mediante uniones covalentes o uniones no covalentes, dependiendo de los grupos
funcionales en la superficie de deteccidn.

Transductor de sefal: Elemento que genera una sefial medible proporcional a la
concentracién del biomarcador objetivo. Los biosensores épticos son la clase de biosensores
mas comunes. Estos sensores miden los eventos bioldgicos utilizando la transduccién de
sefales dpticas como absorbancia, fluorescencia, quimioluminiscencia y resonancia del
plasmén superficial (Li et al., 2021).

Detector: Capta la sefial emitida por el transductor y la convierte en datos cuantitativos o
semicuantitativos que se puedan analizar de manera estadistica.

Respecto a la EA, los inmunosensores han sido ampliamente explorados, como se recoge en
el articulo de revisidon de Brazaca et al. (2020).
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1.4.3. Inmunoensayo en formato de microarray

Los microarrays se generan mediante la inmovilizacién de reactivos de captura que pueden
reconocer especificamente proteinas particulares de mezclas complejas. El concepto de
microarray de anticuerpos, como lo definen Wingren & Borrebaeck (2009), se basa en la
dispensacion de pequefias cantidades (escala de pL o menor) de varios anticuerpos en
posiciones discretas (puntos de tamafio nm a um) en un patréon ordenado (una matriz), sobre
un soporte solido. Estos arrays miniaturizados (escala de mm?2 a cm?), que presentan
densidades que van desde unos pocos anticuerpos hasta varios miles, se incuban luego con
pequeias cantidades (escala de pL) de muestra biolégica como el plasma sanguineo. Este
tipo de biosensores es muy adecuado para detectar cambios en las abundancias de proteinas
en muestras bioldgicas con un intervalo dindmico relativamente amplio y la evaluacién de
modificaciones postraduccionales en matrices bioldgicas complejas (Berrade et al., 2011).

En cuanto al disefio de estos microarrays de anticuerpos, la mayoria se fabrican dispensando
las sondas una por una, a escala de pL, utilizando dispensadores de contacto o sin contacto.
Las tecnologias sin contacto (tecnologias piezoeléctricas) son mas biocompatibles y muestran
menos efectos de arrastre (Wingren & Borrebaeck, 2009). Finalmente, las iméagenes
generadas con estos microarrays pueden transformarse en perfiles de expresion proteica
diferencial, revelando la composicién de la muestra a nivel molecular (Wingren & Borrebaeck,
2009).

Esta metodologia generalmente se ha combinado con sistemas en formato de chip, pero
también permite su integracion en biosensores, logrando dispositivos miniaturizados y
multiplexados, capaces de dirigirse a analitos proteicos de baja abundancia en proteomas
complejos y no fraccionados (Wingren & Borrebaeck, 2009).

1.5. Reto cientifico

Los biomarcadores sanguineos tienen un gran potencial para mejorar el diagndstico de la EA
(Teunissen etal., 2022). Estos marcadores podrian ser usados en la primera fase de un
proceso diagndstico multietapa de la EA, permitiendo discernir aquellos pacientes que
forman parte de grupos de riesgo que requieren un analisis mas detallado (Porsteinsson et al.,
2021). Pero, para su aplicacién a nivel cinico son necesarias tecnologias que usen bajos
volimenes de muestra y proporcionen resultados rapidos de varias proteinas
simultaneamente (Brazaca et al., 2020; Zarei, 2017).

Una potencial aproximacion son los microarrays de proteinas (Berrade et al., 2011). En estos
sistemas, el uso de anticuerpos como elementos de biorreconocimiento permite, ademas de
una alta sensibilidad y selectividad, la posibilidad de regenerarlos y usar un bajo volumen de
muestra para el analisis (Brazaca et al., 2020).

Los microarrays mas comunes son fabricados en soportes sélidos planos en formato de

portaobjetos de microscopio. Como alternativa, se han introducido otros tipos de
dispositivos, incluyendo arrays basados en pocillos de placas (Wingren & Borrebaeck, 2009).
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De diferentes modos para su anclaje en la superficie, la unién no covalente es una solucién
eficaz, logrando inmovilizar los bioreceptores a través de la adsorcidn fisica por fuerzas de
van der Waals, enlaces de hidrogeno, fuerzas hidrofdbicas, interacciones idnicas o
combinacién de éstas (Li et al., 2021).

Respecto a la deteccion, en los Ultimos afios hay gran interés por dispositivos de bajo coste,
como el uso de los teléfonos inteligentes (Zarei, 2017). Después, las imadgenes digitales
pueden analizarse para extraer informacién cuantitativa, mas frecuentemente en términos de
las intensidades de color en escala de grises o RGB. Estos anélisis pueden realizarse con
software computacional de andlisis de imagenes, incluyendo software disponible
gratuitamente (por ejemplo, ImagelJ), asi como aplicaciones para teléfonos inteligentes
(Petryayeva & Algar, 2015). Lograr su integracién como herramienta de diagndstico, permitiria
la extensién mas alld de los laboratorios centrales, por su sencillez, bajo coste de obtenciény
mantenimiento y su posible distribucidon en zonas rurales y regiones en desarrollo.

La hipétesis de este TFG es avanzar en el diagndstico de la EA logrando la deteccién en
plasma de biomarcadores relevantes mediante tecnologias de microarrays de anticuerpos
especificos en plataformas de pocillos y permitiendo su deteccién mediante imagenes
digitales generadas mediante teléfonos inteligentes.
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2. OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo fin de grado es contribuir en el desarrollo de una tecnologia de
biosensado que permita obtener datos sobre los biomarcadores asociados a la enfermedad
de Alzheimer y relacionarlos con el diagnéstico y/o prondstico de la enfermedad,
favoreciendo su implementacidén en el sistema sanitario. La aproximaciéon se basa en
inmunoensayos integrados aplicables a muestras menos invasivas, en un formato de
micromatriz on-well en placas de 96 pocillos con transduccién dptica.

Para la obtencién de este objetivo general, se establecen los siguientes objetivos especificos.

.
.
.

Seleccionar los biomarcadores de mayor interés diagndstico a partir de la literatura
actual y estudios protedmicos de la enfermedad

see
e
e

Poner a punto el inmunoensayo en formato micromatriz on-well para la determinacion
de los biomarcadores seleccionados en plasma sanguineo

sss
T
sss

Establecer las prestaciones analiticas del ensayo y contrastarlas con otros formatos
relevantes

Grado de relacion del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS)
Objetivos de Desarrollo Sostenibles Alto Medio Bajo No Procede

ODS 1. Fin de la pobreza. X
ODS 2. Hambre cero. X
ODS 3. Salud y bienestar. X

ODS 4. Educacién de calidad.

ODS 5. Igualdad de género.

ODS 6. Agua limpia y saneamiento.

ODS 7. Energia asequible y no contaminante.
ODS 8. Trabajo decente y crecimiento econdmico.
ODS 9. Industria, innovacidn e infraestructuras.
ODS 10. Reduccién de las desigualdades. X
ODS 11. Ciudades y comunidades sostenibles.
ODS 12. Produccién y consumo responsables.
ODS 13. Accidn por el clima.

ODS 14.Vida submarina.

ODS 15. Vida de ecosistemas terrestres.

ODS 16. Paz, justicia e instituciones sélidas.
ODS 17. Alianzas para lograr objetivos.

X X X X X X

XX X X X X X

El presente TFG estd directamente relacionado con el ODS 3 de Salud y Bienestar, en
especifico con las metas: meta 3.4 de reduccion de la mortalidad prematura por
enfermedades no transmisibles, ya que la deteccidn temprana de la enfermedad mejora las
posibilidades de tratamiento y control de su progresién; y meta 3.8 de impulsar la cobertura
sanitaria universal, ya que un dispositivo accesible y asequible contribuiria a la disponibilidad
del diagndstico a més personas en comunidades rurales.

16



TFG lker Plazas Gémez

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Reactivos

A continuacién, se recogen las disoluciones tampdn empleadas en los ensayos realizados:
- Tampon fosfato salino (PBS): 10 mM fosfato, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, pH 7,4.
- Tampén PBST: tampdn PBS con tensoactivo Tween-20 al 0,05% (p/v).
- Tampén de recubrimiento (CB): 0,05 M carbonato (NaxCOs 1,06% (p/v), NaHCO3
0,84% (p/v)) pH 9,6.
- Tampdn de incubacién: PBST con 0,1% (p/v) albumina de suero bovino (BSA).
- Tampon de bloqueo: PBST con 1% (p/v) BSA.
- Tampon citrato: 25 mM citrato de sodio, 62 mM fosfato de sodio, pH 5,4.

Los marcadores en plasma del Alzheimer fueron los fragmentos peptidicos de la proteina
humana B-Amiloide: aminoacidos 1-40 (ABao) (Biolegend, EEUU) y aminoécidos 1-42 (ABa»)
(Biolegend, EEUU). Para la determinacién de los péptidos, se utilizaron como anticuerpo de
captura el anticuerpo monoclonal IgG1 de ratén purificado anti-B-Amiloide 1-40 (aAB40)
(Biolegend, EEUU) y el anticuerpo monoclonal IgG1 de ratén purificado anti-B-Amiloide 1-42
(aAB42) (Biolegend, EEUU). El anticuerpo usado para el reconocimiento de los péptidos ABao
y AB4; fue el anticuerpo purificado anti-B-Amiloide 1-16 (a¢AB16) (Biolegend, EEUU).

El agente de revelado usado para detectar las interacciones anticuerpo-analito fue la
peroxidasa de rabano picante (HRP) conjugada a estreptavidina (estreptavidina-HRP, Thermo
Scientific, EEUU) en tampdn de incubacion. Como sustratos cromdgenos se usaron tanto
diclorhidrato de o-fenilendiamina (OPD) (Sigma-Aldrich, EEUU) como el 3,3'5,5'-
Tetrametilbencidina (TMB) (Stereospecific Detection Technologies, Alemania), deteniendo la
reaccion con acido sulfurico 2,4M en el caso del primero.

3.2. Biotinilacion del anticuerpo anti-g-Amiloide 1-16

El marcaje del anticuerpo anti-B-Amiloide 1-16 (0 AB16) se realizé con el reactivo de marcaje
EZ-Link NHS-PEG4-Biotin 20 mM (Thermo Scientific, EEUU), de acuerdo a las especificaciones
del fabricante. Brevemente, se usaron 20 mol de reactivo de marcaje por cada mol de
disolucion de anticuerpo purificado aAB16, y se incubd a temperatura ambiente durante
media hora en oscuridad. Tras la reaccién se eliminé el reactivo de marcaje y se concentré el
anticuerpo marcado usando un filtro de 30KDa para purificacién por centrifugacion de
Millipore Corporation (EEUU).

3.3. Muestras

Se usaron muestras de plasma sanguineo de pacientes sanos proporcionadas por la Unidad
de Desordenes Cognitivos del Hospital Universitario y Politécnico La Fe (Valencia, Espaia). La
toma de estas muestras fue aprobada para este proyecto por el Comité Etico del Instituto de
Investigacién Sanitaria La Fe (Valencia, Espafia), asi como el Comité Etico de la Universidad
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Politécnica de Valencia. Las muestras de sangre fueron obtenidas mediante puncién venosa
usando tubos con anticoagulante EDTA; tras su centrifugacion a 1160x g durante 15 min a
temperatura ambiente, se separd la fraccion del plasma en un nuevo tubo. Las muestras de
plasma fueron conservadas y transportadas a -60 °C hasta su analisis.

Los pacientes fueron evaluados, como describen (Alvarez-Sanchez et al., 2023; Forte et al.,
2024), mediante evaluacién neurofisiolégica y anélisis de biomarcadores en el fluido céfalo-
raquideo (LCR) en acuerdo con el criterio estdndar del National Institute of Aging-Alzheimer’s
Association (Figura 8).

Puncién venosa en pacientes Peptido B-Amiloide en el plasma Muestras de plasma
sanos sanguineo tras la centrifugacion conservadasa -60 °C
NN
NN
— RN\
P IIS La Fe
[l i
(i (i
s

Figura 8. Representacion grafica del proceso de toma y almacenamiento de las muestras de plasma
sanguineo proporcionadas por el Instituto de Investigacién Sanitaria La Fe, previo a su anélisis en el instituto
IDM de la UPV.

3.4. Protocolo ELISA

3.4.1. Preparacion de la placa

El anticuerpo de captura anti-B-Amiloide 1-42 (aAB42) (Biolegend, EEUU), fue inmovilizado
sobre una placa de 96 pocillos (Poliestireno High Binding Corning®, EEUU), usando 50 pL
reactivo aAB42 a una concentracién de 2 mg/L en tampdn de recubrimiento (CB). La placa se
incubd a 4 °C durante 12 horas, permitiendo la inmovilizacion por adsorcién pasiva del
anticuerpo.

Después de la inmovilizacion se precedié a bloquear la placa para evitar el riesgo de
interacciones inespecificas durante el ensayo. Primero se retird el anticuerpo no inmovilizado
lavando hasta cinco veces con tampén PBST. Después se incubé la placa durante 30 minutos
a 37°Ccon 300 pyL de tampdn de bloqueo, repitiendo el paso de lavado al finalizar el bloqueo.

3.4.2. Inmunoensayo

Se prepararon las diluciones de estudio de analito B-Amiloide 1-42 (AB4) en tampdn de
incubacién, afadiendo 50 pL a cada pocillo de la placa con los anticuerpos de captura
inmovilizados. La placa se incubd durante 30 min a 37 °C y se lavd con tampdn PBST hasta
cinco veces. Se dispensaron 50 pL de anticuerpo biotinilado anti-B-Amiloide 1-16 (aAB16) a
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4,5 mg/L en tampdn de incubacion y se incubd a 37 °C durante 30 min. Posteriormente, se
elimind el reactivo sobrante mediante lavados con tampdn PBST y se afadieron 50 plL de
estreptavidina-HRP a 0,25 mg/L en tampdn de incubacién y se incubd a 37 °C durante 30 min.
Como reactivo de revelado para el protocolo ELISA se usd el diclorhidrato de o-
fenilendiamina (OPD) (Sigma-Aldrich, EEUU) y peréxido de hidrégeno con una relacién
5mg:1 plL, respectivamente, en tampdn citrato. Se anadieron 100 pL de disolucién de revelado
por pocillo, incubando 20 min a temperatura ambiente (25 °C) en agitacion. Tras la
incubacidn, se detuvo la reaccidon de revelado usando H,SO4 2,4M.

3.4.3. Lecturay analisis de los resultados

La lectura de los inmunoensayos en formato ELISA se realizé usando el lector de placas
EnSpire Multimode Plate Reader (Perkin Elmer), midiendo la absorbancia a 490 nm con el
software EnSpire Manager. Se generd una matriz con los datos de la sefial y los datos fueron
tratados usando los programas de anélisis estadistico Excel (Microsoft) y Prism 8 (GraphPad).

3.5. Protocolo del método on-well microarray

3.5.1. Preparacién de la micromatriz con anticuerpos de captura

La micromatriz on-well para el estudio de marcadores del Alzheimer fue dispensada sobre
cada uno de los pocillos de una placa de 96 pocillos (Poliestireno High Binding Corning®,
EEUU). Se dispensaron hasta tres tipos de anticuerpos de captura distintos, incluyendo el anti-
B-Amiloide 1-40 (aAB40) (Biolegend, EEUU), el anti-B-Amiloide 1-42 (aAB42) (Biolegend,
EEUU), el anticuerpo anti-Tau como control negativo, o bien, el fragmento peptidico de la
proteina humana B-Amiloide: aminoacidos 1-42 (AB42) (Biolegend, EEUU) como control
positivo. El formato de la matriz siguié una distribucion de 3 filas x 3 columnas, con 3
réplicas/reactivo (Figura 9). La impresion se realizé a temperatura ambiente (25 °C)y 80% de
humedad relativa mediante un dispensador de microgotas (40nL) sin contacto (AD-1500
Biodot, Irvine, CA). La placa se incubd a 4 °C durante 12 horas, permitiendo la inmovilizacién
por adsorcion pasiva.

A)

6,4 mm

Figura 9. Tecnologia de micromatrices proteicas: A) Representacion esquematica de la matriz impresa en
una superficie polimérica de un pocillo. B) Imagen del dispensador de microgotas AD-1500 Biodot.
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Después de la inmovilizacion, se bloqued la superficie de la placa para evitar el riesgo de
interacciones inespecificas durante el ensayo. Primero se retird el anticuerpo no inmovilizado
lavando de tres a cinco veces con tampdn PBST. Después se incubd la placa durante 30
minutos a 37 °C con 30 pL de tampdn de bloqueo, repitiendo el paso de lavado al finalizar el
bloqueo.

3.5.2. Inmunoensayo para la deteccién de analitos

El biorreconocimiento antigeno-anticuerpo se realizd sobre las placas previamente
preparadas.

Patrones: Se prepararon las diluciones de los analitos B-Amiloide 1-42 (AB42) y B-Amiloide 1-
40 (AB4o) en tampdn de incubacidn, afiadiendo 30 plL a cada pocillo y se incubaron durante
30 min a 37 °C.

Muestras de plasma: Se preparé una disolucién de los analitos en el plasma sanguineo de los
pacientes estudiados en tampdn PBST en una proporcién entre 1y 5 % v/v. Se transfirieron
30 pL a cada pocillo y se incubaron durante 30 min a 37 °C.

Tras la incubacion se retird la disolucién de patron o de plasma sin interaccionary se lavé con
tampdn PBST hasta cinco veces. Para la deteccidn los péptidos reconocidos, se dispensaron
50 pL de anticuerpo biotinilado anti-B-Amiloide 1-16 (aAB16) a 4,5 mg/L en tampdn de
incubaciony se incubd a 37 °C durante 30 min. Tras la incubacién con el anticuerpo detector
se eliminé el reactivo sobrante mediante lavados con tampdn PBST y se anadieron 50 plL de
estreptavidina-HRP a 0,25 ppm en tampdn de incubaciéon y se incubo a 37 °C durante 30 min.
Como reactivo cromdgeno de revelado se usé 3,3',5,5'-Tetrametilbencidina (TMB), afiadiendo
30 plL a cada pocillo e incubando a temperatura ambiente y en oscuridad durante un maximo
de 10 min.

3.5.3. Lecturay analisis de los resultados
La
superficie plana como cédmaras digitales (Figura 10), en algunos casos utilizando discos de

ectura de los inmunoensayos en formato on-well se realizé usando tanto escéneres de

papel para mejorar el contraste de las imagenes. Las imagenes fueron analizadas usando el
software libre ImageJ, midiendo la intensidad colorimétrica de cada punto de la micromatriz
y del fondo. los datos fueron tratados usando los programas de anélisis estadistico Excel
(Microsoft) y Prism 8 (GraphPad).

Figura 10. Ejemplo de la lectura del método on-well microarray con camaras digitales tipo smartphone
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1.

La seleccién de los biomarcadores esté limitada por su relevancia clinica y las prestaciones

Seleccién de biomarcadores de la EA

del sistema analitico utilizado para su deteccidn o cuantificacion, especialmente la
selectividad y sensibilidad de diagndstico y el coste final de la prueba generada. El estudio
bibliografico realizado mostré que no todos los biomarcadores descritos asociados a la
enfermedad son vélidos para su deteccion en el plasma sanguineo. Algunos marcadores no
estan presentes en este fluido en las etapas tempranas de desarrollo de la enfermedad, no
presentan niveles diferenciales respecto a los individuos sanos o presentan una fluctuacion
incompatible con una correcta discriminacién. Por lo tanto, son pocos los biomarcadores
interesantes en su aplicacién diagndstica. En la Tabla 2 se recogen los marcadores en plasma
mas importantes de acuerdo con la bibliografia revisada y se comparan sus caracteristicas
mas destacables.

Tabla 2. Comparativa de los principales biomarcadores en plasma sanguineo de la enfermedad de
Alzheimer

BIOMARCADOR VARIACION EN VALOR PREDICTIVO LIMITACIONES FUENTES
PLASMA
-Marcador bien e
. . - Variabilidad en la )
Concentracion establecido concentracion (Gam;a-z'\(ﬂ)cz);a;es
ABua2 reducida asociada a -Exactitud predictiva baja ) L MEtha " !
. . -Requiere de técnicas ahamanetal,
la EA. -Mejora al combinarse el 2022)
de alta sensibilidad
con otros marcadores
- Alta exactitud (62—7?%) a El valor de !a ratio, (Mahaman et al.
ABa2/ABuo Disminucién de la la hora de predecir el reportada varia, segun 2022; Pais et al.,
ratio asociada a la EA estado de amiloidosis los estudios, entre Zozf?re;g;zse"
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Atendiendo a la comparativa de la Tabla 2, destacan las isoformas de la proteina tau
fosforilada (pTau181, pTau217 y pTau231) y los péptidos amiloides AB4o y ABa4; por su alta
correlaciéon con la EA 'y porque son biomarcadores altamente reconocidos por los expertos
en la enfermedad. Sin embargo, los reactivos necesarios para estudiar las isoformas de la
proteina tau poseen menor disponibilidad.

La patologia amiloide constituye, también, uno de los primeros cambios biolégicos que se
observan en pacientes con EA (Musiek & Holtzman, 2015). De manera que la deteccion
rutinaria de los péptidos amiloides AB4> y ABs puede ser una de las mejores soluciones para
generar herramientas de diagndstico molecular temprano. Ademas, la aparicidén y aprobacion
de medicamentos que buscan reducir la carga B-amiloide en el cerebro, este método de
deteccion podria también tener aplicaciones relacionadas con el seguimiento de los
tratamientos.

En concreto, el uso de la ratio AB4/ABsa como biomarcador permite obtener altas
prestaciones diagndsticas, mayores que las del uso del péptido ABa; por si sélo (Mahaman
et al., 2022). De hecho, la tendencia actual es combinar medidas de distintos marcadores de
manera que se pueda reducir el error asociado a la variabilidad bioldgica. Asi lo evidencian
estudios como los de Alvarez-Sanchez et al., (2023), H. J. Kim et al., (2023) o K. Kim et al.,
(2020). De manera que para poder realizar el biosensado simultdneo de estos paneles de
biomarcadores es necesario realizar ensayos en paralelo, o incluso mejor, utilizar plataformas
que permitan el multiplexado.

Como resultado de este estudio comparativo, el biomarcador elegido para el biosensado de
la EA en este proyecto fue la ratio AB42/ABao, lo que implica la deteccion de los fragmentos
peptidicos de la proteina humana B-Amiloide 1-40 (ABa4o) y aminoacidos 1-42 (ABa2).

4.2. Analisis estructural de los biomarcadores

En los sistemas de biosensado basados en inmunoensayos, es crucial el correcto
reconocimiento entre el analito y los anticuerpos de captura y revelado, dado que se basa en
interacciones débiles entre los grupos funcionales de ambas moléculas. El estudio
bibliogréfico indicé que los péptidos seleccionados tienen una alta tendencia a formar
agregados in vivo (Lattanzi et al., 2021). En esta secciéon del trabajo, se estudiaron la estructura
de los péptidos AB4o y AB4> mediante |la herramienta de prediccién web de AlphafFold, usando
las secuencias de aminoéacidos de estos Tabla 3.

Tabla 3. Secuencias peptidicas de los péptidos amiloides estudiados

AB4 DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGWW
ABa; DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGWVIA

Este programa AlphaFold es una herramienta de inteligencia artificial como las redes
neuronales profundas y técnicas de aprendizaje automético para generar la prediccién de
estructuras protéicas a partir de sus secuencias (Jumper et al., 2021).
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En la Figura 11, se muestran las estructuras tridimensionales estimadas de los biomarcadores
de forma de molécula individual y de forma agregada, usando 20 copias del peptido.
Ademas, se han incluido los graficos de Expected Position Error (EPE); este valor indica el error
esperado para la posicion entre dos pares de residuos cualquiera, en forma de distancia
medida en Angstréms.
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Figura 11. Prediccién mediante AlphaFold de la estructura 3D y gréaficos EPE asociados: A) monémero ABao,
B) monémero AB42, C) AB4o agregado y D) AB42 agregado

Pese a tener peor confianza en la predicciéon de la estructura de los agregados, los resultados
indicaron que se asemejan a las estructuras reportadas por la literatura (Colvin et al., 2016;
Lattanzi et al., 2021), correlacionadas la conformacién fibrilar que toman estos péptidos in
vivo. Si esta estructura también estuviera presente en el flujo sanguineo, la presencia de
agregados puede perjudicar a la interaccién con los anticuerpos. No obstante, este estudio
no permite evaluar en qué grado de asociacion se encontrardn las moléculas en las
condiciones del ensayo. De hecho, se estima que en las condiciones pH y de alta salinidad de
los tampones de incubacién los biomarcadores se encontrarédn de forma individual.

Por otra parte, los resultados también muestran que hay diferencias estructurales significativas
entre los agregados formados por el péptido AB4o y AB4y, causadas por la presencia de los
aminoacidos finales. Por lo tanto, es factible la existencia de anticuerpos capaces de
discriminar de forma significativa entre ambos péptidos de acuerdo con las diferencias tanto
en secuencia como en conformacién.

La busqueda de reactivos disponibles comercialmente permitié la seleccion de los
anticuerpos anti-B-Amiloide 1-42 (aAB42) (Biolegend, EEUU) y el anti-B-Amiloide 1-40
(aAB40) (Biolegend, EEUU) para la captacién especifica de cada uno de estos marcadores.
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También, se localizé un reactivo capaz de reconocer la region comin de ambos péptidos, lo
que permitia su utilizacién en un ensayo conjunto, anti-B-Amiloide 1-16 (aAB16) (Biolegend,
EEUU).

De manera que el esquema del inmunoensayo para este TFG es el representado en la Figura
12. El ensayo propuesto consiste en: (1) la inmovilizacidon de los anticuerpos especificos via
adsorciéon no covalente, (2) reconocimiento selectivo de los biomarcadores por los
anticuerpos, (3) unién especifica del anticuerpo de revelado biotinilado a los biomarcadores,
(4) interaccidén de la estreptavidina-HRP con la biotina que marcaba al anticuerpo de revelado
y (5) reaccién enzimatica del reactivo cromogénico catalizada por la HRP.

A) . B)
Peroxidasa de Reactivo .
: ' rabano cromogénico : '.
L % | JfT. 3
N ¢ )
’ ‘ Biotina Estreptavidina ’ ‘
[ [ | Anti-B-Amiloide 1-16 g Anti-B-Amiloide 1-16
I biotinilado y biotinilado
¥\ :
Peptido B-Amiloide Peptido B-Amiloide
(1-40) Humano (1-42) Humano
@ e®
Anti-B-Amiloide 1-40 Anti-B3-Amiloide 1-42

Figura 12. Representacién grafica de los inmunoensayos no competitivos de deteccién de los fragmentos
peptidicos de la proteina humana B-Amiloide: aminoacidos 1-40 (A) y aminoacidos 1-42 (B). Elaboracién

propia.

4.3. Puesta a punto del formato ELISA convencional

4.3.1. Optimizacion del ensayo

Las prestaciones de los inmunoensayos son altamente dependientes de la capacidad de
respuesta de los anticuerpos utilizados. Por ello, se procedié a estudiar las concentraciones
de los reactivos en el formato convencional ELISA, con el fin de obtener una respuesta
reproducible y detectable para las concentraciones de los biomarcadores esperables en el
plasma, antes de pasar al formato de micromatrices.

Consecuentemente, se realizaron ensayos de optimizacién de los anticuerpos seleccionados

para la deteccidon del ABa2: el anticuerpo monoclonal IgG1 de ratén purificado anti-B-
Amiloide 1-42 (aAB42) y el anticuerpo purificado anti-B-Amiloide 1-16 (aAB16) entre 2y 8
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mg/L en tampdn de recubrimiento (CB). La cantidad de péptido AB4, usada en este ensayo
fue de 50 uLa 5 pg/L en tampdn de incubacion. Ademas, el anticuerpo de revelado aAB16 se
determind entre 0,85 y 4,25 mg/L en tampdn de incubacion. Paralelamente se realizaron
controles negativos. Los resultados de la absorbancia de cada ensayo a 490 nm se reflejan en
la Figura 13A. Se observé una correlacidn entre el aumento de la concentracion del aAB42 y
el aumento de la sefial obtenida en el intervalo 0-4 mg/L. A concentraciones mayores, la sefial
se mantuvo constante, o incluso se redujo, siguiendo la tendencia marcada por el efecto hook.
Este efecto explica la perdida de sefial en inmunoensayos a concentraciones elevadas del
anticuerpo de recubrimiento, debido a la ocupacién de los puntos de biorreconocimiento
especificos para el anticuerpo de revelado impidiendo asi la formaciéon de inmunocomplejos.
La grafica también muestra una buena correlacién entre el aumento de concentracion del
anticuerpo de revelado aAB16 y el aumento de sefial del ensayo. No obstante, cuando el
anticuerpo de revelado se encuentra en concentraciones elevadas también se observa sefal
en ausencia de analito, lo que puede indicar interacciones inespecificas. Por lo tanto, las
concentraciones seleccionadas fueron 2 mg/Ly 0,85 mg/L para el anticuerpo de capturay al
anticuerpo de revelado, respectivamente, al presentar ambas una diferencia de sefal
significativa respecto a los blancos.

El efecto de la concentracién de estreptavidina-HRP en el intervalo 0,125 a 2 mg/L, fue
investigado usando concentraciones constantes del resto de reactivos (Figura 13B). Se
observé que la intensidad de la sefal crece de acuerdo con la concentracién del reactivo de
revelado. La diferencia de sefal respecto al blanco fue adecuada usando una concentraciéon
de estreptavidina-HRP de 0,125 mg/L.

Estos resultados implican sensibilidades buenas para los reactivos seleccionados,
pudiéndose optimizar a futuro sus concentraciones para reducir las concentraciones de
anticuerpos y los costes asociados a estos.
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Figura 13. Optimizacion del inmunoensayo ELISA convencional: (A) Absorbancia en funcién de la
concentracién de anticuerpo de tapizado anti-B-Amiloide 1-42 y de anticuerpo de revelado anti-B-Amiloide
1-16; (B) Absorbancia en funcién de la concentraciéon de agente de revelado (HRP: peroxidasa de rabano
picante). Analito: péptido ABa2 a 5 pg/L. Nimero de replicas: 2.

25



Biosensado de biomarcadores para el cribado de la enfermedad de Alzheimer

4.4. Puesta a punto del método on-well microarray

La deteccion simultdnea de varios biomarcadores en una misma muestra se puede lograr
realizando ensayos en formato paralelo donde se dispensan alicuotas de la muestra a
compartimentos de una plataforma. En cada una de esas zonas diferenciadas, se disponen
cada uno de los reactivos que reconocen a cada uno de los biomarcadores, obteniendo una
respuesta diferenciada. Esta estrategia es la empleada en técnicas como ELISA con placas de
96 pocillos y SIMOA con cientos de nanopocillos. La aproximacion utilizada en este TFG
presenta una estrategia alternativa miniaturizada. Estd basada en el desarrollo de una
plataforma multiplexada donde se utiliza una Unica alicuota de la muestra que se dispensa
sobre el compartimento del ensayo, que contiene inmovilizado en formato de micromatriz los
diferentes reactivos de reconocimiento separados espacialmente en forma de puntos. En
concreto, el ensayo se realiza en el interior de los pocillos de una placa, denominandose
inmunoensayo en formato on-well.

El formato disefiado para este inmunoensayo se recoge en la Figura 14A, de manera que en
cada uno de los pocillos de una placa de 96 pocillos se ha dispensado los reactivos en una
matriz de 3 x 3 puntos (o spots) con un volumen de 50 nL. En la Figura 14B se puede observar
el resultado del inmunoensayo con el formato on-well. El sistema de revelado es colorimétrico
lo que permite detectar los puntos generados por este ensayo a simple vista o con sistema
de captacién de imagenes. A diferencia de los sistemas de revelado fluorescentes, el montaje
de deteccién es simple, evitando elementos épticos como ldmparas, filtros, etc.

A) e
bt Al
B) .

AL L LL 8

Figura 14. A) Descripcidon grafica del método on-well microarray. B) Ejemplo de una imagen digital
registrada tras realizar el inmunoensayo, observandose las matrices de puntos 3x3 en cada pocillo, cuya
intensidad es proporcional a la concentracion del biomarcador presente.

Con el objetivo de obtener respuestas detectables y reproducibles mediante el formato

miniaturizado de inmunoensayo se estudiaron nuevamente las concentraciones de los
reactivos, tomando como base las pautas establecidas en el formato ELISA.
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De manera que se realizd un ensayo de optimizacidon para el anticuerpo de captura
seleccionado para el péptido ABa4z, aAB42, imprimiendo la matriz a tres concentraciones en
el intervalo 0,5 a 5 mg/L usando tres replicas. Simultdneamente se probd el reactivo de
revelado estreptavidina-HRP en el intervalo 0 a 0,5 mg/L en tampdn de incubacién. Los
resultados del estudio de intensidad colorimétrica de la imagen digital obtenida de la placa
se muestran en la Figura 15. La sefal relativa al fondo del ensayo muestra un comportamiento
lineal para la concentracion de estreptavidina-HRP en el intervalo 0 a 0,11 mg/L. Por encima
de dicha concentracién, la respuesta es constante para luego descender ligeramente cuando
llega a 0,5 mg/mL. Este comportamiento puede ser producido bien por un efecto hook
motivado por la saturaciéon de los sistemas enzima sustrato, o bien por un efecto de
competencia por el sustrato. En cuanto a la concentracién del anticuerpo de tapizado, se
puede observar que las curvas producidas por las tres concentraciones estudiadas generan
trayectorias paralelas, mostrando una escasa mejora de la sefial a altas concentraciones. A
concentraciones cercanas a 0,1 mg/l de estreptavidina-HRP la sefial a las tres concentraciones
de anticuerpo es similar y distinta de los valores del blanco. Por tanto, la combinacién de 0,1
mg/L de reactivo de revelado y 0,5 de aAB42 permite obtener resultados sensibles para el
ensayo usando concentraciones de los reactivos minimas.
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Figura 15. Ensayo de optimizacion del método on-well microarray, mostrando la sefial relativa de los puntos

para el anticuerpo de captura anti-3-Amiloide 1-42 a tres concentraciones en funcién de la concentracion
de estreptavidina-HRP. Numero de replicas: 3.

4.5. Prestaciones del método on-well microarray

El estudio combinado de multiples biomarcadores permitird establecer con mayor confianza
la presencia de la EA. Por tanto, un formato multiplexado de ensayo es ventajoso en términos
de capacidad de trabajo porque ademas reduce el nimero de ensayos realizados y réplicas
por cada individuo.
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Se procedié a analizar la sensibilidad y el intervalo analitico de concentraciones del ensayo
para los biomarcadores de Alzheimer seleccionados. Para ello, se inmovilizaron los
anticuerpos de captura (3 réplicas) y se estudiaron las respuestas usando concentraciones de
ABuoy AB4; hasta 1 mg/L, recogidas en la Figura 16.
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Figura 16. Rectas de calibracion del método on-well microarray: A) péptido ABao y B) péptido AB42. LOD:
sefial asociada al limite de deteccion, obtenida a partir de 5 réplicas del blanco. Nimero de réplicas: 3.

La respuesta en el estudio péptido AB4 muestra un comportamiento lineal en el intervalo
estudiado, siendo el limite de deteccién (LOD) de este péptido de 0,01 pg/mL. De manera
que la sensibilidad de este ensayo es adecuada, dado que se encuentra muy por debajo del
intervalo de interés clinico de la enfermedad, entre 130 y 330 pg/mL (M. Y. Kim et al., 2016).
En cuanto al péptido ABu4y, la respuesta obtenida fue lineal hasta 1 mg/L. EI LOD obtenido fue
0,5 pg/mL. La sensibilidad fue vélida para su futura aplicacién clinica al encontrarse por
debajo del intervalo clinico reportado por la literatura, que es de 2y 30 pg/mL(M.Y.Kim et al.,
2016; Zecca et al., 2018).

La reproducibilidad del ensayo fue calculada realizando determinaciones replicadas de los
patrones. Las desviaciones estandar relativas fueron 16% para el ABsy y 15% para el ABa..
Teniendo en cuenta el caracter inicial de la investigacidn, estos valores se consideraron
adecuados para su aplicacién clinica.

Para determinar el correcto funcionamiento de un inmunoensayo multiplexado también es
necesario determinar que los anticuerpos usados no presenten reactividades cruzadas,
generando sefal inespecifica (falsos positivos). Con este objetivo se estudid la selectividad
de los anticuerpos elegidos frente a ambos péptidos.

El estudio de selectividad del formato multiplexado se realizé6 imprimiendo los tres
anticuerpos de captura seleccionados a una concentracion de 5 mg/L: anti-B-Amiloide 1-40,
anti-B-Amiloide 1-42 y anti-Tau; con tres replicas para cada reactivo. Estas matrices fueron
luego incubadas con diluciones del péptido ABsz en el intervalo 0,01 pg/mLa 1 mg/L. La sefial
relativa de las matrices para cada concentracion de ABg; esta representadas en la Figura 17.
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Figura 17. Formato multiplexado de ensayo para tres biomarcadores proteicos. A) Esquema de la
micromatriz 3x3. B) Ensayo de selectividad de los anticuerpos anti-3-Amiloide 1-40, anti-B-Amiloide 1-42 y
anti-Tau contra el péptido ABazen el intervalo 0,01 pg/mL a 1 mg/L. Numero de réplicas: 3.

Este formato multiplexado presentd una buena selectividad a concentraciones menores de
0,01 mg/L del péptido, detectando de manera especifica el péptido sélo cuando se
empleaba el anticuerpo aAB42. No obstante, a concentraciones mayores a 10° mg/L se
observo senal inespecifica del anticuerpo aAB40, llegando a solapar con la sefial de aAB42 a
concentraciones mayores de 0,01 mg/L. La reactividad cruzada no fue significativa en el
intervalo de concentraciones de interés clinico, ya que la sefal inespecifica fue menor al 5%.
Por tanto, a las concentraciones de trabajo, los anticuerpos pueden ser empleados en
formatos multiplexados de ensayo.

4.6. Determinacion de biomarcadores en sueros humanos

El efecto matriz hace referencia a las posibles interferencias que se pueden producir en un
inmunoensayo debido a la presencia de elementos bioldgicos, distintos del analito de interés,
presentes en la muestra. El efecto matriz puede afectar la precisién o la exactitud de los
resultados generados por el inmunosensor, por lo que se tomd como objetivo analizar este
efecto en el formato de inmunoensayo on-well antes de pasar a usar muestras bioldgicas.

Por tanto, se realizé un ensayo de caracterizacion del efecto matriz del plasma sanguineo en
el formato on-well, usando plasma de pacientes sanos. Con este propédsito se prepararon
diluciones de plasma en tampdn de incubacion en el intervalo de 0 a 95% (v/v), y se afiadié a
todas ellas la misma concentracién de péptido AB4.. Estas disoluciones dopadas con péptido
amiloide se incubaron sobre una placa impresa con tres concentraciones de anticuerpo de
captura aAB42 y tres replicas por concentracion. Los resultados de este ensayo se observan
en la Figura 18. La sefal relativa de las matrices presenta una curva sigmoidea con un punto
de inflexion entre 1y 10% (v/v) de plasma. De manera que, a concentraciones menores de
este punto la sefal del inmunoensayo es detectable, y a concentraciones mayores la sefal
disminuye y no se detecta la interaccion. Este comportamiento se puede explicar por la unién
inespecifica de las proteinas del plasma sanguineo, presentes en exceso, a los sitios de
reconocimiento del analito. De manera que la concentracién de plasma seleccionada para el
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inmunoensayo on-well se corresponde al intervalo 1y 10% (v/v), permitiendo un balance
entre la sefial del ensayo y el uso de la maxima concentracién de muestra posible. A pesar de
la dilucidon, dada la sensibilidad del método, éste resulta vélido para medir los analitos en las
muestras presentes en las concentraciones de interés.
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Figura 18. Estudio del efecto matriz del plasma sanguineo para el péptido ABs2. Numero de replicas: 3.

La siguiente etapa de verificacion del método fue la realizacién de ensayos de recuperacion
aplicado a muestras reales. Estos ensayos son cruciales en el desarrollo de pruebas
diagndstica, ya que permite evaluar la eficiencia con la que se pueden medir de manera
especifica biomarcadores en la matriz biolégica. El procedimiento implica dopar alicuotas de

muestra con cantidades conocidas de los analitos y realizar el ensayo, estimando qué
porcentaje del analito anadido pudo ser cuantificado.

Para ello, se seleccionaron 9 muestras de plasma de pacientes sanos recogidos en la Unidad
de Desordenes Cognitivos del Hospital Universitario y Politécnico La Fe. Se adicionaron

cantidades entre 1 mg/L y 0,1 pg/mL de cada uno de los péptidos a alicuotas de dichas
muestras, diluidas entre el 1y 10% (v/v) en medio PBST.

Los resultados de estos experimentos no fueron satisfactorios porque no se obtuvieron
respuestas reproducibles y/o detectables. La Figura 19 es un ejemplo de las imagenes
registradas con las muestras estudiadas. Se observaba una correcta identificacion cuando el
patron estaba en medio tampdn, para un amplio intervalo de concentraciones, pero los
registros no eran adecuados cuando el patrén estaba mezclado con el plasma de los
pacientes. Se realizaron ciertas variaciones en el método, tales como modificaciones en las
concentraciones de analito usadas y el porcentaje de plasma incluido. Cuando los
porcentajes de plasma eran bajos y las concentraciones de péptido altas, la respuesta era
reproducible. Sin embargo, no se logré obtener resultados favorables, para la determinacién
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de los marcadores en los niveles clinicos porque no se alcanzd la sensibilidad y
reproducibilidad requerida.

Figura 19.Imagenes obtenidas para disoluciones del péptido ABaz en el intervalo 0,1 pg/mL, a. A) Dilucién
en PBST. B) Dilucion en 5% (v/v) de plasma. 1: 1000 pg/L, 2: 100 pg/L, 3: 10 pg/L, 4: 1 pg/L, 5: 0,1 pg/L, 6:
0,01 pg/L.

Esta falta de reconocimiento cuando se utiliza plasma en lugar de medio tamponado se
interpretd por la presencia de:

Posible interaccion de los péptidos BA con proteinas del plasma debido a
interacciones hidrofébicas (Brazaca et al., 2020), compitiendo con los sitios de unién

.
.
.

de los anticuerpos del inmunoensayo.

Posible formacién de agregados de los péptidos amiloides también en condiciones
in vitro, lo que reduce el nimero de sitio disponibles para la interacciéon o debido a
variaciones en la conformacién del epitopo.

e
e
e

Para solucionar este problema, se proponen ciertos experimentos. Una aproximacion consiste
en anadir reactivos o modificaciones de las condiciones (pH, la temperatura y el tiempo de
incubacion) que favorezcan la ruptura de los posibles agregados entre los péptidos y/o con
proteinas del plasma. Otra accién seria reducir la complejidad de la matriz biol6gica mediante
tratamientos térmicos, didlisis o precipitacion.

En conclusidn, se requiere un estudio mas detallado de las variables de este ensayo utilizando
muestras de plasma para lograr un ensayo cuantitativo, es decir, que la respuesta sea
proporcional a la concentracién presente. No obstante, los resultados también han
demostrado que con las condiciones actuales de trabajo es posible el reconocimiento y
cuantificacién de los biomarcadores en medio tampdn. Esto es interesante como herramienta
aplicada a estudios de investigacién de marcadores en la EA.
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4.7. Andlisis comparativo de tecnologias

El ensayo ha demostrado ser capaz de detectar de forma individual y conjunta los
biomarcadores ABao y ABa4;, cuando estan presentes en medio tampdn. A pesar de que no se
ha logrado la aplicacién a muestras de plasma, se han identificado vias de mejora para
lograrlo. Por lo tanto, la siguiente actividad del presente TFG fue establecer el potencial de
este nuevo método, con fines diagndsticos, comparando las prestaciones estimadas para este
método frente las pruebas de diagndstico o de cribado o riesgo de la EA que usan
biomarcadores sanguineos descritas en la bibliografia o potencialmente disponibles.

En primer lugar, se comparé el formato convencional de ELISA dada su elevada relevancia en
la practica clinica de biomarcadores proteicos (Tabla 4). Ambos métodos presentan
operaciones similares para el usuario final. La gran ventaja del nuevo método es su alta
capacidad de trabajo y miniaturizacién, ya que, permite realizar mas ensayos por unidad de
superficie y un consumo menor de reactivos y muestra. La principal desventaja es el proceso
de fabricacién de las placas, que a diferencia del formato convencional requieren disponer
de un equipo de microdispensacidn. Pero esta limitacién es minima cuando se consideran las
técnicas de fabricacién masivas actuales.

Tabla 4. Comparativa de las prestaciones de los métodos ensayados en el TFG aplicados al diagnéstico de
EA en muestras de plasma sanguineo.

ELISA ON-WELL MICROARRAY
Biomarcador 1 Biomarcador 2
Biomarcador . .- Pl
: 2 &S — e
onmmllrcado"r N LAX A
Esquema del
ensayo
Numero de
ensayos 96 por placa 864 (96x9) por placa
Reactivos por . AT
e 1 (x1 replica) 3 (x3 réplicas)
Volumen de .
anticuerpo 50 pL por pocillo 0.04 pL por spot
Volumen de . .
muestra 50 pL por pocillo 25 pL por pocillo

En la Tabla 5, se recogen otras pruebas diagndsticas, comparando sus prestaciones, asi como
las bases de sus métodos de deteccion. Destacan las técnicas de espectrometria de masas o
inmunoensayos de alta sensibilidad para la determinacidn de los péptidos ABao y AB42. En
particular, la prueba PrecivityAD (C2N Diagnostics) basada en espectometria de masas
obtuvo la denominacién de breakthorugh device designation por la FDA y aprobacién por
parte de la Clinical Laboratory Improvement Amendments (CLIA).
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Tabla 5. Comparativa de pruebas diagnésticas recientes para la deteccién de marcadores sanguineos en la
enfermedad de Alzheimer

PRUEBA MARCADOR METODO DE VENTAJAS LIMITACIONES ESTADO DE REF
DETECCION APROBACION
Inmunoensayo Alta correlacién con . Py - Pendiente por la (Ashton etal.,
ALZpath pTau217 SIMOA patologfas tau y BA Requiere validacién adicional FDAy EMA 2024)
i - ) (Gonzal
Proteina tau Alta sens.lb.llldad y -Disponibilidad limitada Pendiente por la ot aT_nzao;;
. . selectividad K . L, FDAy EMA P EEL
AlzTau oligomerizada Inmunoensayo . ; - -Estudiado sélo en poblacién . Guzmén-
-Permite el diagnéstico N - (comerciado en Marth
en plaquetas chilenay caucasica . artinez
temprano Chile) etal., 2019)
-Requiere validacién
Complutense Auto- Péptidos Halo-Tag en Resultados en 2 horas adicional Pendiente por la (Valverde
de Madrid anticuerpos beads magnéticas -problemas con la estabilidad EMA etal., 2021)
de las proteinas
-Requiere equipacion de
AD-Detect ) -Alta sensibilidad en la especometria de masas
. Le Espectometria de - -No se considera como una No aprobado por Questdiagno
(Diagnositic ABa42/ABao deteccion de los ; . -
masas marcadores prueba diagnéstica la FDA stics.com
Quest) Venta exclusiva a personal
médico
PrecivityAD q - Alta correlacién con —Eleyado coste REEHEHD e |
Espectometria de s -Requiere validacién FDA (Kirmess
(C2N ABu2/ABuy tau amiloidosis =
. . masas ) . adicional Aprobado por la etal, 2021)
Diagnostics) -Usado a nivel clinico CLIA
- Alta correlacién con
TOHOKU Inmunoensayo de amiloidosis Requiere de equipacion s |
research ABa2/ABao alta sensibilidad -Ensayo automatizado especifica (Sysmex HISCL- No aprobado ( %Ze;)a N
intitute automatizado -Equipacién disponible 500)
en ambito clinico
-Alta correlacion con la
2 mEnEEe s Proximity extension EA Pendiente por la i tal
. . oa iang et al.,
PlasmarkAD proteicos assay (PEA) Femitio dleleiésiss En proceso de validacion  £p 'Epa |y NMPA 2024)
prop temprano

La tecnologia SIMOA (array ultrasensible de molécula Unica) presenta gran interés. Esta
técnica realiza inmunoensayos mediante el uso de beads magnéticas recubiertas de
anticuerpos en una plataforma de matrices de nanopocillos. Ha permitido la deteccién de la
amiloidosis cerebral mediante la cuantificacién de los péptidos en plasma sanguineo (De
Meyer et al., 2020; Marcucci & Kleiman, 2021). Asimismo, otros autores reportan la deteccién
especifica de p-tau181 elevado en plasma, medido por SIMOA con una alta precision para
detectar la EAy diferenciarla de otras patologias (Teunissen et al., 2022). En particular destaca
la prueba ALZpath por su alto valor predictivo (Ashton et al., 2024).

No obstante, ninguna de estas pruebas ha recibido la aprobacién oficial por parte de los
organismos de regulacion de productos médicos usados como referencia, la FDA y la EMA.
Ademas, presentan todavia una disponibilidad limitada, requieren de personal especializado
y validaciéon adicional o presentan costes elevados, en especial las basades en espectrometria
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o SIMOA. Estos son los aspectos en los que el nuevo método on-well microarray presenta
ventajas competitivas.

En cualquier caso, queda de manifiesto que el desarrollo y aprobaciéon de pruebas
diagnésticas sencillas para la EA usando muestras sanguineas se encuentra atn en fase de
investigaciéon. Algunos autores prevén que la aplicacidn clinica masiva utilizando dispositivos
tipo POC, como el del presente TFG, es compatible con la rutina de trabajo en clinicas
especializadas y centros de atencidn primaria (Teunissen etal., 2022). El modelo de
diagndstico basado en un cribado poblacional utilizando marcadores sanguineos permitiria
descartar pacientes con bajo riesgo para la EA, reduciendo los costes asociados a las pruebas
de puncién lumbar y tipo PET. Ademas, posiblemente, evitaria el diagndstico tardio de la
enfermedad al realizarse de forma mas frecuente.
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5. CONCLUSIONES

Este trabajo fin de grado ha contribuido en el desarrollo de una tecnologia de biosensado
que permite obtener datos sobre los péptidos B-amiloides ABaoy AB4> que son reconocidos
biomarcadores asociados a la enfermedad de Alzheimer y relacionarlos con el diagnéstico y
prondstico de la enfermedad a partir de muestras de plasma sanguineo.

Respecto a la consecucidén de los objetivos parciales, se han llegado a las siguientes
conclusiones:
8 Se eligio la ratio AB4/ABs como biomarcador temprano de la EA en plasma
sanguineo.

sse
oee
sse

Se desarrollaron dos inmunoensayos para la deteccion de ambos péptidos, en un
formato de micromatriz on-well en placas de 96 pocillos con transduccién éptica
mediante observacién directa o con cdmaras digitales.

sss
LT
sss

Se establecié la correcta adsorcion de los anticuerpos de captura y de los procesos
de reconocimiento biomolecular. Se confirmdé que el ensayo es selectivo,
reproducible y proporcional para un amplio intervalo de concentraciones. Sin
embargo, se requiere mayor experimentaciéon para su aplicacién a muestras de
plasma sanguineo y discriminaciéon entre pacientes de EA e individuos con otras
neuropatologias o sanos.

sse
sen
sse

Se ha estudiado el potencial de este nuevo método basado en inmunoensayos
integrados para su implementacion en el sistema sanitario, demostrando sus
prestaciones competitivas frente a otras tecnologias actuales.

Todo este trabajo fue llevado al XVII Workshop on Sensors and Molecular Recognition,
Valencia junio 2024, en una comunicacion con formato péster (ANEXO ).

35



Biosensado de biomarcadores para el cribado de la enfermedad de Alzheimer

6.

10.

BIBLIOGRAFIA

Alvarez-Sédnchez, L., Pefia-Bautista, C., Ferré-Gonzélez, L., Cubas, L., Balaguer, A.,
Casanova-Estruch, B., Baquero, M., & Chéfer-Pericas, C.(2023). Early Alzheimer’s Disease
Screening Approach Using Plasma Biomarkers. International Journal of Molecular
Sciences, 24(18). https://doi.org/10.3390/ijms241814151

Ashton, N. J., Brum, W. S., Molfetta, G. Di, Benedet, A. L., Arslan, B., Jonaitis, E.,
Langhough, R. E., Cody, K., Wilson, R., Carlsson, C. M., Vanmechelen, E., Montoliu-Gaya,
L., Lantero-Rodriguez, J., Rahmouni, N., Tissot, C., Stevenson, J., Servaes, S., Therriault, J.,
Pascoal, T., ... Zetterberg, H. (2024). Diagnostic Accuracy of a Plasma Phosphorylated Tau
217 Immunoassay for Alzheimer Disease Pathology. JAMA Neurology, 81(3), 255-263.
https://doi.org/10.1001/jamaneurol.2023.5319

Behl, C. (2023). Alzheimer's Disease Research. Springer International Publishing.
https://doi.org/10.1007/978-3-031-31570-1

Berrade, L., Garcia, A. E.,, & Camarero, J. A. (2011). Protein microarrays: Novel
developments and applications. En Pharmaceutical Research (Vol. 28, Numero 7, pp.
1480-1499). https://doi.org/10.1007/s11095-010-0325-1

Brazaca, L. C., Sampaio, |., Zucolotto, V., & Janegitz, B. C. (2020). Applications of
biosensors in Alzheimer’s disease diagnosis. En Talanta (Vol. 210). Elsevier B.V.
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2019.120644

Breijyeh, Z., & Karaman, R. (2020). Comprehensive Review on Alzheimer's Disease:
Causes and Treatment. En Molecules (Vol. 25, Ndmero 24). MDPI
https://doi.org/10.3390/MOLECULES25245789

Bun, S., Ito, D., Tezuka, T., Kubota, M., Ueda, R., Takahata, K., Moriguchi, S., Kurose, S.,
Momota, Y., Suzuki, N., Morimoto, A., Hoshino, Y., Seki, M., Mimura, Y., Shikimoto, R,
Yamamoto, Y., Hoshino, T., Sato, Y., Tabuchi, H., & Mimura, M. (2023). Performance of
plasma A B42/40, measured using a fully automated immunoassay, across a broad
patient population in identifying amyloid status. Alzheimer’ s Research and Therapy,
15(1). https://doi.org/10.1186/513195-023-01296-5

Colvin, M. T, Silvers, R., Ni, Q. Z., Can, T. V., Sergeyev, |., Rosay, M., Donovan, K. J., Michael,
B., Wall, J., Linse, S., & Griffin, R. G. (2016). Atomic Resolution Structure of Monomorphic
A 342 Amyloid Fibrils. Journal of the American Chemical Society, 138(30), 9663-9674.
https://doi.org/10.1021/jacs.6b05129

De Meyer, S., Schaeverbeke, J. M., Verberk, I. M. W., Gille, B., De Schaepdryver, M.,
Luckett, E. S., Gabel, S., Bruffaerts, R.,, Mauroo, K., Thijssen, E. H., Stoops, E.,
Vanderstichele, H. M., Teunissen, C. E., Vandenberghe, R., & Poesen, K. (2020).
Comparison of ELISA- and SIMOA-based quantification of plasma A B ratios for early
detection of cerebral amyloidosis. Alzheimer’ s Research and Therapy, 12(1).
https://doi.org/10.1186/s13195-020-00728-w

Dubois, B., Villain, N., Frisoni, G. B., Rabinovici, G. D., Sabbagh, M., Cappa, S., Bejanin, A.,
Bombois, S., Epelbaum, S., Teichmann, M., Habert, M. O., Nordberg, A., Blennow, K.,
Galasko, D., Stern, Y., Rowe, C. C,, Salloway, S., Schneider, L. S., Cummings, J. L., &
Feldman, H. H.(2021). Clinical diagnosis of Alzheimer’s disease: recommendations of the

36



TFG lker Plazas Gémez

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

International Working Group. En The Lancet Neurology (Vol. 20, Nimero 6, pp. 484-496).
Lancet Publishing Group. https://doi.org/10.1016/S1474-4422(21)00066-1

Ellison, D., Love, S., Chimelli, L., N. Harding, B., S. Lowe, J., & V. Vinters, H. (2013).
Neuropathology A reference text of CNS pathology.

Forte, A., Lara, S., Pefia-Bautista, C., Baquero, M., & Chéfer-Pericas, C. (2024). New
approach for early and specific Alzheimer disease diagnosis from different plasma
biomarkers. Clinica Chimica Acta, 556. https://doi.org/10.1016/j.cca.2024.117842
Garcia-Morales, V., Gonzalez-Acedo, A., Melguizo-Rodriguez, L., Pardo-Moreno, T,
Costela-Ruiz, V. J., Montiel-Troya, M., & Ramos-Rodriguez, J. J. (2021a). Current
understanding of the physiopathology, diagnosis and therapeutic approach to
alzheimer's  disease. En  Biomedicines (Vol. 9, Numero 12). MDPIL
https://doi.org/10.3390/biomedicines?121910

Garcia-Morales, V., Gonzéalez-Acedo, A., Melguizo-Rodriguez, L., Pardo-Moreno, T,
Costela-Ruiz, V. J., Montiel-Troya, M., & Ramos-Rodriguez, J. J. (2021b). Current
understanding of the physiopathology, diagnosis and therapeutic approach to
alzheimer's  disease. En Biomedicines (Vol. 9, Numero 12). MDPI.
https://doi.org/10.3390/biomedicines?121910

Gonzélez, A., Guzmén - Martinez, L., & Maccioni, R. B.(2022). Novel AD biomarker based
on platelets tau: Expanding to plasma detection. Alzheimer’ s & Dementia, 18(S5).
https://doi.org/10.1002/alz.063854

Grupo de Neurologia Cognitiva de la Sociedad Valenciana de Neurologia. (2017). Guia
de manejo préctico de la enfermedad de Alzheimer.

Guzman-Martinez, L., Tapia, J. P, Farias, G. A., Gonzélez, A., Estrella, M., & MacCioni, R. B.
(2019). The Alz-tau Biomarker for Alzheimer’s Disease: Study in a Caucasian Population.
Journal of Alzheimer’s Disease, 67(4), 1181-1186. https://doi.org/10.3233/JAD-180637
Herrup, K. (2015). The case for rejecting the amyloid cascade hypothesis. Nature
Neuroscience, 18(6), 794-799. https://doi.org/10.1038/nn.4017

Jain, A. P, & Sathe, G.(2021). Proteomics landscape of alzheimer’s disease. En Proteomes
(Vol. 9, Numero 1, pp. 1-18). MDPI AG. https://doi.org/10.3390/proteomes?010013
Jiang, Y., Uhm, H., Ip, F. C., Ouyang, L., Lo, R. M. N., Cheng, E. Y. L., Cao, X., Tan, C. M. C,,
Law, B. C. H., Ortiz-Romero, P, Puig-Pijoan, A., Fernandez-Lebrero, A., Contador, J., Mok,
K. Y., Hardy, J., Kwok, T. C. Y., Mok, V. C. T., Suarez-Calvet, M., Zetterberg, H., ... Ip, N. Y.
(2024). A blood-based multi-pathway biomarker assay for early detection and staging of
Alzheimer’s disease across ethnic groups. Alzheimer’s and Dementia, 20(3), 2000-2015.
https://doi.org/10.1002/alz.13676

Jumper, J., Evans, R, Pritzel, A., Green, T., Figurnov, M., Ronneberger, O,
Tunyasuvunakool, K., Bates, R., Zidek, A., Potapenko, A., Bridgland, A., Meyer, C., Kohl, S.
A. A, Ballard, A. J., Cowie, A., Romera-Paredes, B., Nikolov, S., Jain, R., Adler, J., ...
Hassabis, D. (2021). Highly accurate protein structure prediction with AlphaFold. Nature,
596(7873), 583-589. https://doi.org/10.1038/s41586-021-03819-2

Kim, H. J., Kim, H., Park, D., Yoon, D. S., San Lee, J., & Hwang, K. S. (2023). Plasma-based
diagnostic and screening platform using a combination of biosensing signals in
Alzheimer's disease. Biosensors and Bioelectronics, 230.
https://doi.org/10.1016/j.bi0s.2023.115246

37



Biosensado de biomarcadores para el cribado de la enfermedad de Alzheimer

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

Kim, K., Kim, M. J., Kim, D. W., Kim, S. Y., Park, S., & Park, C. B. (2020). Clinically accurate
diagnosis of Alzheimer’s disease via multiplexed sensing of core biomarkers in human
plasma. Nature Communications, 11(1). https://doi.org/10.1038/s41467-019-13901-z
Kim, M. Y., Kim, K. N., Cho, H. M., Lee, D. J., & Cho, D. Y. (2016). Reference intervals for
plasma Amyloid B in Korean adults without cognitive impairment. En Annals of
Laboratory Medicine (Vol. 36, Numero 6, pp. 595-598). Seoul National University, Institute
for Cognitive Science. https://doi.org/10.3343/alm.2016.36.6.595

Kirmess, K. M., Meyer, M. R., Holubasch, M. S., Knapik, S. S., Hu, Y., Jackson, E. N.,
Harpstrite, S. E., Verghese, P. B., West, T., Fogelman, I., Braunstein, J. B., Yarasheski, K. E.,
& Contois, J. H. (2021). The PrecivityADTM test: Accurate and reliable LC-MS/MS assays
for quantifying plasma amyloid beta 40 and 42 and apolipoprotein E proteotype for the
assessment of brain amyloidosis. Clinica Chimica Acta, 519, 267-275.
https://doi.org/10.1016/j.cca.2021.05.011

Knopman, D. S., Amieva, H., Petersen, R. C., Chételat, G., Holtzman, D. M., Hyman, B. T.,
Nixon, R. A., & Jones, D. T. (2021). Alzheimer disease. Nature Reviews Disease Primers,
7(1). https://doi.org/10.1038/s41572-021-00269-y

Lattanzi, V., Andr, |., Gasser, U., Dubackic, M., Olsson, U., & Linse, S. (2021). Amyloid 8 42
fibril structure based on small-angle scattering.
https://doi.org/10.1073/pnas.2112783118/-/DCSupplemental

Lei, P, Ayton, S., & Bush, A. . (2021). The essential elements of Alzheimer’s disease. En
Journal of Biological Chemistry (Vol. 296). American Society for Biochemistry and
Molecular Biology Inc. https://doi.org/10.1074/jbc.REV120.008207

Li, P, Lee, G. H., Kim, S.Y.,, Kwon, S. Y., Kim, H. R., & Park, S. (2021). From Diagnosis to
Treatment: Recent Advances in Patient-Friendly Biosensors and Implantable Devices. En
ACS Nano (Vol. 15, Numero 2, pp. 1960-2004). American Chemical Society.
https://doi.org/10.1021/acsnano.0c06688

Mahaman, Y. A. R., Embaye, K. S., Huang, F., Li, L., Zhu, F.,, Wang, J. Z,, Liu, R., Feng, J., &
Wang, X. (2022). Biomarkers used in Alzheimer's disease diagnosis, treatment, and
prevention. En Ageing Research Reviews (Vol. 74). Elsevier Ireland Ltd.
https://doi.org/10.1016/j.arr.2021.101544

Marcucci, V., & Kleiman, J. (2021). Biomarkers and Their Implications in Alzheimer's
Disease: A Literature Review. Exploratory Research and Hypothesis in Medicine,
000(000), 000-000. https://doi.org/10.14218/erhm.2021.00016

Musiek, E. S., & Holtzman, D. M. (2015). Three dimensions of the amyloid hypothesis:
Time, space and «wingmen». En Nature Neuroscience (Vol. 18, Nimero 6, pp. 800-806).
Nature Publishing Group. https://doi.org/10.1038/nn.4018

Pais, M. V., Forlenza, O.V., & Diniz, B. S.(2023). Plasma Biomarkers of Alzheimer’s Disease:
A Review of Available Assays, Recent Developments, and Implications for Clinical
Practice. Journal of Alzheimer's Disease Reports, 7(1), 355-380.
https://doi.org/10.3233/adr-230029

Petryayeva, E., & Algar, W. R. (2015). Toward point-of-care diagnostics with consumer
electronic devices: The expanding role of nanoparticles. En RSC Advances (Vol. 5,
Numero 28, Pp. 22256-22282). Royal Society of Chemistry.
https://doi.org/10.1039/c4ra15036h

38



TFG lker Plazas Gémez

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

Porsteinsson, A. P, Isaacson, R. S., Knox, S., Sabbagh, M. N., & Rubino, I. (2021). Diagnosis
of Early Alzheimer’s Disease: Clinical Practice in 2021. En Journal of Prevention of
Alzheimer's Disease (Vol. 8, Numero 3, pp. 371-386). Serdi-Editions.
https://doi.org/10.14283/jpad.2021.23

Scheltens, P, De Strooper, B., Kivipelto, M., Holstege, H., Chételat, G., Teunissen, C. E.,
Cummings, J., & van der Flier, W. M. (2021a). Alzheimer’s disease. En The Lancet (Vol.
397, Numero 10284, pp. 1577-1590). Elsevier B.V. https://doi.org/10.1016/S0140-
6736(20)32205-4

Scheltens, P, De Strooper, B., Kivipelto, M., Holstege, H., Chételat, G., Teunissen, C. E.,
Cummings, J., & van der Flier, W. M. (2021b). Alzheimer’s disease. En The Lancet (Vol.
397, Numero 10284, pp. 1577-1590). Elsevier B.\V. https://doi.org/10.1016/S0140-
6736(20)32205-4

Sims, R, Hill, M., & Williams, J. (2020). The multiplex model of the genetics of Alzheimer’s
disease. En Nature Neuroscience (Vol. 23, Numero 3, pp. 311-322). Nature Research.
https://doi.org/10.1038/s41593-020-0599-5

Stevenson-Hoare, J., Heslegrave, A., Leonenko, G., Fathalla, D., Bellou, E., Luckcuck, L.,
Marshall, R., Sims, R., Morgan, B. P, Hardy, J., De Strooper, B., Williams, J., Zetterberg, H.,
& Escott-Price, V. (2023). Plasma biomarkers and genetics in the diagnosis and prediction
of Alzheimer’s disease. Brain, 146(2), 690-699. https://doi.org/10.1093/brain/awac128
Teunissen, C. E., Verberk, I. M. W,, Thijssen, E. H., Vermunt, L., Hansson, O., Zetterberg, H.,
van der Flier, W. M., Mielke, M. M., & del Campo, M. (2022). Blood-based biomarkers for
Alzheimer’s disease: towards clinical implementation. En The Lancet Neurology (Vol. 21,
Numero 1, pp. 66-77). Elsevier Ltd. https://doi.org/10.1016/S1474-4422(21)00361-6
Valverde, A., Montero-Calle, A., Arévalo, B., San Segundo-Acosta, P.,, Serafin, V., Alonso-
Navarro, M., Solis-Ferndndez, G., Pingarrén, J. M., Campuzano, S., & Barderas, R. (2021).
Phage-Derived and Aberrant HaloTag Peptides Immobilized on Magnetic Microbeads
for Amperometric Biosensing of Serum Autoantibodies and Alzheimer's Disease
Diagnosis. Analysis and Sensing, 1(4), 161-165.
https://doi.org/10.1002/anse.202100024

Wingren, C., & Borrebaeck, C. A. K. (2009). Antibody-based microarrays. En Methods in
molecular biology (Clifton, N.J.) (Vol. 509, pp. 57-84). https://doi.org/10.1007/978-1-
59745-372-1_5

Zarei, M. (2017). Portable biosensing devices for point-of-care diagnostics: Recent
developments and applications. En TrAC - Trends in Analytical Chemistry (Vol. 91, pp. 26-
41). Elsevier B.V. https://doi.org/10.1016/j.trac.2017.04.001

Zecca, C., Tortelli, R., Panza, F., Arcuti, S., Piccininni, M., Capozzo, R., Barulli, M. R., Barone,
R., Cardinali, R., Abbrescia, D., Seripa, D., Brescia, V., & Logroscino, G. (2018). Plasma 8 -
amyloid 1-42 reference values in cognitively normal subjects. Journal of the
Neurological Sciences, 391, 120-126. https://doi.org/10.1016/j.jns.2018.06.006

39



Biosensado de biomarcadores para el cribado de la enfermedad de Alzheimer

ANEXO 1.

On-Well array immunoassay: an alternative to 96-well
ELISA for biomarker quantification in biofluids
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