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RESUMEN

Las enfermedades neurodegenerativas se consideran proteinopatias, por
asociarse al acumulo de proteinas mal plegadas, que inicialmente provocan
disfuncion y finalmente muerte celular, afectando principalmente a las células del
encéfalo. De la localizacion de la proteinopatia dependen las manifestaciones
clinicas y las caracteristicas fenotipicas de la enfermedad. Dado que las células de
la piel comparten el origen ectodérmico de las células del tejido nervioso, podrian
compartir un patrén similar de expresion de proteinas. Con el planteamiento de
encontrar la expresion de las proteinopatias que caracterizan en el encéfalo a la
enfermedad de Alzheimer (EA), la enfermedad de Parkinson (EP) y la paralisis

supranuclear progresiva (PSP) en la piel, realizamos la presente investigacion.

OBJETIVOS

Demostrar la presencia por inmunohistoquimica e inmunofluorescencia de
las proteinas Tau y a-sinucleina en la piel de pacientes con alguna de las
siguientes enfermedades neurodegenerativas: EA, EP y PSP, compararlas con un
grupo de pacientes con demencia no neurodegenerativa (DND) y contra una

poblacién control aparentemente sana de caracteristicas demograficas similares.

SUJETOS Y METODOS

Con la técnica de inmunohistoquimica se utilizaron anticuerpos dirigidos
contra dos formas fosforiladas de la proteina Tau, una que se expresa tanto en
tejido cerebral sano como enfermo, denominada PHF; y una segunda forma que se
expresa predominantemente en tejido cerebral enfermo, denominada AT8; y contra
la proteina a-sinucleina en biopsias de piel. Se incluyeron en el estudio 20 pacientes
con EA, 17 con EP, 10 con PSP, 12 con DND y dos grupos de controles sanos (CS),
demograficamente comparables. Se obtuvo una biopsia de piel a nivel retroauricular
de cada uno de los pacientes, y la inmunopositividad a cada una de la proteinas de
interés se analiz6 digitalmente en microfotografias obtenidas de los tejidos

procesados inmunohistoquimicamente. Para corroborar la identidad de las



proteinas se utilizé ademas la técnica de Western-blot en tejido cerebral humano,
en cerebro de rata y en piel humana.

RESULTADOS

En la epidermis de sujetos con EA, EP y PSP se demostré una
inmunopositividad significativamente mayor a p-Tau (AT8) en comparacién con los
grupos de DND y CS. La inmunopositividad de a-sinucleina fue significativamente
mayor en el grupo de pacientes con EP en relacion a los demas grupos.

CONCLUSIONES

Demostramos la presencia de proteina Tau en la piel de pacientes con las
enfermedades reconocidas como taupatias (EA, PSP) asi como en EP. Ademas, la
mayor presencia a-sinucleina en la piel de pacientes con EP la distingue del resto
de los grupos estudiados. Este procedimiento puede ser un biomarcador de apoyo

diagndstico en vida para los pacientes con enfermedades neurodegenerativas.
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INTRODUCCION
Las enfermedades neurodegenerativas son denominadas actualmente

también proteinopatias y aunque el principal factor de riesgo para padecerlas es la



edad, intervienen en su presentacion indudablemente tanto la genética (con
mutaciones que se han asociado a estos padecimientos) como el ambiente (trauma,
pesticidas, herbicidas, infecciones, beber agua de pozo). El ambiente, a través de
una serie de modificaciones postraduccionales y  mediante mecanismos
epigenéticos puede conducir a modificaciones proteicas, provocando la produccion
de polipéptidos anormales, que al plegarse forman polimeros fibrilares. Estos
polimeros al acumularse forman en ocasiones, cuerpos de inclusion y entre ambos
(fibrillas y cuerpos de inclusion) probablemente favorezcan la muerte celular (1).

La complejidad de las enfermedades neurodegenerativas estriba en que
abarcan un abanico de posibilidades en su expresion fenotipica; pueden ser desde
puramente genéticas (como la enfermedad de Huntington) hasta las totalmente
dependientes del ambiente (como la demencia pugilistica); sin embargo, la mayoria
dependeran de la interaccion entre la genética y el medio ambiente, teniendo como
mediador a la epigenética. En su semiologia se manifiestan con una gama de
sintomas y signos, que en ocasiones nos llevan a confundir diagnésticos (la
Enfermedad de Parkinson con la paralisis supranuclear progresiva, por ejemplo).
Hay autores que proponen que enfermedades consideradas hasta ahora diferentes
en realidad pueden corresponder a una misma patologia (Enfermedad de Parkinson
y Demencia por Cuerpos de Lewy) (2).

La fisiopatologia de las enfermedades neurodegenerativas es semejante a
nivel celular; la transformacién de una proteina que era util y funcional a una mal
conformada, insoluble, toxica, que lleva finalmente a la disfuncién y muerte celular,
con ello afectando estructuras corticales, subcorticales, nucleos de la base, tallo
cerebral, médula espinal e incluso al sistema nervioso periférico, y, lo mas
interesante y el porqué de nuestra investigacion, puede localizarse incluso en otros
tejidos como el corazdn, tubo digestivo y desde luego a la piel. Se ha planteado
gue pueden ser enfermedades sistémicas, lo que permitiria explicar la presencia de
las alteraciones cardiovasculares, gastrointestinales y cutaneas que manifiestan.

Gracias a la identificacion de defectos genéticos se comienzan a dilucidar los
mecanismos moleculares de la etiologia de las enfermedades neurodegenerativas

tales como la enfermedad de Alzheimer (EA), la enfermedad de Parkinson (EP), la

10



demencia de cuerpos de Lewy (DCL), la demencia lobar fronto-temporal (DLFT), la
esclerosis lateral amiotréfica (ELA), la enfermedad de Huntington (EH) y las
enfermedades por priones (EPP) entre otras; todas estas patologias se caracterizan
por ser proteinopatias, y ser genéticamente complejas. En ellas se suman la carga
genética mendeliana y factores epigenéticos que la modifican, inducidos por
cambios ambientales (trauma craneal, educacion, nutricion, exposicion a toxicos)
que haran manifiesta una enfermedad (3,4).

Los cuadros clinicos de las enfermedades neurodegenerativas expresan el
sitio del dafo: bulbo olfatorio (anosmia), alteraciones en el animo (sistema limbico),
pérdida de la memoria reciente (hipocampo), alteraciones en el movimiento (nucleos
de la base), problemas de lenguaje (corteza frontal y temporal izquierda) etc.. Son
enfermedades cronicas (meses a afos de duracion), incapacitantes, progresivas y
llevan a la muerte a quien las padece. Si bien la muerte sobrevendra entre afios y
décadas después del inicio de la enfermedad, sera el resultado de la pérdida
neuronal progresiva que esta ocurriendo en el paciente (5) o de complicaciones

provocadas por ésta.

1.1 Plegamiento anormal y principales proteinas participantes en las
enfermedades neurodegenerativas

La secuencia de decenas o hasta cientos de aminoacidos que conforma la
estructura primaria de una proteina es traducida por el ARN mensajero y contiene
en si misma la informacién para plegarse en una estructura tridimensional compleja,
precisa y unica, que determina su funcionalidad. El ordenamiento de la cadena
primaria en estructuras secundarias tales como hélices a y laminas 3, la formacion
de la estructura terciaria y el ensamblaje de varios polipéptidos en una estructura
cuaternaria, es un proceso favorecido por las fuerzas de atraccion entre los grupos
funcionales que constituyen al polipéptido. El establecimiento de enlaces v,
principalmente, de un gran numero de interacciones no-covalentes e hidrofobas,
define una estructura final de baja energia en la que la proteina permanecera hasta
su degradacion. Esta conformacion podra variar de manera reversible al modificarse

la estructura en uno o varios sitios, ya sea por la unién de una molécula (fosforo: P),
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como es el caso de la fosforilacion, o de numerosos factores alostéricos que
modificaran la actividad enzimatica. Aunque para cada enfermedad
neurodegenerativa sobresale una proteina anormal, pueden converger en un
padecimiento varias proteinas patdgenas. De manera interesante, la produccion
proteica mantiene un control de calidad a nivel celular.

Los padecimientos neurodegenerativos en general se caracterizan ademas
de la agregacion de proteinas plegadas de manera defectuosa, por una distribucion
en diferentes regiones del encéfalo que suelen seguir un patrén especifico para
cada padecimiento, lo que suele conducir a un fenotipo clinico. Estos agregados
proteicos consiguen escapar a los mecanismos de degradacion de proteinas
anomalas y disparan una serie de efectos neurotoxicos, entre los que se encuentran
disfuncion sinaptica y/o de los organelos celulares (mitocondrias, lisosomas) y del
citoesqueleto, favoreciendo una respuesta inflamatoria que conduce finalmente a la
muerte celular. Se pensaba que la formacion de estos agregados era de manera
totalmente independiente en distintas regiones cerebrales; sin embargo,
recientemente se han encontrado evidencias que apoyan la hipotesis de que los
agregados proteicos se diseminan entre las células del sistema nervioso de manera
similar a las proteinas prionicas, por lo que se les ha relacionado a ellas y cada vez
es mas fuerte la evidencia de que se comportan en forma similar (6-9).

Recientemente, el concepto de que el plegado anormal de proteinas pueda
ser en realidad un evento beneficioso para la célula ha sido apoyado
experimentalmente. Lo que hasta el momento se han denominado “agregados de
proteinas mal plegadas” pudieran ser en realidad inclusiones celulares de proteinas
que, al alterar su conformacion en respuesta a un estimulo, inician una respuesta al
estrés formando complejos de union al ARN, secuestrando mARN y proteinas con
el fin de proteger a la célula mediante la modificacion del proteoma (10). El
descubrimiento de que varias proteinas participantes en enfermedades
neurodegenerativas sean proteinas de unidén a acidos nucleicos, como TDP43
(proteina de union TAR (elemento regulatorio del transactivador Tat dependiente
del ARN) al ADN) y FUS (proteina de unién al sarcoma), condujo a considerar el

plegamiento anormal de proteinas como un posible mecanismo de proteccion
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celular. Un grupo de proteinas denominadas chaperoninas se localizan en la
cercania del sitio de sintesis del polipéptido a fin de evitar su plegamiento anémalo
y por tanto tienen efectos protectores a nivel celular (11).

Las proteinopatias mejor estudiadas son las taupatias, amiloidopatias y
sinucleopatias, y entre ellas se encuentran las que se estudian en este trabajo y que
se observan en EA, EP y PSP, por lo que se detallaran a continuacion las
caracteristicas de la proteinas Tau, a-sinucleina y -amiloide.

La proteina Tau es una proteina conformada por 459 aminoacidos, también
denominada tau asociada a los microtubulos o también proteina tau de filamentos
helicoidales pareados (PHF). Su funcion esta relacionada a mantener la polaridad
neuronal, formar parte del citoesqueleto celular uniéndose a los microtubulos en su
terminal C y a la membrana neuronal con su terminal N. Tiene seis isoformas que
difieren una de la otra por la ausencia o presencia de alguno de sus 4 exones. La
fosforilacion de Tau puede ocurrir en varios de sus residuos de serina (S-P) o
treonina (S-T); puede facilitar el plegamiento y la formacién laminar beta, que de
tornarse irreversible facilitara la formacidn de las marafias neurofibrilares
caracteristicas de la EA (12). Tau en su isoforma mas larga contiene 35 treoninas,
45 serinas y 5 tirosinas, permitiendo que hasta un 20 % del total de la proteina
pueda ser fosforilada. Ensayos de inmunotincion en tejido cerebral humano han
permitido marcar mediante anticuerpos dependientes de fosforilaciéon epitopes
fosforilados tales como PHF (epitope pS396/pS404) y AT8 (dirigidos a los epitopes
pS199/pT205 y pS262), revelando la agregacion proteica y la citotoxicidad en las
taupatias (13). En la EA, la patologia de tau se asocia al deterioro cognitivo y se
ha observado en tres estadios morfologicos: a) Pre-NFT (pre-marafas
neurofibrilares) o de NFT difusas, en donde se aprecian agregados puntuales o
difusos dentro de neuronas y dendritas que lucen por lo demas conservadas; b)
iINFT (intraneuronales) maduras o fibrilares que consisten en agregados
filamentosos que desplazan al nucleo y distorsionan las dendritas y al segmento
proximal del axon y ¢) eNFT (extraneuronales) resultando de la muerte neuronal o
neuronas fantasmas en donde ya no se puede distinguir ni el nucleo ni el citoplasma
(14,15, 16).
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Aunque la proteina tau fue inicialmente definida como una proteina neuronal,
citosdlica y predominantemente axonal, con un papel esencial en la estabilizacion
de microtubulos (17,18), se sabe ahora que Tau se encuentra también en el nucleo
y en células no-neuronales, incluyendo a los fibroblastos, lo que ha llevado a
suponer que tiene funciones diversas mas alla de la estabilizacion del citoesqueleto
neuronal. Un estudio reciente muestra que en condiciones de estrés neuronal, Tau
puede ser traslocada al nucleo y proteger de dafo al ADN (19). Por otra parte, en
células no neuronales (fibroblastos), se ha demostrado que tau se localiza en el
nucléolo y se asocia al ADN (20). Todos estos hallazgos refuerzan la nocién de que
en las proteinopatias existe un cambio en el metabolismo del ARN y que ciertas
proteinopatias probablemente inician como un mecanismo de defensa ante el estrés
celular y en algun momento se convierten en un proceso dafino, desencadenando
finalmente la neurodegeneracion (1, 2).

La formacion de una proteina Tau patdégena depende de mutaciones o de
potenciadores que se encuentran en algunos cromosomas mediante un programa
genéticamente establecido (21). Sin embargo, en ausencia de mutaciones o de SNP
que favorezcan su hiperfosforilacion y consecuente agregacién anormal, estados
fisiologicos normales como la hibernacion o de estrés agudo como el trauma
craneal, la hipotermia y la anestesia general pueden inducir a un incremento en la
fosforilacion y agregacion de Tau (22). Mediante autopsias practicadas a individuos
sanos, se demostro que la presencia de agregados de proteina tau no es un
fendmeno raro, sino comun, y que se presenta desde la juventud. La incidencia de
NFT va aumentado en relacién directa con la edad y el alcanzar un nivel critico de
estos agregados se asocia a déficit cognitivo (MCI) y a la plena manifestacion de
enfermedades conocidas como Taupatias, la mejor caracterizada de las cuales es
la EA (23). Entre las taupatias mas importantes se incluyen la DLFT asociada a
parkinsonismo (FTDP-17), el sindrome de Down, la distrofia mioténica tipo 1, la
PSP y la DCB entre casi una veintena mas de los padecimientos

La a-sinucleina es una proteina de 140 aminoacidos denominada también
SNCA y es el componente mas importante de los cuerpos de Lewy, principal
marcador patolégico de EP y DCL. Esta proteina participa en la integracion de la
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sefalizacion presinaptica y el trafico transmembranal, localizandose tanto a nivel
citoplasmatico como en el espacio extracelular (24). Su concentracion esta elevada
en plasma y liquido cefalorraquideo en la EP y no en EA ni en PSP (25). Su eje
central tiene caracteristicas que facilitan la formacion de laminas beta (26) y su
agregacion y plegamiento se asocian a disfuncidén especialmente en la dinamica de
las vesiculas sinapticas (27, 28, 29) afectando quiza especialmente las
dopaminérgicas (30), lo que se asocia a disfuncion presinaptica y podria asociarse
a neurodegeneracion (31), se considera que la agregacion de a-sinucleina puede
conducir a la EP (32). La disfuncidn celular asociada a la agregacion de la sinucleina
no solamente es a nivel sinaptico, sino afecta también a las mitocondrias (33), con
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (34) disfuncion neuronal y
apoptosis (35). La presencia de a-sinucleina extracelular (36) sugiere otras
actividades patdégenas (37). Por tanto, a-sinucleina tiene una doble funcion: un
papel fisiologico implicado en la regulacion de la transmisién sinaptica, y un papel
patolégico asociado con neurodegeneracion cuando existe una modificacidén de la
flexibilidad estructural de a-sinucleina y cambia de soluble (fisiolégica) a un estado
de agregacion inflexible (patégeno). El mecanismo a través del cual los monémeros
de a-sinucleina se convierten en oligbmeros toxicos y luego en fibras es
desconocido, pero se cree que este proceso se inicia en la membrana lipidica
plasmatica, constituyendo finalmente los cuerpos y neuritas de Lewy (38). La
presencia de estos agregados en el sistema nervioso central (SNC) se asocia a los
estadios de la EP (39) y a varios estados patologicos denominados sinucleopatias,
entre los que se encuentran los ya mencionados EP y DCL y la atrofia de multiples
sistemas (AMS).

B-amiloide que es una proteina que se encuentra principalmente a nivel
extracelular y que resulta del procesamiento del péptido precursor amiloide (APP).
Si bien tanto la existencia del precursor como de su producto metabdlico son
normales en el SNC, defectos en el metabolismo de APP conducen a la
acumulacion de B- amiloide en forma de placas amiloideas o “placas seniles”, las
cuales estan presentes en varias enfermedades neurodegenerativas, la mejor

descrita de ellas es la EA. Como se mencionara en la proxima seccion, los defectos
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genéticos en la enzimas que procesan APP pueden conducir a la patologia
amiloidea y ser determinantes de la aparicion temprana de EA.

1.2 Enfermedades neurodegenerativas: neuropatologia, epidemiologia y

caracteristicas clinicas

Enfermedad de Alzheimer (EA)

La EA es la patologia neurodegenerativa mas frecuente y el problema de
salud mas preocupante para la economia en las proximas décadas debido al
incremento de la poblacién en la tercera edad en el mundo. Aunque es el
diagndstico que con mayor frecuencia se hace en relacidon a las demencias
neurodegenerativas, no todos los casos de deterioro cognitivo en el adulto mayor
corresponden a una enfermedad neurodegenerativa, ni todos los casos de
demencia asociada a proteinopatia corresponden a AD. Se caracteriza clinicamente
por la pérdida de la memoria episoddica (amnesia) que es el heraldo para un
deterioro cognitivo progresivo. El marcador neuropatolégico es la presencia de
placas seniles compuestas por la proteina 3 amiloide (AB) y de NFTs constituidas
por proteina tau fosforilada (p-Tau).La presencia de ambas proteinas defectuosas
provoca una disfuncion celular y sinaptica, pérdida progresiva neuronal inicialmente
a nivel hipocampal y que posteriormente en forma paulatina progresara a una atrofia
cortical difusa.

La EA representa a la forma de demencia mas frecuente en el mundo.
Actualmente se calcula que existen 24 millones afectados y 5 de ellos se encuentran
en los Estados Unidos de América. El 1 % de la poblacién de 65 afios y el 8 % a los
de 85 afnos o mas, la padecen, lo que habla de un crecimiento logaritmico de la
enfermedad. Entre el 5 al 10 % de los casos de EA son familiares (fEA) y en ellos
se ha demostrado asociacion con mutaciones en la proteina precursora del amiloide
(APP),y en las presenilinas 1y 2 (PS1y PS2); es posible que el porcentaje de casos
familiares sea mayor (GeneReviews® atribuye 25 % de los casos) (41). Como la
mayoria de los casos de este padecimiento son esporadicos, cuando inicia en forma

tardia se asocia a la presencia del alelo épsilon de la apolipoproteina E (apoE4,
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cromosoma 19q13) y a multiples polimorfismos en diferentes genes que se han
planteado como posibles candidatos a predisponer a la enfermedad. (40). Se han
descrito asociaciones con mutaciones de riesgo (SNP) que favorecen el padecer un
incremento en la produccidén amiloidogénica de 3- amiloide o de tau y cambios en
el metabolismo celular, que pueden explicar su sobreproduccion y su papel central
en la génesis de la EA (42).

Los principales factores de riesgo ambiental conocidos son la exposicion a
algunos agentes virales, enfermedad vascular cerebral, la hipertension arterial
cronica, la presencia de diabetes mellitus, el sobrepeso, el alcoholismo, el ingerir
grasas saturadas y abundantes en colesterol y al bajo nivel de educacion. Mientras
que se reconocen como factores de proteccidén la dieta mediterranea, el ingerir
grasas polinsaturadas, ingerir pescado, tener una actividad social importante, un
alto nivel de educacion, actividad fisica y la utilizacion cronica de AINES (43).

En EA y en otras formas de neurodegeneracion, los agregados proteicos
insolubles inducen la pérdida de plasticidad neuronal, imposibilidad para formar
nuevas sinapsis, toxicidad, proceso inflamatorio secundario y finalmente muerte
celular. La pérdida funcional hipocampal provoca amnesia a hechos recientes como
manifestacion primaria. Este proceso afecta de manera progresiva a la corteza
entorrinal (estadio 1), seguido por la afeccion de la region CA1 hipocampal (estadio
I), luego las estructuras limbicas como el subiculum y la regién hipocampal (estadio
[ll), luego a la amigdala, el talamo y el claustro (estadio IV) y finalmente una
diseminacién en todas las areas de la isocorteza, primero las sensoriales, luego las
motoras y finalmente las visuales (estadio V) (44, 45).

La pérdida celular progresa en forma distinta dependiendo de la proteina
causal, mientras que la Taupatia afecta especialmente al hipocampo y amigdala en
forma inicial (lo que explica la amnesia), la proteina beta-amiloide afecta mas la
neocorteza inicialmente parieto-occipital (lo que explica que algunos pacientes
pierdan la capacidad de reconocer rostros, confundan a sus familiares). En la EA,
aunque la proteina B-amiloide, y la Tau jueguen un papel estelar en la fisiopatogenia
de la enfermedad, también la a-sinucleina podria tener un papel secundario y
explicar una sobre-posicion semiolégica y molecular (46).

17



Entre los mecanismos implicados en la patogenia de la EA, podrian
mencionarse una inadecuada sefalizacién celular, la falla en la protedlisis,
alteraciones en la homeostasis del ion calcio, el estrés oxidativo y la inflamacion en
el sistema nervioso central. Especialmente resulta importante en este proceso la
funcién lisosomal, que con un comportamiento endocitocito y autofagico, explica la
destruccion de agregados de proteinas ubiquitinizadas anormales, la destruccion de
organelos inservibles, ademas de la eliminacion de células envejecidas y enfermas
o muertas. La protedlisis lisosomal y la autofagia requieren de la activacion del
sistema de proteasas; si este sistema es deficiente, se presentara una “distrofia
neuritica” problema que se aprecia en la EA. De manera interesante, precisamente
las mutaciones de la presenilina 1 (PS1) y la APP (o la duplicacion de este gene)
modifican la autofagia, la endocitosis y reducen la sobrevida neuronal. Debido a una
insuficiente protedlisis lisosomal, existe un incremento en la produccién de “neuritas
distréficas” potencialmente neurotoxicas, que se van “almacenando” (como ocurre
en las enfermedades lisosomales) con una deficiente autofagia, aceleracion
anormal de la endocitosis neuronal y mayor depdsito de material amiloide en la
neocorteza (47). Otras alteraciones que han sido propuestas para explicar la
patogénesis de la EA incluyen al complejo PS1 secretasa, que promueve la
g’escision de otras proteinas transmembranales (48).

Con el desarrollo de la imagenologia aplicada a la clinica, se pueden
visualizar los cambios estructurales propios de algunos de estos padecimientos,
como la atrofia hipocampal y amigdalina y el incremento de tamafo de los
ventriculos laterales a nivel de sus cuernos temporales asi como una atrofia difusa
cortical inicialmente parieto-temporal para la EA; también, mediante PET
(tomografia por emisién de positrones) podemos visualizar la presencia de
agregados de proteinas anormalmente plegadas que caracterizan a esta
enfermedad. En este sentido, actualmente el estudio mas usado es el PiB (Pitsburg
11C-F 18) (49) y para Tau (el pTau181 y el pTau231). Aunando ambos estudios, se
puede hacer una correlacion estructural y funcional de lo que esta sucediendo en
un sujeto que podria estar incluso apenas en un deterioro cognitivo minimo (MCI) o

ya francamente demenciado (EA). La busqueda de [(-amiloide y de Tau como
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biomarcadores de la enfermedad ha permitido encontrarles en el liquido
cefalorraquideo (50) .

La compleja interaccion en este padecimiento entre la genética y el ambiente,
la diversidad de proteinas implicadas y la variabilidad topografica en la afeccién que
un sujeto enfermo puede tener, hace que los fenotipos de este y de los
padecimientos neurodegenerativos sean tan peculiares pero formando un
verdadero abanico de posibilidades, en ocasiones no faciles de distinguir. Esto
apoya la frase del médico espanol Gregorio Marafion de “no hay enfermedades sino
enfermos” (51).

La Enfermedad de Parkinson (EP)

Este padecimiento se caracteriza por temblor, rigidez, lentitud motora
(bradicinecia) y frecuentemente inestabilidad postural (TRAP). La EP es el
padecimiento mas frecuente que afecta el movimiento, también es una de las
enfermedades neurodegenerativas mas comunes, solamente superada en
incidencia y prevalencia por la EA y tiene como caracteristica comun a ella que entre
el 20 al 40 % de los pacientes desarrollaran demencia en el transcurso del tiempo.
Existe un buen numero de padecimientos que comparten las caracteristicas
cardinales de la EP (TRAP), conocidas como parkinsonismos (Parkinson plus). Para
hacer una mejor distincion se requiere sumar a las manifestaciones clinicas citadas,
la presentacion inicial generalmente unilateral, la buena y duradera respuesta a la
levodopa, asi como el no antecedentes de consumo de farmacos
antidopaminérgicos, de exposicion a toxicos y el no tener manifestaciones clinicas
que hagan sospechar de un diagnostico distinto (cerebelosas, piramidales,
autonomicas, etc.). Las manifestaciones no motoras de la EP incluyen anosmia,
alteraciones visuales, depresion, apatia, somnolencia, estreiimiento disfuncion
urinaria, trastorno conductual del suefio MOR (suefio de movimientos oculares
rapidos), y dolor articular entre otras; suelen inicialmente expresarse en forma leve,
afnos antes de las motoras y desafortunadamente muchos médicos no las

reconocen.
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La EP tiene como marcador histologico caracteristico la presencia de cuerpos
de Lewy, inicialmente descritos en la pars compacta de la sustancia nigra
mesencefalica; se asocian a pérdida neuronal y a gliosis secundaria, su
componente principal es la a-sinucleina que no solamente se expresa en esta region
sino en algunos nucleos del tallo cerebral (dorsal del vago, tegmental pontino,
coeruleus), nucleos de la base, la corteza cerebral e incluso a nivel simpatico y
parasimpatico en corazon, tubo digestivo, sistema nervioso periférico y piel, por lo
que la EP ha sido considerada como una enfermedad sistémica. La historia es
similar a otras enfermedades ND; la proteina patdgena forma neurofibrillas
insolubles que se distribuyen en multiples sitios de la economia formando las
‘neuritas de Lewy” y en las neuronas mesencefalicas forman conglomerados
eosinofilos con un halo claro conocidos como “cuerpos de Lewy”. Estos agregados
contienen ademas de la a-sinucleina, otras proteinas como la ubiquitina, la sinfilina-
1, elementos del proteosomas y otras proteinas del citoesqueleto (52, 53). Su
presencia se asocia con alteraciones en los mecanismos de transporte neuronal y
axonal, agregados toxicos de proteina, disfuncion mitocondrial y muerte (54, 55).

La EP afecta al 1 % de los sujetos de 55 afios y a mas del 3% a la poblacion
de los sujetos de mas de 75 afos; tiene una incidencia aproximada de 13.4 x
100,000 y es mas frecuente (19:100,000) en hombres que en mujeres (9.9:100,000).
Los factores genéticos de riesgo para padecer de EP familiar son: mutaciones en el
gen de la sinucleina SNCA (cromosoma 4), LRRK2 (cromosoma 12p12), PARK2
(cromosoma 6q26), DJ1 (PARK 7: cromosoma 1p36.23), PINK1 (PARKG:
cromosoma 1p35-p36) y ATP13A2 (PARK 9: 1p.36). Son genes que confieren una
mayor susceptibilidad: MAPT (cromosoma 17), LRRK2, SNCA, GBA todas ellas
enzimas que interactuan de alguna manera regulando el funcionamiento de la o-
sinucleina (56).

Hasta el siglo pasado, la EP fue considerado como una enfermedad
puramente ambiental, especialmente relacionada a exposicidn a téxicos. Sin
embargo, la relacion con factores genéticos se ha ido incrementando,

especialmente cuando la enfermedad aparece en gente joven, reportandose tanto
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formas dominantes (PARKS8, PARK17, PARK2, PARKG6, PARKY), como recesivas
(PARK9, PARK15, SLC6A3), asi como ligadas a X (PARK12).

La posibilidad de equivocarse en el diagndstico de EP es relativamente alta,
ya que existen padecimientos que tienen TRAP en sus manifestaciones cardinales
por lo que es necesario encontrar biomarcadores que realmente distingan una EP
de un parkinsonismo. Como en la EA, la imagen de la estructura cerebral es parte
del abordaje diagnostico de este padecimiento, sin embargo, las caracteristicas
distintivas de la EP respecto a otros parkinsonismos se encuentran en la imagen
por resonancia magnética hasta las etapas avanzadas de la enfermedad. En la EP
se ha sugerido realizar un estudio doppler para valorar la ecogenicidad de la
sustancia nigra mesencefalica, pero resulta poco practico y la sensibilidad y
especificidad no son suficientes. El depdsito de hierro en los nucleos basales es
comun en muchos padecimientos neurodegenerativos y el estudio ideal que seria
el PET funcional para ver la presencia de actividad dopaminérgica
(18Flourodesoxiglucosa: FDG) (57) no permite distinguir entre estos tres
padecimientos: EP, AMS y PSP, que son los problemas neurodegenerativos con
parkinsonismo mas frecuentes (58). Se han propuesto otras posibilidades como la
determinacién de a-sinucleina en el LCR, asi como la busqueda de la expresién de
esta por inmunohistoquimica e inmunoflorescencia en tubo digestivo, glandulas

salivales, corazon y piel (59).

Paralisis supranuclear progresiva

La PSP es una enfermedad progresiva caracterizada por la presencia de
parkinsonismo axial (rigidez, bradicinecia), con caidas frecuentes desde el inicio de
su presentacidn, asociada a disfagia e incontinencia de las emociones (paralisis
pseudobulbar), disfuncion ejecutiva (alteraciones en la atencion, planeacion,
realizacion), alteraciones conductuales (desinhibicién, apatia) y especialmente
limitacion “supranuclear” de la mirada y que permite denominar asi a este
padecimiento neurodegenerativo. En la exploracion fisica del enfermo con PSP se
aprecia esta limitacion con la imposibilidad para el seguimiento voluntario de
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estimulos en la mirada vertical y con preservacion de la movilidad en la maniobra
de “ojos de mufieca” (60).

La incidencia de la PSP es de 0.3 a 1.1 x 100,000 habitantes, de 5.3 x
100,000 en mayores de 55 afos y con una prevalencia de 1.3-5 x 100,000
habitantes (61). El factor de riesgo genético mas importante es el tener mutaciones
en el cromosoma 17 (MAPT: proteina tau asociada a los microtubulos); no se han
reconocido factores de riesgo ni de proteccion ambiental (62).

La proteina caracteristica de la PSP es también la tau que suele afectar al
sistema nervioso por la presencia de inclusiones gliales que condicionan los
“astrocitos copetudos” y los "cuerpos en espiral” (oligodendrocitos) y marafias NF
neuronales que se aprecian principalmente a nivel del nucleo subtalamico, la
substancia nigra mesencefalica, el globo palido y en la corteza. A nivel
macroscopico existe atrofia frontal y atrofia mesencefalica con despigmentacién de
la sustancia nigra, pero a diferencia de la EP hay adelgazamiento del pedunculo
cerebeloso superior y el mesencéfalo se nota globalmente atrofiado. Al igual que el
EA, la PSP es una taupatia, sin embargo, en aquella, las seis isoformas de tau
pueden encontrarse en el cerebro enfermo, mientras que en la PSP, el empalme
alternativo de los exones 2 y 3, resulta en que los sitios fosforilados aberrantes de
tau de la PSP sean para las isoformas 3 (3R) y 4 (4R); otra diferencia importante es
la abundancia de la proteina tau tanto en la sustancia gris como en la blanca, en
esta ultima predomina la isoforma 4 (4R) (63, 64); por tanto, los agregados de NFT
en la PSP se encuentran en la glia en sustancia gris y en la glia de la substancia
blanca (“astrocitos copetudos”) (65); en la oligodendroglia se pueden observar los
denominados “cuerpos espirales” (66).

Este padecimiento generalmente inicia entre los 40 y 60 anos de edad
(aunque puede hacerlo antes o después) y suele tener caracteristicas comunes a la
EP, pero también a las Taupatias, en donde ademas de la PSP, se encuentran la
degeneracion cortico-basal (CBD) y la demencia fronto-temporal asociada al
cromosoma 17 (FTDP-17) (65).

La mayoria de los casos de PSP se consideran esporadicos, sin embargo,
las mutaciones en MAPT son consideradas de riesgo para padecer PSP y resulta
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obligado estudiar genéticamente a un individuo que tiene antecedentes familiares,
de la misma enfermedad en parientes de primer o segundo grado (62).

La imagen de tomografia computada o de Resonancia Magnética muestra en
estos pacientes atrofia fronto-temporal y caracteristicamente se aprecia disminucion
del tamano mesencefalico con adelgazamiento importante del pedunculo
cerebeloso superior, lo que en la imagen de TC o de RM se aprecia como el “colibri”
o “pinguino barrigdn” (66). La FDG-PET muestra hipometabolismo fronto-temporal
y la captacion dopaminérgica en los nucleos basales es similar a la imagen que se
aprecia en la EP y en la AMS (67, 68).

Demencias No-Neurodegenerativas

Se considera una demencia no neurodegenerativa a la que sufre un paciente
en forma aguda (ej. vascular) o progresiva (ej. hidrocefalia normotensa del adulto)
por una etologia diferente a las proteinopatias.

Las causas por las que un proceso demencial puede presentarse son multiples y
siempre convendra que en todo paciente con un deterioro progresivo de la funcion
cognitiva se descarte la posibilidad de un proceso diferente al neurodegenerativo.

Se ha propuesto el utilizar la nemotecnia de “vitaminas” para recordar que
una demencia puede tener un origen “vascular”, “iatrogénico”, “traumatico”,
“autoinmune”, “metabdlico”, “infeccioso”, “neoplasico”, “adicciones” y a
enfermedades “sistémicas”.

Generalmente el cuadro clinico mismo permite hacer la diferenciacién entre
un proceso vascular que tiene una presentacion escalonada (cada vez que el sujeto
sufre de un nuevo infarto, baja un escaldén en su funcionalidad), mientras que los
procesos neurodegenerativos siguen una progresion lineal. La exposicidn a un
farmaco antidopaminérgico (flunarizina, cinarizina, haloperidol, levomepromacina,
etc) contribuye a identificar que el deterioro cognitivo y motor con parkinsonismo
que presenta el paciente es secundario a la administracién de un farmaco y no a un
proceso neurodegenerativo. Los procesos infecciosos generalmente son de mas
rapida presentacion y suelen manifestarse con fiebre, ataque al estado general,

leucocitosis y a un liquido cefalorraquideo con marcadores de inflamacion. Las

23



neoplasias se asocian a pérdida de peso, un sindrome consuntivo, craneo
hipertensivo y generalmente signos de focalizacion. La hidrocefalia normotensa
del adulto, puede confundirse con un parkinsonismo neurodegenerativo, aunque la
triada clasica de demencia, apraxia de la marcha e incontinencia urinaria permite
distinguirla y mas con una imagen que corrobore la hidrocefalia y la permeacion
periventricular caracteristica. Las adicciones asociadas a demencia se identifican
por una historia de exposicion; en algunas resulta facil identificar el alcoholismo
cronico relacionado a una mala nutricion que explica el sindrome de demencia,
oftalmoplegia y ataxia caracteristicas de la enfermedad de Wernicke, la cual al
asociarse a confabulacion se conoce como enfermedad de Korsakoff, ambas son
por déficit de tiamina. Algunas enfermedades sistémicas que inician en algun érgano
y tienen repercusion generalizada se asocian a demencia, tales como el
hipotiroidismo, la insuficiencia renal, hepatica, respiratoria y cardiaca; generalmente
en ellas, el cuadro clinico y los examenes de laboratorio y gabinete nos permiten

hacer el diagnostico diferencial (69).

1.3 Biomarcadores y enfermedades neurodegenerativas

Un biomarcador es la caracteristica objetivamente medible y evaluable de un
proceso biolégico normal, patoléogico o de respuesta farmacolégica a una
intervencidon terapéutica. Los biomarcadores pueden ser divididos en clinicos,
imagenoldgicos, bioquimicos, genéticos, proteémicos y patologicos dependiendo de
que es lo que miden. Sirven por tanto, para confirmar un diagnostico, hacer
proyecciones epidemioldgicas, pruebas predictivas, monitorizar la progresion de la
enfermedad después de diagnosticarla, desarrollar farmacos, medir respuesta al
tratamiento y evaluar la funcion (70) .

Idealmente convendria identificar a cualquier sujeto en riesgo de padecer un
proceso neurodegenerativo previamente a su inicio o muy al principio del proceso,
cuando esta cursando apenas con un deterioro cognitivo minimo en el caso de la
EA o con las manifestaciones premotoras (trastorno conductual del suefio MOR,
constipacién, anosmia, depresion) en el caso de la EP. También convendria tener
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formas de evaluar la progresion de la enfermedad, que sabemos que correlaciona
directamente con el esparcimiento de los agregados proteicos en los diferentes
niveles del SNC y SNP, y seria importante medir aspectos clinicos especificos como
la demencia (mediante el MMSE por ejemplo), la depresion (con la escala de
Hamilton por ejemplo) o las fluctuaciones motoras (con el UPDRS por ejemplo) (71).

La necesidad de biomarcadores para la neurodegeneracién por tanto, van
desde establecer un diagnostico preclinico, tener certeza diagndstica (ante la
variabilidad de sintomas, signos, sindromes clinicos), establecer terapéuticas
especificas y adecuadamente justificadas, mejorar la calidad de vida del enfermo,
reconocer las medidas neuroprotectoras y la terapia realmente modificadora de la
enfermedad, dar tratamiento neurorestaurativo, evitar diagnosticos incorrectos,
identificar la comorbilidad ante una poblacion que suele ser heterogénea (72).

De hecho la unica manera de hacer el diagndstico de precision hasta ahora
de un proceso neurodegenerativo es mediante la demostracion de la presencia de
NFT en la EA o de neuritas o cuerpos de Lewy en la EP o de astrocitos copetudos
u oligodendrocitos con inclusiones espirales para la PSP, en tejido cerebral obtenido
mediante autopsia. Respecto a las sinucleopatias, la demostracion de estos
agregados proteicos se consiguié gracias a la inmunohistoquimica cuando la Prof.
Maria Spillantini y sus colaboradores identificaron la relacion entre la a-sinucleina
como el principal componente de los cuerpos de Lewy y de las neuritas de Lewy
(73), lo cual ha dado lugar a la busqueda de esta proteina en los pacientes con EP
en el sistema nervioso central, en el periférico, y luego en la regidon preganglionar
parasimpatica y en las proyecciones simpaticas de la médula espinal a nivel
toracico y en otras partes del cuerpo incluyendo al epicardio cardiaco, la vejiga
urinaria, la médula adrenal y en la piel (59, 74).

Sabiendo que la piel puede ser un espejo de lo que esta ocurriendo en el
cerebro en la neurodegeneracion (75) nos dimos a la tarea de buscar la presencia
de la proteina tau y de la a- sinucleina en sujetos con enfermedades degenerativas
del sistema nervioso, intentando encontrar un biomarcador util para buscar

diferenciar los padecimientos neurodegenerativos entre si.
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JUSTIFICACION

Las enfermedades neurodegenerativas son un verdadero reto porque
aunque cada una de ellas tiene caracteristicas distintivas suelen coincidir en
algunas de sus manifestaciones clinicas (edad de presentacion, alteraciones de
memoria, depresion), de imagen estructural (atrofia cerebral) y desafortunadamente
de imagen funcional (SPECT o PET con fluordopa, el PiB (Pitsburg 11C-F 18) para
amiloide y para Tau (el pTau181 y el pTau231). Por ello, no siempre es sencillo
diferenciarlas, de manera que en el mundo se han buscado biomarcadores que
faciliten el tener un mejor diagnoéstico de manera temprana. Si la piel puede ser un
espejo del tejido nervioso, dado que las células de ambos tejidos tienen un origen
ectodérmico y la produccion de proteinas se basa en la programacion celular
localizada en el ADN, transcrita al ARN y traducida en la formacion de proteinas, las
células de ambos tejidos pueden mostrar caracteristicas comunes. En base a lo
anterior y dado que las proteinopatias son enfermedades sistémicas, podrian

encontrarse manifestaciones de las enfermedades neurodegenerativas en la piel.

HIPOTESIS

Si la piel expresa al igual que el cerebro los agregados proteicos
caracteristicos de las enfermedades neurodegenerativas por tanto, debe ser posible
demostrar por inmunohistoquimica las proteinas anormales que caracterizan a la
EA,laEP yala PSP.

1. OBJETIVOS

1.1. Demostrar la presencia de a-sinucleina y Tau en la piel

1.2. Demostrar la diferencia en expresion a-sinucleina y Tau en sujetos con EA,
EP y PSP y con respecto a sujetos sanos y con otras formas de demencia.

2. MATERIAL Y METODOS
2.1 Descripcion general

Previa autorizacion del Comité de Etica e Investigacion del Hospital Central
“Dr. Ignacio Morones Prieto” de nuestra ciudad y firma del Consentimiento
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informado por parte del tutor o del propio sujeto de investigacion, se tomaron
biopsias de piel de 4 mm a nivel retroauricular 3 centimetros por detras de la
insercion del pabelldn auricular, a pacientes y sujetos control. El tejido fue fijado en
parafina y sometido a las técnicas de inmunohistoquimica e inmunoflourescencia.
Se utilizaron anticuerpos dirigidos a distintos epitopes de las proteinas Tau y o-
sinucleina y se analizaron mediante microscopia de luz y confocal. En algunos
sujetos, las biopsias contralaterales se homogenizaron para identificar la presencia
de las proteinas de interés por medio de Western blot. A través del analisis digital
de microfotografias de las inmunotinciones se obtuvo el porcentaje de area positiva
para cada inmunotincion. Los datos obtenidos se agruparon en dos estudios que

se reportaron de manera independiente y que se describen en esta seccion.
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Figura 1. La toma de biopsia se realiza 3 cm por detras de la insercién del pabellén auricular
utilizando un punch de 4 mm de didmetro. Es un procedimiento de minima invasién y con muy pocas

posibilidades de complicacion.

2.2 Criterios de inclusion y exclusiéon

La seleccion de pacientes se hizo de la consulta externa del alumno y del
Servicio de Neurologia del Hospital Central, tomando como criterios de inclusion el
padecer de EA, EP o DND, y el grupo control se conformé de sujetos sanos (muchas
veces la pareja del enfermo) que aceptaron participar como sujeto control dentro del
estudio.

Se hizo una distribucidn de los sujetos en cuatro grupos: 1. Padecer EA de
acuerdo a los criterios diagnosticos propuestos por los criterios del NINCDS-ARDA
(76), que son los siguientes:diagnostico clinico de demencia: tener dos o mas
déficits en las areas de la cognicion con pérdida progresiva de la memoria, sin
alteraciones de la consciencia, con una edad de inicio entre los 40 y los 90 afios,
con ausencia de enfermedades sistémicas o cerebrales que pudieran provocar el
déficit de la memoria y cognicion encontrado, y con una imagen de craneo
mostrando atrofia cerebral, y una calificacion en el instrumento validado Minimental
State Scale (anexo 1) inferior a 27 puntos . 2. El segundo grupo fue conformado por
pacientes EP diagnosticada por clinica, utilizando los criterios diagnosticos de la
Society Brain Bank Criteria (77) que son los siguientes: bradicinecia, rigidez,
temblor de reposo de 4 a 6 Hz, inestabilidad posturalsin historia de enfermedad
vascular cerebral, trauma craneal, encefalitis o crisis oculdgiras; sin tratamiento
neuroléptico previo al diagndstico, temblor inicialmente unilateral, demencia,
alteraciones de lenguaje, hiperreflexia, Babinski, tumor cerebral, hidrocefalia
normotensa o con ausencia de respuesta a la levodopa, exposicidén a la neurotoxina
MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6 tetrahidropiridina), la cual produce sintomas muy
similares a EP Con al menos una de las siguientes caracteristicas: temblor unilateral
inicial, de reposo, alteracidn progresiva, asimétrica de inicio, con excelente
respuesta a la levodopa, que después de cinco afios induce a coreoatetosis
importante y con una evolucion cronica. 3. El tercer grupo se conformé por cuatro

sujetos del Hospital Central y seis mas del Instituto Nacional de Neurologia y
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Neurocirugia con diagnostico de PSP probable , los cuales cumplieran los criterios
NINDS-SPSP (National Institute of Neurological Disorders and Stroke and Society
for Progressive Supranuclear Palsy (78), que son los siguientes: historia de
parkinsonismo axial simétrico, deterioro cognoscitivo, paralisis de la mirada vertical,
incontinencia de las emociones, inestabilidad postural, y, por imagen la presencia

Fell

de atrofia del peduncolo cerebeloso superior y/6 el signo del “colibri” o del “pinguino
barrigon” (79), asi como una pobre y transitoria respuesta a la levodopa. 4. El cuarto
grupo fue conformado por sujetos con enfermedad demencial no degenerativa
(hidrocefalia normotensa, enfermedad vascular cerebral, epilepsia, trauma craneal
(69). Un grupo final control conformado por sujetos aparentemente sanos con
caracteristicas demograficas similares a las de los pacientes.

Los criterios de exclusién fueron a) estar padeciendo de un proceso
infeccioso local (cuello) o sistémico que contraindicara el procedimiento y b)tener
un problema de coagulacion sanguinea que pudiera complicar el procedimiento y
c) para participar como sujeto control, el tener parkinsonismo (vascular, traumatica,
toxica, iatrogénica o por hidrocefalia), tener una imagen con lesiones vasculares,

hidrocefalia, procesos ocupativos).

2.3 Estudios de Imagen

Todos los sujetos con EA, EP y DND contaron con estudio de imagen (TC de
craneo o IRM). La mayoria de los pacientes con enfermedad de Parkinson EP tenian
también estudio de imagen (que no necesariamente esta indicada para el apoyo
diagnoéstico, aunque ahora corremos un protocolo paralelo para evaluar su
importancia) y los sujetos control no fueron sometidos a este estudio.

Los hallazgos caracteristicos de la imagen que permitieron distinguir los
pacientes con DND de los pacientes con EA son la presencia de atrofia
generalizada, mas prominente a nivel hipocampal, mostrandose de manera
importante en la punta temporal de los ventriculos laterales en EA. La imagen de
los pacientes con hidrocefalia normotensa muestra crecimiento ventricular con
permeacién de liquido cefalorraquideo a nivel intersticial periventricular. En la

epilepsia se suele encontrar esclerosis hipocampal, mientras que en la enfermedad
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vascular cerebral se aprecian zonas de infarto ya sea por oclusiéon de pequefios,
medianos o grandes vasos, de origen ateroescleroso o cardioembolico, mientras
gue en el trauma craneal se suelen apreciar las zonas de encefalomalacia o bien la
ocupacion epi o subdural por sangrado que comprime el parénquima cerebral, lo

que ocasiona el problema cognoscitivo.

2.4 Estudio del estado mental

Todos los participantes fueron sometidos a la prueba de Minimental State
Examination (MMSE) para corroborar el deterioro cognoscitivo y tener un valor
numeérico; idealmente se debe tener entre 27 y 30 puntos para considerarse sin

deterioro mental (Ver anexo 1).

2.5 Técnica de inmunohistoquimica e inmunofluorescencia.

Anticuerpos

Se utilizaron anticuerpos contra epitopes fosforilados y no fosforilados, ya
que la fosforilacion tanto de a-sinucleina como de Tau estan relacionadas a la
agregacion disfuncién y proceso patolégico. En la figura 2 se muestra en la parte
superior un esquema de la proteina Tau con dos sitios de fosforilacion contra los
que se dirigen los anticuerpos mas reportados en la literatura. La fosforilacion en el
sitio Ser396 (reconocido por el anticuerpo denominado PHF) se incrementa tanto
en procesos patolégicos como con la edad mientras que el sitio Ser 202 (reconocido
por el anticuerpo AT8) es caracteristico de las taupatias (80). Ensayos en tejido
cerebral humano posmortem confirmaron el marcaje de NFTs con ambos
anticuerpos (ver seccién resultados), que fueron 1) Monoclonal de conejo anti-tau
(pSer396) (E178) ( PHF; Ab32057, Abcam, Cambridge, MA) y 2) Monoclonal de
ratén anti-tau pSer202+pT205 (AT8, MN1020, Thermo Scientific, Rockford, IL).

En la parte inferior de la figura se muestra el sitio de fosforilacion de o-
sinucleina. Si bien se probd unanticuerpo ante este epitope, en cerebro humano
marco numerosas estucturas ademas de Is cuerpos de Lewy; por lo tanto los

anticurpos que se utilizaron en este trabajo fueron contra aminoacidos no
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fosforilados cercanos a la region C terminal de la molécula, que marcaban
exclusivamente cuerpos de Lewy (ver seccion resultados). Se utilizaron 2
anticuerpos obtenidos en raton, un policlonal y un monoclonar (Thermo Scientific,
Rockford, IL y, Bencton Dickinson Biosciences, respectivamente). Un anticuerpo
policlonal de raton de la casa Bencton Dickinson Biosciences, dirigido para o-
sinucleina (81), buscando detectar con ambos el epitope mas importante
patolégicamente demostrado la pSer129, El anticuerpo secundario con biotina se
obtuvo de la casa DAKO (Carpinteria, CA) y para la inmunoflorescencia fueron
empleados anticuerpos de cabra anti-conejo y anti-ratbn marcados con Alexa-Flour
488y con Cy5(A1101 y A10523 Molecular Probes Eugene, OR, respectivamente).

El nucleo celular fue evidenciado con una tincidn nucleica naranja

denominada Sytox (S-11368, de Molecular Probes, Eugene, OR).
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Figura 2. La proteina tau esta conformada por cuatrocientos cuarenta y un aminoacidos y los sitios
a los que se dirigen los anticuerpos que utilizamos son pS202 (AT8) y pSer396 (PHF). La o-
sinucleina es una proteina de ciento cuarenta aminoacidos y se emplearon anticuerpos contra formas

no fosforiladas de la proteina.
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Inmunohistoquimica e inmunofluorescencia

Todos los participantes fueron biopsiados con un punch de 4 mm, 3
centimetros posterior a la insercion del oido, con previa asepsia de la region y
aplicacién de lidocaina al 2 % como anestesia local.El tejido fue colocado en
paraformaldehido al 4% en buffer de fosfatos 0.1 M durante 24 horas.
Posteriormente se realizé el proceso de inclusion en parafina. Del bloque en
parafina se realizaron cortes coronales de 4 um que fueron colocados en laminillas
electrocargadas (Biocare Medical LLC, Concord, USA) para luego ser
desparafinadas mediante calor (600 C, durante 10 minutos), seguido por pasos a
través de xileno y etanol, para luego rehidratar. Para la recuperacion del epitope,
las laminillas con tres secciones de tejido fueron sumergidas en solucién DIVA
(Biocare Medical LLC, Concord, CA) y colocadas en una olla express durante 30
minutos a 1000 C, para enseguida ser enfriadas por 20 minutos a temperatura
ambiente. Después de tres bafios con agua bidestilada, se les agot6 la peroxidasa
endogena por incubacion durante 15 minutos con peréxido de hidrégeno al 3 %.
Enseguida las laminillas fueron sometidas a tres pasos de 15 minutos cada uno a
temperatura ambiente para bloquear el fondo que puede dar una tincion inespecifica
(Biocare Medical LLC, Concord CA) y la biotina enddgena y la unida a proteinas
(avidin/biotin blocking Kit, Vector Laboratories Inc, Burlingame, CA), seguido
siempre de enjuagues con TBS-Tween. La incubacion con anticuerpos
monoclonales fue durante 1 hora, seguido por la aplicacién de un anticuerpo
secundario marcado con estreptavidina-biotina durante 15 minutos a temperatura
ambiente. La actividad de la peroxidasa fue visualizada por incubacion de los cortes
con diaminobenzidina, para obtener una coloracion parda o bien con 3-amino-etil-
carbazol para obtener una coloracion rojiza, lo que permitié poder diferenciar los
granulos inmunopositivos presentes en la epidermis de los granulos de melanina.
Los cortes fueron contra-tefiidos con hematoxilina (Harris) y cubiertos con gelatina
de glicerol. Las laminillas finalmente fueron revisadas con un microscopio de luz
equipado con camara digital. Para inmunofluorescencia, los anticuerpos primarios

fueron incubados toda una noche a 4° C; y el analisis se realizd mediante
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microscopia confocal ((LEICA TCS SP2; Leica Microsystems GmbH, Heidelberg,

Alemania)

2.6 Evaluacion de las biopsias.

De cada biopsia se fotografiaron cinco campos por seccion, a la misma
amplificacion (40x) y nivel de iluminacion (Figura 3A), para facilitar la interpretacion,
medicion y unificar criterios. Se probaron 3 métodos de semicuantificacion de
inmunopositividad que se describen a continuacion.

1. Valoracion de inmunopositividad en niveles. En la figura 3 B,C,Dy E
se muestran ejemplos de lo que constituiria inmunopositividad nula, escasa,
moderada y abundante, imitando el método de cuantificacion que se utiliza en
patologia para cuantificar las marafas neurofibrilares en hipocampo de los
pacientes con EA en neuropatologia acorde al sistema 3(82).
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Figura 3. Se muestra como de cada biopsia se fotografiaron cinco campos (A), cada uno de ellos
fue evaluado de acuerdo a un nivel de expresion en nula (B), escasa o + (C), moderada o ++ (D),
abundante o +++ (E).
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Figura 4. Ejemplos de la cuantificacion de la inmunopositividad por conteo de células (A) y mediante

procesamiento de imagen digital basado en el modelo RGB (rojo, verde, azul (B)

2. Conteo de células inmunopositivas. En cada una de las cinco
microfotografias se contaron al azar 40 células, en total 200 células entre
inmunopositivas e inmunonegativas. Se considerd positiva cualquier célula que
tuviera mas de 3 granulos de marcaje, y éste conteo se expreso en porcentaje de
células positivas (Figura 4).

3. Procesamiento digital de imagenes. Se diseid un método para el
analisis digital utilizando un software comercial, Image Pro Plus 7
(MediaCybernetics, Bethesda, MD, USA). En este caso, se obtuvieron datos de %
de area inmunopositiva. El método se describe con detalle en el anexo 3.

Por medio de los métodos 1 y 2, la observacion por dos observadores
independientes arroj6 una coincidencia de 90%, mientras que entre el conteo celular
y el analisis digital la coincidencia fue de 80%. El método escogido para analizar
estadisticamente los datos y reportar los resultados fue el procesamiento digital de

las imagenes.
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2.7 Western blot

Con el fin de comprobar el peso molecular de las proteinas marcadas por
inmunopositividad en piel, se procesaron algunas biopsias por Western blot.
Utilizando como control positivo tejido cerebral de rata y humano, los tejidos fueron
procesados para obtener 150-500 pg de proteina total homogeneizandolos en
buffer de lisis (0.025 M Tris, 0.15M NaCl, 0.001 M EDTA, 1% NP-40 y glicerol al 5
%) a un pH de 7.4 y suplementado con inhibidores de proteasas y de fosfatasas
(Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA). El sobrenadante fue recuperado
mediante centrifugacién 12000 x g por 10 minutos. La proteina total se cuantifico
mediante el ensayo de BCA. 50-80ug se suspendieron en buffer Laemli 2X
suplementado con 10% -mercaptoetanol, hervido 10 min a 95 ° C y se corrieron en
un gel SDS-PAGE al 10-15%. Las proteinas se transfirieron electroforéticamente a
membranas de PVDF ( 2 ym, BioRad Laboratories, Hercules, CA) y se bloquearon
con 3% de albumina de suero bovino (BSA) en solucién salina tamponada con Tris
(pH 7,6) que contiene 0,1% de Tween (TBST) y se dejaron durante la noche a 4 °
C con PHF-Tau (1: 500) y AT8 (1: 250). Ademas, todas las membranas se marcaron
con un anticuerpo dirigido contra la B-actina como control de una proteina en lisados
enteros. Después de lavar con TBST, las membranas se incubaron con anticuerpos
secundarios conjugados con HRP (1: 5.000) en TBST + BSA al 3% durante 1h 30
min. Después de lavados posteriores, las bandas se visualizaron por
quimioluminiscencia (Pierce, Rockford, IL EE.UU.), seguido por autorradiografia
(83).

2.8 Analisis estadistico

Si bien los pacientes y controles se fueron reclutando segun se tuvo acceso
a ellos durante aproximadamente 2 anos, para su analisis los datos obtenidos en
este trabajo se agruparon en dos estudios. En el primero se comparo la presencia
de proteina Tau en la epidermis de pacientes con EA, DND y sujetos sanos, y en el
segundo la presencia de Tau y de a-sinucleina en pacientes con EP, PSP y sujetos
sanos. En ambos estudios se utilizé el mismo tipo de analisis estadistico para
comparar los 3 grupos de interés.
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Mediante un analisis paramétrico (ANOVA, prueba de Tuckey y T de Student)
se compararon las variables edad, y los puntajes en las escalas MMSE, Hohen Yahr
y UPDRS. Los porcentajes de inmunopositividad fueron sometidos a analisis no
paramétrico por medio de la prueba de Kruskal-Wallis, seguidos de la U-Mann
Whitney para hacer una comparacion entre los grupos Se consideré significancia
estadistica ante una p menor a 0.05 para ANOVA, prueba de Tuckey, T de Student
y Kruskal-Wallis, mientras que para la U-Mann Whitney se corrigio este nivel por el
numero de comparaciones entre grupos realizadas, siendo de 0.017. (84)

3. RESULTADOS

3.1 Presencia de Tau en la piel de pacientes con EA

En la primera fase, la comparacion se efectudé entre sujetos control y
pacientes con EA y DND. Los sujetos control y pacientes se encontraban
practicamente en la misma edad (p=0.7). El grupo control se conformé para este
reporte por 17 sujetos sin enfermedad neurolégica (MMSE normal); una poblacion
de 20 pacientes con diagndstico de EA (un MMSE con una media de 14 puntos)
formando el segundo grupo y el tercero conformado por 12 sujetos con DNND
(Tabla 1). Se encontraron diferencias significativas entre las puntuaciones de MMSE
entre EA y el grupo control (p<0.001), asi como entre DND y el grupo control
(p<0.001).

La efectividad de los anticuerpos y de la técnica inmunohistoquimica fueron
previamente comprobadas en tejido cerebral de un paciente autopsiado con
diagndstico de EA. Ambos anticuerpos reaccionaron positivamente tanto en
neuronas hipocampales como en corticales demostrandose la presencia de
marafas neurofibrilares (Figura 5 A y B). Ademas, el anticuerpo PHF marco de
manera importante el neurdpilo tanto en la region cortical como en el hipocampo
(Figura 5 A). A continuacion se analizé el patron de inmunopositividad en las
biopsias de la piel. Una positividad citoplasmica importante comparada con una
escasa positividad nuclear se aprecio en las células epidérmicas para el anticuerpo
PHF (Figura 5C), las terminaciones nerviosas fueron también encontradas con
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positividad. La poblacion control expresé en su piel nula 0 minima positividad para
el anticuerpo AT8 (Figura 5D). Mientras que la piel de los sujetos con EA (Figura
5E) mostré una clara positividad tanto para PHF (Fig 5E) como para AT8 (Figura
5F) la que se ve claramente expresada en los queratinocitos especialmente a nivel

nuclear.
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Figura 5 .Inmunohistoquimica. Neuronas hipocampales marcadas con PHF (A) y AT8 (B) mostrando
marafas neurofibrilares; tejido proveniente del cerebro de un paciente con diagnéstico de EA (100X)
con tincién de diaminobenzidina. Los patrones de inmunorreactividad in la epidermis de un sujeto
control (C-D) y un paciente con EA (E-F), con anticuerpos para PHF y AT8, 40X tincién con amino-
etil-carbazol.

Ademas, en los pacientes con EA (Figura 5F) se encontré con el anticuerpo
AT8 una expresion yuxtanuclear roja, con una tincién granular en los nucleos de
queratinocitos, en todo el espesor de la epidermis. Cuando los anexos de la piel se
evaluaron (Figura 6), la unidad pilosebacea (PSU) de los pacientes con EA mostro
una fuerte inmunopositividad yuxtanuclear roja a PHF y a AT8, tanto en la PSU (6A,
6C) como en la glandula ecrina (6B, 6C). El anticuerpo PHF tifie el citoplasma de
las células de las glandulas ecrinas intensamente, mientras que los nucleos

celulares fueron immunopositivos a AT8.
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Figura 6. Patrones de inmunopositividad en apéndices de la piel de un paciente con EA. El
anticuerpo AT8 mostré inmunopositividad a nivel yuxtanuclear en la unidad pilosebacea y en las

glandulas écrinas. Tincién con amino-etil-carbazol a 40 X.

La localizacion nuclear y yuxtanuclear de inmunopositividad a AT8 en
pacientes con EA fue confirmada por inmunofluorescencia (Figura 7F). mientras que
el epitope (porcion de la molécula reconocida inmunolégicamente) para PHF mostro
immunopositividad tanto en los controles (7A) como en los pacientes con EA (7E),
con una localizacion citoplasmatica predominante (Figura 7A y 7E). La localizacion
de los granulos se confirmo con la coloracion distinta al delimitar los nucleos en rojo
(Sytox, Figura 7C y 7G) y mediante las imagenes de ambos anticuerpos.

Se observo un patrén claramente diferente de inmunofluorescencia entre los

controles y los pacientes con el AT8 (Figuras 7Dy 7H).
El analisis comparativo del grupo de control con los pacientes con EA mostré que
los controles presentan granulos escasos, yuxtanucleares en los queratinocitos con
el anticuerpo AT8 (Figura 7B); versus granulos abundantes, en los pacientes con
EA (Figura 7F). La presencia de positividad a AT8 en queratinocitos es clara en la
fusidén de imagenes (Figura 7H).
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Figura 7. inmunofluorescencia en la piel. Microscopia confocal. Anticuerpos PHF (Cy5) y AT8 (Alexa
Fluor 488). Sujeto control (A-D) y paciente con EA (E-H). Los nucleos celulares estan tefiidos con

Sytox (C-G). La tincidon yuxtanuclear positiva se observo en los pacientes EA con el anticuerpo AT8.

Barra en escala de10 ym.

La presencia de p-Tau en la piel humana fue confirmada mediante Western

Blot (Figura 8).
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Figura 8. Western blot para AT8, demostrando su presencia en piel de sujeto control, en piel de dos

enfermos con AD, en cerebro humano y en cerebro de rata.

Aunque se detectaron agregados de proteinas en los diferentes estratos de
la piel y en sus anexos, la estructura que permiti6 un analisis profundo y la

comparacion de la inmunoreactividad para proteinas buscadas fue la epidermis

(Figura 9).
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Figura 9. Inmunopositividad para AT8 y PHF expresada como porcentaje de immunopositividad

(pixeles / area total). La expresion de AT8 para el grupo EA en comparacion con el grupo control

fue significativamente mayor (p <0,001), Existe una diferencia significativa entre el grupo de EA y el
de DNND (p <0,001). Las pruebas de Kruskal-Wallis y U de Mann-Whitney.
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Condicion Nuamero de Hombre/Mujer Edad MMSE Porcentaje de
sujetos (afos, (puntos, inmunopositividad
media, MediatDE (mediana, min-max)
*DE) PHF AT8
Control 17 6/11 72114 29.4+1.4 38(9-58) 0.6 (0.4-1.7)%
EA 20 8/12 7249 14.5+7.3* 46 (9-67) 4.6 (2.7-5.4)
DND 12 9/3 76113 17.2£9.74 46 (18-58) 1.4 (0.3-1.7)8

Tabla1. Encontramos diferencias significativas en la calificacion del MMSE y en el % de
inmunopositividad para AT8 con una p<0.001 al comparar el grupo control con el de EA. Se realizaron
ANOVA y prueba de Tuckey para comparar la edad y el MMSE. Se usé la prueba de Kruskal-Wallis

seguida de la U de Mann-Whitney para los porcentajes de inmunopositividad.

La inmunopositividad a PHF fue similar en los 3 grupos de pacientes [H (2,
N =49) = 5,1, p = 0,08]. Por el contrario, el marcaje con el anticuerpo AT8 fue
significativamente diferente entre los grupos [H (2, N = 49) = 35,8, p <0,001]. El
analisis mostré que entre los grupos de pacientes con EA presentaron una
inmunopositividad significativamente mayor a AT8 que los controles y que los
pacientes que sufren de DND (p <0,001).

3.2 Presencia de Tau fosforilada y a-sinucleina en piel de pacientes con EP y
PSP

En una segunda fase, se evaluo la presencia de Tau y a-sinucleina en
sujetos control y pacientes con EP y PSP. Como se muestra en la Tabla 2, los
pacientes y sujetos sanos tuvieron una media de edad similar. En la parte de
evaluacion clinica con un tiempo de evolucion de enfermedad similar, tanto la
prueba del MMSE como la Hohen-Yahr mostraron diferencias significativas entre
los grupos EP y PSP respecto al grupo control, mientras que la prueba UDPRS

arrojo resultados similares para ambos grupos. Ademas, en cuanto a deterioro
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cognitivo evaluado por medio del MMSE, el grupo con PSP resultd
significativamente mas afectado que el EP (p < 0.01) .
Control EP PSP
Hombres/ 11/6 13/4 37
Mujeres
Edad, afios 7114 689 718
(media *+ SD)
Tiempo de evolucién - 6.1£3.8 5.7£3.1
(media % DE)
MMSE 30 25 + 5AB 16.7 £ 74
(media * DE)
Hoehn-Yahr (media + DE) - 35+0.8 4.3+0.9°
UPDRS (media * DE) - 68 + 35 97 + 41

Tabla 2. Caracteristicas generales de la poblacion. Enfermedad de Parkinson (EP), Paralisis

Supranuclear Progresivea (PSP). A p<0.01 vs controles, B p <0.01 vs. EP, la prueba de ANOVA

seguida de la prueba de Tuckey . p<0.05 vs PD, t de Student.

La presencia de a-sinucleina se demostré primeramente en tejido cerebral

proveniente de la pars compacta mesencefalica de un paciente con EP, con la

presencia de cuerpos de Lewy (Figura 10C) y con positividad en las terminales

nerviosas periféricas en la dermis. La presencia de Tau ya la habiamos corroborado

previamente en la primera fase de nuestro estudio, y se demostré nuevamente en

esta fase del estudio, agregando su expresion en terminales nerviosas periféricas

(Figura 10). La expresion de Tau y a-sinucleina se comprob6 mediante Western blot

en cerebro y piel humana, asi como en cerebro de rata (Figura 10).
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Figura 10. (A) 1 y 2, Identificacion de las proteinas Tau y a-Syn. (A) Sistema nervioso central.
Madejas neurofibrilares en neuronas del hipocampo. Anticuerpos PHF y AT8 en un paciente con EA
(1000 y 400X).(A)-3. Cuerpos de Lewy en neuronas mesencefalicas de un paciente con EP (a-
sinucleina,1000X). Barra a escala: 20um. (B) Nervios dérmicos con tincién positiva para Tau (PHF y
ATB8) y alfa sinucleina. Barra a escala: 10pm (C) Western-blot. Demostracién de Tau (PFH y AT8) y
a-sinucleina (arriba) en cerebro de rata (RB), cerebro humano (HB) y la piel humana (HS), Control:

R-actina (abajo).

Usando la técnica de inmunohistoquimica y los anticuerpos validados,
buscamos la presencia de PHF, AT8 y a-sinucleina en las biopsias de piel de los
tres grupos a analizar en esta fase. La positividad para PHF se encontré presente
en toda la epidermis, tanto en la capa de células basales como en los queratinocitos
y su localizacion fue predominantemente citoplasmica (figura 11, columna de la
izquierda). En contraste, la inmunopositividad para AT8 se encontré dentro o
alrededor de nucleos de células de la epidermis en los grupos de PSP y EP,
mientras que estaba casi ausente en el grupo de control (Figura 11, columna
central). La inmunopositividad para a-sinucleina en el grupo control y de PSP estaba
presente en las células basales de la epidermis en forma escasa y dispersa,
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mientras que en el grupo de EP la immunopositividad fue abundante e intensa en el
estrato de células basales (Figura 11, columna derecha). Usando microscopia
confocal (Figura 12), se observé una mayor expresion nuclear de AT8 en PSP y PD
(F, J) y mayor inmunopositividad citoplasmatica para a-sinucleina en EP (I). En
comparacion con los controles, la imagen PSP mostr6 mayor immunopositividad
para AT8 (H), mientras que hubo una clara sobre posicion de para AT8 y o-
sinucleina en la imagen del paciente con EP (L). La inmunopositividad con o-

sinucelina también se observo en los queratinocitos.
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Figura 11. Se aprecia la inmunoreactividad en la epidermis en un sujeto control, paciente con PSP
y un sujeto con EP con PFH, AT8 y anticuerpos a-sinuncleina. Tincién con amino-etil-carbazol. Barra

a escala: 10um.

a-SYN AT8 SYTOX MERGE

Figura 12. La inmunofluorescencia en la piel. Microscopia confocal. Anticuerpos para a-sinucleina
(Cy5) y AT8 (Alexa Fluor 488). Sujeto control (A-D), paciente con PSP (E-H) y paciente con EP (I-L).
Los nucleos de las células se tifieron con Sytox. Barra a escala 10 ym
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Figura 13. La inmunopositividad a PHF, AT8 y a-sinuncleina expresados como porcentaje de
pixeles/area total. El anticuerpo PHF mostré un patron similar de expresion en todos los grupos (p =
0,72). La inmunorreactividad AT8 fue significativamente diferente en pacientes con PSP y EP en
comparacion con el grupo control (p <0,001). a-sinucleina en el grupo EP fue significativamente
diferente tanto al grupo control (p <0,001), como a la poblacién con PSP (p <0,01). El analisis se hizo

con las pruebas de Kruskal-Wallis seguida de la U de Mann-Whitney.
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DISCUSION

El estudio de la expresidn de proteinas caracteristicas de neurodegeneracion
en tejidos diferentes al tejido nervioso se baso en el novedoso reconocimiento de
que éstas son enfermedades sistémicas y no exclusivas del cerebro (58). Usamos
a la piel como un sitio para detectar la presencia de proteinas propias del tejido
nervioso, dado que ambas estructuras tienen origen ectodérmico. Otros ya habian
intentado encontrar la a-sinucleina expresada en la piel de pacientes con EP y en
mucosa intestinal, pero solamente la habian localizado en forma discreta y
exclusivamente en terminaciones nerviosas (59, 74, 85, 86, 87). Una vez
demostrada la presencia de a-sinucleina en células de la piel de pacientes con EP
(88); se inicid la busqueda de Tau fosforilada en la piel de enfermos con Alzheimer,
con la idea de que el tejido cutaneo podria ser un espejo de lo que ocurre en el
tejido nervioso (89,90). Las publicaciones generadas en este trabajo demostrando
por primera vez en la literatura médica, que es posible evidenciar el depdsito de las
proteinas Tau y a-sinucleina en la epidermis de sujetos con enfermedades
neurodegenerativas han atraido gran atencion en el campo de la neurologia (91-
95).

Las razones para haber seleccionado la piel como tejido de estudio fueron
varias: es un organo extenso, accesible, altamente inervado, con el mismo origen
embrionario (ectodermo) que el tejido nervioso y que ha demostrado expresar
multiples genes que producen varias proteinas que actuan en el sistema nervioso,
incluyendo las catecolaminas, la sustancia P, la calcitonina, el péptido relacionado
al gen de la calcitonina (CGRP), el factor de crecimiento neuronal (NGF), el péptido
intestinal vasoactivo (VIP). También la piel ha mostrado sufrir cambios en la
expresion de los genes que se localizan en sus células y esta expresion puede sufrir
cambios con la edad; algunos genes involucrados en problemas neurolégicos
incluyendo APP, PSEN1, Tau y PARKZ2 que han sido asociados a las enfermedades
que estamos estudiando (Alzheimer y Parkinson) pueden modificarse con la edad
en su expresion cutanea de acuerdo a Makrantonaki y cols (96,97). Ademas,
muchas enfermedades neuroldgicas, se manifiestan también a nivel cutaneo,

incluyendo las de nuestro interés, por ejemplo, la enfermedad de Alzheimer se
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asocia a una fisiologia dérmica alterada y se ha demostrado una relacién entre los
niveles de presenilina 1 (PSEN1) y cancer de piel, ademas de que los pacientes con
este padecimiento neurodegenerativo sufren mas de queratosis seborreica e
inflamacion cutanea (98). De igual manera la enfermedad de Parkinson se asocia a
un incremento en la frecuencia de melanoma (tumor maligno asociado a la
produccion de melanina, que es la sustancia que pigmenta nuestra piel), ya que los
genes de la pigmentacion codifican para la tirosina y la hidroxilasa y estan asociados
ambos a enfermedad de Parkinson y a melanoma. Los melanocitos y las neuronas
dopaminérgicas de la sustancia nigra en su pars compacta a nivel mesencefalico
comparten también el mismo precursor de la tirosina y producen tanto la melanina
como la 3,4 dihidroxifenilalanina (DOPA). Los pacientes con enfermedad de
Parkinson pueden tener seborrea facial importante, antes de manifestar las
alteraciones motoras clasicas (bradicinesia, rigidez, temblor de reposo e
inestabilidad postural) de la enfermedad (99,100).

El proceso de fosforilacion de las proteinas previamente normales y
funcionales parece asociarse al proceso de enfermedad misma, pero aun no se
logra entender si esto ocurre como un mecanismo de proteccion o es precisamente
el elemento toxico que provoca la disfuncion neuronal y finalmente la apoptosis.
PHF marca tanto a la Tau no fosforilada, como a la fosforilada; su expresion es
predominantemente citoplasmica. PHF marca las estructuras fibrilares que se van
acumulando en las neuronas del anciano y quiza por ello le encontramos en todos
los sujetos estudiados con positividad para el anticuerpo dirigido al epitope S-396.
En cambio, la expresion de AT8 (S-202) que marca exclusivamente Tau fosforilada,
en sujetos humanos adultos es anormal, es conocida como AT8 y marca ya un
proceso neurodegenerativo que parece ser irreversible y que expresa una forma
franca de la enfermedad. Hay que sefalar, que los agregados de proteinas
anormalmente plegadas las podemos encontrar a nivel nuclear, citoplasmatico e
intercelular. La explicacién de su ubicacién esta relacionada a la funcion que parece
tener Tau; por un lado la estabilizacidon de los microtubulos y por tanto del
citoesqueleto celular y por otro la estabilizacion de la cromatina nuclear, ya que esta
ligada su actividad a la HP1Pa (heterochromatin protein 1a). Este proceso puede
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ser importante en el entendimiento de la fisiopatogenia de la enfermedad y es
posible que la Tau nuclear juegue un papel clave, en donde la fosforilacion
inadecuada y la agregacion proteica se asocien a la pérdida de heterocromatina,
con un aumento en la expresion de transcriptasas de ARN no codificantes para
proteinas. Estos fendmenos se han relacionado a estrés oxidativo y térmico (101,
102).

Algo semejante parece ocurrir en la enfermedad de Parkinson en donde la
identificacion de genes asociados y sus posibles mutaciones relacionadas con la
enfermedad, han permitido entender mejor las funciones de las proteinas para las
cuales codifican. La alteracion postraduccional de la a-sinucleina en la regidn
terminal-C ha sido encontrada de manera consistente en el tejido cerebral de los
pacientes con enfermedad de Parkinson, algunas variantes incluyen la Syn119, la
Syn122 y la Syn123. Las mutaciones del gen LRRK2 (proteina kinasa 2, rica en
repeticiones de leucina) son la principal causa de enfermedad de Parkinson familiar
y esporadico e interesantemente asociado con frecuencia a una taupatia, (103).

La a-sinucleina ha sido objeto de publicaciones recientes acerca de la
naturaleza pridnica de sus agregados, teoria que ha ganado un apoyo importante
desde el informe de Olanow y Prusiner sobre la presencia de la sinucleinopatia en
las neuronas embrionarias dopaminérgicas trasplantadas previamente para el
tratamiento de EP (104) Posiblemente el estrés oxidativo favorezca la produccion
de estos agregados proteicos anormales que parecerian tener un comportamiento
prionico, al igual que en las taupatias, donde se teoriza que hay un sembrado de
una neurona a otra mediante un mecanismo de exocitosis; las neuritas de Lewy y
la NFT como exosomas serian atrapadas por la siguiente célula mediante
endocitosis, con formacion de vesiculas con agregados de a-sinucleina o tau
plegadas anormalmente. Una célula enferma, transmitiria la enfermedad a una
célula sana de igual manera a como lo hace la proteina pridnica en el Kuru
(105,106).

Estos resultados apoyan plenamente la naturaleza sistémica de las
enfermedades neurodegenerativas. Se ha descrito una amplia distribucion de o-
sinucleina fuera del SNC y se ha reportado también en las terminales nerviosas de
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la piel (59, 107, 108), en el plexo mientérico, en el nervio vago (109), en glandulas
salivales, en el pancreas (110), en la médula adrenal, la vejiga urinaria y en el
epicardio (59). Anteriormente reportamos la expresion moderada en los
queratinocitos (especialmente en la capa basal) y anexos cutaneos en pacientes
con EP, una minima expresion en pacientes con parkinsonismo y nula expresion en
controles sanos (88). Varios modelos experimentales proponen que las
sinucleinopatias podrian comenzar fuera del SNC. Se ha demostrado que la
inoculacion de a-sinucleina en el nervio ciatico podria propagarse al SNC en ratones
(111). También se ha propuesto, la propagacién de la sinucleinopatia desde el
intestino al SNC (112), apoyando la posibilidad del contagio de la proteina aplicada
como un "huésped ante la aplicacion del inéculo” (113). . El lanzamiento al espacio
extracelular y la propagacion también podria ampliarse para incluir en su contagio
a otras células como los queratinocitos, aunque todavia no se sabe si los tipos de
células no neuronales también son susceptibles al dafio celular a través de
agregados de a-sinucleina.

Puesto que ahora se sabe que la PSP es un taupatia, al igual que la EA, es
posible que los agregados de tau anormalmente fosforilados pudieran estar
presentes fuera del SNC al igual que ocurre en la EP (89, 114). Investigaciones
previas a la nuestra han intentado demostrar la presencia de la proteina Tau en
células distintas a las del tejido nervioso, Thurston demostro la presencia de Tau en
fibroblastos y linfocitos con localizacion nuclear (115) y Sjoberg demostro la
presencia nuclear en linfocitos y células HelLa (116). Es intrigante que en tipos de
células no neuronales, como linfocitos, fibroblastos y células neoplasicas, Tau se
expresa sobre todo en los nucleos celulares, mientras que en el cerebro, es una
proteina citoplasmica asociada a microtubulos relacionados con varias funciones
celulares. Mientras, que en la EA la Tau se expresa en las llamadas “marafias
neurofibrilares” que caracterizan esta enfermedad, mientras que en la PSP, Tau
esta mal plegada en NFT, inclusiones gliales globulares en los astrocitos ("astrocitos
copetudos") y en el oligodendroglia ("cuerpos en espiral") en ambas regiones
corticales y subcorticales. Los acumulos AT8+ identificados en la epidermis

mostraron una localizacion nuclear predominante que podria estar relacionado con
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otras funciones de Tau en las células no neuronales, diferentes a formar parte del
citoesqueleto celular (114, 117).

Otro punto clave es la superposicidén entre sinucleinopatia y taupatia, la que
ya previamente habia sido reconocida en algunas enfermedades,
neurodegenerativas (118,119,120). Esto es relevante, puesto que en la clinica estos
tres padecimientos (EP, PSP, EA) convergen en la presencia de deterioro cognitivo
y parkinsonismo. Aunque en la teoria es facil hacer una diferenciacion clinica entre
estos padecimientos, no siempre es sencillo precisamente por la sobreposicion de
manifestaciones clinicas. Pareceria ocurrir algo similar en estas patologias a nivel
molecular, en donde es posible que entre mas deterioro cognitivo exista, mas p-tau
podria expresarse (121) y entre mas parkinsonismo exista mas sinucleinopatia se
presente (122), encontrandose por tanto en la clinica y a nivel molecular una gamma
de posibilidades. Es posible por tanto, que la presencia de demencia en la EP pueda
correlacionarse con deterioro cortical y la asociacion con la presencia de placas de
B amiloide-Tau y especialmente de NFTs, lo que implica una interaccion potencial
entre PD y AD (123). Estudios post-mortem han mostrado una mayor acumulacion
de p-Tau en el cuerpo estriado de los pacientes con EP (124). Es por tanto de gran
interés que se haya encontrado la presencia de ambas proteinas, a-sinucleina y p-
Tau, en la piel de los pacientes con EP, lo cual podria apoyar los hallazgos in vitro
sobre la sinergia entre la agregacion y la propagacién de ambas proteinas (125).

Por otro lado, la PSP es un taupatia reconocida y la EP es considerada
tradicionalmente como una sinucleinopatia, sin embargo, cada vez es mas claro que
esta clasificacion no podra sostenerse por mucho tiempo, en base a hallazgos
experimentales de superposicion de proteinopatias. De hecho, las familias con
mutaciones en los genes MAPT o SNCA pueden manifestar tanto demencia como
parkinsonismo (125). A un nivel molecular, la expresién simultanea de ambas
proteinopatias se traduce en EP y EA, asi como otras patologias como DCL, la
variante de Lewy de la EA, el complejo Guam ALS-Parkinson-demencia y el
sindrome de Down (126), pero no en PSP. Por lo que valdria la pena considerar
nuestro procedimiento como un método de diferenciacion, dado que otros ya han
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demostrado la diferencia en la expresion de a-sinucleina y tau en EP y PSP tanto
para las formas esporadicas como familiares (120).

Ademas de que el analisis inmunohistoquimico de p-Tau y a-syn en la piel se
pueda utilizar para distinguir EA de EP y esta de PSP, estos resultados también
abren la posibilidad de que podamos estudiar la fisiopatologia y la respuesta al
tratamiento en las enfermedades neurodegenerativas mediante un analisis de la piel
(88, 95). Los biomarcadores para las enfermedades neurodegenerativas se han
desarrollado en los ultimos afos, y se basan en la neuroimagen funcional o en
técnicas moleculares avanzadas. La mayoria de los sistemas de salud en el mundo,
sin embargo, no pueden permitirse el realizar estos estudios para su uso cotidiano
en la practica clinica por la alta tecnologia requerida y el alto costo de los mismos.
Por lo tanto, las biopsias de piel representan una alternativa para apoyar el
diagnostico de las enfermedades neurodegenerativas, mediante la aplicacion de
inmunohistoquimica con anticuerpos disponibles comercialmente. Esto se puede
hacer en forma rutinaria en el laboratorio de patologia de hospitales en cualquier
parte del mundo y aun en laboratorios clinicos. Ademas, debido a la facilidad de
obtener 4 mm de piel por una biopsia por punch esta técnica se pudiera usar para
diagnosticar a los pacientes antes de hacer estudios mas costosos; la piel
potencialmente podria también usarse como un biomarcador para monitorear la
respuesta a terapias modificadoras de la enfermedad, agregandose al analisis de
a-n y Tau en los fluidos corporales y los tejidos periféricos como un biomarcador
potencial, aunque controvertido para el diagnodstico de EP, AE y PSP (103, 127).

Entre las principales limitaciones en nuestro estudio se encuentra la
dispersion en los datos obtenidos, que no permite aun establecer un punto de corte
entre expresion normal y patologica de las proteinas estudiadas en la piel. Este
puede deberse por una parte a que el estudio se realizé con base en el diagnostico
clinico, no histopatologico del cerebro, y que por tanto, son posibles los valores
atipicos, ya sea por un diagnostico erroneo o hasta por una variacidon entre los
diferentes lotes de anticuerpos comerciales utilizados, un problema comun que ha
ganando cada vez mas la atencion en los informes cientificos (122, 128). Por otra
parte, no sera hasta que se tenga un mapeo de estas proteinas en la piel de un
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numero importante de sujetos en a diferentes edades y condiciones de salud que
se llegara a delimitar el rango de expresion de las mismas; haciendo también
necesario que otros corroboren nuestros resultados para darle robustez a este
procedimiento. Lo anterior permitira determinar la sensibilidad, la especificidad, el
VPP (valor predictivo positivo), VPN (valor predictivo negativo) de estas pruebas.

La principal perspectiva para nuestra investigacion es que este procedimiento
se puede hacer en forma rutinaria en el mundo, de manera sencilla, accesible, poco
costosa y con el potencial de ser un biomarcador estandar. Ademas de que la piel
es un sitio idoneo para estudiar la fisiopatogenia de la enfermedad, podria ser un
lugar de acceso para tener un antigeno especifico, para la generacion de vacunas
para la prevencidon de padecimientos neurodegenerativos.

Las interrogantes ahora son multiples, cuando nuestro cuestionamiento
inicial era solo uno, si existia la presencia de estas proteinas en la piel. Entre estas
interrogantes estan: 4, Es la proteinopatia un proceso que se presenta en el tejido
dérmico antes o después que lo hace en el sistema nervioso central y periférico?,
¢ Es un fendbmeno paralelo al que esta ocurriendo en el tejido nervioso?, ¢ puede ser
un predictor que nos sirva para hacer prevencidn?, ;podemos mediante la piel
demostrar la fisiopatogenia de la enfermedad?, ¢ existe un fendmeno de prionosis
en la piel afectada por una proteinopatia?, ;son las proteinopatias realmente la
causa o son la consecuencia de morbilidad en la neurodegeneracion?, ; Podria ser
la proteinopatia un proceso reversible? Y si lo es ¢ cuando deja de serlo?, ¢ existen
factores ambientales que afectando a la piel, favorezcan la neurodegeneracion?,

¢, Si es una prionosis, hay posibilidades de contagio?

CONCLUSIONES
Este trabajo demostro por primera vez en la literatura médica, que es posible

evidenciar el depdsito de las proteinas Tau y a-sinucleina en la epidermis de sujetos
con enfermedades neurodegenerativas en donde estas proteinas estan
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involucradas. Ademas, existe diferencia estadisticamente significativa entre sujetos
enfermos con un proceso neurodegenerativo respecto a enfermos con una
demencia no degenerativa y a sujetos sanos. Estos hallazgos permiten proponer a
la biopsia de piel como un método minimamente invasivo con un posible potencial
predictivo del la enfermedad degenerativa del SNC y de monitorizacion de la
progresion de la enfermedad y asi como vigilancia de respuesta a tratamiento. Para
lograr este proposito, sera necesario ampliar en un futuro cercano esta investigacion

a grupos grandes y controlados de pacientes con neurodegeneracion.
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ANEXO 1. Relacion de participantes analizados. Numero de registro de biopsia,

edad, género, diagnaostico clinico y calificacion del MMSE.

SUJETO

EDAD

GENERO | DIAGNOTICO

MMSE

IMAGEN

10 49 F Control 30 NA
55 82 F Control 30 NA
105 86 M Control 30 NA
108 73 F Control 30 NA
112 48 F Control 30 NA
121 82 M Control 28 NA
124 68 F Control 30 NA
125 48 F Control 30 NA
128 54 F Control 30 NA
130 77 F Control 30 NA
135 73 M Control 30 NA
139 69 F Control 30 NA
141 80 F Control 30 NA
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143 83 M Control 29 NA
146 87 M Control 30 NA
148 75 M Control 26 NA
149 92 F Control 26 NA

129 81 M EA 23 Atrofia cortical, encefalopatia
lacunar

14 62 F EA 9 Atrofia hipocampal

22 82 F EA 8 Atrofia cortical

23 81 F EA 17 Atrofia hipocampal bilateral

30 85 M EA 13 Atrofia cortico-subcortical

45 62 F EA 14 Atrofia cortical, encefalopatia
lacunar

51 83 F EA 16 Atrofia cortical, encefalopatia
lacunar

61 82 M EA 21 Atrofia hipocampal bilateral

73 78 F EA 8 Atrofia Cortical-subcortical

83 72 F EA 0 Atrofia Cortical, higromas
bilaterales

86 93 F EA 18 Atrofia cortical, hemorragia
amiloidea

94 91 F EA 10 Atrofia cortical e hipocampal

96 82 M EA 1 Atrofia hipocampal bilateral

27 75 M EA 14 Atrofia hipocampal, hidrocefalia

31 70 M EA 23 Encefalopatia multinfarto, atrofia
hipocampal

34 89 M EA 24 Atrofia hipocampal, encefalopatia
lacunar

37 88 F EA 18 Atrofia hipocampal, encefalopatia
lacunar

44 80 F EA 12 Atrofia hipocampal

53 72 M EA 27 Atrofia hipocampal bilateral mayor
derecha

65 70 F EA 14 Atrofia hipocampal

24 53 M EP 29 CT normal

26 78 M EP 7 Hidrocefalia, infarto frontal derecho

33 64 M EP 24 IRM normal

38 76 F EP 26 Atrofia cortical, depésitos de hierro
NB

43 60 M EP 27 Atrofia cortico-subcortical

47 66 F EP 23 No imagen

49 73 M EP 26 Atrofia cortical, depésitos de hierro
NB

50 75 F EP 26 Atrofia cortical, hidrocefalia

54 80 F EP 25 Atrofia cortical, depésitos de hierro

NB
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60 78 M EP 30 Encefalopatia multifarto

71 66 M EP 21 No imagen

88 68 M EP 30 No imagen

89 74 M EP 27 Atrofia cortical, hidrocefalia

97 63 M EP 30 Minima atrofia cortical

102 73 M EP 21 Atrofia cortical, depésitos de hierro
en NB

113 75 F EP 28 Atrofia cortical, depésitos de hierro
en NB

120 86 M NTH 26 Hidrocefalia con edema intersticial

25 65 M VD 22 Encefalopatia multinfarto, atrofia
cortical

41 77 M VD 27 Leucoaraiosis

52 82 M VD 2 Encefalopatia multinfarto, atrofia
cortical

70 77 M VD 17 Atrofia cortical

91 94 M PTD 7 Higroma bifrontal

103 70 M VD 5 Hidrocefalia con edema intersticial

106 82 F VD 24 Encefalopatia multinfarto, atrofia
cortical

119 83 F VD 21 Atrofia cortical, enfermedad de
pequefio vaso

48 76 M SE 22 Esclerosis hippocampal izquierda

107 75 F PTD 28 Higroma fronto-temporal derecho

117 42 M SE 5 Encefalopatia parietal izquierda

114 82 M PSP 22 Atrofia frontal, “colibri”

153 71 F PSP 3 Atrofia mesencefélica

154 60 M PSP 6 Atrofia fronto-temporal, “colibri”

157 62 F PSP 17 Atrofia pedunculo superior, “colitri”

158 65 M PSP 25 Atrofia mesencefélica

159 77 M PSP 16 Atrofia frontal y esencefalica

161 71 F PSP 15 Atrofia fronto-temporal

39 62 F PSP 0 Atrofia frontal, “colibri”

69 58 F PSP 18 Atrofia frontal, “colibri”

9 42 M PSP 15 Atrofia peduncular superior, “colibri”

EA: Enfermedad de Alzheimer, EP enfermedad de Parkinson, NTH: Hidrocefalia normotensa del

adulto, VD: enfermedad vascular cerebral, DPT: demencia postraumatica, SE: Epilepsia sintomatica.
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Anexo 2.
Mini Mental Status Exam (FOLSTEIN)

1. Orientacién: (0-10)
Temporal:

fecha(1)__ _mes (1) __ dia(1)__ ano(1)___ estacion (1)
Espacial:

lugar (1)__ piso (1) __ ciudad (1) ____comuna (1) ___ pais (1) ___

2. Repeticion inmediata: (0-3)

“Le voy a nombrar 3 palabras. Quiero que las repita después de mi. Trate de
memorizarlas, pues se las voy a preguntar en 1 minuto mas.

CIGARRO , FLOR , PUERTA :

Numero de repeticiones: (maximo 6 veces en total)

3. Atencién y calculo: (0-5)

Serial 7: (100 — 7) 93- 86- 79- 72- 65 (dar un punto en c/ respuesta correcta) o
deletrear MUNDO alrevées:O __ D N_U_ M

(*Anotar mejor puntaje)

4. Memoria (0-3)
Pedir que repita las 3 palabras, dar 1 punto por cada respuesta correcta.
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5. Lenguaje (0-9)
Nombrar al reconocer un LAPIZ __ yun RELOJ

Repetir una frase “CONSTANTINO SE ENCUENTRA EN CONSTANTINOPLA”

Ejecucion: “Tome este papel un su mano derecha, déblelo por la mitad y déjelo en

el suelo”

Leer y obedecer: “cierre los o0jos”

Escribir una frase (sujeto, verbo, predicado)

Copiar pentagonos

=0-2)__=01)__=(03)__=(01__=(01)__=01)___
Puntaje total: ____ /30
ANEXO 3.
ESTADIO DESCRIPCION % sujetos | Duracion promedio
en anos
Unilateral sin o minima 17 3(7.1)
discapacidad
Il Bilateral, sin imposibilidad de 29 6 (6.9)
balance
I Pérdida de reflejos posturales (pies 23 7 (6.3)
juntos, ojos cerrados)
v Severa discapacidad, requiere 26 9(7.2)
asistencia para caminary
sostenerse
Vv Confinado a la cama o a la silla de 5 14 (3.4)

ruedas
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Concentrado de los 183 pacientes reportados por los Drs. Hoehn y Yard, de
acuerdo al estadio que ellos propusieron.

ANEXO 4.
Unified Parkinson Disease Rating Scale (UPDRS)

El UPDRS es un sistema de clasificacion para seguir el curso longitudinal de la
enfermedad del Parkinson . Consta de las siguientes secciones: 1) Estado mental,

Conducta, y Humor, 2) AVD y 3) Seccion Motora. Estas son evaluadas mediante

una entrevista. Algunas secciones requieren multiples grados asignados a cada
extremidad. La cantidad total de puntos puede ser 199, donde 199 representa
incapacidad total y 0 ninguna incapacidad.

I. Estado mental, conducta, humor
o Afectacion Intelectual
0-Ninguna.

1-Leve (olvido con recuerdo parcial de algunos hechos sin otras dificultades)
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2-Moderada pérdida de memoria con desorientacion y moderada dificultad
manejando problemas complejos.
3-Severa pérdida de memoria con desorientacion temporal y a menudo espacial,
severa dificultad con los problemas.
4-Severa pérdida de memoria con orientacidn solo para personas, incapaz de
juzgar o resolver problemas.
o Trastorno del pensamiento
0-Ninguno.
1-Suenfio intenso.
2-Alucinaciones "benignas" con retencidén de las mismas.
3-Alucinaciones mas frecuentes sin retencion, pueden interferir con la actividad
diaria.
4-alucinaciones presistentes, ilusiones, o psicosis floridas.
o Depresion
0-No presente.
1-Periodos de tristeza o culpabilidad superiores a lo normal, nunca presentes
durante mas de unos dias o una semana.
2-Depresion persistente durante mas de 1 semana.
3-Sintomas vegetativos (insomnio, anorexia, abulia, pérdida de peso).
4-Sintomas vegetativos con tendencias suicidas.
o Motivacién/Iniciativa
0-Normal.
1-Menos afirmativo, mas pasivo.
2-Pérdida de iniciativa o desinterés en actitudes electivas.
3-Pérdida de iniciativa o desinterés en la rutina diaria.
4-Abandono, pérdida completa de motivacion.

II. Actividades de la Vida Diaria
o Lenguaje
0-Normal.
1-Levemente afectado, sin dificultad para ser entendido.

80



2-Moderadamente afectado, puede ser preguntado para repetir las cosas.
3-Severamente afectado, se le pide frecuentemente que repita las cosas.
4-Ininteligible la mayor parte del tiempo.
o Salivacién
0-Normal.
1-Leve.
2-Moderada excesiva salivacion, babeo nocturno.
3-Marcado babeo.
o Deglucién
0-Normal.
1-Obstruccion rara.
2-Obstrucién ocasional.
3-Requiere comida blanda.
4-Requiere intubacion (sonda).
o Escritura
0-Normal.
1-Levemente pequefia o lenta.
2-Todas las palabras pequefias pero legibles.
3-Severamente afectada, no son legibles todas las palabras.
4-mayoritariamente ilegibles
o Cortar alimentos/Manejar Utensilios
0-Normal.
1-Lento y poco habil pero se vale solo.
2-Puede cortar la mayoria de alimentos, para lagunos necesita ayuda.
3-Le deben cortar la comida, pero puede alimentarse solo.
4-Necesita que lo alimenten
o Vestir
0-Normal.
1-Lento, pero sin ayuda.
2-Ocasionalmente necesita ayuda
3-Necesita considerable ayuda aunque puede hacer algunas cosas solo
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4-Necesita ayuda completa
o Higiene
0-Normal
1-Lento pero sin ayuda
2-Necesita ayuda con la ducha o el bafio o es muy lento en el cuidado de la
higiene.
3-Necesita ayuda para lavarse, cepillarse los dientes, ir al bafio.
4-Necesita ayuda completa.
o Volverse en la Camal/ Ajustar las sabanas
0-Normal.
1-Lento pero sin ayuda.
2-Puede volverse o ajustar las sabanas pero con gran dificultad.
3-No puede volverse o ajustarse las sabanas solo.
4-Necesita ayuda completa.
o Caidas-Sin relacion al 'Freezing'
0-Ninguna.
1-Raras.
2-Ocasionales, menos de una por dia.
3-Una por dia de media.
4-Mas de 1 por dia.
o 'Congelamiento' (“freezing”) al caminar
0-Normal.
1-Raro, puede haber duda.
2-Caidas ocasionales por 'freezing'.
3-Frequente freezing, caidas ocasionales.
4-Frecuentes caidas por 'freezing'.
o Andar
0-Normal.
1-Leve dificultad, arrastra las piernas o disminuye el balanceo de los brazos.
2-Moderada dificultad sin requerir ayuda.
3-Severa afectacion que requiere asistencia.
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4-No puede andar incluso con ayuda.
o Temblor
0-Ausente.
1-Leve e infrecuente, no molesta al paciente.
2-Moderado, molesto para el paciente.
3-Severo, interfiere con muchas actividades.
4-Marcado, interfiere con muchas actividades.
o Molestias sensoriales relacionadas con el Parkinsonismo
0-Ninguna.
1-Ocasionalmente tiene insensibilidad, hormigueo, y leve dolor.
2-Frecuente pero no estresante.
3-Sensacion de dolor frecuente.
4-Dolor insoportable.
III. Examen Motor
o Lenguaje
0-Normal
1-Leve pérdida de expresion, diccidn, volumen.
2-Monotono, mal articulado pero comprensible.
3-Marcada dificultad, dificil de entender.
4-Ininteligible.
o Expresién Facial
0-Normal.
1-Leve hipomimia.
2-Leve pero definida disminucion anormal de la expresion.
3-Moderada hipomimia, labios separados parte del tiempo.
4-Cara fija, labios separados 1/2 cm o mas con pérdida completa de expresion.
o Temblor de Reposo
. Cara
0-Ausente.
1-Leve e infrecuente.

2-Leve y presente la mayor parte del tiempo.



3-Moderado y presente la mayor parte del tiempo.
4-Marcado y presente la mayor parte del tiempo.

ll. Extremidad Superior Derecha (ESD)
0-Ausente.
1-Leve e infrecuente.
2-Leve y presente la mayor parte del tiempo.
3-Moderado y presente la mayor parte del tiempo.
4-Marcado y presente la mayor parte del tiempo.

lll. EXTREMIDAD SUPERIOR IZQUIERDA
0-Ausente.
1-Leve e infrecuente.
2-Leve y presente la mayor parte del tiempo.
3-Moderado y presente la mayor parte del tiempo.
4-Marcado y presente la mayor parte del tiempo.

IV. EID
0-Ausente.
1-Leve e infrecuente.
2-Leve y presente la mayor parte del tiempo.
3-Moderado y presente la mayor parte del tiempo.
4-Marcado y presente la mayor parte del tiempo.

EXTREMIDAD INFERIOR IZQUIERDA

0-Ausente.
1-Leve e infrecuente.
2-Leve y presente la mayor parte del tiempo.
3-Moderado y presente la mayor parte del tiempo.
4-Marcado y presente la mayor parte del tiempo.

o Temblor Postural o de Accidon
. DERECHA
0-Ausente.

1-Leve, presente con accion.
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2-Moderado, presente con accion.
3-Moderado, presente con accion y manteniendo la postura.
4-Marcado, interfiere con la alimentacion.

. EXTREMIDAD SUPERIOR IZQUIERDA
0-Ausente.
1-Leve, presente con accion.
2-Moderado, presente con accion.
3-Moderado, presente con accion y manteniendo la postura.
4-Marcado, interfiere con la alimentacion.

o Rigidez
.  Cuello

0-Ausente.
1-Leve o sdlo con actividad.
2-Leve/moderada.
3-Marcada, en todo el rango de movimiento.
4-Severa

. DERECHA
0-Ausente.
1-Leve o solo con actividad.
2-Leve/moderada.
3-Marcada, en todo el rango de movimiento.
4-Severa

lll. EXTREMIDAD SUPERIOR IZQUIERDA
0-Ausente.
1-Leve o solo con actividad.
2-Leve/moderada.
3-Marcada, en todo el rango de movimiento.
4-Severa

IV. EXTREMIDAD INFERIOR DERECHA
0-Ausente.
1-Leve o solo con actividad.

85



2-Leve/moderada.
3-Marcada, en todo el rango de movimiento.
4-Severa
V. EXTREMIDAD INFERIOR IZQUIERDA
0-Ausente.
1-Leve o solo con actividad.
2-Leve/moderada.
3-Marcada, en todo el rango de movimiento.

4-Severa

o Tocarse la Punta de los Dedos

. Derechos
0-Normal.
1-Leve lentitud, y/o reduccion en amplitud.
2-Moderada dificultad.
3-Severa dificultad.
4-Puede apenas realizarlos.

Il. lzquierdos
0-Normal.
1-Leve lentitud, y/o reduccion en amplitud.
2-Moderada dificultad.
3-Severa dificultad.
4-Puede apenas realizarlos.

o Movimientos de la mano (abrir y cerrar las manos en rapida
sucesion)

. Derecha
0-Normal.
1-Leve lentitud, y/o reduccion en amplitud.
2-Moderada dificultad.
3-Severa dificultad.
4-Puede apenas realizarlos.
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Il. lzquierda
0-Normal.
1-Leve lentitud, y/o reduccion en amplitud.
2-Moderada dificultad.
3-Severa dificultad.
4-Puede apenas realizarlos.
lll. Movimientos Alternativos Rapidos (pronaciény
supinacion de las manos)
. Derecha
0-Normal.
1-Leve lentitud, y/o reduccion en amplitud.
2-Moderada dificultad.
3-Severa dificultad.
4-Puede apenas realizarlos.
Il. lzquierda
0-Normal.
1-Leve lentitud, y/o reduccion en amplitud.
2-Moderada dificultad.
3-Severa dificultad.
4-Puede apenas realizarlos.

IV. Agilidad en la pierna (movimientos con el talén sobre el

suelo, amplitud deberia ser de 8 cm)
. Derecha
0-Normal.
1-Leve lentitud, y/o reduccion en amplitud.
2-Moderada dificultad.
3-Severa dificultad.
4-Puede apenas realizarlos.
Il. lzquierda
0-Normal.
1-Leve lentitud, y/o reduccion en amplitud.
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2-Moderada dificultad.
3-Severa dificultad.
4-Puede apenas realizarlos.
V. Levantarse de una silla (con brazos cruzados)
0-Normal.
1-Lento, puede necesitar mas de un intento.
2-Se empuja hacia arriba con los brazos o la silla.
3-Tiende a caer hacia atras, puede necesitar muchos intentos pero puede
levantarse sin ayuda.
4-Incapaz de levantarse sin ayuda.
VI. Postura
0-Normal erecto.
1-Levemente inclinado, podria ser normal para una persona mayor.
2-Anormal. Inclinado, puede que hacia algun lado.
3-Severa inclinacion con escoliosis.

4-Marcada flexion con postura muy anormal.

Vil. Marcha
0-Normal.
1-Anda lentamente.
2-Anda con dificultad, con poca o sin ayuda, algun balanceo, pasos cortos o
propulsion.
3-Afectacidn severa, necesita ayuda frecuente.
4-No puede andar.

VIll. Estabilidad Postural (test de retropulsion)
0-Normal.
1-Se recupera sin ayuda.
2-Caeria si no se coge.
3-Se cae espontaneamente.
4-lmposible mantenerse de pie.

IX. Bradicinesial/ Hipocinesia
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0-Nada.

1-Minima lentitud, podria ser normal.

2-Leve lentitud y excasez de movimientos, definitivamente anormales, o disminuye
la amplitud de movimientos.

3-Moderada lentitud, excasez de movimientos, o disminuye la amplitud de
movimientos.

4-Marcada lentitud, excasez de movimientos, o disminuye la amplitud de

movimientos.

ANEXO V

SISTEMA DE CUANTIFICACION DE LA INMUNOPOSITIVIDAD MEDIANTE
COLORIMETRIA

Juan Carrizales Rodriguez
Ma. Esther Jimenez-Cadeville
lidefonso Rodriguez Leyva

OBJETIVO
Desarrollar un método de cuantificacion confiable, certero y reproducible que
permita cuantificar la expresion de proteinas patdégenas por inmunorreactividad en

la piel de sujetos con enfermedades neurodegenerativas. Este método se basa en
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la fotografia del area a evaluar (con parametros especificos) y mediante la
aplicacion del sistema RGB calificar el area de positividad, permitiéndonos detectar
sin sesgos la posible diferencia en las poblaciones a estudiar. Recientemente para
hacer aun mas confiable el procedimiento hemos agregado a la valoracion la
medicion de la intensidad, estimando ahora area e intensidad de la positividad a la

reaccion antigeno anticuerpo.

ANTECEDENTES

Las enfermedades neurodegenerativas son proteinopatias y su diagnostico
definitivo se basa en la determinacion de su expresion en el tejido cerebral.
Habiendo logrado demostrar que esta expresion puede detectarse también en la
piel, requerimos de un método que nos permita cuantificar la presencia de estas
proteinas en la piel de sujetos enfermos y determinar si existe un nivel de corte que
diferencie a la posibilidad de su expresion en sujetos no enfermos.

Al lograr demostrar la presencia de las proteinas marcadoras de neurodegeneracion
en pacientes enfermos, utilizamos un método semi-cuantitativo que fuese similar al
usado en neuropatologia para cuantificar la presencia de placas neurofibrilares
(proteina Tau fosforilada) en el tejido cerebral): CERAD, que mide en + escasa, ++
moderada y +++ frecuente la positividad. Este sistema de calificacion, nos permitié
detectar una diferencia significativa (p < 0.001) entre enfermos y sanos evaluados.
Desafortunadamente, cuando intentamos publicar nuestros resultados, fuimos
cuestionados sobre la confiabilidad de este sistema ante lo que decidimos evaluar
contando el numero de células, como lo hacen los histopatélogos para calificar la
inmunopositividad. Para determinar la confiabilidad de este sistema se compararon
los valores obtenidos por dos evaluadores diferentes, encontrando una correlacion
entre ellos del 95 %.

Como se ha visto, que el ojo humano es menos certero que el tener una
cuantificacion computarizada, utilizamos un método de colorimetria. Basados en los
principios numéricos del modelo RGB (red, green, blue) y luminiscencia, logramos
seleccionar y cuantificar los pixeles de color rojo que corresponden solo a la
positividad expresada en el tejido estudiado y la comparamos con el resultado
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obtenido por cuantificacion celular. Concomitantemente se mide la intensidad de la
reaccion buscando encontrar una diferencia mas clara en las poblaciones

estudiadas.

MATERIAL Y METODOS

El equipo utilizado en el proceso:
a) Microscopio Optico Nikon modelo LABOPHOT-T2 utilizando el objetivo de 40x.
b) Camara NIKON modelo COOLPIX S10 de 6 megapixeles.

Cada muestra de tejido fue fotografiada en cinco areas distintas (figura 1), cada

toma se realizdé con las mismas condiciones:

1. Balance de blancos automatico
2. Zoom optico maximo 10x.

3. Fuente de luz y apertura condensador maxima

Cada fotografia debe cumplir con las siguientes caracteristicas que permita tener
uniformidad en las mismas:

a) Dimension: 2816 x 2112 pixeles

b) Resolucién de 300 ppp

c) Profundidad de 24 bits

d) Modelo color sRGB.

e) Formato JPEG

Cada imagen se cargo en el software Adobe Photoshop Cs 6 v. 12.0, donde se
sometid a una correccion selectiva de color, tras lo cual pasa a un segundo
procesamiento en el sistema Image Pro Plus 7.0 (Media cybernetics) donde se
convierte una imagen en escala de grises, que nos permite tener un rango de 0 a

255 tonos, del blanco al negro, detectando en tonos mas oscuros los
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correspondientes especificos para la inmunopositividad. Sobre esta imagen se hace
una recolorizacion para facilitarnos la cuantificacion, se selecciona el area a
evaluar, se cuantifica por pixeles, se transforma en un porcentaje del area de
positividad, se obtienen valores numéricos correspondientes a cada fotografia, se
exportan al software Microsoft Office Excel 2010, para tener la base de datos y
finalmente se hace la estadistica que nos permita detectar las diferencias de manera
objetiva, confiable y sin sesgos (Tabla 1).

Como el aminocarbazol es un “cromdgeno” que genera una coloracion roja en los
sitios en donde se ha unido el anticuerpo, puede ser detectado midiendo tanto la

intensidad de la reaccién como su distribucion espacial .

PROCESO

Se toma la imagen original, se realiza una copia de la imagen para trabajar sobre
esta., se hace una correccion selectiva con el programa Adobe Photoshop, filtrando
y aclarando los tonos confusores (azul, cian, amarillos, neutros, blancos, verdes,
negros), colocando sus valores de tinte negro componente en - 100% . Esto nos
produce una imagen donde las unicas estructuras de color intenso (oscuro)
corresponden a aquellas que expresan positividad. En Image Pro Plus 7.0 se aisla
el canal verde del RGB, que nos ofrece una imagen en escala de grises de mayor
contraste y definicion, eliminando los canales rojo y azul. La re-colorizacion consiste
en aplicar un “pseudocolor” que nos permite visualizar y clasificar en 6 categorias
de color las estructuras de acuerdo a su luminiscencia, desde las mas claras/
luminicentes (tonos de grises 0 al 42) que corresponden a intersticio/citoplasma
carente de imunospositividad y que se mostraran en rojo, hasta las estructuras mas
oscuras (tonos 238 a 255) que se mostraran en azul y corresponden a sitios de
maxima positividad. Finalmente se delimita el area de medicion e interés, se
cuantifica mediante el “gotero”, seleccionando un punto de inmunopositividad
representativo, que se medira y el sistema nos cuantifica el total de pixeles con los
mismos valores existentes en la imagen, y que corresponden a la expresion en el

area de piel a calificar. Una vez obtenidos los valores, pueden ser calificados,
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comparados y determinar si existe una diferente expresion de la inmunorreactividad
en los tejidos evaluados (tabla 1).

La intensidad optica integrada (I0OD) nos permitira ademas, medir la densidad de la
positividad (aminoetilcarbazol que tifie al anticuerpo) de la reaccion midiéndola en
pixeles al colocar una luz posterior a la muestra, mostrandonos que entre mas
obscuro sea el pixelaje mas densa es la reaccion y menos deja pasar a la luz. Para
hacer mas evidente la IOD se aplica en siete tiempos de correccidn selectiva para
filtrar (bloquear) las estructuras que no son positivas y que pudieran generar ruido,
dejando intactos los pixeles que componen la inmunopositividad (Figura 2)

RESULTADOS

Este método nos permitio detectar con claridad, diferentes niveles de area
inmunopositiva en la poblacion enferma respecto a la sana. La kappa al comparar
la cuantificacion por porcentaje de células que expresan inmunopositividad contra
el area total de expresiéon fue de 0.8, lo que nos da la seguridad de que sea un
meétodo confiable y objetivo, con la ventaja de que al ser digitalizado disminuye
considerablemente la posibilidad de error.

CONCLUSION

La medicion por colorimetria de la inmunopositividad en la piel mediante un sistema
RGB digitalizado, es confiable, objetivo, medible y comparable, permitiéndonos
detectar diferencias entre la expresion de positividad entre sujetos problema vy
control.

Aunque debe ser reproducido por otros laboratorios, este sistema nos permitira por
ahora detectar diferencias en la expresion de diferentes proteinas anormales en la
piel de sujetos enfermos de distintos padecimientos neurodegenerativos, lo que
potencialmente puede ayudarnos en vida de los pacientes a tener un diagnostico
mas temprano (lo que se hacia previamente hasta tener tejido cerebral).
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Figura 1.

De cada biopsia de piel se tomaron cinco fotografias (A). Se hizo una evaluacion de
células con inmunorreactividad por conteo, verdes positivas, rojas negativas (B) y
una evaluacion por colorimetria en el area seleccionada en la epidermis de cada

toma fotografica realizada (C).
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Original Procesada

Figura 2. Medicién de la intensidad mediante el filtraje de los pixeles en donde no

hay positividad.

Divisiones
operacionales

Division COLOR Positividad
1 AZUL 0,0, 255

-' UL CLARO 0,170,255 | Granularmoderada = 43-85

0, 255, 97 ' Granular minima | 86-127 Granular
ERDE amarillo 103, 255, 0 Difusa 128-170 Difusa

NARANJA 255,170,0 | Negatividadoscura | 171-237 | |
255,0,0 | Negatividadclara | 238-255 | Negatividad

LIMITES

Granularmaxima 0-42

N

Tabla 1.
Sistema RGB. Azul expresa positividad maxima, azul claro moderada, verde 6palo

minima, verde amarillo una positividad difusa, naranja negatividad celular, rojo

negatividad de fondo.

PRODUCTOS
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