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RESUMEN

En los ultimos afios gracias a los avances en tecnologias y sus aplicaciones biomédicas la
esperanza de vida ha aumentado significativamente, esto ha llevado por un lado a un
aumento de la poblacién mas senescente, y por tanto una mayor predominancia de las
enfermedades asociadas a la edad. En este contexto las enfermedades neurodegenerativas
son una de las mds prevalentes en este grupo etario, particularmente las llamadas
enfermedades por mal plegamiento proteico (PMD), siendo la enfermedad de Alzheimer
(EA) y Parkinson (EP) de las més comunes. Sin embargo, las distintas PMDs comparten
muchas de sus caracteristicas clinicas y bioquimicas, lo que dificulta el diagnéstico
diferencial entre ellas. Entre las principales proteinas asociadas a esta clase de enfermedad
se encuentra Tau, APP y a-sinucleina (a-syn), las que generan agregados proteicos intra
o extracelulares asociados a la enfermedad. Previamente se han realizado estudios de estas
proteinas en fluidos como cefalorraquideo (LCR) o por imagenologia, pero han mostrado
ser altamente invasivos o costosos. Para hacer frente a este problema, este estudio evalud
la migracion proteica y concentracion de estas principales proteinas en pacientes con la
EP, sujetos controles y algunos pacientes con demencia por cuerpos de Lewy (DCL) en
plaquetas, plasma y saliva, con el objetivo de poder identificar diferencias significativas
que permitieran establecerlas como biomarcadores de la enfermedad. Asi, se evalué
mediante Western Blot (WB) los patrones de migracion en plaquetas. Para Tau se
encontrd6 una prevalencia de sus formas monomericas en pacientes con DCL,

diferenciandola de los otros grupos controles y EP, para APP se encontrd la una menor



proporcion 130/110 kDa de las isoformas en los grupos EP con respecto a los controles
(ROC: 0,81, sensibilidad 71,0% y especificidad 80,0%). Para los estudios de WB y
ELISA en saliva de a-syn no se pudieron obtener concentraciones Optimas para su
deteccidn, pero en plasma se obtuvieron medidas significativas mediante ELISA, donde
se encontrd una mayor concentracidon en pacientes con EP (ROC: 0,77, sensibilidad
67,7% y especificidad de 66,7%). Posteriormente se evalud una correlacion entre estos
resultados bioquimicos y una bateria de pruebas neuropsicoldgicas por si eran indicadores
de la progresion o estado de la enfermedad, pero no se encontré una correlacion
significativa, solo una tendencia negativa entre el test olfatorio y las proporciones de Tau.
Finalmente se realizé un andlisis proteomico mediante 2D SDS PAGE, en donde se
encontro una sefial alrededor de los 120 kDa en pacientes con EP diferente a grupos
controles, que con posteriores analisis por espectrometria de masas podria llevar a la
identidad proteica de esta sefial como indicador de la EP. Como conclusion las diferencias
obtenidas entre grupos controles y de EP mostraron la potencialidad del uso de fluidos
periféricos para el diagnéstico diferencial de estas enfermedades, y su uso como

biomarcadores.



INTRODUCCION

El envejecimiento de la poblacion es uno de los cambios demograficos mas asociados con
el estado de desarrollo de un pais v, si bien, ha sido en gran parte debido a los avances en
ciencia, tecnologia y medicina, también ha llevado a una serie de nuevos desafios como
el manejo de las enfermedades cronicas (Eldemire-Shearer, Mitchell-Fearon et al. 2014).
Actualmente existe un incremento importante de la poblacién sobre los 65 afios de edad,
en los que 8 de cada 10 estan afectados por una o mas enfermedades cronicas (Dexter,
Miller et al. 2010). Las enfermedades neurodegenerativas asociadas a la edad son de las
mas comunes y costosas para la sociedad con unas 20 millones de personas afectadas a
nivel mundial, solo para la enfermedad de Alzheimer (EA) su tasa de incidencia es del
1% anual para personas sobre los 65 afios de edad en Estados Unidos, siendo la
enfermedad neurodegenerativa mas comdn, le sigue la enfermedad de Parkinson (EP)

con una tasa anual de incidencia de 0,6%, (Mayeux 2003 y de Rijk, Launer et al. 2000).

Las enfermedades neurodegenerativas como de EA, EP y DCL entre otras, tienen como
caracteristica en comun el que todas ellas presentan agregados proteicos, resultado de un
mal plegamiento de alguna forma de proteina neuronal (Farias GA 2015). Por lo anterior
han sido llamadas enfermedades por mal plegamiento proteico (Protein miss-folding
diseases, PMD), dentro de estas, las principales 3 proteinas involucradas en la patologia
para estas enfermedades son la proteina asociada a microtiibulos Tau, la proteina
precursora amiloidea (APP) y o-sinucleina (o-syn) proteina neuronal presindptica y

elemento principal de los cuerpos de Lewy.



Proteinas involucradas en enfermedades neurodegenerativas:

a-sinucleina: La EP se caracteriza por ser una enfermedad que afecta a las neuronas
dopaminérgicas de la zona pars compacta en el cerebro de forma irreversible y
progresiva, mostrando alteraciones en el movimiento como temblor en reposo,
bradicinesia y rigidez muscular en estados mas avanzado de la enfermedad (Nussbaum
and Ellis 2003). Como una PMD, en EP se forman agregados proteicos intracelulares en
estas neuronas, llamados cuerpos de Lewy, en los que a-syn es el principal componente.
a-syn forma parte de una familia de 3 proteinas (a, f, v) y si bien, su funcion especifica
alun no es clara, se ha visto que interactiia con otras proteinas en forma de chaperona
auxiliar y asociandose a la membrana de vesiculas presindpticas (Irvine, El-Agnaf et al.
2008). En EP cumple un rol patolégico, a-syn cambia su conformacién por factores como
mutaciones, fosforilacién, exposicion a iones que en particular podrian verse mads
potenciados debido al ambiente oxidativo de las neuronas dopaminérgicas, ya que la
dopamina es una molécula relativamente inestable, regulada por metabolismo oxidativo
la cual pasa por un proceso de auto-oxidacion formando radicales libres (Dias, Junn et al.
2013). Esto conlleva a la formacion de oligomeros de a-syn que generan finalmente a

estos depdsitos fibrilares (Trvine, EI-Agnaf et al. 2008) .

Tau: Fue la primera proteina en ser relacionada con la EA en 1975 por Weingarten et al.
(Weingarten, Lockwood et al. 1975). Forma parte de una familia de proteinas neuronales,
presenta funciones principalmente de regulacion en la estabilidad de microtabulos las que
estan condicionadas por su estado de fosforilacion, caracteristica muy importante

considerando que casi el 20% de esta proteina es fosforilable por gran numero de residuos



de Serina y Treonina (Stoothoff and Johnson 2005) siendo regulado por diferentes
proteinas quinasas y fosfatasas, como proteina fosfatasa 1 (PP1), PP2A, PP2B, las que se
han estudiado como podrian estar involucradas en la patogenicidad. Se ha evidenciado,
por ejemplo, que existe una menor actividad de PP2A en cerebros de personas con EA,
la que podria estar favoreciendo la hiperfosforilacién de Tau (Tian and Wang 2002). Por
lo que el estado de fosforilacion de Tau es fundamental. Asi, cuando Tau pasa a estar
hiperfosforilada esta en un estado patogénico, se han encontrado evidencias que muestran
cémo se vuelve menos eficiente en regular la union de microtiibulos y también una alta
concentracion de esta proteina en este estado en cerebros y liquido cefalorraquideo (Hu,
He et al. 2002). Tau fue considerada la principal proteina en la EA, su estado
hiperfosforilado forman filamentos helicoidales pareados (paired helical filaments, PHF)
los que finalmente generan los ovillos neurofibrilares (neurofibrillary tangles, NFTs)

intracelulares.

AB: Las inclusiones de Tau fueron signo patoldgico mas significante de la enfermedad,
hasta el descubrimiento del péptido beta amiloide (Af) en la formacion de placas seniles
extracelulares, llegando a ser uno de los principales blancos para los estudios de PMD
(Glenner and Wong 1984). AP es producto del clivaje de la proteina precursora del
péptido B amiloide (amyloid precursor protein, APP). APP es una proteina de
transmembrana con una larga porcion N-terminal extracelular, esta puede estar sujeta a
clivajes por distintas secretasas, existe la via de la a-secretasa o no amiloidogenica en que
el producto evita la formacion de péptidos AP, va que, corta en medio del dominio AP

resultando en otro péptido p3 de menor tamafio (Bohm, Chen et al. 2015). La otra



existente es la via de la B-secretasa, la cual es menos abundante, pero resulta en la
formacion de péptidos beta amiloide y su posterior corte y-secretasa resultando en la
liberacion de péptidos de distintos tamafios por su region C-terminal, los mas relevantes
son AB(1-40) y AP(1-42), asi en las PMD estos mondmeros se asocian entre ellos
formando oligomeros cada vez mas grandes, resultando en placas amiloides (Hampel and

Blennow 2004).

Otras proteinas asociadas a enfermedades neurodegenerativas. En la enfermedad de

Huntington (EH) existe una proteina Huntingtina mutada (mHTT), la cual tiene una
extension por repetidos CAG en la secuencia codificante, lo que se traduce en extensiones
de poliglutamina (poliQ) en la region N-terminal, resultando en una conformacion
propensa a la agregacién. La proteina mHTT es una proteina intracelular que se
caracteriza por generar agregados que tienen una tasa muy lenta de agregacion y
liberacion extracelular, por lo que dificulta mucho su cuantificaciéon (Byrne and Wild
2016), solo recientemente mediante inmuno ensayos de conteo de moléculas individuales
se han detectado a escalas femtomolares de sensibilidad (Wild, Boggio et al. 2015).
Existe también otra familia de enfermedades por mal plegamiento proteico, las TDP-43
proteinopatias, estas incluyen la esclerosis lateral amiotrofica (ELA) y la degeneracién
lobar frontotemporal (DLFT) (Tan, Kril et al. 2015). TDP-43 es una proteina
transactivadora de unidén a DNA, que se diferencia por generar agregados no del tipo
amiloide, pero si presenta caracteristicas comunes de proteinopatias como
hiperfosforilaciones y ubiquitinaciones (Kwong, Uryu et al. 2008). Estas otras proteinas,

si bien, han sido bien caracterizadas, son pocos los estudios relacionados a sus potenciales



como Biomarcadores y comparten una relacién muy acotada a sus enfermedades para

extenderse a este estudio.

Biomarcadores

Uno de los principales desafios de las enfermedades neurodegenerativas es el poder
establecer diagndstico clinico que sea temprano y especifico. Esto es debido a que por un
lado cerca del 90% de la aparicién de estos casos son esporadicos (Mayeux 2003), y
también por otro lado existe una sobreposicion de caracteristicas clinicas entre las
distintas PMD como EA y los distintos Parkinsonismos, por ejemplo los casos de
demencia por cuerpos de Lewy que ademas de presentar estos cuerpos de a-syn pueden
presentar ovillos neurofibrilares (NFT), o los casos de EP con demencia que incluyen
también la presencia de NFT (Jellinger 2011). Asf se han realizado numerosos estudios
para determinar Biomarcadores que permitan identificar y discriminar tempranamente
entre estas enfermedades, sobretodo en enfermedades como EP, donde los sintomas
clinicos son detectados cuando ya ha ocurrido una degeneracion importante de las

neuronas dopaminérgicas (Mollenhauer and Zhang 2012).

Los Biomarcadores corresponden a caracteristicas bioldgicas objetivas y medibles como
indicadores de la presencia, progresion y respuesta de una enfermedad (Farias GA 2015).
De manera mas general los Biomarcadores pueden ser clasificados en moleculares, que
corresponden a todos aspectos genéticos como mutaciones, expresion genética, proteinas,
péptidos, metabolitos, y por otra parte estan los biomarcadores por imagenologia, en que
se utilizan herramientas de resonancia magnética (MRI), tomografia computarizada de

emision monofotonica (SPECT), para generar imdgenes que den cuenta de signos de



progresion de la enfermedad (Sharma, Moon et al. 2013), una de las més utilizadas son
los radiofdrmacos (radiotracer neuroimaging, RTI) utilizando la tomografia por emision
de positrones con 'SF-fluorodopa, permitiendo generar neuroimagenes del sistema
nigroestriatal, estos avances han permitido el diagnéstico de EP antes de los sintomas
motores y la distincion de otras enfermedades como la EA, sin embargo esta técnica es

altamente costosa, no ampliamente disponible (Clark, Xie et al. 2003).

Por otro lado, los biomarcadores moleculares han sido los mas estudiados para generar
un diagnostico de manera mas simple y economica en EP. Existen varios Biomarcadores
genéticos que dan cuenta en mayor o menor medida la tendencia a generar la enfermedad,
hay genes autosomales dominantes como PARKI1, PARK4, mutaciones en gen a-syn y
autosomales recesivas como PARK2, PARK6, PINKI1, que en total forman parte de
alrededor de 13 locis y 9 genes en total. Sin embargo, todas estas no dan cuenta mas del
5% de los casos y aun asi existe un factor dependiente de los cambios fisiologicos y
ambientales expuestos al individuo (Sharma, Moon et al. 2013). Pese a que estas
mutaciones en la parte codificante del DNA no han sido los mejores candidatos como
biomarcador, existe otra parte no codificante pero regulatoria que se ha estudiado con tal
fin, los microRNA. Estos son fragmentos cortos de 22nt de RNA aproximadamente, que
cumplen funciones regulatorias uniéndose a otros fragmentos de mRNA destinandolos a
clivaje o represion (Bartel 2004), por lo que son un factor decisivo en el producto de
muchas proteinas. En esta categoria, estudios de microRNA realizados en sangre a
pacientes con EP mostraron importantes diferencias en relacion a grupos controles,

detectando los niveles de expresion de miR-1, miR-22* y miR-29, ademads utilizando otra



bateria de microRNAs (miR-16-2*, miR26a2, miR30a) se logré diferenciar entre
pacientes con y sin tratamiento (Margis, Margis et al. 2011). Este estudio remarca 2
aspectos importantes de Biomarcadores, primero logrando identificar la presencia y
tratamiento de la enfermedad, y por otro lado la eficacia de utilizar fluidos bioldgicos

periféricos para el estudio, siendo rapida y no invasiva.

Esto es particularmente importante, ya que, existe previamente toda una gama de estudios
de Biomarcadores moleculares midiendo niveles de proteinas patogénicas en LCR. Este
es un fluido biolégico que estd en constante contacto con el sistema nervioso central,
generando un intercambio de moléculas significativo (Guzman-Martinez, Farias et al.
2012). Fue en la EA donde se realizaron los primeros estudios de esta clase para
Biomarcadores, donde se midieron los niveles de Tau y A en este medio para evaluar
su capacidad para discriminar entre controles y otras enfermedades neurodegenerativas,
de esto se destaco la prevalecia concentraciones mas elevadas de Tau en grupos de EA,
diferenciandola de grupos controles con un 85% de sensibilidad y 84% de especificidad,
en cambio, AP en LCR se encontrd en concentraciones menores para los grupos de la
EA distinguiéndolo de los grupos controles, pero en menor medida que Tau (Clark, Xie
et al. 2003). Estos estudios generaron un precedente importante para los Biomarcadores
posteriores, en los que se extenderia para otras enfermedades neurodegenerativas, como
en la EP donde se aplico el mismo tipo de estudio, encontrando que los niveles de proteina
Tau y AB42 también tendrian un aumento y disminucion de los niveles respectivamente,
mas aun de subgrupos de la enfermedad en estado temprano, con alto temblor avanzado

y sin tremor, los niveles de Tau y AP42 se ven alterados logrando diferenciarse entre ellos



(Prikrylova Vranova, Mares et al. 2012). En otro estudio también se evaluo los niveles de
Tau y AB42 bajo condiciones similares para estudiar el nivel de deterioro cognitivo en
EP, el cual es relativamente comtn, asi determinaron una correlacion entre la disminucion
de AP42 con un aumento del deterioro cognitivo, siendo una herramienta predictiva para
su progresion (Siderowf, Xie et al. 2010). Mientras los estudios de a-syn en LCR han
mostrado una baja concentracién en grupos de sinucleopatias como EP y DCL con
respecto a grupos controles y de EA, logrando un 70% de sensibilidad, pero sélo un 52%
para el diagnostico de EP (Mollenhauer, Locascio et al. 2011), esto tiene una gran
importancia considerando de que DCL es una PMD que presenta una condicion
relativamente intermedia entre EA y EP, por lo que es una posible herramienta para

establecer un diagndstico diferencial importante entre estas enfermedades.

Asi el LCR ha demostrado ser una fuente de estudio para Biomarcadores muy importante
y confiable, y no solo para la EP, sino también para otras como EA donde, a diferencia
de EP, se han encontrado aumento en los niveles de la proteina Tau con respecto a grupos
controles (Maccioni, Lavados et al. 2006). Sin embargo es un procedimiento de toma de
muestra involucra una puncion lumbar, lo que es altamente invasivo y no considerable
como un examen que pudiese ser de rutina. Es por esto que se han realizado proyecciones
de estos estudios de Biomarcadores en LCR en una gama de fluidos periféricos mas
accesibles como sangre (plasma y plaquetas), saliva u orina. Para el caso de APP, esta es
una proteina principalmente del sistema nervioso central, pero que también se expresan
variantes por splicing alternativo varios tejidos, como células musculares, epiteliales y

también en fuentes como plaquetas (Borroni, Agosti et al. 2010). Asi fue como se
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encontrd una razoén alterada de las distintas isoformas 130/110 kDa en plaqueta pueden
dar cuenta de la enfermedad en EA en relacion a grupos controles, alcanzando una
sensibilidad de 88,2% y especificidad del 89,4% (Padovani, Pastorino et al. 2001),
mostrando por un lado asi su eficacia y potencialidad como biomarcador y por otro lado
mostrando como el metabolismo de APP en el sistema nervioso podria estar relacionada

con los péptidos amiloides periféricos (Roher, Esh et al. 2009).

Mas aun, en el caso de a-syn y DJ-1 para EP los primeros estudios realizados en LCR,
mostraron una baja concentracion para ambas proteinas y con un 90% de sensibilidad y
70% especificidad (Hong, Shi et al. 2010), decidieron expandir el estudio de estas
proteinas a un fluido periférico, escogieron saliva como su objetivo. Principalmente
motivados por el modelo inicial del tipo prion, propuesto por Braak, Del Tredici et al.
2003 , donde se plantea la progresion regional de la EP en el cerebro. Este modelo da
cuenta basicamente de como la enfermedad comienza en centros del cerebro que no son
dopaminergicos, en el nicleo motor dorsal del nervio vago en el tronco encefélico
inferior, o también en estructuras olfativas. Las alteraciones patogénicas de las proteinas
después progresan de manera rostral, afectando a multiples estructuras como el tubérculo
olfatorio, locus coeruleus, hipotalamo, etc., dando lugar a alteraciones premotoras como
hiposmia que se evalia mediante test de olfato y trastorno conductual del suefio REM.
Finalmente se termina afectando a la sustancia negra, lo que da lugar a la aparicion de
sintomas motores de la enfermedad. Posteriormente debido a hallazgos de cuerpos de
Lewy afectando al sistema nervioso entérico, se planted una nueva hipdtesis en que esta

lesion estaria empezando en esta zona antes que en el sistema nervioso central, y por tanto

11



la patologia progresaria de forma ascendente hasta el tronco encefalico (Braak, de Vos et
al. 2006). Asi con esta hipotesis, evaluaron como progresaria a la glandula
submandibular, la que esta ligada al sistema nervioso central e involucrada en etapas
tempranas, siendo efectora de la sialorrea tipica de la EP y presentando alta presencia de
a-syn (Beach, Adler etal. 2010) y como esta glandula produce cerca del 70% de la saliva,
este ultimo fluido seria una buena fuente de biomarcadores de EP. Sin embargo, los
resultados no fueron los éptimos, ya que, no se alcanzaron diferencias significativas pero
si claras tendencias de que hay un aumento de DJ-1 y disminucién de a-syn, y asi como
una tendencia negativa de la concentracion de a-syn con respecto a los sintomas motores
(Devic, Hwang et al. 2011). Este estudio mostré por un lado la accesibilidad de este
medio periférico para muestras como biomarcadores, pero fallé por un lado en la
significancia, probablemente debido al bajo nimero de sujetos reclutados (24 con EP, 25
Controles) y que debieron hacer un pool de saliva para hacer el estudio y no muestras

individuales.

Finalmente al igual que el estudio anterior, estudios iniciales de Maccioni 2006 et al de
Tau y AP en LCR en pacientes con EA y con leve deterioro cognitivo ya mostraban
alteraciones comparado a grupos controles. Sumado a estudios de Maeda, Sahara et al.
2006, Berger, Roder et al. 2007 que muestran Western blot un patrén de bandas de
formas oligoméricas de Tau sobre los 70 kDa hasta 170 kDa en muestras de extractos de
cerebro. Llevarian a Neumann, Farias et al. 2011 a evaluar la presencia de estas formas
de Tau en plaquetas, encontrando patron Tau de peso molecular alto (HMWTau) >70 kDa

, mediante Western Blot, que corresponderian a formas oligoméricas de Tau en pacientes
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con la EA. Asi, posteriormente Farias, Perez et al. 2012 evaluaron los variantes de alto
peso molecular (HMW) y bajo peso molecular (LMW), que corresponderian a Tau
monomérica, en grupos con la EA y controles para determinar su posible dependencia
con la edad y su capacidad como biomarcador de la enfermedad, el resultado fue que la
razon entre las variantes de alto y bajo peso molecular son independientes de la edad y

logran un 75,7% de sensibilidad y 73.7% especificidad.

Con estos antecedentes, se decidid extender estos estudios previos de proteinas Tau, APP
realizados principalmente para la enfermedad de Alzheimer hacia la enfermedad de
Parkinson, e incluir los estudios de a-syn en fluidos periféricos para evaluarlos como
posibles candidatos a biomarcadores de la enfermedad. Por lo que se generd la siguiente

Hipotesis:

El patron de migracion electroforética de las proteinas Tau y APP en plaquetas, y las
concentraciones a-syn en plasma y saliva son distintos entre pacientes con la EP, DCL y

grupos controles sanos.
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Objetivos

Para abordar estos desafios actuales, se determinaron los siguientes objetivos:

La determinacion de los patrones de migracion electroforética de proteinas
plaquetarias para Tau y APP, en pacientes con EP, DCL y controles sanos.

La determinaciéon de los patrones de migracion electroforética proteica y
concentracion de a-syn en saliva y sangre en pacientes con EP, DCL y controles
sanos.

Determinar si los anélisis de migracion de Tau, App y a-syn permiten diferenciar

entre los grupos

Objetivos Secundarios

Estudiar una posible correlacion entre los patrones de migracion proteica y las
evaluaciones clinicas neuropsicologicas

Realizar estudios en electroforesis de 2 dimensiones en geles de poliacrilamida
para identificar posibles sefiales de proteinas plaquetarias que pudiesen ser

indicadores de la enfermedad de Parkinson.
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MATERIALES Y METODOS
Pacientes

Para este estudio se reclutaron 34 pacientes diagnosticados con la enfermedad de
Parkinson, 7 pacientes con DCL y 30 sujetos controles en mismo rango etario y sin

ninguna enfermedad neurologica.

Todos los voluntarios o sus respectivos representantes firmaron un consentimiento
informado ante un comité de ética. Para los examenes neuropsicoldgicos, motores y
cognitivos, los participantes fueron evaluados por neurdlogos y neuropsicélogos
especializados. Estas pruebas incluyeron la escala unificada para la evaluacion de la
Enfermedad de Parkinson (UPDRS) subescalalas UPDRS [, UPDRS II y UPDRS III,
escala Hoen y Yahr, examen mini mental de Folstein, bateria de evaluacion frontal (FAB),
test del digito directo e inverso, Trail making test A(TMT) , Prueba de memoria libre y
selectiva con recuerdo inmediato (FCSR-IR), Prueba de figura compleja Rey Osterrieth,
Prueba de denominacién de Boston, prueba fonemica y fluidez verbal semantica, pruebas
de clasificaciéon de cartas de Wisconsin (WCST) y la bateria de pruebas de objetos
visuales y de percepcion (VOSP). Ademas se hicieron estudios clinicos de sonografia

transcranial y test olfatorio.
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Procesamiento de muestras de sangre

Para el andlisis de sangre se extrajeron 5 mL de sangre periférica de la vena antecubital
en tubos con KoEDTA (BD Franklin Lakes NJ USA). Estas muestras fueron
posteriormente centrifugadas a 200 x g por 10 min a temperatura ambiente. El
sobrenadante obtenido es el plasma enriquecido en plaquetas, el cual es recolectado y
nuevamente centrifugado a 200 x g por 10 min, eliminando cualquier rastro de células
rojas presentes. El plasma rico en plaquetas fue centrifugado a 1600 x g por 10 min a
temperatura ambiente, logrando separar el plasma de las plaquetas. Este precipitado fue
resuspendido en NH4ClI 0,83% a temperatura ambiente por 5 min y luego centrifugado a
1600 x g por 10 min a 4 C. Posteriormente las plaquetas fueron lavadas en 2 veces buffer
EGTA 1 mM (NaCl 1.4 mM, KCI 0,02 mM, Na;HPO4 0,1 mM, KH2PO4 0,017 mM) y
centrifugadas a 1600 x g por 10 min a 4°C. El pellet fue lisado usando 100 pL de buffer
de lisis RIPA (Tris-HCI 5,0 mM pH 7.5, NaCl 1,5mM, NP-40 10%, deoxycholate 10%,
EDTA 20 mM pH 8,0, NaF 500 mM, SDS 1%) junto con un céctel de inhibidor de
proteasas. Finalmente el lisado fue centrifugado a 1600 x g por 10 min a 4 C, obteniendo
solo el sobrenadante rico en proteinas. La concentracion de proteinas fue posteriormente

medida por método de Bradford (Biorad) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Procesamiento muestras de saliva

A todos los participantes se les tomé una muestra de 5 mL, tras 30 minutos sin comer y

con un previo lavado bucal con agua. Los sujetos salivaron de forma pasiva en un tubo
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Falcon de 50 mL con Inhibidor de proteasas. La muestra primero se someti6 a un breve
vortex, después a una centrifugacion de 2.600 x g por 15 min a 4 ‘C para eliminar
cualquier contaminacion inicial. Posteriormente el sobrenadante fue centrifugado a

15.000 x g por ISmina4 C.

Las proteinas de las muestras fueron precipitadas con acido tricloroacético al 20% (TCA),
afiadiendo un volumen a razén 1:1, posteriormente fueron sometidas a un vortex e
incubadas en hielo por 1 hora. A continuacion fueron centrifugadas a 15.000 x g por 15
min a 4 C, eliminando el sobrenadante y lavando 2 veces el pellet resultante con un
volumen a razén de 1:4 de acetona pre-enfriado a -20 C, y centrifugado a 15.000 x g por
10 min a 4 C. Finalmente se eliminé el sobrenadante, se evapord la acetona del pellet el
cual fue resuspendido en buffer urea (urea 8 M, CHAPS 4%, DTT 50 mM, glicerol 10%,

Tris 62,5 mM pH 6.8).
Analisis Western blot

Se utilizaron 50 pg de proteinas de muestra procesadas (saliva o sangre) resuspendidas
en buffer de carga. Para muestras de sangre se realizé un SDS-PAGE al 10% a 120 V por
90 min, en cambio para muestras procedentes de saliva se realizé un SDS-PAGE de
mayor concentracion, al 15% a 120 V por 60 min por tratarse de una proteina mas

pequeiia.

Posteriormente las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa por 90
min a 330 mA. Seguido, las membranas fueron bloqueadas con suero albumina bovina

(BSA) al 5% por 1 hr a temperatura ambiente e incubada con uno de los anticuerpos
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monoclonales primarios: Tau-5 para reconocer todas las isoformas fosforiladas o no de
Tau (1:10.000 o 2,5 pg/mL), 22C11 que reacciona con los aminodcidos 66 al 81 N-
terminal de cualquier isoforma de AP (0,25 pg/mL), a-sinucleina LB509 (5,0 ng/mL) y

anticuerpo monoclonal anti a-tubulina (0,5 pg/mL)

Las membranas se revelaron mediante un kit ECL para Western Blot ((Pierce, Rockford,
IL) y peliculas fotosensibles Amersham Hyperfilms ECL (GE Healthcare Ltd),
detectando asi las bandas inmunoreactivas. Finalmente las peliculas se escanearon y la
intensidad de las bandas fueron cuantificadas mediante el software Image] (National

Institutes of Health, USA).

2D SDS-PAGE

Primero las muestras fueron lavadas de todas las sales, iones, metabolitos y acidos
nucleicos que pudiesen contaminar la migracion de las proteinas durante el
Isoelectroenfoque, para esto las muestras se lavaron con un Clean up Kit (GE, Healthcare)
de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Posteriormente fueron resuspendidas en
buffer de Isoelectroenfoque (Urea 7 M, Tiourea 2 M, CHAPS 2%, DTT 18 mM) con IPG

Buffer de anfolitos pH3-10 no lineal al 1%.

Las proteinas de las muestras fueron incorporadas a tiras de 7 cm con rango pH3-10 no
lineal mediante rehidratacion pasiva durante al menos 16 hrs, posteriormente se realizd
el isoelectroenfoque mediante el instrumento EttanTM IPGphor™ 3 (GE Healthcare),

aplicando 7000 Vh (Volt x hora) a 50 pA.
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Luego del isoelectroenfoque se incubd con un buffer de equilibrado (1,5 M Tris-HCI, pH
8,8 50 mM, urea 6 M, glicerol 30%, SDS 2%) primero con DTT 16mM durante 10min y
luego con buffer de equilibrado con lodoacetamida 35 mM por otros 10 min. Finalmente
la tira es cargada sobre un gel de poliacrilamida al 10% en condiciones denaturantes con

SDS a 25 mA/gel por 45 min y posteriormente 35 mA/gel por 2 hrs.

Para la deteccion de proteinas tras la electroforesis se realizd una tincion de plata descrito
por (Chevallet, Luche et al. 2006). Primero una fijacion con etanol 30% y 4cido acético
10% al menos 18 hrs para adicionalmente eliminar anfolitos. Seguido la sensibilizacion
con tiosulfato de sodio 0,8 mM por 1 min y lavado con agua ultra-pura. Para la tincién se
sumergieron los geles nitrato de plata 12 mM por 30 min y lavado con agua ultra-pura
por 15 segundos. Posteriormente el gel fue revelado en solucion carbonato de potasio 3%,
formaldehido 250 pL/Litro solucién y 125 pL/Litro solucién por 8min hasta la adicion de

la solucion Stop, Tris 4% w/v y dc. Acético 2% v/v para detener la reaccion.

Andalisis estadistico

Los resultados de densitometria de proteina y resultados de ELISA fueron analizados por
ANOVA de una via y posteriormente por prueba de multiples comparaciones de Tukey,
para detectar diferencias significativas, en resultados realizados por triplicado. Los
andlisis de sensibilidad y especificidad se realizaron mediante curvas de caracteristica
operativa del receptor (ROC), utilizando solo los grupos controles y EP, por ser los con
mayor nimero de individuos, permitiendo obtener el mejor valor clasificatorio que

discrimine entre ambos grupos con la mayor especificidad y sensibilidad posible.
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RESULTADOS

Se compararon los patrones de migracion de las proteinas Tau y APP en plaquetas para
pacientes diagnosticados con la EP, DCL y un grupo control sin manifestaciones clinicas
de alguna enfermedad neurodegenerativa. Los resultados obtenidos entre las isoformas
de alto peso molecular de Tau (HMWtau, mayor a 70 kDa) y de bajo peso (LMWtau,
menor a 70 kDa) (Fig. 1A) muestran que los pacientes con DCL tienen una mayor
predominancia las formas de bajo peso molecular de Tau comparado con los otros grupos,
resultando en una razon significativamente menor a los pacientes EP y grupos controles,

pero no hay diferencias entre pacientes con EP y grupos controles (Fig. 1B).
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Figura 1. Razén de distintas isoformas de Tau plaquetaria en los distintos grupos. A) Inmuno ensayo de western
blot destacando las distintas isoformas de la proteina Tau a partir de lisado de plaquetas aisladas, de pacientes con
enfermedad de Parkinson (EP), demencia de cuerpos de Lewy (DCL) y sujetos controles (C), en el eje de la abscisa se
muesira el peso molecular de las bandas inmnoreactivas (kDa) donde se pueden observar las bandas mayores a 70 kDa
que corresponden a las de alto peso molecular y las menores a 70 kDa las de bajo peso. y utilizando u-tubulina como
control de carga. B) Razon de la densitometria (cuantificacion de la densidad de las bandas) de las formas de alto/bajo
peso molecular (HMW/LMW) en el eje y, entre los distintos grupos. Destacando el grupo de pacientes con DCL con
una menor razon, con respecto a los demas grupos. Datos representativos del promedio de un triplicado. (* P < 0,05,
** P <0,01, *** P<0,001)
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En los andlisis de APP plaquetario se lograron detectar sus isoformas con distinto peso

molecular para APP (Fig. 2A), encontrando que la razén entre estas isoformas 130/110

kDa de APP al medir la densitometria marcaron una diferencia entre los grupos de EP y

controles, y entre los pacientes con DCL y EP (Fig. 2B). Ademas se realizé un analisis

de caracteristica operativa del receptor (ROC) entre grupos controles y de EP para obtener

el mejor valor de la razén 130/110 APP que pudiese discriminar entre estos grupos con

la mayor sensibilidad y especificidad posible, obteniendo un area bajo la curva de 0,81,

una sensibilidad del 71,0% y especificidad del 80.0% con una razén de APP 130/110

<1,57 (Fig. 2C).
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Figura 2. Razén de las isoformas 130/110 de APP en plaquetas. A) Inmuno ensayo representativo realizado a un
lisado de plaquetas aisladas de los grupos control (C), de enfermedad de Parkinson (EP). demencia por cuerpos de
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Lewy (DCL), detectando las isoformas de 130 y 110 kDa de APP y ¢-tubulina utilizado como control de carga. B)
Razon de la densitometria de las bandas inmunorcactivas para APP 130 y 100, para los distintos grupos en el eje y (**
P <0,01, *** P <0,001). Datos representativos del promedio de un triplicado. C) Curva ROC (caracteristica operativa
del receptor) representando la scnsibilidad frente a la especificidad para obtener el mejor umbral de la razén de APP
130/110 para discriminar entre los grupos C y EP, siendo 1,57.

Las concentraciones de alfa-sinucleina en saliva para los distintos grupos resultaron ser
demasiado bajas para determinar un patrén de migracién por Western Blot, resultando no
ser un método valido de andlisis. Sin embargo, se analizaron las mismas muestras de
saliva mediante un ensayo por inmunoadsorcién ligado a enzimas (ELISA) para detectar
la concentracion de alfa-sinucleina. Los resultados obtenidos muestran concentraciones
muy bajas y ninguna diferencia significativa entre los grupos estudiados (Fig. 3).
Adicionalmente, se analizaron las concentraciones de alfa-sinucleina en plasma
sanguineo, en las que si se logré encontrar una mayor concentracion, detectando una
mayor concentracién en los pacientes con EP y DCL que permiten diferenciarse
significativamente del grupo control (Fig. 4A). Posteriormente se realizé otro analisis por
curva de ROC entre los grupos controles y de EP con area bajo la curva de 0,767,
sensibilidad 67,7% vy especificidad 66,7% utilizando 3.86ng/mL como concentracion

para discriminar entre los grupos (Fig. 4B).
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Figura 3. Concentraciones de alfa-sinucleina en saliva para los distintos grupos. Ensayo de ELISA para determinar

la concentracion (eje y) de a-sinucleina en saliva de muestras de los grupos control, enfermedad de Parkinson (EP),
demencia por cuerpos de Lewy (DCL).
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Figura 4. Determinacién de la concentracién de u-sinucleina para los distintos grupos A) Concentraciones
plasméticas (eje y) de alfa-sinucleina en los distintos grupos medidos mediante un kit ELISA (* P 0,05, **P <0,01).
B) Curva ROC entre grupo control v EP, representado la sensibilidad frente la especificidad para obtener la
concentracion umbral que permita discriminar entre los grupos. Resultando 3.86ng/mL la concentracion umbral para
discriminar y obtener una sensibilidad 67,7% y especificidad 66.7%.

Se analizaron las distintas evaluaciones neuropsicoldgicas para los 3 grupos participantes
del estudio (Tabla 1) con el fin de evaluar una correlacion entre los patrones de migracion
para las distintas proteinas y el grado de deterioro cognitivo y motor. Sin embargo, no se
encontraron evidencias de alguna correlacion significativa para ninguna de las

evaluaciones neuropsicologicas o examenes clinicos, excepto solo una baja tendencia

23



negativa entre la prueba del olfato y las razones de Tau (Pvalue 0,1005, R?: 0,61) (Fig.

5).
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Figura 5. Correlacion entre la prucba del olfato y las razones de Tau. Evaluacion de una correlacién de Pearson
entre la razén de las isoformas de Tau (¢je x) ¥ ¢l puntaje obtenido en la prucba olfatoria (eje y). incluye sujetos
controles y con EP (P value 0,1005, R?: 0.61).

Finalmente, se realizaron andlisis de proteinas plaquetarias de pacientes con la EP y
grupos controles mediante electroforesis en gel de poliacrilamida bajo condiciones
denaturantes y separacion por isoelectroenfoque (2D SDS-PAGE) en un gradiente no
lineal de pH entre 3 y 8 (Fig. 6). Se detectaron algunas diferencias de sefiales en los geles,
principalmente una sefial entre los 130 y 110 kDa (Fig. 7), el cual fue consistente en los

triplicados realizados.
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Figura 6. Perfiles de migraeion de proteinas plaquetarias mediante 2D SDS-PAGE. Se utilizaron 50 pg de
proteinas plaquetarias de individuo Control {A) y paciente con enfermedad de Parkinson (B), en tiras de 7 cm con un
rango 3 a § de distribucion no lincal de pH, 7000 Vh (Volt x hora) y 50 A para el isoelectroenfoque. Posteriormente
se realizo la migracion electroforética en condiciones denaturantes con SDS a 25 mA/gel por 45 min y posteriormente
35 mA/gel por 2 hrs y revelado mediante tincion de plata. Representativos de 3 determinaciones.
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Figura 7. Comparacién de perfiles mediante representacién 3D. Se utilizd software DECODON Delta2D® para
obtener densitometria representada en 3 dimensiones de una regién con un punto diferencial entre individuo control y
sujeto con EP.
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Tabla 1. Resumen de poblacion de estudio. Caracteristicas clinicas y demograficas de estudio.
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Tau, Amyloid Beta Precursor Protein and alpha synuclein in protein misfolding diseases. Submited to Journal of Alzheimer’s Disease 2016.
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DISCUSION

Muchas de las enfermedades relacionadas con la edad son enfermedades relacionadas
con PMD presentando sintomas como demencia y/o parkinsonismos, y han sido en gran
parte uno de los grandes desafios de la medicina moderna, tanto por los tratamientos y
costos como por la dificultad del diagndsticos y seguimiento, sobre todo por la
superposicion de muchas de sus caracteristicas patogénicas. La EP es una de las més
comunes y es por esto que se han desarrollado estas tecnologias para proveer de métodos

no invasivos y especificos para su deteccion.

En el caso de la Demencia por cuerpos de Lewy es al igual que EA y EP una enfermedad
neurodegenerativa por una PMD. Esta se caracteriza por presentar cuerpos de Lewy en el
sistema nervioso central, que estin hechos principalmente de a-syn, sin embargo también
se observan la presencia de NFT e incluso depdsitos amiloides (Mukaetova-Ladinska,
Monteith et al. 2010). Eso hace de DLC uno de los diagndsticos diferenciales mas
dificiles, sobre todo con la EA, debido a las manifestaciones de demencia o deterioro
cognitivo que comparten ambas. Segin los resultados, los pacientes con DCL muestran
una tendencia mayor a las formas de bajo peso molecular, a diferencia de en la EA donde
se ven que predominan principalmente las formas de mayor peso molecular de Tau (>70
kDa) (Farias, Perez et al. 2012). En relacion a la EP en los anélisis de Tau plaquetaria,
este grupo presenté una diferencia significativa en relacién a los grupos Controles y de
DCL, y si bien, es un nimero muy bajo de individuos para generar una curva de ROCy
determinar su efectividad como biomarcador, muestra una clara tendencia para generar

un diagnostico que separe las sinucleopatias de EP y DCL. Asi, estas diferencias
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bioquimicas podrian significar aplicaciones clinicas muy importantes para los
diagnosticos, por lo que seria muy interesante seguir este estudio comparando entre los

grupos de DCL y EA para determinarlo con mayor detalle.

El péptido AP es el principal componente de las placas seniles, y presentes como distintas
isoformas que han sido ampliamente estudiadas en la EA, estas isoformas no sélo estan
presentes en el sistema nervioso central, sino que también en son secretadas por lineas
celulares periféricas (Selkoe, Podlisny et al. 1988). Previamente, Di Luca et al 1998, ya
habria detectado diferencia en las proporciones de las isoformas 130/110 kDa de AP en
plaquetas en pacientes de la EA, obteniendo estos una menor proporcion a los grupos
controles, al igual que los estudios realizados posteriormente por Borroni et al 2010
como biomarcador y demostrando como estos niveles son independientes de la edad. En
este caso las razones obtenidas por los pacientes con la EP, al igual que los mencionados,
tendrian una menor razén de las isoformas 130/110 kDa que los grupos controles e incluso
de los de DCL, logrando una buen indice de area bajo la curva de ROC (0,81), sensibilidad
y especificidad. Esto estaria sugiriendo habria una alteracion en el procesamiento de APP
similar a la observada en EA. Al igual que en EA, existe la presencia de placas amiloides
en casos de la EP. Se ha visto que se generan en el nicleo estriado, principalmente en los
casos de la EP con demencia (Kalaitzakis, Graeber et al. 2008), lo que lo asemeja a los
casos de EA. Sin embargo, en ambos casos alin no se conoce la relacion existente entre
esta alteracion del procesamiento de APP en plaquetas y el cerebro. En estos resultados
obtenidos, no se podria decir especificamente si existe una mayor liberacion de la

isoforma mas pesada, o bien, que existe una mayor degradacién de la forma de menor
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tamafio, que provocaria esta diferencia entre grupos. Probablemente mediante técnicas de

gPCR se podria obtener mejor informacion al respecto.

No se lograron obtener resultados significativos para la deteccion de a-syn en saliva
mediante Western Blot ni mediante ELISA principalmente debido a las bajas
concentraciones de esta proteina por las proteasas presentes en este medio y la inmediatez
necesaria de procesar las muestras. Devic et al 2011 lograron identificar y medir
concentraciones de a-syn en saliva, sin embargo para esto debieron utilizar pool de
muestra de varios sujetos para lograrlo, por lo que no podria considerarse como un método
valido para generar un biomarcador de la enfermedad y por tanto su aplicacion biomédica
estaria altamente limitada. Sin embargo, al medir las concentraciones de a-syn en plasma
si se encontraron diferencias importantes entre los grupos, los grupos con sinucleopatias
obtuvieron las concentraciones mas altas con un buen indice de area bajo la curva,
sensibilidad y especificidad. Sin embargo, las mediciones de a-syn en plasma y plaquetas
han sido particularmente cuestionadas, ya que, existe mucha variedad de resultados de a-
syn en plasma y plaquetas, ahora esto es debido principalmente a las distintas
metodologias y fuente de donde se hacen las mediciones. Existen estudios donde
coinciden estos resultados, con una mayor concentracién, y bajo misma metodologia
(Lee, Lee et al. 2006, Duran, Barrero et al. 2010), otros estudios han hecho la medicion
de sélo las formas oligomericas de a-syn en plasma, encontrando una mayor
concentracion en pacientes con EP (El-Agnaf, Salem et al. 2006) lo que lleva a la hipdtesis
si estas formas oligoméricas comienzan a formarse tras los inicios de la enfermedad

cuando ocurren los dafios en las neuronas de la sustancia nigra. Existen también estudios
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que contradicen estos resultados, por ejemplo Li et al 2006 (Li, Mok et al. 2007) realizo
similares mediciones de a-syn en plasma en sujetos con la EP, obteniendo una menor
concentracion en estos sujetos respecto a los controles, sin embargo en su metodologia
no contempla la separacion de plaquetas, en cambio, en la metodologia empleada aqui
contemplé la separacion de plaquetas y a una temperatura de ambiente para evitar su
activacion, esto es importante porque se ha demostrado como plaquetas contribuyen al
pool de a-syn en plasma (Shi, Zabetian et al. 2010). El rol de a-syn en plasma es an
desconocido y a pesar de no tener la secuencia para ser dirigido al reticulo endoplasmatico
(RE) y ser secretado se ha evidenciado la presencia extracelular de esta en cultivos
neuronales, LCR y plasma, y se cree que es debido a su dominio anfipatico que le otorga
una fuerte uniébn a membranas, asi permite la union con la membrana del RE y la
interaccion con el complejo COPII de transporte de proteinas ER al aparato de Golgi y su
posterior secrecion (El-Agnaf, Salem et al. 2003). Es entonces la naturaleza de a-syn y
las distintas metodologias que han hecho cuestionar su validez como biomarcador de la

enfermedad en plasma.

Los biomarcadores como herramientas de diagndstico deben ser capaces de identificar la
presencia de la enfermedad, pero ademas deben de dar cuenta de la progresion y respuesta
de la enfermedad ante posibles tratamientos. Para esto se busco una relacién entre los
resultados bioquimicos obtenidos y las distintas pruebas neuropsicologias y la edad de
todos los grupos. En esta labor no se encontré una correlacion significativa de Tau, AP
ni a-syn para las pruebas como el indice de sintomas motores UPDRS (Unified

Parkinon’s Diseas Rating Scale). Respecto al test olfatorio, siendo de las pruebas mas
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validadas, solo se encontrd una tendencia a una correlaciéon negativa entre proporcion
HMW/LMW Tau y test olfatorio, esto significa que a un mayor indice en la proporcion
de esta proteina tiende a un peor puntaje (una menor capacidad para identificar olores),
esto se condice con los resultados obtenidos entre los grupos de EP y control,
probablemente aumentando el nimero de individuos de la muestra ayudaria a concretar
una posible correlacion que sea significativa e indicadora de la progresion de la
enfermedad. Por otro lado, al establecer la relacion de estos marcadores con la edad de
los participantes no se detectd una correlacion, indicando al menos que no se tratan de
marcadores relacionados ni influenciados con la edad de los pacientes, sino por su
diagnéstico.  Resultados similares obtuvo Vivacqua G 2016, donde las formas
oligomericas de a-syn en plasma no son influenciados con la edad y s6lo una tendencia
positiva con la prueba UPDRS. Para AB Padovani 2001, logré establecer una correlacion
significativa de las razones de APP 130/110 y el examen Mini-Mental state y su

independencia con la edad para la enfermedad de Alzheimer.

La utilizacion de un gel 2D DIGE para el estudio de las enfermedades neurodegenerativas
se ha utilizado desde ya varios afios, y desde sus primeras aplicaciones ha permitido
generar un enfoque protedmico de estas y otras enfermedades, comparado con otras
técnicas como ELISA o Western Blot que no lo permiten (Wiederkehr, Ogilvie et al.
1985). Esta técnica ha evolucionado junto a las tecnologias de secuenciacion por
espectrometria de masas y bioinformatica para generar Neuroproteomas, con objetivo de
establecer perfiles proteicos asociados a enfermedades neurodegenerativas (Pienaar,

Daniels et al. 2008). Asi con este objetivo, se compard un analisis por 2D DIGE de
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proteinas plaquetarias en pacientes de EP y sujetos controles. El resultado fue la presencia
en una sefial de 120 kDa, aproximadamente, en muestras de EP. Un posterior anélisis de
intensidad de bandas (Fig. 7) mostraria una diferencia significativa de esta sefial respecto
a los grupos controles, logrando diferenciar a estos grupos. Por el peso molecular y el
rango de pH en que se encuentra podria sugerir que es una diferencia de isoformas de
APP, probablemente debido a las agregaciones. La utilizacién de secuenciacion por
espectrometria de masas seria el proximo andlisis para obtener mayor informacidn de esta
sefial. Alguna de las limitaciones de esta técnica de generar perfiles protedmicos como
biomarcadores, es el largo procesamiento y cantidad de muestra que requiere para obtener
este perfil, ademds de la alta cantidad y las grandes agrupaciones de sefiales dificulta el
analisis para poder establecer los cambios en los niveles presentes de una proteina en
particular con respecto a sus isoformas. Por lo que dificulta su practica como alternativa
a biomarcador. No obstante, su capacidad de separacion junto a la secuenciacidn es un
enfoque necesario, ya que, estudiar multiples proteinas a la vez que pudiesen estar

involucradas o alteradas en los distintos diagnosticos.
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CONCLUSIONES

Se lograron determinar los patrones de migracion plaquetaria de APP, logrando su
objetivo de diferenciar entre controles y sujetos con EP. No asi para los patrones de
migracion para las formas de Tau, donde sélo se encontré diferencias significativas en
pacientes con DCL. No obstante, estos Gltimos resultados dan cuenta de un posible
marcador entre pacientes DCL y EA, que serfa importante de estudiar para su aplicacion

biomédica.

Para los estudios de a-sinucleina en saliva no se encontraron concentraciones ni
migraciones adecuadas que pudiesen servir para establecer diferencias entre grupos
controles y de EP, descartandolo de esta manera como fluido periférico para biomarcador.
En cambio, interesantemente si se encontraron diferencias en las concentraciones de o-
sinucleina en plasma que permitan diferenciar significativamente entre los sujetos
controles y EP, respaldando asi el potencial del plasma como fuente de estudio para

biomarcadores.

Al estudiar la bateria de pruebas neuropsicologicas con respecto a los resultados de
migracion y concentracion proteica en los distintos fluidos periféricos, no se encontrd una
correlacion significativa que diera cuenta de la progresion o estado de enfermedad, sélo
una tendencia negativa entre la prueba de olfato y migracién de Tau. Probablemente
debido al escaso numero de pacientes, y las variables subjetivas de muchas de las pruebas

realizadas que dificultan esta correlacion.
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Para los estudios de geles en 2 dimensiones si se logrd obtener una sefial diferencial entre
grupos controles y EP, posteriores andlisis de secuenciacion por espectrometria de masa
podrian revelar mayor informacion respecto de cual proteina podria tratarse y evaluar su
posible utilidad como marcador para diagndstico y terapia dependiendo de que si es una

proteina ya identificada anteriormente o no.

Asi los resultados de este trabajo sustentan las diferencias que existen entre los patrones
de migracion electroforética entre las proteinas Tau y APP en plaquetas y las

concentraciones de a-syn en plasma entre los distintos grupos controles, EP y DCL
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