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LISTA DE ABREVIATURAS

EP: Enfermedad de Parkinson.

EA: Enfermedad de Alzheimer.

DCL: Demencia por cuerpos de Lewy.
MSA: Atrofia de sistemas multiples.
PSP: Paralisis supranuclear progresiva.
LCR: Liquido cefalorraquideo.

CCG: Capa de células ganglionares.
CNI: Capa nuclear interna.

CPI: Capa plexiforme interna.

CFN: Capa de fibras nerviosas.

CNE: Capa nuclear externa.

CPE: Capa plexiforme externa.

RI: Retina interna.

RE: Retina externa.

OCT: Tomografia de coherencia 6ptica.

MDS-UPDRS: Escala Unificada de la Enfermedad de Parkinson modificada por la Sociedad de

Trastornos del Movimiento



RESUMEN

ANTECEDENTES. La enfermedad de Parkinson (EP) es una enfermedad neurodegenerativa
caracterizada por manifestaciones motoras y no motoras. La a-sinucleina ha sido estudiada
ampliamente como un posible biomarcador debido a que es un componente de los cuerpos de
Lewy, el distintivo patolégico de la EP. En los ultimos afios, la evidencia demuestra que la a-
sinucleina se puede detectar en fluidos bioldgicos, como liquido cefalorraquideo, suero/plasma,
saliva y lagrima. La forma oligomérica de a-sinucleina genera neurotoxicidad, y esta forma es el
blanco para la evaluacién de a-sinucleina en los fluidos biolégicos como biomarcador para EP.
Asi mismo, en estudios histopatologicos se ha detectado en la retina depdsitos de a-sinucleina,

la retina al ser un tejido que se puede estudiar in vivo puede ser un biomarcador en EP.

OBJETIVO. Comparar los niveles de a-sinucleina oligomérica en lagrima en EP y determinar si
se relacionan con el grosor de las capas de retina y grosor macular en comparacion con

controles.

METODO. Estudio transversal y comparativo entre pacientes con EP y controles. Se analizaron
lagrimas reflejas de 25 pacientes y 38 controles, se midié a-sinucleina oligomérica. Se realizo
una tomografia de coherencia 6ptica para medir las capas de la retina y el grosor macular total.
Para el analisis se utilizé la U-Mann Whitney para muestras independientes y la correlaciéon de
Spearman para determinar la relacidon entre las variables numéricas. Se considerd

estadisticamente significativo una p <0.05.

RESULTADOS. Los niveles de a-sinucleina oligomérica fueron mayores en EP en comparacion
a los controles (1.78+0.06 vs 1.73+0.08, p=<0.001). Existe adelgazamiento de la capa de fibras
nerviosas, células ganglionares, plexiforme interna, nuclear interna, nuclear externa y epitelio
pigmentario de la retina; y engrosamiento de la capa plexiforme externa en EP al compararlo con
controles (p<0.05). Existe una correlacién leve entre a-sinucleina oligomérica y el volumen

central de la capa nuclear interna (r=0.404, p=0.04).

CONCLUSION. Existe una diferencia significativa en la concentracion de a-sinucleina
oligomérica en lagrima refleja, lo que facilita la diferenciacion entre EP y controles. Ademas,

existe adelgazamiento de las capas internas de la retina y engrosamiento de las capas externas



de la retina en EP al compararlas con controles. También, existe una correlacién leve entre los
niveles de a-sinucleina oligomérica en lagrima refleja y el volumen central de la capa nuclear
interna en EP en comparacién con controles. La combinacién de estos biomarcadores podrian
ser una herramienta diagnoéstica en los pacientes con EP. Sin embargo, se requiere una muestra
mayor y que incluya diferentes estadios de la enfermedad para confirmar el valor significativo de

este estudio.



1) ANTECEDENTES

1.1 Enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson (EP) es una de las enfermedades neurodegenerativas mas
comunes de inicio en el adulto, siendo la segunda causa mas frecuente de enfermedad
degenerativa después de la demencia de Alzheimer. Se ha estimado que la incidencia de esta
enfermedad en mayores de 60 afios es de 13.4 por 100000 habitantes/afio en Estados Unidos.’
En México no se tienen estudios epidemioldgicos para prevalencia e incidencia de la enfermedad.
Se ha calculado que en el mundo debido al aumento de la tasa de sobrevida y con esto al
aumento de enfermedades degenerativas, la EP afecta actualmente a 4.1 a 4.6 millones de
personas mayores de 50 afios calculandose que para el afio 2030 esta cifra sera duplicada por
lo que conlleva a un problema de salud publica La enfermedad de Parkinson es progresiva con
una edad media de inicio de 55 afios de edad. %*

La EP se caracteriza principalmente por la muerte de las células dopaminérgicas de la
sustancia negra de la pars compacta con la presencia de inclusiones intraneuronales llamadas
cuerpos de Lewy, los cuales estan formados principalmente por a-sinucleina; lo que conlleva a
disminucion de los niveles de dopamina en las terminales estriatales, responsables de las
alteraciones motoras caracteristicas de esta enfermedad, entre las que destacan temblor, rigidez,
bradiscinesia e inestabilidad postural. 4

El inicio de las manifestaciones motoras de la EP es por lo general de tipo unilateral; lo
cual se explica desde el punto de vista histopatolégico por una degeneracion nigroestratial
asimétrica. Se ha reportado que entre un 46 a 85% de los sujetos con EP muestran una
presentacion asimétrica, siendo mas frecuente el inicio derecho. En lo que se refiere a la
severidad, se ha reportado una discreta tendencia a relacionarse con el lado dominante del
paciente, sin embargo, esta dominancia no parece tener ningun efecto en la asimetria del inicio
de la enfermedad.®

La evidencia clinica, neuropatologica y de imagen sugiere un inicio temprano de la EP,
previo al inicio de los sintomas motores cardinales. Esta fase prodrémica es de interés para el
diagndstico temprano y tratamiento oportuno. A esta fase se le conoce como premotora y se
caracteriza por sintomas no motores, entre los que destacan: reduccion del olfato, alteraciones
visuales, alteraciones en el suefio, cambios en el estado de animo, alteraciones en tracto
gastrointestinal, urinario, funcion sexual, olfato y gusto.®

La estadificacion de Hoehn y Yahr es probablemente la evaluacién mas conocida de las
personas con EP y se describid por primera vez en 1967. Es una estadificacion de 0 a 5 de las

manifestaciones motoras de la EP, que refleja el grado de progresion y severidad, y combina



caracteristicas de discapacidad motora. La mayor fortaleza de esta escala es que es bien

conocida y las pruebas se realizan faciimente.’

1.6 Manifestaciones oculares en enfermedad de Parkinson

Los sintomas visuales son comunes en la enfermedad de Parkinson. Se estima que el
80% de los pacientes con diagnéstico de EP reportan al menos una alteracion relacionada a la
vision. 8 Algunas de las alteraciones oculares son producto del proceso neurodegenerativo de la
enfermedad, y a menudo responden a los medicamentos dopaminérgicos. Por otro lado, las
alteraciones oculares pueden ser secundarias a los medicamentos dopaminérgicos, colinérgicos
0 noradrenérgicos, intervenciones quirdrgicas como estimulacion cerebral profunda vy
palidotomia. °

Entre las principales manifestaciones oculares destacan defectos en agudeza visual,
sensibilidad al contraste, y vision al color. Una de las alteraciones mas frecuentes es la alteracion
de la vision al color, la cual se manifiesta anos antes del diagndstico y se relaciona con la
progresion de la enfermedad. Uno de cada tres pacientes tiene problemas en ver pequefos
detalles debido a la reduccion de la agudeza visual y procesamiento visuoespacial. El
reconocimiento de los colores con pobre vision en condiciones de luz tenue y la incapacidad de
percibir pequefios incrementos de luz contra oscuridad, son manifestaciones de disminucién de
la sensibilidad al contraste. °

Estas manifestaciones oculares son resultado del dafo producido a nivel de la retina en
los pacientes con EP. Estudios previos sugieren que la deficiencia de dopamina asociada a EP

puede contribuir a la disfuncion visual y causar dafio estructural en la retina. "’

1.2 Caracteristicas de a-sinucleina

La a-sinucleina se identifico en el 6rgano de Torpedo californica usando un anticuerpo
para purificar vesiculas colinérgicas. Su localizacion es presinaptica, y también en la membrana
nuclear, por lo que su nombre proviene de vesicula sinaptica (“sin”) y membrana nuclear
(nucleina). *?

La a-sinucleina se expresa predominantemente en el cerebro, en neocorteza, hipocampo,
estriado, tdlamo y cerebelo. También se ha detectado en otros 6rganos como el musculo, rifion,
higado, pulmén, corazén, vasos sanguineos, y fluidos como liquido cefalorraquideo, plasma
sanguineo, y recientemente saliva y lagrima. '*-2°
La a-sinucleina se puede encontrar en cuatro isoformas, a-sinucleina 90, a-sinucleina

112, a-sinucleina 126 y o-sinucleina 140, basada en el emparejamiento del exén 3 y 5. La



isoforma mas larga y mas frecuente en el sistema nervioso central es la 140. >'® Ademas, a la
a-sinucleina se le puede identificar en mondmeros, oligoméros y fibrillas amiloides maduras ricas
en laminas B. 2%

La a-sinucleina oligomérica se refiere a los agregados de a-sinucleina que no han
adquirido una conformacion fibrilar. Varios hallazgos sugieren que la a-sinucleina oligomérica es
neurotéxica. No solo porque esta presente en las regiones degenerativas de los pacientes con
EP, sino que la evidencia experimental directa muestra sus propiedades toxicas. Winner et al.
mostraron que la expresion de E57K y E35K a-sinucleina dio lugar a oligoméros atrapados
conformacionalmente que no pudieron fibrilizarse e indujo la neurodegeneracion de neuronas
dopaminérgicas en la sustancia negra pars compacta (SNc) de ratas. En contraste, a-sinucleina
30-110 que forma fibrillas a gran velocidad, no mostré toxicidad, lo que indica que los oligoméros

son las especies téxicas que conducen a la pérdida de la neurona in vivo.??

1.3 a-sinucleina y enfermedad de Parkinson

Uno de los cambio degenerativos en la EP es la pérdida de terminales nerviosas en el
estriado y la acumulacion de proteinas en las neuronas de la sustancia negra conocidos como
cuerpos de Lewy. Su componente estructural primario es la a-sinucleina, pero también contiene
otras proteinas como parkina, ubiquitina y neurofilamentos.?

Los cuerpos de Lewy son inclusiones eosindfilicas que se encuentran en los somas y
axones de las neuronas de la sustancia negra. Se les puede encontrar en otras enfermedades
como en la demencia por cuerpos de Lewy y enfermedad de Alzheimer principalmente. 2° Para
la formacion de los cuerpos de Lewy primero aparecen mondémeros de a-sinucleina en
disposicion B-helicoidal o protofibrillas, y después se forman oligémeros de las protofibrillas y
al final las fibrillas amiloides.

La a-sinucleina es una proteina neuronal presinaptica que se asocia genéticamente y
neuropatoldgicamente a la EP. La a-sinucleina contribuye a la patogénesis en varias maneras,
la forma oligomérica y las protofibrillas son téxicas, pueden causar disrupcion de la homeostasis
celular y muerte neuronal. La falla en el plegamiento de esta proteina causa agregacién anormal
que forma los cuerpos de Lewy en las neuronas dopaminérgicas. Estas proteinas pueden

trasladarse desde células afectadas hacia las sanas, produciendo destruccion de las mismas.242



1.4 a-sinucleina como biomarcador

La a-sinucleina ha sido estudiada ampliamente como un posible biomarcador debido a
que es un componente de los cuerpos de Lewy, el distintivo patoldgico de la EP. En los ultimos
anos, la evidencia demuestra que la a-sinucleina se puede detectar en fluidos biolégicos, como
liquido cefalorraquideo, suero/plasma, saliva y lagrima. Sin embargo, los estudios centrados en
el LCR y suero muestran resultados contradictorios, esto se debe a los diferentes métodos y
anticuerpos utilizados, asi como a la contaminacién de las muestras con sangre. Existen pruebas
que indican que la conversion de a-sinucleina de monémeros solubles en formas agregadas e
insolubles en el cerebro es un evento clave en la patogénesis de la EP. El LCR, suero, saliva 'y
lagrima de los sujetos con EP contienen niveles elevados de oligémeros de a-sinucleina. 2%,
En la tabla 1 se describen estudios donde se analiza la presencia de a-sinucleina en fluidos
biolégicos y su concentracion.

La lagrima es un fluido bioldgico, tiene la virtud de ser accesible y homogéneo, sin
contaminacién con la sangre. En un estudio se analizé la lagrima de los sujetos con EP y se
describe que los niveles de a-sinucleina estaban disminuidos en pacientes con EP en
comparacion con controles (423.12 + 52.6 versus 703.61 + 136.4 pg/mg, p=0.05). Ademas, la a-
sinucleina oligomérica estaba elevada al compararse con controles (1.45 + 0.31 versus 0.27 +
0.07 ng/mg, p=0.0007). Sin embargo, estos resultados se obtuvieron al analizar la lagrima de
ambos ojos en conjunto. *'

A nivel de retina, se identific en cortes histopatologicos de sujetos con EP la presencia

de a-sinucleina en todas las capas y células de la retina cuando se compararon con sanos.*

Tabla 1. Concentracion de a-sinucleina en fluidos biolégicos

Sujetos Fluido bioldgico Concentracién

Hamm-Alvarez SF et | 84EP, 84C a-sinucleina total y | Total

EP: 254.54 (151.05-479.69)
C: 361.16 (234.31-731.39)
lagrima basal Oligomérica

EP: 1.68 (0.32-3.82)

C: 0.44 (0.05-1.17)

al. oligomérica,

Feigenbaum D et al. | 55EP, 55C a-sinucleina EP:1.45 1 0.31
3 oligomérica, C:0.27 £ 0.07
lagrima




Ali Shalash et al.* 27EA, 46EP, a-sinucleina total, | EP: 4.23 (3.3-5.63)
EA: 2.9 (1.2-3.3)

20C suero C: 0.46 (0.07-0.93)
Oskar Hansson et al. | 30EP, 48EA, | a-sinucleina EP: 73.309 (36.361-326.297)
34 EA: 26.441 (21.548-44.332)

71DCL, 98C oligomérica, liquido DCL: 40440 (22.235—

cefalorraquideo 137.845)
C: 37.882 (21.763-136.685)

Wenyan Kang et al. 201 EP a-sinucleina total, | EP: 128.66 £ 99.21
% : C:131.31+£104.21
ce7 saliva
Giorgio Vivacqua et | 40 EP a-sinucleina EP: 1.062+0.266 ng/ml
al. % , - . C: 0.49810.203
40 C oligomérica, saliva

Abreviaciones: EP: enfermedad de Parkinson, EA: enfermedad de Alzheimer, C: controles, DCL:

demencia por cuerpos de Lewy.

1.5 La retina como biomarcador en enfermedad de Parkinson

La retina comprende un complejo de neuronas que trasmiten informacién para alcanzar
las células ganglionares retinianas, los axones que formaran el nervio 6ptico. Los axones
comunican la informacién al cuerpo geniculado lateral y el cdliculo superior. La retina tiene
células amacrinas A18 dopaminérgicas en la capa nuclear interna. ¥ La dopamina en la retina
actia como un mensajero quimico para la adaptacion de la luz, tiene impacto en el ciclo
circadiano, supervivencia de células y crecimiento ocular. En retinas postmortem la dopamina
estaba disminuida especialmente en la region de la fovea. La fovea tiene el mayor contenido de
fotorreceptores produciendo la mayor agudeza visual y sensibilidad al contraste, asi como la
vision al color.

La tomografia de coherencia optica (OCT) es una técnica de imagen que permite el
estudio in vivo de la retina, identificando los cambios estructurales en pacientes con EP. Se
caracteriza por la realizacion de cortes transversales micrométricos mediante la luz sobre el tejido
a estudiar. Utiliza interferometria de baja coherencia para obtener las imagenes de la arquitectura
de retina. El mapa rapido macular de esta técnica usa 6 lineas de rastreo de 6 mm que pasan a
través del centro macular y mide el grosor retiniano en 768 puntos.®®

Debido a que la visién esta alterada en EP, el estudio de los cambios maculares a nivel
de la févea son de importancia. Existen estudios que han realizado exploraciones maculares,
aunque se han utilizado diferentes métodos. Al medir el volumen macular en algunos estudios

39-43

no se reportaron diferencias al compararlo con los controles, mientras que en otros estudios

reportaron reduccion del volumen macular en EP. 444
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Hay estudios donde se realizdé una medicién del grosor de las capas de la retina. En cuatro
estudios segmentaron las capas de la retina en dos partes (retina interna y retina externa), pero
los resultados fueron inconscistentes. Dos reportaron adelgazamiento de la retina interna y uno
de los estudios no reportd diferencia entre los pacientes con EP y controles. Ma LJ et al,*
reportaron disminucion de la capa de fibras nerviosas y del volumen macular en pacientes con
EP en comparacion con controles.

Actualmente, no existe un consenso en cuanto a los cambios estructurales en retina
debido a los diferentes métodos utilizados y también por las diferencias en la segmentacion de
las capas de retina en los diferentes estudios. En las tablas 2 y 3 se muestran los estudios en

cuanto a grosores maculares y capas de retina.

Tabla 2. Capas de retina afectadas en EP

Sujetos Capas Resultados
Lee JY, etal. ** | 61EP, 30C 5 capas (CFN, CCG/CPI, CNI, | Adelgazamiento de
CPE, CNE/EPR) manual nuclear interna en EP
Albrecht P et | 40EP, 35C, 5 capas (CFN, CCG/CPI, CNI, | Mayor grosor de CNI en
al. ¥ 15PSP, CPE, CNE) manual EP comparado con HC,
19MSA y MSA 'y PSP.
Schneider M “8 | 65EP, 41C, | 5 capas (CFN, CCG/CNE, CNI, | No existe diferencia
16PSP, 19 | CNE, CNI) semiautomatico entre EP y HC. CNE
MSA adelgazamiento en
MSA, Alto en CNE/CPE
en MSA en
comparacion con EP.
Shrier E* 23EP, 18C 2 capas interna y externa. | Diferencia interocular
Automatico perifoveal en EP
Aa4l§er GD, et| 9EP, 16C 2 capas interna y externa. Manual | No diferencia
al.
Hajee ME et al. | 24EP, 17C 2 capas interna y externa. | Adelgazamiento de
%0 Automatico RI: | capa interna
CFN+CCG+CPI paramacular en EP
Adam CR *' 14EP, 14C Capas internas en region foveal Adelgazamiento
perifoveal en EP
Spund B, et| 30EP, 27C Capas internas en la fovea La fovea es mas
al.>? delgado en EP

Abreviaciones: CCG= capa de células ganglionares, C controles sanos, CNI=capa nuclear
interna, CPI=capa plexiforme interna, RI= retina interna, MSA=atrofia de sistemas muiltiples,
CNE=capa nuclear externa, CPE=capa plexiforme externa, EP=enfermedad de Parkinson, PSP=

paralisis supranuclear progresiva, CFN=capa de fibras nerviosas.
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Tabla 3. Grosor macular en EP

Sujetos Resultados
Lee JY, etal. * | 61EP, 30C No diferencia en volumen total macular, volumen del
cuadrante superior externo reducido en EP
Albrecht P et | 40EP, 35C No diferencia en volumen total macular
al. 4
Schneider M ®® | 23EP, 18C Reduccién en el volumen macular total en EP
Altintas et al.** | 17EP, 11C Reduccion del volumen macular total, regiones externas e

internas superiores y temporales en EP

Gagcia-Martin 60EP, 100C Adelgazamiento de todas las regiones, excepto en févea
E
Satue M etal.>® | 100EP,100C | Adelgazamiento de sector superior interno, temporal
externo, nasal e inferior

Aaker GD, et | 9EP, 16C Disminuciéon del cuadrante superior externo, aumento del
al.*’ nasal externo e inferior interno en EP

ﬁrchibald et al. | 31EP, 19C No diferencias entre EP y controles

Cubo E, et al. | 30EP, 30C No diferencias entre EP y controles
43

Abreviaciones: C=controles sanos, EP=enfermedad de Parkinson

2) PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La enfermedad de Parkinson es una de las enfermedades neurodegenerativas mas
comunes de inicio en el adulto, siendo la segunda causa mas frecuente de enfermedad
degenerativa después de la demencia de Alzheimer. Se estima de forma mundial que la
enfermedad de Parkinson se presenta entre el 1 y 2% de la poblacién mayor de 60 afos de edad.
De acuerdo al conteo de poblacién y vivienda realizado en 2005; por parte del Instituto Nacional
de Estadistica y Geografia (INEGI) el 8.1% de la poblacion en México se encuentra en este grupo
de edad, lo que implicaria una prevalencia aproximada de 83,000 y 166,600 personas con EP en
México.>

Las manifestaciones no motoras se presentan afos antes que las manifestaciones
motoras, entre las que destacas las manifestaciones oculares en un 80% de los pacientes con la
enfermedad, esto es resultado de los cambios a nivel de retina. Sin embargo, no existe un
consenso de los resultados en cuanto al grosor de las capas y a nivel de macula. Tampoco se
describen los resultados en cuanto al impacto en la duracion, severidad y lateralidad de la
enfermedad. Asi mismo en lagrima se ha estudiado la presencia de a-sinucleina oligomérica pero

no su relacion con el grosor de las capas de la retina.
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3) PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es la diferencia en los niveles de a-sinucleina oligomérica en lagrima de los pacientes con
enfermedad de Parkinson en comparacion con controles y evaluar si estos niveles se relacionan
con el grosor de las capas de retina y grosor macular en enfermedad de Parkinson en

comparacion con controles?

4) JUSTIFICACION

A pesar de décadas de investigacion, el diagndstico de la EP sigue siendo un desafio. El
diagnéstico es clinico, por lo que su precision puede estar limitada, particularmente en las etapas
tempranas de la enfermedad. Se estima que la precision en el diagnoéstico es del 46 a 90%, esta
precision depende de la observacion clinica prolongada y la respuesta clinica a levodopa. Por
esta razon es necesario contar con nuevos biomarcadores para tener un diagnostico mas
preciso. Desde que la a-sinucleina total y oligomérica en tejidos periféricos y en fluidos biolégicos
son potenciales biomarcadores en EP, la deteccién de esta proteina en lagrima y su relacion con
los cambios estructurales en retina podria ofrecer un significado prometedor en el pronéstico de
la enfermedad. La obtencion de muestra de lagrima y el estudio de retina son métodos no
invasivos que nos permiten estudiar in vivo a los pacientes con EP.

La lagrima a diferencia de otros fluidos bioldgicos se considera accesible, no invasivo,
tiene la virtud de no contaminarse con la sangre y es sencilla su obtencién.

A la retina se le considera un marcador tisular en enfermedades neurodegenerativas. En
algunos estudios se ha descrito disminucion del grosor de las capas de retina y en macula en
pacientes con EP. Sin embargo, no existe un consenso en estos resultados, ya que algunos
estudios no muestran diferencia. La alteracion de la retina genera alteraciones visuales desde
etapas tempranas de la enfermedad.

Esta informacion permitira disefar estrategias efectivas que conduzcan a deteccion de
las alteraciones en lagrima y retina con impacto en la duracion, lateralidad y severidad de la EP.
De identificarse las capas de la retina alteradas, se deberan realizar mas estudios para el manejo
terapéutico que se debera de implementar en este grupo particular de pacientes ya que la

afeccion retiniana se ha asociado a la disfuncion visual.
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5) HIPOTESIS

Hipétesis nula: La niveles de a-sinucleina oligomérica en lagrima en cada ojo en pacientes con
EP no tendran diferencias respecto a los controles. Asi mismo, no habra relacién con el grosor

de las capas de retina ni grosor macular.

Hipétesis alterna: Los niveles de a-sinucleina oligomérica en lagrima seran mayores en EP al
compararlo con los controles. Los niveles de a-sinucleina oligomérica en lagrima sera mayor

entre menor grosor de las capas de retina y grosor macular en comparacién con controles.

6) OBJETIVOS

Objetivo general
e Comparar los niveles de a-sinucleina oligomérica en lagrima en EP y determinar si se
relacionan con el grosor de las capas de retina y grosor macular en comparacion con

controles.

Objetivos secundarios

o Determinar si existe relacion entre los niveles de a-sinucleina oligomérica en lagrima vy
el subtipo motor en EP.

o Determinar si existe relacién entre los niveles de a-sinucleina oligomérica en lagrima y la
severidad de la enfermedad segun la escala de Hoehn y Yahr en EP.

o Determinar si existe relacion entre los niveles de a-sinucleina oligomérica en lagrimay la
duracion de la enfermedad en EP.

o Determinar si existe relacion entre los niveles de a-sinucleina oligomérica en lagrima vy

la lateralidad de inicio de los sintomas la enfermedad de Parkinson.
7) METODOLOGIA
a) Disefo
Estudio transversal y comparativo de pacientes con enfermedad de Parkinson.
b) Poblacion y muestra

Poblacion
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Es un estudio que incluye pacientes con enfermedad de Parkinson.

e Poblacion blanco: Pacientes de cualquier género con diagnostico establecido de

enfermedad de Parkinson sin enfermedades oftalmoldgicas conocidas no relacionadas
con la EP o cirugias oculares previas.

o Poblacion elegible: Pacientes de cualquier género con diagnostico establecido de

enfermedad de Parkinson que acudan al centro hospitalario participante.

e Poblacion participante: Pacientes de cualquier género y edad con diagndstico establecido

de enfermedad de Parkinson que acudan al centro hospitalario participant y que cumplan

con los criterios de inclusion.

Tamaho de muestra
Se realizd el calculo del tamafio de la muestra para comparar muestras pareadas con la
siguiente formula:

nP= ((Za/Z-i—BZB) sa)2

= nP: ndmero de pares

= Zo/2: valor de error alfa

= Zp: valor de error beta

» Sd: desviacién estandar de la diferencia entre pares

» D: media de la diferencia entre pares

Para este calculo se tom6 en cuenta como parametros un nivel a 0.05, un poder del 80%,
diferencia de medias de 2.65, y diferencia de desviacion estandar promedio de 6.0, con base al

5 con media de a-sinucleina total en saliva de 128.66 *

estudio de Wenyan Kang et al. 3
99.21ng/ml para los pacientes con EP y de 131.31 £ 104.21 ng/ml para la muestra de controles;
obteniéndose una muestra final de 43 pacientes con enfermedad de Parkinson y 86 controles,
considerando 2 controles por cada paciente con EP.

Se obtuvo un total de 25 pacientes con EP y 38 controles, no fue posible parearlos por falta
de reactivo de a-sinucleina oligomérica debido a reasignacion de recursos destinados al

protocolo en el contexto de la pandemia por COVID-19.
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Criterios de seleccion del estudio

Criterios para sujetos con EP

Criterios de inclusién

Pacientes mayores de 40 afios de edad.

Cualquier sexo.

Diagnostico clinico de enfermedad de Parkinson segun los criterios de la Sociedad
Internacional de Parkinson y Movimientos Anormales.

Consentimiento informado firmado.

Criterios de exclusion:

Diagnostico de enfermedades oculares como glaucoma, alteraciones retinianas que
modifiquen el estudio de imagen.

Diagndstico de alteraciones corneales o catarata que impida la realizacion del estudio de
imagen.

Cirugias oculares previas.

Uso de cualquier medicamento tépico ocular durante el mes previo.

Consumo de medicamentos anticolinérgicos.

Comorbilidad médica severa (a criterio del investigador) que impida su adecuada
evaluacion para los fines del estudio.

No proporcionar consentimiento informado.

Criterios de eliminacion:
Retiro de consentimiento informado.
Muestra de lagrima insuficiente.

Estudios de imagen no valorables.

Criterios para controles

Criterios de inclusion

Personas mayores de 40 afios de edad.

Cualquier sexo.

Sin antecedentes familiares de enfermedad de Parkinson, parkinsonismo, temblor,

demencias por cuerpos de Lewy, enfermedad de Alzheimer y alfa sinucleinopatias.
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¢ Sin enfermedad de Parkinson, parkinsonismo, temblor, demencias por cuerpos de Lewy,
enfermedad de Alzheimer y alfa sinucleinopatias.

e Consentimiento informado firmado.

Criterios de exclusion:

e Diagnostico de enfermedades oculares como glaucoma, alteraciones retinianas que
modifiquen el estudio de imagen.

¢ Opacidad de medios que impidan la realizacion del estudio de imagen.

e Cirugias oculares previas.

e Uso de cualquier medicamento topico ocular durante el mes previo.

e Comorbilidad médica severa (a criterio del investigador) que impida su adecuada
evaluacion para los fines del estudio.

¢ No proporcionar consentimiento informado

Criterios de eliminacion:
¢ Retiro de consentimiento informado.
e Muestra de lagrima insuficiente.

o Estudios de imagen no valorables.

d) Variables

Operacionalizacion de las variables de estudio

Variable Definicion Definicion Escala de la Tipo de
conceptual operacional medicion variable

Nivel de a- Cantidad de o- Valor de a- ELISA ng/mg Cuantitativa
sinucleina sinucleina sinucleina continua
oligomérica en oligomérica oligomérica en
lagrima presente en lagrima
lagrima
Grosor de Dimensioén de Dimensioén de OCT Macular Micras Cuantitativa
capas de las capas de las capas de dominio continua
retina retina retina a nivel espectral
macular
Lateralidad de = Lado de inicio Lado de inicio Registro de Derecho/ Cualitativa
inicio de los de los de sintomas datos del Izquierdo discreta
sintomas sintomas de la motores de la paciente
enfermedad enfermedad
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Estadio de la

EP

Fenotipo motor

de EP

Grado de

afeccion de la

EP

Caracteristica

motora de la
EP

Estadio de la
enfermedad de
Parkinson
Caracteristica
motora
predominante
de la EP

Hoehn 'y Yahr

MDS-UPDRS

Operacionalizacion de las variables sociodemograficas

Variable

Definicion

Definicion

Instrumento

Grado 0-5

Rigidez,
bradiscinescia,
temblor o
inestabilidad
postural

Escala de Ia

Cualitativa
ordinal

Cuantitativa
discreta

Tipo de

conceptual

operacional

medicion

variable

Edad Tiempo de vida | Afos Registro de Numero de afos Cuantitativa
desde el transcurridos datos de discreta
nacimiento desde el paciente

nacimiento
hasta la
evaluacion

Sexo Genero Sexo masculino | Registro de Femenino/ Cualitativa
asignado al o femenino datos de Masculino discreta
nacimiento paciente

Tratamiento | Consumo de Consumo de Registro de 1. Precursor de Cualitativa

antiparkinso | medicamentos | medicamentos | datos del dopamina nominal

nico antiparkinsonic | antiparkinsonic | paciente 2. Agonistas

oS

oS

dopaminérgicos
3. Inhibidores de
MAO
4. Inhibidores de
COMT

Reclutamiento de pacientes con enfermedad de Parkinson

Los investigadores identificaron a los candidatos potenciales en sus bases de datos de

pacientes y en la consulta de la Clinica de Trastornos del Movimiento en turno matutino. Se

obtuvieron sus consentimientos bajo informacién firmados (se les explico el estudio y firmaron el

consentimiento antes de iniciar cualquiera de las evaluaciones/procedimientos requeridos por el

protocolo). Los pacientes incluidos eran tanto de primera vez como subsecuentes. El area médica

donde se reclutaron fue la consulta externa y el Laboratorio Clinico de Enfermedades

Neurodegenerativas.

Reclutamiento de controles

Los investigadores identificaron a los candidatos potenciales en la sala de espera del

departamento de Segmento Anterior del ojo de la Fundacion Hospital “Nuestra Sefiora de la Luz”
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I.A.P., quienes eran familiares de los pacientes que acudieron a valoracion oftalmoldgica. Se
obtuvieron sus consentimientos bajo informacion firmados (se les explico el estudio y firmaron el
consentimiento antes de iniciar cualquiera de las evaluaciones/procedimientos requeridos por el
protocolo). Se les realizé un cuestionario para valorar si cumplian con los criterios de inclusion y
no cumplian con los criterios de exclusion. Se les realizé la misma evaluacién oftalmoldgica que

a los pacientes con EP.

Procedimiento de visita en Neurologia

En la visita se evaluaron los criterios de inclusiéon y exclusiéon. Se invitd al paciente a
participar previa explicacion del proyecto y lectura del consentimiento informado; en caso de
aceptar se recabo la firma de paciente, dos testigos y el médico entrevistador. Se registraron en
una hoja de captura (Case Report File o CRF) las siguientes variables demograficas: Numero de
expediente, nombre (el cual se registr6 como acréonimo), género, fecha de nacimiento, edad en
anos cumplidos, duracion de la enfermedad, lado de inicio de la enfermedad y tratamiento actual.
Se aplicaron las escalas: Hoehn y Yahr y MDS-UPDRS
Posterior a la evaluacion de Neurologia, se enviaron a la Fundacion Hospital “Nuestra Sefiora de

la Luz” ILA.P. para la valoracion oftalmologica.

Procedimiento de visita en Oftalmologia

En la visita se evaluaron los criterios de inclusion y exclusiéon. Se le pregunté al paciente
si aun deseaba continuar en el estudio, y también se le explic6 nuevamente el proyecto; en caso
de aceptar continuar en el estudio se le realizé la evaluacion oftalmoldgica que consiste en
biomicroscopia de segmento anterior y segmento posterior del ojo. Una vez corroborado que el
paciente cumple con criterios de inclusion y no cumple criterios de exclusion se le invité a acudir
al Centro de Investigacién Biomédica de la misma Institucion para la toma de muestra de lagrima

de ambos ojos. Posteriormente, se realizaron los estudios de imagen de retina.

Las evaluaciones se dividen en dos grupos:

Escalas clinicas aplicadas por el neurélogo:

Escala Unificada de la Enfermedad de Parkinson modificada por la Sociedad de Trastornos
del Movimiento (MDS-UPDRS)

Los cuatro dominios son: Parte I: Experiencias no motoras de la vida diaria; Parte II: Experiencias
motoras de la vida diaria; Parte Ill: Examen motor; y Parte IV: Complicaciones motoras. Todos

los items poseen cinco opciones de respuesta: 0 = normal, 1 = leve, 2 = leve, 3 = moderado, y 4
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= severo. Un numero considerable de preguntas pertenecientes a la Parte | y Parte Il se
reestructuraron como un cuestionario para el paciente o cuidador, por lo que el tiempo total para
el evaluador debe permanecer unos 30 minutos. Las instrucciones detalladas para la prueba y
de adquisiciéon de datos acompafan al MDS-UPDRS con el fin de aumentar el uso de uniforme.
La MDS-UPDRS se ha propuesto como instrumento de referencia para la evaluacion de los
pacientes con enfermedad de Parkinson, tanto en la practica clinica como en el ambito de la
investigacion.

Como se menciond previamente, la MDS-UPDRS esta conformada por cuatro partes. En total se
evaluan 65 items (10 mas que en el UPDRS), de los cuales 48 se puntua de 0 a 4 y siete con
respuestas dicotomicas de “si” 0 “no”. La MDS-UPDRS tiene un rango de puntuacion de 0 a 192.
La parte | evalua los aspectos no motores de las experiencias de la vida diaria. Esta parte se
divide en dos secciones; la parte IA y la parte IB. La parte IA consta de seis preguntas aplicadas
por el evaluador; las respuestas se refieren a un periodo de tiempo que abarca los siete dias
anteriores a la evaluacion. En las instrucciones de la seccidon se especifica que no deben leerse
las opciones de respuesta, mas bien deben realizarse las preguntas que sean necesarias para
determinar qué respuesta debe codificarse. Al inicio de la parte IA debe especificarse la fuente
principal de informacion (paciente, cuidador o ambos en la misma proporcion).

La parte IB esta conformada por un cuestionario auto-administrado de siete preguntas. Las
respuestas deben describir el sentir del paciente durante la mayor parte del tiempo. Esta parte
también puede ser respondida por el paciente, el cuidador o ambos.

La parte Il cubre los aspectos motores de las experiencias de la vida diaria. Al igual que la parte
IB, se trata de un cuestionario auto-administrado por el paciente y consiste de 13 preguntas.

La parte Il de la MDS-UPDRS es propiamente la exploracién motora y esta compuesta por 33
puntuaciones basadas en 18 items. Se debe registrar si el paciente se encuentra tomando
medicamentos antiparkinsonicos, y en el caso de la levodopa, especificar el tiempo transcurrido
desde la ultima toma. Adicionalmente se requiere indicar si el paciente se encuentra en estado
clinico de ON o de OFF. Bajo la premisa de “evaluar lo que se ve” es necesario puntuar la
ejecucion de cada tarea tal como la realice el paciente en el contexto de sus comorbilidades. En
situaciones en las que no sea posible llevar a cabo la tarea o evaluacion se debe indicar como
“no valorable”. El evaluador debe mostrar y describir al paciente las maniobras a realizar, para
luego evaluar y puntuar de forma inmediata; solo en el caso de los items de espontaneidad global
del movimiento (item 3.14) y de temblor de reposo (item 3.17), la evaluacion corresponde a lo
observado durante la exploracion completa. Se debe recordar que en la mayoria de las tareas

motores se deben puntuar las extremidades derechas e izquierdas (superiores, inferiores o
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ambas, segun corresponda al item). La rigidez es evaluada (item 3.2) en las cuatro extremidades
y cuello. En el caso de la amplitud de temblor en reposo también se incluye la valoracion del
temblor de labio o mandibula (item 3.17). Al término de la parte motora, se debe mencionar la
presencia de discinesias y si estas interfirieron con la exploracion. El estadio de Hoehn y Yahr
se registra en esta seccion.

Finalmente, la parte IV consta de seis preguntas relacionadas con las complicaciones motoras
como lo son discinesias, fluctuaciones y distonia dolorosa. En esta seccion se debe
complementar lo referido por el paciente con lo observado por el evaluador. Las instrucciones de
la parte IV estan dirigidas tanto al evaluador como al paciente (y cuidador).

El tiempo estimado para la aplicacion de la MDS-UPDRS por el evaluador es de 30 minutos. La
parte IA requiere aproximadamente 10 minutos, la parte Il alrededor de 15 minutos y la parte IV
cerca de 5 minutos. Las partes IB y Il pueden ser respondidas por el paciente y su cuidador
mientras esperan recibir la atencion. El rango de puntuacion es de 0 a 24 para la parte IA, de 0
a 28 para la parte IB, de 0 a 52 para la parte I, 0 a 132 para la parte lll y de 0 a 24 para la parte
IV. El rango global de la MDS-UPDRS es de 0 a 260 puntos.*84°

Los niveles de severidad seran directamente determinados del puntaje de las subescalas del

MDS-UPDRS, se tomaran como referencia los puntos de corte publicados.

Escala de Hoehn y Yahr

El estadiaje de la Enfermedad de Parkinson se realiza de forma rutinaria mediante los
estadios de Hoehn y Yahr.*® El estadio se determina de acuerdo a las caracteristicas de los
sintomas, extension de la afeccion y discapacidad fisica ocasionada. El rango del instrumento es
de 0 a 5. La version modificada, con incrementos de 0.5, no es recomendada debido a que carece
de validacion clinimétrica. Los estadios de Hoehn y Yahr poseen diversas limitaciones dentro de
las cuales destacan la falta de linearidad y el mayor peso otorgado a la inestabilidad postural

sobre las demas manifestaciones motoras. '

Evaluacion oftalmolégica
Biomicroscopia de segmento anterior y posterior del ojo

Se evaluod al paciente en la lampara de hendidura, primero se revisaron los parpados y
anexos, conjuntiva y esclera, cérnea, camara anterior, iris y cristalino. Con apoyo de una lupa de
no contacto super field, se aprecié el segmento posterior del ojo evaluando papila, emergencia

de vasos, macula y retina, con un campo de vision de 95°/116°.
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Toma de muestra de lagrima

El oftalmdlogo realizé la toma de muestra de lagrima, se uso una tira de Schirmer la cual se
coloco gentilmente en el margen palpebral inferior de cada ojo. Las tiras se retiraron a los 5
minutos, se colocaron en tubos de Eppendorf y se congelaron a -80 hasta su analisis. Las tiras
se colocaron en 280ul de solucién salina fosfatada para la elucién de la proteina y se
centrifugaron a 10, 000 x g por 10 segundos en una centrifuga. La cuantificacion de a-sinucleina
oligomérica se realizo por la técnica ELISA de acuerdo a las indicaciones del fabricante. El kit fue
el de a-sinucleina oligomérica (MBS043824, MyBiosource.com, CA, USA), sensibilidad
1.0ng/mL, prueba especifica para deteccidon de a-sinucleina oligomérica en fluidos humanos.
Este kit se uso previamente para determinacion de a-sinucleina oligomérica en saliva y también
en lagrima. Los datos del ELISA fueron adquiridos y validados en el sistema Bio-Plex.
Suspension Array 200 system (MAP™ Technology; TX, USA), software gen 5.1. Las mediciones
se realizaron de acuerdo al protocolo del fabricante. Todas las medidas se realizaron por

duplicado y se promediaron.

Tomografia de coherencia 6ptica (OCT)

El oftalmdlogo realizd los estudios de OCT Spectralis (Heidelberg Engineering, Heidelberg,
Germany) de retina de ambos ojos. Las mediciones se realizaron a 1mm, 3mm y 6mm segun la
division del EDRTS (Tratamiento Precoz de la Retinopatia Diabética). Después se analizaron las
imagenes y se segmentaron para obtener el grosor de cada una de las capas de la retina.

Las capas de retina que se analizaron son las siguientes: capa de fibras nerviosas (CFN), capa
de células ganglionares (CCG), capa plexiforme interna (CPI), capa nuclear interna (CNI), capa
plexiforme externa (CPE), capa nuclear externa (CNE), epitelio pigmentario de la retina (EPR),
capas de retina interna (CRI), que incluyen CFN, CCG, CPIl y CNI; las capas de retina externa

(CRE), que incluyen CPE, CNE y EPR; y grosor macular total.

IR30°ART [HS] o0 v lmm@]veuqe Thickness [um]
- 828

Center: 215um
Central Min: 215 ym
Central Max: 316 um
Circle Diameters: 1.3, 6 mm ETDRS

Imagen 1. Tomografia de coherencia éptica de macula.
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e) Andlisis Estadistico

e Analisis univariado para evaluar la calidad de los datos recolectados incluyendo datos
faltantes, datos completos y estadistica descriptiva con medidas de tendencia central y
de dispersién; en términos de porcentajes para variables nominales, mediana y rango
para variables ordinales, y media y desviacién estandar para variables dimensionales.

¢ Pruebas de normalidad (Kolmogorov Smirnov) para determinar si la distribucion de las
variables numéricas es normal o no-normal. Adicionalmente dado el tamafio de muestra
seleccionado se evalud la normalidad mediante la Prueba de Schapiro-Wilk.

o Analisis bivariado con prueba de U de Mann Whitney para variables numéricas.

e Coeficiente de correlacion de Spearman entre los niveles de a-sinucleina oligomérica,
grosores de las capas de retina y macular.

e Se considero significancia estadistica una p<0.05

8)  CONSIDERACIONES ETICAS

Todos los pacientes participantes otorgaron su consentimiento y firmaron el formulario de
Consentimiento Informado. El protocolo de investigacion se sometio y se autorizé por los comités
locales de investigacion y ética de cada centro. Dicho procedimiento se llevé a cabo previo al
inicio del reclutamiento.

El estudio garantiza los aspectos bioéticos inherentes a los estudios de investigacion
clinica como son confidencialidad de la informacién obtenida, principio de autonomia de los
sujetos participantes, principio de beneficencia y consentimiento informado, sin tener conflicto de
intereses y permitiendo el acceso a documentos fuente en caso de ser solicitado por autoridades
normativas.

El estudio se considera de investigacion con riesgo minimo de acuerdo al articulo del
reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud tratandose de
procedimientos comunes en examenes fisicos o psicolégicos de diagnosticos o tratamiento
rutinarios. Asi mismo se apega a las pautas establecidas en la Declaracion de Helsinski.

Se observaron los requerimientos éticos y regulatorios para cumplir con los Principios de Buena
Practica Clinica (GCP, Good Clinical Practices) de la Conferencia Internacional de Armonizacion
(ICH, International Conference on Harmonisation) para la conduccion y supervision de
investigaciones clinicas. Al firmar este protocolo el investigador se adhiere y esta de acuerdo

con estos requerimientos.
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9) CONSIDERACIONES FINANCIERAS

a) Recursos

e Recursos materiales: Area fisica de Laboratorio Clinico de Enfermedades

Neurodegenerativas en el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia. Area fisica

del departamento de Segmento Anterior del ojo y Centro de Investigacion Biomédica

de la Fundacion Hospital "Nuestra Sefora de la Luz” [.A.P.

e Recursos humanos: Equipo integrado por un neurélogo en movimientos anormales y

oftalmdlogo.

b) Recursos solicitados

e Kits para método de ELISA para la determinacién de a-sinucleina oligomérica en

lagrima.

¢ Estudios de tomografia de coherencia éptica.

e El estudio fue financiado por la Fundacién Hospital “Nuestra Sefiora de la Luz” . A.P.

10) RESULTADOS

Se analizaron un total de 50 ojos de 25 pacientes con enfermedad de Parkinson (8 mujeres [32%]
y 17 hombres [68%]; edad media 62.84+8.55 afios) y 76 ojos de 38 controles (9 mujeres [24%)] y

29hombres [76%]; edad media 62.65+8.60 afos). A pesar de no estar pareados, no existié

diferencia estadistica significativa en cuanto sexo y edad entre los dos grupos. En la Tabla 4 se

describen las caracteristicas clinicas de los participantes.

Tabla 4. Caracteristicas clinicas de los sujetos

Variable EP Control p
Numero de individuos 25 38
Sexo: M/F 17/8 29/9 0.467
Edad, afios media (DE) 62.8418.55 62.65+8.60 0.910
Lateralidad de inicio, izquierdo 14 (56%)
n(%)
Duracién de la enfermedad, afios 9.66 £ 9.02

media (DE)
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Estadio Hoehn & Yahr n(%)

1 2(8)

2 14(56)

3 8 (32)

4 1(4)
MDS-UPDRS, media (DE)

Parte | 9.86+ 7.16

Parte I 11.04+£10.44

Parte lll 34.08+13.44

Parte IV 2.23+3.97

Total 55.09+21.89
Fenotipo motor, n(%)

Tremorigeno 12 (48)

Inestabilidad postural y 7 (28)
alteracion de la marcha 6 (24)

Indeterminado

Tratamiento n(%)

Precursor de dopamina 21(84)
Agonista dopaminérgico 16 64)
Inhibidores MAO 6 (24)
Inhibidores COMT 0

Abreviaturas: DE: desviacion estandar

Evaluacién de a-sinucleina oligomérica en lagrima
La concentracién de a-sinucleina oligomérica en lagrima es mayor en EP al compararla con
controles (1.78+0.06 vs 1.73+0.08, p=<0.001). Grafica 1.
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Grafica 1. Concentraciéon de a-sinucleina oligomérica en lagrima en EP en comparacion con

controles.
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No existe correlacion entre a-sinucleina oligomérica en lagrima y las variables clinicas,
incluyendo subtipo motor (p=0.976), duracion de la enfermedad afos (p=0.389), estadio H&Y
(p=0.349) y puntaje MDS-UPDRS Il (p=0.199).

No existe relacion entre los niveles de a-sinucleina oligomérica en lagrima y la lateralidad de

inicio de los sintomas de la EP (p=0.222).

Evaluacién de grosor y volumen de capas de retina

Al comparar con controles, la CFN present6 reduccion en el volumen central (0.01+£0.01 vs
0.01£0.01, p=0.030), a los 3 mm (0.30£0.40 vs. 0.31+£0.04, p=0.029) y a los 6 mm (0.83+0.10 vs
0.871£0.01, p=0.031) en EP. Existe disminucién del volumen a los 6 mm en la CCG (1.02+0.12
vs 1.05+0.16, p=0.050) y CPI (0.87+0.07 vs 0.90+0.08, p=0.010) al comparar con controles.

Asi mismo, la CNI en EP mostré menor volumen a los 3 mm (0.26+0.02 vs 0.31+0.31, p= 0.010)
y alos 6 mm (0.95+0.07 vs 0.991£0.07, p=0.005). El volumen a los 3 mm de la CPI fue mayor en
EP al compararlo con controles (0.23+0.03 vs 0.22+0.03, p=0.025).
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En la CNE el grosor central, volumen central, volumen a los 3 y 6 mm fueron mas delgados en

EP que los controles. Este adelgazamiento fue estadisticamente significativo (p=0.001).

Al evaluar las capas internas de la retina, existe menor grosor y volumen en EP que los controles

(p<0.05). En contraste con las capas externas de la retina que presentaron mayor grosor y

volumen en EP en comparacion a los controles (p<0.05).

El grosor macular central en EP fue menor que los controles (258.56+£25.37 vs 263.39+21.31um,

p=0.149). El volumen macular del grupo de EP fue menor que los controles en todas las regiones.

La reduccién en el volumen macular no fue estadisticamente significativo en el centro, solo a los

3y 6 mm de la macula.

Tabla 5. Grosor y volumen de capas de retina en EP y controles

Capa de retina EP (n=25) Control (n=38) p*
Media (DE) Media (DE)

Capa de fibras nerviosas
Grosor central (um) 10.65+2.93 10.71+2.22 0.610
Volumen central (mm) 0.01+0.01 0.01+0.01 0.030
Volumen 3 mm 0.14+0.02 0.15+0.01 0.029
Volumen 6 mm 0.83+0.10 0.87+0.01 0.031
Capa de células ganglionares
Grosor central (um) 11.86+3.51 11.86+2.75 0.671
Volumen central 0.01+0.01 0.01+0.01 0.218
Volumen 3 mm 0.30+0.40 0.31+0.04 0.137
Volumen 6 mm 1.02+0.12 1.05+0.16 0.050
Capa plexiforme interna
Grosor central (um) 18.14+3.63 18.07+2.99 0.781
Volumen central 0.01+0.01 0.01+0.01 0.167
Volumen 3 mm 0.26+0.03 0.26+0.03 0.307
Volumen 6 mm 0.87+0.07 0.90+0.08 0.010
Capa nuclear interna
Grosor central (um) 18.30+6.47 19.3245.52 0.123
Volumen central 0.01+0.01 0.02+0.01 0.065
Volumen 3 mm 0.26+0.02 0.31+0.31 0.010
Volumen 6 mm 0.95+0.07 0.99+0.07 0.005
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Capa plexiforme externa

Grosor central (um) 24.80+6.08 23.05+5.48 0.169
Volumen central 0.02+0.01 0.02+0.01 0.146
Volumen 3 mm 0.23+0.03 0.22+0.03 0.025
Volumen 6 mm 0.83+0.06 0.82+0.75 0.344
Capa nuclear externa

Grosor central (um) 86.72+13.0 95.50+£10.99 <0.001
Volumen central 0.07+0.01 0.08+0.01 <0.001
Volumen 3 mm 0.48+0.07 0.52+0.06 0.001
Volumen 6 mm 1.63+0.18 1.73+0.19 0.001
Epitelio pigmentario

Grosor central (um) 15.74+1.72 1714477 0.009
Volumen central 0.01+0.01 0.01+0.01 0.324
Volumen 3 mm 0.11+£0.02 0.11£0.09 0.108
Volumen 6 mm 0.39+0.03 0.41+0.04 0.005
Capas internas de la retina

Grosor central (um) 170.20+25.87 177.42+21.39 0.046
Volumen central 0.13+0.02 0.29+1.26 0.020
Volumen 3 mm 1.68+0.12 1.74+0.12 0.007
Volumen 6 mm 6.14+0.36 6.29+0.82 0.002
Capas externas de la retina

Grosor central (um) 88.32+5.19 85.76+4.04 0.004
Volumen central 0.07+0.01 0.07+0.01 0.013
Volumen 3 mm 0.59+0.03 0.58+0.07 0.002
Volumen 6 mm 2.26+0.08 2.22+0.06 0.003
Macula

Grosor central (um) 258.56+25.37 263.39+21.31 0.149
Volumen central 0.20+0.02 0.21+0.02 0.139
Volumen 3 mm 2.27+0.11 2.31+0.12 0.032
Volumen 6 mm 8.40+0.36 8.60+0.44 0.003

*U de Mann-Whitney

DE: desviacion estandar
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Relacién entre a-sinucleina oligomérica en lagrima y capas de retina

Existe una correlacién leve entre a-sinucleina oligomérica y el grosor central de la capa de fibras
nerviosas (r=0.238, p=0.04), y con el volumen central de la capa nuclear interna (r=0.350,
p=0.01). En el resto de las capas de retina no hay correlacién con la a-sinucleina oligomérica en

lagrima.

11) DISCUSION

La a-sinucleina oligomérica es una proteina que se encuentra elevada en la lagrima refleja de
los pacientes con EP al compararlos con los controles. Similar a lo reportado en la literatura por
Hamm-Alvarez et al. (2.85[1.14-5.37]).%° En el presente estudio se utilizaron tiras de Schirmer
para colectar la lagrima refleja debido a sus ventajas como sencillez, seguridad y adecuada
tolerancia por los pacientes. *® La cuantificacién se realiz6 mediante la técnica ELISA por
duplicado en cada sujeto. Se ha reportado la cuantificacion de a-sinucleina total y oligomérica en
fluidos biolégicos por la técnica de ELISA o por el sistema de matriz de molécula unica
ultrasensible (SIMOA).%’

La a-sinucleina oligomérica es una proteina que forma parte de la lagrima refleja. A las lagrimas
se les clasifica en cuatro tipos: basales, reflejas, emocionales y de ojo cerrados. En la superficie
ocular se encuentran nociceptores polimodales que tienen la capacidad de regular a las lagrimas
reflejas. El cuerpo de las neuronas sensoriales se localiza a nivel del ganglio del nervio trigémino
y se proyecta al nucleo salivatorio superior que regula la secrecion lagrimal y el parpadeo. Las
terminales trigeminales frias mueren con el paso de los afios, en consecuencia, también las fibras
aferentes frias, y. como resultado existe un incremento en la incidencia de ojo seco por la edad.
Las lagrimas reflejas no se alteran por la edad, debido a que este lagrimeo es independiente de
los termoreceptores frios. La EP es una patologia que se presenta principalmente en edad
avanzada, por lo que, es conveniente estudiar la lagrima refleja que no se ve afectada por la
edad.

La glandula lagrimal tiene influencia directa por el sistema nervioso autbnomo y recibe inervacion
de neuronas colinérgicas y dopaminérgicas, cambios en esta via neural tiene impacto en la
composicion de las proteinas secretadas en las lagrimas. °®°° Ademas, el epitelio corneal es uno

de los tejidos mas inervados en el cuerpo, su parte externa interactua directamente con la
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lagrima.®®®" Debido a que la produccion de la lagrima refleja se basa en sentir el estimulo en la
superficie ocular, cualquier alteracién en los nervios corneales, como en la EP,%2 podria afectar

la sefalizacion de la via aferente para estimular a la lagrima.

En el presente estudio, la concentracion de a-sinucleina oligomérica en lagrima fue mayor en
EP que en los controles (1.78+0.06 vs 1.73+0.08, p=<0.001). Similar a lo reportado en otros
estudios de lagrima refleja® [3.65 (1.14-7.38) vs 0.66 (0.27—1.18), p=<0.001] y lagrima basal®®
[1.68 (0.32-3.82) vs 0.44 (0.05-1.17), p=<0.001].

No existio correlacion significativa entre a-sinucleina oligomérica en lagrima y el puntaje de MDS-
UPDRS Il o del estadio H&Y. Estos resultados pueden indicar que la a-sinucleina oligomérica
en lagrima no se relaciona con los sintomas motores de la EP, y no refleja la severidad de la
enfermedad. Asi mismo, otros estudios no han mostrado relacion con estas variables.>**’
Nuestra poblacion al igual que estudios previos estaba formada principalmente por estadios H&Y
2y 3. Es necesario tener una poblacion con diferentes estadios de severidad para determinar si
los niveles de a-sinucleina oligomérica en lagrima refleja tienen impacto en dichas caracteristicas
clinicas.

Una de las caracteristicas de la enfermedad es que sus sintomas motores inician de manera
asimétrica. En nuestro estudio, los niveles de a-sinucleina oligomérica en lagrima no se
relacionan con la lateralidad de inicio de los sintomas de la EP. En estudios similares, pero
realizados a nivel del grosor foveal, Young et al.% reportd que la fovea conservaba su simetria
interocular, a diferencia de lo reportado por Shrier et al.?® en donde existia asimetria interocular

en el grosor foveal.

Al segmentar las capas de la retina, el volumen a los 6mm de la CFN estaba mas delgada en
pacientes con EP en comparacién con controles. Algunos estudios reportan un adelgazamiento
significativo en esta capa de la retina. ®®®” También, existe disminucion del volumen de CCG,
CPI, CNI, CNE y EPR en EP. Estos resultados son consistentes con la literatura, donde se reporta
adelgazamiento de estas capas. Garcia Martin et al.%® describieron una disminucién de volumen
en CCG, CPI, CPE (3.19%, 2.93%, 1.92%) y en la CFN en un estudio realizado en 129 pacientes
con EP comparados con controles; hallazgos similares a los de Chorostecki et al.?® con 101
pacientes con EP reportando disminuciéon de volumen en CPl y CNI (5.68% y 3.09%). Polo et
al.®® reporté en 37 pacientes con EP pareados con controles; una disminucion de 2.75% en CCG

y CPI, sin diferencia en espesores maculares.
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Algunos autores sugieren que el adelgazamiento de las capas internas de la retina es secundario
a la pérdida de células dopaminérgicas, pero la fraccion de los cuerpos de células
dopaminérgicas en la capa nuclear interna es limitada y, por lo tanto, es poco probable que
explique el adelgazamiento de la CNI. Sin embargo, cuando existe pérdida de los procesos

dopaminérgicos en la CPI, puede explicar el adelgazamiento de la retina interna. ="

Por otra parte, la CPE mostro un incremento en el grosor y volumen a los 3 y 6mm, pero solo el
volumen a los 3mm fue estadisticamente significativo. Chorostecki J. et al. también describieron
un engrosamiento de la CPE. Estudios de histopatologia demuestran la agregacion de alfa-
sinucleina en la retina. Se ha descrito la inmunoreactividad de alfa-sinucleina en la CPE de la
retina. Una de las hipétesis es que la agregacion de alfa-sinucleina en la CPE puede contribuir

al incremento del grosor de esta capa.

Al realizar la segmentacion dividiendo a las capas de retina en interna y externa, las capas de
retina interna se encontraron con un volumen menor en EP, al contrario de las capas externas
que presentaron un volumen mayor en EP al compararlas con los controles. Al igual que Adam
CR 51 reporté en 14 pacientes con EP y 14 controles, adelgazamiento perifoveal en las capas

internas en EP.

En cuanto al grosor macular, todos los valores fueron menores en EP, pero solo el volumen a los

3 mm y 6 mm fueron significativos. Varios estudios han reportado adelgazamiento en el volumen

44,4548 43,47,73

macular. y otros no describen diferencias.
El cerebro, el ojo y la lagrima estan relacionados ya que comparten un origen embrionario en
comun, el ectodermo. En nuestro estudio, hubo una correlacion leve entre a-sinucleina
oligomérica y el grosor central de la capa de fibras nerviosas (r=0.238, p=0.04), y con el volumen
central de la capa nuclear interna (r=0.350, p=0.01). En un estudio postmortem estudiaron 4 ojos
de 3 sujetos con EP y 12 ojos de 8 controles, demostraron el acimulo de a-sinucleina en las
capas internas de la retina tanto en el centro como en la periferia (CCG, CPly CNI).”* En estudios
histopatoldgicos, se ha demostrado que la alfa-sinucleina en retinas de controles es abundante
en los segmentos externos de los fotorreceptores, en la CPE, CNIl'y CPI. En EP, los estudios son

heterogéneos, pero en general reportan a-sinucleina fosforilada en la CFN, CCG y CPI.">7®

31



Este estudio tiene varias limitaciones, la muestra no fue pareada y ademas fue una muestra
homogénea. Se requiere ampliar el tamafo de la muestra para que sea mas heterogénea e
incluya pacientes en diferentes estadios de la enfermedad, esto podria mostrar una correlacion
mas fuerte entre a-sinucleina oligomérica en lagrima y el volumen de la capa nuclear interna de
la retina. Ademas, no se realizo la comparacion entre los niveles de a-sinucleina oligomérica en
lagrima y suero. Como se menciono previamente, la muestra de pacientes no reflejé los

diferentes estadios de la enfermedad.

12) CONCLUSION

Existe una diferencia significativa en la concentracién de a-sinucleina oligomérica en lagrima
refleja, lo que facilita la diferenciacion entre EP y controles. Ademas, existe adelgazamiento de
las capas internas de la retina y engrosamiento de las capas externas de la retina en EP al
compararlas con controles. Existe una correlacion leve entre de a-sinucleina oligomérica en
lagrima refleja y el volumen central de la capa nuclear interna en EP en comparacion con
controles. La combinacion de estos biomarcadores podrian ser una herramienta diagnéstica en
los pacientes con EP. Sin embargo, se requiere una muestra mayor y que incluya diferentes

estadios de la enfermedad para confirmar el valor significativo de este estudio.
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14)  ANEXO 1: CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

CONSENTIMIENTO INFORMADO ESCRITO PARA PARTICIPAR EN EL ESTUDIO El
protocolo titulado “Concentracion de alfa sinucleina oligomérica en lagrima y alteraciones
estructurales retinianas como biomarcadores en enfermedad de Parkinson”.

Esta es una invitacion para que usted participe voluntariamente en un estudio clinico. Por
favor, lea la siguiente informacion cuidadosamente antes de dar su opinion sobre si desea
0 no participar.

NOMBRE DEL ESTUDIO:

Concentracién de alfa sinucleina oligomérica en lagrima y alteraciones estructurales
retinianas como biomarcadores en enfermedad de Parkinson.

PROTOCOLO
OBJETIVOS DEL ESTUDIO.

El propdsito de este estudio es evaluar si usted presenta alguna alteracién en la lagrima y
retina asociada a la enfermedad de Parkinson distinto a los problemas de temblor, rigidez
y lentitud de movimiento.

Si usted participa en el estudio, inicialmente se realizara o actualizara la historia clinica y
NO recibira ningin medicamento “experimental” ni ningun otro medicamento no aprobado.

Se le practicaran una serie de estudios con el fin de evaluar la presencia de alfa sinucleina
en lagrima, una proteina presente en la enfermedad de Parkinson, asi como estudios de
imagen en retina, ademas de la evaluacién neurolégica para determinar la afeccion motora
de la enfermedad; los resultados seran totalmente confidenciales.

Se dara el tratamiento que se considere adecuado para sus sintomas.

PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO

Las evaluaciones clinicas seran efectuadas durante el estudio, asi como en cualquier
momento del mismo cuando su médico considere necesario para el mejor control de su
salud.

PARTICIPACION VOLUNTARIA

Su participacion en este estudio es voluntaria. Aun si decide participar, es libre para
abandonar el estudio, en cualquier momento, sin incurrir en ningun tipo de penalidad. No
habra ningun cambio en la atencion médica convencional proporcionada por la institucion,
si decide no participar o si decide dejar el estudio después de haber comenzado. Su médico
puede también decidir interrumpir su participaciéon en el estudio en cualquier momento
respetando el beneficio para usted.
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RESPONSABILIDAD DEL PACIENTE
Si usted participa en el estudio, sus responsabilidades mas importantes seran:

1. Seguir estrictamente las instrucciones de su médico;

2. Acudir a las consultas con su médico, regularmente y en las fechas que se le indique.
Este estudio consiste en dos evaluaciones, la primera, la evaluacion neuroldgica en
el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia, y la segunda, la evaluacion
oftalmolégica en la Fundaciéon Hospital “Nuestra Sefiora de la Luz” |.A.P.

3. Reportar a su médico todas las experiencias adversas que pudiera percibir, no
importando la indole de que fueren estas.

RESOLUCION DE DUDAS

Puede usted preguntar a su médico todo lo que considere necesario antes de acordar su
participacion en este estudio, asi como en cualquier momento durante el curso del mismo.
Su médico le informara detalladamente todo lo concerniente a su salud, sus derechos,
obligaciones, asi como los riesgos y beneficios relacionados con su participacion en el

estudio.

En caso necesario, y para cualquier duda, podra ponerse en contacto con:

Teléfono:

IDENTIFICACION

Su identificacion sera conservada como informacion confidencial. Los resultados de este
estudio seran publicados sin descubrir su identidad. Su expediente médico, sin embargo,
estara disponible para revisién por el personal involucrado en el estudio, el comité de Etica
del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia, y los funcionarios de la Secretaria de
Salud.

CONSENTIMIENTO:

Yo:

El (la) abajo firmante, estoy de acuerdo en participar voluntariamente en este estudio
clinico.

Confirmo de esta manera que he leido y entendido toda la informacion relacionada con
este estudio clinico y que el médico ha contestado apropiadamente todas mis preguntas.
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NOMBRE DEL PACIENTE

NOMBRE DEL MEDICO

TESTIGO DE LA
PRESENTACION ORAL

TESTIGO

FIRMA

FIRMA

FIRMA

FIRMA

FECHAY LUGAR

FECHA'Y LUGAR

FECHA'Y LUGAR

FECHA'Y LUGAR
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