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Resumen

Introduccion: El aumento en la esperanza de vida se asocia con un aumento en la prevalencia de
las enfermedades neurodegenerativas (END) de las cuales el deterioro cognitivo y motor es la
clave para definir la enfermedad en particular; los criterios de diagndstico se basan en el cuadro
clinico y neuroimagen para identificar la localizacién anatomica afectada. A nivel celular, todas
las END se asocian con la presencia de agregados proteicos, demostrados a través de estudios
postmortem. Se generalizd por ello el término proteinopatias, que surgié del descubrimiento de
proteinas alteradas nombradas priones, involucradas en el desarrollo de la encefalopatia
espongiforme. Las proteinopatias identificadas para cada END son; la proteina tau hiperfosforilada
formando ovillos neurofibrilares y del péptido B-amiloide en placas seniles para la enfermedad de
Alzheimer (EA), la proteina a-sinucleina en la enfermedad de Parkinson (EP) y demencia por
cuerpos de Lewy (DCL), asi como TDP-43 (proteina de union al ADN de respuesta transactiva de
43kDa) en pacientes con esclerosis lateral amiotrofica (ELA) y demencia frontotemporal (DFT).
La presencia de estas proteinas en tejidos periféricos, tales como la piel, ha llevado a proponer que
¢éstas pudieran presentar alteraciones que reflejen lo que sucede en el sistema nervioso central y
permitir establecer nuevas técnicas para el diagnostico inicial de la enfermedad, ya que muchas de
las pruebas actuales son de alto costo y poco accesibles, asi como invasivas para los pacientes.

Objetivo: Evaluar la expresion de Tau fosforilada (pTauT231), a-sinucleina y TDP-43 en biopsias
de piel de pacientes con enfermedades neurodegenerativas y comparar su expresion en sujetos
sanos.

Metodologia: Se obtuvieron biopsias por puncion retroauricular donde cada grupo estuvo
conformado por 18 pacientes con una END, asi como 6 sujetos sanos. Se evalud p-TauT231, a-
sinucleina y TDP-43 utilizando anticuerpos especificos por la técnica de inmunohistoquimica. Para
la cuantificacién de inmunopositividad se utilizé el software ImageJ delimitando el area de interés.

Resultados: Se demostrd la expresion de imnunopositividad de las proteinas p-TauT231, a-
sinucleina y TDP-43 en la epidermis de pacientes con enfermedades neurodegenerativas en
comparacion con sujetos control. Se identifico una tendencia a menor inmunopositividad de
pTauT231 en los sujetos sanos; en el caso de a-sinucleina la expresion fue muy variable por lo que
no se observé una tendencia entre los grupos y para TDP-43 se detect6 una tendencia a menor
expresion en el nucleo que en el citoplasma de las células epidérmicas de pacientes con DFT.

Conclusion: En conjunto, los resultados muestran que la expresion de pTau(T231), a-sinucleina y
TDP-43 puede ser cuantificada en piel, cumpliendo el objetivo del estudio. Aunque no se identificd
un patron de expresion caracteristico para cada enfermedad, este estudio aporta la primera
evidencia de la cuantificacion de pTau(T231) en piel y documenta la translocacion de TDP-43 del
nucleo al citoplasma en piel de pacientes con enfermedades neurodegenerativas.



Introduccion

La demencia es un término general empleado para incluir a todos aquellos sintomas que resultan
de diferentes enfermedades neurodegenerativas (END) y su principal afectacion es la funcion
cognitiva (1). De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud, en el afio 2021, 57 millones
de personas padecian demencia en todo el mundo de las cuales mas del 60% vivian en paises de
ingresos bajos y medios. Cada ano se producen casi 10 millones de casos nuevos representando un
problema de salud publica por su alta prevalencia y su alto costo en el sector salud (2).

La poblacion global estd experimentando un proceso de envejecimiento acelerado debido al
incremento en la esperanza de vida combinado con una reduccién en las tasas de fertilidad; esta
transicion demografica se observa mayoritariamente en Latinoamérica en comparacion con los
paises de altos ingresos (3). En México, se estima que 1.3 millones de personas padecen demencia
(4) y que esta cifra alcanzara los 3.5 millones para 2050 (5).

Las END son un grupo heterogéneo de trastornos neurolégicos, como la enfermedad de Alzheimer
(EA), la enfermedad de Parkinson (EP) y la demencia frontotemporal (DFT). Si bien presentan
diferencias en su etiologia y manifestaciones clinicas, éstas se caracterizan por la pérdida
progresiva y selectiva de poblaciones neuronales (6). El conocimiento de estos procesos proviene
de autopsias realizadas en pacientes con diagnostico de END donde se descubri6 una particularidad
patolégica comun: la aglomeracion de depdsitos proteicos anormales en los espacios intra y
extracelulares en las diferentes regiones cerebrales, las proteinas identificadas fueron B-amiloide,
tau fosforilada (p-Tau), a-sinucleina y TDP-43 (proteina de unién al ADN de respuesta transactiva
de 43 kDa) entre otras (7). Los mecanismos subyacentes siguen siendo dificiles de dilucidar, pero
se ha identificado que el entorno de las membranas celular y nuclear, los iones metélicos, las
mutaciones y las modificaciones postraduccionales pueden desempefiar un papel importante para
la agregacion proteica (8). Si bien la evidencia proviene de estudios post-mortem en cerebro, en
los ultimos afios ha cobrado relevancia la busqueda de biomarcadores accesibles que permitan
detectar estas proteinas fuera del sistema nervioso (9).

Dado su origen embrionario comin con el sistema nervioso central -ambos derivados del
ectodermo-, la piel ha sido un tejido de interés para la deteccion de agregados proteicos patologicos
(10). Esta conexidén neurocutdnea ha sido investigada dado que su estudio podria reflejar los
cambios asociados con la progresion de las END. Diversos grupos de investigacion han
identificado la presencia de proteinas patologicas mediante estudios in vivo que se presentan a
continuacion.

Tau es una proteina codificada por el gen MAPT (proteina tau asociada a microtiibulos), nuclear y
citoplasmatica. En este ultimo, se asocia a los microtiibulos y estd ampliamente distribuida por el
sistema nervioso donde mantiene la correcta funcion axonal (11). La capacidad de tau para
mantener la integridad axonal se relaciona estrechamente en sus cuatro dominios funcionales: la
regiéon amino terminal (N-terminal) proporciona estabilidad a la red de microtibulos ya que un



espaciado adecuado es importante para la transduccion de sefiales (12), el dominio rico en prolina
regula la fosforilacion de tau y participa en vias de sefializacion celular (13) mientras que la region
de unidon a microtubulos es fundamental ya que sin ella no seria posible el ensamblaje,
estabilizacion y transporte axonal de los microtibulos (13). Por altimo, el extremo carboxi terminal
(C-terminal) confiere el plegamiento de tau, asi como su capacidad para asumir multiples
conformaciones (14). El equilibrio en los dominios de tau puede verse afectado por mutaciones
genéticas o modificaciones postraduccionales que alteran su conformacion, localizacion y afinidad
de union. Entre estas alteraciones, la hiperfosforilacion es relevante pues no solo desestabiliza el
citoesqueleto axonal, sino que promueve la formacion progresiva de ovillos neurofibrilares, los
cuales estan correlacionados con la neurodegeneracion y el deterioro cognitivo en las taupatias

(15).

La deteccion de tau como biomarcador de END se ha diversificado mas alld del liquido
cefalorraquideo (LCR). Estudios previos han identificado la presencia de p-tau en tejidos
periféricos como en mucosa olfatoria (16), mucosa oral (17), muestras de colon (18) asi como piel
donde se utilizaron anticuerpos contra p-Tau (PHF, fosforilada en S296 y ATS, fosforilada en S202)
de pacientes con diagndstico de taupatias (19, 20). Recientemente, el desarrollo de inmunoensayos
ultrasensibles, como la tecnologia de inmunoensayo digital ultrasensible (simoa, single molecule
array, por sus siglas en inglés) ha mejorado la deteccion de especies fosforiladas de tau (p-Taul81,
p-Tau217, p-Tau231) las cuales se encuentran aumentadas en el plasma de pacientes con EA desde
etapas tempranas y se correlacionan con la patologia amiloide cerebral (21). Se ha observado que
los niveles plasmaticos de p-Tau231 se correlacionan estrechamente con los depoésitos de beta
amiloide (AP) determinados por tomografia de emision de positrones (PET) y con niveles en LCR,
posicionandola como un biomarcador de la patologia amiloide incipiente (22). Otros
inmunoensayos ultrasensibles han permitido detectar simultdneamente tau fosforilada en T181,
T231yT217 (pTaul81y 231, pTau217y 231) tanto en LCR como plasma dos cohortes de pacientes
con EA y DFT encontraron que pTau2l7y231, pTaul81, pTau2l7 y pTau231 estaban
significativamente aumentadas en ambos fluidos bioldgicos en el grupo con EA en comparacion
con sujetos control, mientras que pTaul81y231 solo se elevo en LCR. También se destacd que
pTau217y231 en plasma presentd una mejor correlacion con el diagnostico frente a los ensayos de
fosforilacion en un solo sitio (23). Estos descubrimientos podrian mejorar la especificidad para la
deteccion temprana de la patologia de EA.

La proteina relevante en la patologia neurodegenerativa para EP es la a-sinucleina. La enfermedad
se manifiesta mediante la pérdida progresiva de neuronas dopaminérgicas en la sustancia nigra, lo
que conlleva a sintomas motores como temblores, rigidez y bradicinesia (24). Esta proteina se
encuentra de manera fisiologica en las terminales presinapticas donde una de sus funciones es
regular la liberacidon de neurotransmisores a través de la interaccion con vesiculas sindpticas (25,
26). También se ha asociado con funciones nucleares, como la reparacion del ADN vy el transporte
nucleocitoplasmico (27). Se conoce que su asociaciéon con membranas celulares, incluyendo
mitocondrias, es mediada por su dominio N-terminal, y modulada por interacciones proteina-



proteina, calcio, y modificaciones postraduccionales (28). La investigacion de a-sinucleina
patogena ha sido relevante ya que forma neurofibrillas insolubles que se distribuyen en la neurona
dando origen a los cuerpos de Lewy. Se documento la presencia de a-sinucleina en piel mediante
el andlisis de autopsias, observando inmunopositividad en el 70% de los casos con EP y en el 40%
de los casos con DCL lo que sugirié una distribucion diferencial de esta proteina entre ambas
patologias (29). Posteriormente se observo la presencia de depositos de a-sinucleina in vivo en
biopsias cutaneas de pacientes con EP y PSP (paralisis supranuclear progresiva) lo que sugirié que
las alteraciones proteicas del SNC podrian propagarse hacia otros tejidos, como la piel (20). Este
mismo grupo de investigacion identificod a-sinucleina inmunoreactiva en pacientes con melanoma
y nevos benignos, y sefiald que la expresion del gen SNCA (sinucleina alfa) en estos tejidos podria
estar relacionada con procesos de proliferacion, diferenciacion y respuesta al estrés oxidativo
proporcionando un vinculo molecular entre la patologia cutdnea y la neurodegeneracion (30).

Actualmente se han desarrollado métodos para detectar con precision los agregados de a-
sinucleina in vivo como los ensayos de amplificacion de semillas (RT-QuiC, real-time quaking-
induced conversion, por sus siglas en inglés) que se han aplicado en tejidos periféricos como el
LCR, piel, mucosa olfatorio y gastrointestinal y potencialmente suero (31). Se han reportado
resultados consistentes del ensayo RT-QuiC tanto en LCR como en biopsias de piel, mostrando
una alta especificidad (>90%) y una sensibilidad que oscila entre los 85 y 100% en pacientes con
EPy DCL (32, 33).

Por otro lado, existen proteinopatias TDP-43 las cuales se caracterizan por la presencia patoldgica
de depositos insolubles y agregacion de la proteina de unidon al ADN de respuesta transactiva de
43kDa (TDP-43), esta proteina se asocia con enfermedades como la ELA (esclerosis lateral
amiotrofica) y DFT (34). TDP-43 reside predominantemente en el nucleo, se desplaza
continuamente entre el ntcleo y el citoplasma para realizar diversas funciones como regular
aspectos del metabolismo del ARN (35). La caracteristica histopatologica de la proteinopatia por
TDP-43 es la localizacion y la acumulacion de TDP-43 fosforilada formando inclusiones
citoplasmaticas en neuronas y células gliales.

La evaluacion de TDP-43 en plasma y LCR ha generado resultados heterogéneos. Algunos
estudios como los de Foulds y colaboradores mostraron niveles elevados de TDP-43 en pacientes
con DFT y EA en comparacidn con sujetos controles sanos (36). Otras investigaciones observaron
niveles incrementados de pTDP-43 en portadores de mutaciones en CO9ORF72 y GRN, y
asociaciones con subtipos especificos como la afasia progresiva semantica (37). Sin embargo,
también se han reportado resultados opuestos utilizando plataformas mas sensibles como SIMOA,
con niveles incluso mas bajos de TDP-43 en pacientes DFT-TDP respecto a controles, lo que
sugiere posibles mecanismos de secuestro intracelular (38). En LCR, se han encontrado aumentos
significativos de TDP-43 total y fosforilada en pacientes con ELA y FTD, aunque otros trabajos
no lograron replicar estas diferencias, evidenciando la gran dispersion de datos y la falta de
estandarizacion (39, 40). En contraste, para la deteccion de a-sinucleina se ha fundamentado el
uso de RT-QulC como una herramienta para el diagndstico de sinucleinopatias ya que se pueden



analizar tejidos periféricos de facil acceso sin procedimientos invasivos, ademads, la obtencion de
muestras en diferentes estadios de la enfermedad permite monitorear la actividad de siembra de la
a-sinucleina, asi como sus caracteristicas bioquimicas y estructurales.

La identificacion de tau, TDP-43 y a-sinucleina en muestras cutaneas, pretende contribuir al
estudio de biomarcadores periféricos de enfermedades neurodegenerativas, es por ello que este
estudio tiene como objetivo determinar la expresion de pTau, a-sinucleina y TDP-43 en biopsias
de piel de cuatro poblaciones distintas: sujetos sanos, y pacientes de EA, EP y DFT con el proposito
de observar un patrén distintivo de inmunopositividad para cada enfermedad.

Metodologia

Seleccidn de pacientes

El presente estudio se llevd a cabo con pacientes reclutados del Hospital Regional de Alta
Especialidad "Dr. Ignacio Morones Prieto", del Servicio de Neurologia por medio del protocolo
42-23 aprobado por el Comité Institucional de Etica e Investigacion. Se obtuvieron 24 biopsias de
piel de pacientes con enfermedades neurodegenerativas. El muestreo se realiz6 de manera
consecutiva por conveniencia. Todos los participantes firmaron un consentimiento informado y
posteriormente se les realiz6 una biopsia con un punch de 4mm en el area retroauricular con previa
anestesia local y limpieza aséptica de la region.

Tabla 1. Criterios de inclusion, no inclusion y eliminacidon de pacientes y sujetos control

Criterios Enfermedades neurodegenerativas Sujetos control
Inclusion e Pacientes mayores de 45 anos, sin e Sujetos mayores de 45 afios, sin

distincion de género distincion de género

e Pacientes que cumplan criterios e Sujetos que no tengan
de diagnostico antecedente heredo-familiar de

» Enfermedad de Alzheimer segin algin familiar de primer grado
criterios NINCDS-ARDA con alguna enfermedad

» Demencia frontotemporal segin neurodegenerativa
Frontotemporal Dementia Rating e Sujetos que al ser valorados por
Scale un neurologo o neurocirujano

» Enfermedad de Parkinson segiin de la consulta externa del
criterios del Queen Square Brain HRAEIMP se encuentren sin
Bank datos de demencia por

e Pacientes que hayan sido cualquier casusa.
valorados por un neurologo o e Sujetos que acepten participar
neurocirugia de la consulta en el estudio y firmen el
externa del HRAEIMP. consentimiento informado.

e Pacientes que acepten participar
en el estudio y firmen el
consentimiento  informado o




cuenten con un tutor para dar

consentimiento
No e Pacientes con duda diagndstica e Sujetos con antecedentes de
inclusion de la patologia de base. enfermedad vascular cerebral,

e Paciente con procesos enfermedad  psiquiatrica o
comorbidos subyacentes demencia post traumatica, o
(neuroinfeccion). demencia por VIH.

e Pacientes con diagndstico de e Sujetos con procesos
alguna enfermedad cutanea de comorbidos subyacentes
base. (neuroinfeccion)

e Paciente con patron atipico de la e Sujetos con diagndstico de
enfermedad. alguna enfermedad cutanea de

base.
Eliminacion e Retiro voluntario del paciente. e Retiro voluntario del paciente.

» Limitaciones para obtener o e Limitaciones para obtener o
procesar la muestra. procesar la muestra.

Inmunohistoquimica

Las biopsias se sumergieron en tampén fosfato 0,1 M que contiene paraformaldehido al 4%
durante 24 h y posteriormente se formaron bloques en parafina. Se recogieron secciones de 5 um
en portaobjetos electrocargados (Biocare Medical LLC, Concord, CA). Los cortes histologicos se
desparafinaron calentando a 60 °C por 10 min, seguido de enjuagues con xileno y etanol, y se
rehidrataron. Para la recuperacion del epitope, se sumergen portaobjetos con 3 secciones de tejido
en una solucién bloqueador DIVA (Biocare Medical, LLC, Concord, CA) y se colocaron en una
olla a presion durante 30 minutos seguidos de un tiempo de enfriamiento de 20 minutos a
temperatura ambiente. Después de 3 enjuagues con agua destilada, se agota la peroxidasa endogena
incubando las secciones durante 15 minutos con peroxido de hidrégeno al 3%. Luego, las
secciones tuvieron pasos de incubacion (15 minutos cada uno) en una cdmara de humedad a
temperatura ambiente para bloquear la tincion de fondo inespecifica (Background sniper; Biocare
Medical, LLC, Concord, CA) y la biotina endogena y las proteinas de union a biotina (kit de
bloqueo de avidina/biotina) seguido siempre de enjuagues con TBS-tween.

Para la proteina tau se utiliz6 un anticuerpo monoclonal anti-tau phospho T231 (ABCAM,
Cambridge, MA), un anticuerpo monoclonal anti-a-sinucleina (BD BIOSCIENCES, Franklin
Lakes, NJ) y un anticuerpo policlonal para anti-TDP43 (ABCAM, Cambridge, MA). Los
anticuerpos se incubaron durante la noche, seguido de 30 min con un sistema de deteccion de
estreptavidina-biotina (Dako Solutions). La actividad de la peroxidasa se visualiz6 incubando las
secciones con amino etilcarbazol durante 15 min para obtener un color rojo positivo. Las muestras
se contratifieron con hematoxilina de Harris.



Inmunofluorescencia

Para la inmunofluorescencia, los anticuerpos primarios se incubaron durante la noche a 4 °C, y los
anticuerpos secundarios utilizados fueron un anticuerpo de cabra anti-inmunoglobulina G (IgG)
de ratén marcado con Alexa Fluor 488 y un anticuerpo de cabra anti-IgG de conejo marcado con
cianina 5 Cy5 (Molecular Probes, Eugene, OR). Los nucleos se visualizaron con una tincion de
acido nucleico azul (PureBlu™ Hoechst 33,342 Nuclear Staining Dye, Bio-Rad, Hercules, CA,
USA) y las muestras se analizaron con un microscopio equipado con unidad detectora de
fluorescencia.

Cuantificacion de inmunopositividad

La region analizada fue la epidermis, y el analista que evalud las muestras desconocia el
diagnéstico clinico del paciente. Se capturaron cinco campos por seccion con el mismo aumento
(40x) mediante el uso un microscopio Optico equipado con una camara digital (Olympus;
AmScope, Irvine, CA) y se analizaron las muestras con inmunohistoquimica utilizando el
programa ImageJ (National Institutes of Health) con el plugin colour deconvolution. Las imagenes
obtenidas fueron calibradas para convertir de pixeles a micrometros con la finalidad de extraer
parametros cuantificables. Entre los parametros obtenidos, se selecciono el porcentaje de area (%
inmunopositividad) y la densidad integrada bruta (RawIntDen) por su aporte con relacion a los
objetivos de la investigacion. Para la proteina TDP-43 se analiz6é la inmunopositividad de la
epidermis y de los nucleos celulares de la region. Se muestran imagenes representativas de la
inmunofluorescencia para Tau y TDP-43 correspondientes a sujetos control y con DFT,
seleccionadas por su aporte cualitativo a la expresion de estas proteinas.

Analisis estadistico

Los participantes se dividieron en cuatro grupos segun su diagnostico. Se realizaron pruebas de
normalidad y homogeneidad de varianzas para conocer el comportamiento de los datos. Las
variables continuas se describieron utilizando media y desviacion estandar. Las diferencias entre
los grupos para las proteinas pTauT231, a-sinucleina y TDP-43 se calcularon con la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis mientras que para la comparacion de la inmunopositividad nuclear
con la citoplasmica de la proteina TDP-43 en pacientes con DFT se aplico la prueba de U de Mann-
Whitney. Se considero6 un intervalo de confianza del 95% y un valor de p <0.05 para determinar la
significancia estadistica. Los datos se analizaron con el software GraphPad Prism V 8.0.2
(GraphPad Software USA)



Resultados

Las caracteristicas demograficas de los pacientes se muestran en la tabla 2. Se obtuvieron un total
de 18 muestras de pacientes con enfermedades neurodegenerativas y 6 muestras de sujetos control.
La distribucion por género fue equitativa (50% mujeres, 50% hombres).

Tabla 2. Caracteristicas generales de la poblacion de estudio.

Control EA EP DFT
Masculino/Femenino 3/3 3/3 2/4 4/2
Edad, anos (media + DE) 60.6 £ 6.7 84 + 5.7* 68.5+10.5 59.3+86

EA: enfermedad de Alzheimer, EP: Enfermedad de Parkinson, DFT: demencia frontotemporal

*p<0.05 ANOVA seguido de la prueba de comparaciones multiples de Tukey.



Presencia de inmunopositividad de pTau(T231) en pacientes con enfermedades
neurodegenerativas

Utilizando la técnica de inmunohistoquimica se cuantifico la inmunopositividad para p-tau (T231),
¢ésta se encontr6 presente a lo largo de la epidermis en los queratinocitos y muy poco en células
basales. Su localizacion subcelular fue mayoritariamente citoplasmatica y con menor frecuencia
nuclear; su presencia nuclear se observo en pacientes con EA y DFT (fig 1, a). El porcentaje de
inmunopositividad (fig 1, b) y RawIntDen (fig 1, c) obtenido con el software imageJ indic6 una
tendencia a mayor inmunopositividad en los pacientes que en los sujetos control, sin embargo, no
hubo diferencias estadisticamente significativas. (p=0.2171, Kruskal-Wallis).
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Patrones de inmunopositividad y cuantificacion mediante imageJ de la proteina pTau(T231).
a) Secciones de la epidermis de sujetos control, enfermedad de Alzheimer (EA), demencia
frontotemporal (DFT), enfermedad de Parkinson (EP), las flechas en color negro indican la presencia
citoplasmatica de la proteina y la flecha amarilla su presencia nuclear. b) porcentaje de
inmunopositividad en el area de la epidermis, ¢) RawIntDen en el 4rea de la epidermis. Objetivo 40x.



Identificacion de alfa-sinucleina en epidermis de pacientes con enfermedades
neurodegenerativas

La inmunopositividad de a-sinucleina se encontré mayoritariamente en las células basales de la
epidermis en el grupo control y EA (fig 2, a). En el grupo PD, la inmunopositividad fue abundante e
intensa en el estrato basal; una muestra presentd un aumento en la cantidad e intensidad de células
inmunopositivas, evidenciando una respuesta variable dentro del grupo (fig 2, b, ¢). Por otro lado,
en el grupo de DFT se visualizo la presencia citoplasmatica de a-sinucleina en los queratinocitos y
su distribucion mayormente en el estrato basal y mas dispersa hacia el estrato espinoso. No se
encontraron diferencias significativas en porcentaje de inmunopositividad ni en el parametro

RawIntDen entre pacientes y controles. (fig. 2, b, c).
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Distribucién y cuantificacion de la proteina a-sinucleina mediante imagelJ. a) Secciones de la
epidermis de sujetos control, enfermedad de Alzheimer (EA), demencia frontotemporal (DFT),
enfermedad de Parkinson (EP), las flechas en color negro indican la presencia nuclear y las flechas
verdes su presencia citoplasmatica. b) porcentaje de inmunopositividad en el area de la epidermis,
¢) RawIntDen en el area de la epidermis. Objetivo 40x.



Localizacion de TDP-43 en epidermis de pacientes con enfermedades
neurodegenerativas

La proteina TDP-43 se observé en el area de la epidermis, donde en el grupo control se localizo la
inmunopositividad principalmente en queratinocitos del estrato espinoso con algunas células
positivas en el estrato granular (fig. 3, a). En los grupos de EA y EP, se aprecid un incremento leve
con patron de expresion difuso a nivel citoplasmatico en multiples células del estrato espinoso y
granular. Para el grupo de DFT se observo la inmunopositividad de TDP-43 tanto en el citoplasma
como en los nucleos (fig. 3, a), distribuida en las capas basal, espinosa y granular de la epidermis.
Estos hallazgos cualitativos corresponden con la cuantificacion mostrada en el grafico (fig 3, b, ¢),
donde se observo la inmunopositividad de TDP-43 del grupo control y los grupos con enfermedades

neurodegenerativas.
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Distribucion y cuantificacion de la proteina TDP-43 mediante imageJ. a) Secciones de la
epidermis de sujetos control, enfermedad de Alzheimer (EA), demencia frontotemporal (DFT),
enfermedad de Parkinson (EP), las flechas en color negro indican la presencia nuclear y las flechas
azules su presencia citoplasmatica. b) porcentaje de inmunopositividad en el area de la epidermis,
¢) RawIntDen en el area de la epidermis. Objetivo 40x.



Una vez identificada la inmunopositividad de TDP-43 en la region de la epidermis y observando
cierta tendencia a un mayor porcentaje de inmunopositividad en los pacientes con DFT,
propusimos cuantificar la inmunopositividad a nivel nuclear en cada una de las células de la region
de la epidermis. Se observoé en el grupo control una inmunopositividad nuclear en la mayoria de
las células del estrato basal y estrato espinoso (fig. 4,a) (flechas negras indican nucleos con fuerte
inmunopositividad) mientras que para el grupo de DFT las células positivas se localizaron
mayoritariamente en el estrato basal y parte inferior del estrato espinoso, tanto el porcentaje de
inmunopositividad como la intensidad de la proteina parece disminuir (fig.4 b, c), sin embargo, no
se encontro una diferencia estadisticamente significativa.
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Cuantificacion de la proteina TDP-43 nuclear mediante imageJ. a) Secciones de la
epidermis de sujetos control y con DFT, las flechas en color negro indican la presencia nuclear
y las flechas amarillas su presencia citoplasmadtica. b) porcentaje de inmunopositividad nuclear
en el area de la epidermis, ¢) RawIntDen nuclear en el area de la epidermis.



Inmunofluorescencia para la identificacion de la proteina pTau (T231) y TDP-43

Para una mejor visualizacion de la localizaciéon subcelular y la distribucion de TDP-43 y
pTau(T231) se realizdo inmunofluorescencia en muestras representativas de los grupos control y
DFT. Para pTau(T231) con flechas amarillas se representa la inmunopositividad citoplasmatica en
sujetos control (fig.5 A, C) y flechas rojas leves puntos localizados en el nicleo mientras que para
DFT observamos mayor patron punteado nuclear y citoplasmatico (fig.5 D, F).

pTau(T231) Hoechst Merge
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DFT

Inmunofluorescencia cutianea. Anticuerpos pTauT231 (Alexa Fluor 488), nucleos
celulares tefiidos con Hoechst (azul), en flechas amarillas se indica su presencia
citoplasmatica y en flechas rojas su presencia nuclear. Sujeto control (A-C) y paciente con
DFT (D-F). Escala 20 pm.



La fluorescencia de TDP-43 fue similar en sujetos con DFT y en los controles; sin embargo, en los
sujetos control, la positividad concentr6 principalmente en el nucleo (indicado con flechas rojas,
fig. 6 A, C), mientras que en los pacientes con DFT se observo una pérdida de localizacion nuclear

y adquiri6 una localizacidén predominante al citoplasma, como se muestra en las imagenes (fig. 6
D, F).

TDP-43 Hoechst Merge

CONTROL

DFT

Inmunofluorescencia cutianea. Anticuerpos TDP-43 (Alexa Fluor 488), ntcleos celulares
teflidos con Hoechst (azul), en flechas amarillas se indica su presencia citoplasmatica y en flechas
rojas su presencia nuclear. Sujeto control (A-C) y paciente con DFT (D-F). Escala 20 um.



Discusion

Las END se caracterizan por la disfuncion progresiva de la funcion neuronal y un componente
fundamental en el desarrollo de esta disfuncion es la acumulacion de proteinas fisicoquimicamente
alteradas del sistema nervioso (41). En el presente estudio se evaluo tres proteinas pTauT231, a-
sinucleina y TDP-43 en biopsias de piel de pacientes con enfermedades neurodegenerativas con la
finalidad de encontrar una relacion entre el porcentaje de inmunopositividad de las proteinas y su
asociacion con la END diagnosticada clinicamente.

La poblacion de estudio comparte un rango de edad homogéneo a excepcion de los pacientes con
EA donde fueron mayores a 80 afios, este aspecto es importante ya que la edad avanzada constituye
un factor de riesgo bien establecido en la fisiopatologia de la EA (42). Lo mas relevante de nuestro
estudio fue la cuantificacion de las proteinas pTauT231 en las células de la epidermis, hallazgo
que hasta donde sabemos, no ha sido previamente reportado. Nuestros resultados se suman a la
evidencia de Dugger et al. donde se demostro la presencia de tauT231 en tejidos periféricos como
la glandula submandibular, colon, higado y piel, asi como niveles bajos de formas fosforiladas de
tau (T231 y S396) en la glandula submandibular de pacientes con EA en comparacion de sujetos
control, que estan correlacionadas negativamente con la etapa patolégica de Braak. En conjunto
con otros estudios, se sugiere que el analisis de tau fosforilada fuera del cerebro podria ser
relevante para comprender la patobiologia de la EA (43). Por otro lado, Ashton y colaboradores
desarrollaron y validaron un método (SIMOA) para medir tau T231 directamente en plasma, el
cual demostrd que los niveles de TauT231 aumentan en las etapas tempranas de la patologia del
Alzheimer, incluso antes de que los registros PET de amiloide o p-tau se vuelvan positivos.
También se reportd que p-tau231 se eleva antes que pTaul81 en el plasma, lo que resalta su
potencial como un biomarcador de deteccion temprana (22). En cuanto al diagndstico de la EA, si
bien se han reportado hallazgos de especies de pTau con mayor presencia en piel y en mucosa oral
de sujetos con déficit cognitivo o EA (17), un avance comparable al que se logr6 con a-sinucleina
no se ha alcanzado, ya que la biopsia de piel no ha permitido escalar a un método cuantitativo para
apoyar el diagnostico. El reciente estudio de Wojdala y colaboradores (23) propone que el marcaje
en plasma de més de una especie fosforilada de Tau, entre ellas ptau(T231) diferencian claramente
a pacientes de EA de los sujetos sanos, sin embargo, no incluyen en su estudio la comparacion con
otras END. Nuestro andlisis semicuantitativo de inmunopositividad muestra una tendencia a mayor
presencia en la piel de pacientes que en sujetos sanos, no obstante, el haber incluido en este estudio
pacientes con EP y DFT confirma que pTau231 se incrementa en diversas patologias, tanto la DFT,
que se ha denominado taupatia, como en EP. El presente resultado contribuye a subrayar la
imposibilidad de la cuantificacion de tau en biopsias como una herramienta diagnostica precisa
para EA, sino como un indicador complementario de una END.

La identificacion en la piel de proteinas asociadas a END abri6 el camino a nuevas herramientas
diagnosticas. Asi, la deteccion mediante inmuhistoquimica de la proteina a-sinucleina en el 58%
de las muestras de epidermis de pacientes con EP, en contraste con solo 7% en pacientes con
parkinsonismo y ausencia total en controles sanos, sugiri6 su utilidad diagnostica (44). El concepto



evoluciond por estudios recientes que demuestran una a-sinucleina mal plegada con actividad de
agregacion tipo prion mediante la técnica de amplificacion por siembra como RT-QuIC (Real-Time
Quaking-Induced Conversion). Wang y colaboradores analizaron muestras postmortem y ante
mortem de sujetos sanos y aquellos con alguna sinucleinopatia mediante RT-QuIC. La técnica
aplicada a sujetos postmortem mostrd una sensibilidad de 94% (95% IC, 85-99) y una
especificidad del 98% (95% IC, 89-100) para diferenciar pacientes con EP de controles sin
sinucleinopatias, mientras que, en los sujetos vivos, RT-QulC alcanzé una sensibilidad del 95%
(95% IC, 77-100) y especificidad del 100% (95% IC, 84-100) demostrando su potencial para ser
utilizada como una prueba diagndstica minimamente invasiva (32). En el estudio de Li et al. Se
incluyeron 30 pacientes con EP esporadica y 28 controles sin sinucleinopatias, emparejados por
sexo y edad en los cuales el ensayo de agregacion (RT-QulC) detecto actividad de siembra positiva
en 28 de 30 pacientes con EP (sensibilidad del 93.3%) y en ninguno de los 28 controles
(especificidad del 100%) mientras que las técnicas morfoldgicas confirmaron la presencia de
estructuras fibrilares en las muestras positivas, y el dot blot reveld6 mayor abundancia de a-
sinucleina en su conformacién filamentosa en los pacientes con EP (45). Si bien en el presente
estudio se observo una dispersion en el porcentaje de inmunopositividad entre los cuatro grupos y
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas, la técnica de RT-QulC ha convertido
a la biopsia de piel en una importante herramienta cuantitativa de apoyo al diagnostico de EP.

Por ultimo, se cuantifico el porcentaje de inmunopositividad de la proteina TDP-43 en las células
de la epidermis. Rubio et al. reportd6 una mayor inmunorreactividad de TDP-43 en epidermis y
dermis de pacientes con ELA y un incremento en la localizacion citoplasmatica con respecto a
controles sanos y controles neuroldgicos, lo cual es contradictorio a nuestros resultados ya que los
pacientes con END presentaron una tendencia menor en el porcentaje de inmunopositividad de
TDP-43 (46). Por el contrario, Ren y colaboradores observaron la implicacién de los sistemas
nerviosos autonomo y periférico en pacientes con ELA ya que estos presentaron una reduccion en
la densidad de fibras nerviosas intraepidérmicas, asi como la acumulacién de TDP-43 y pTDP-43
alrededor de las fibras nerviosas autonomas lo que sugiere que TDP-43 podria desempefiar un
papel subyacente en la patogenia de la ELA (47).

Por otro lado, la evidencia respecto a su presencia en la piel de pacientes con DFT atin es limitada.
Leskeli et al. trabajaron con cultivos celulares de fibroblastos de pacientes con DFT portadores y
no portadores del gen C9orf72 (gen que participa en procesos de trafico vesicular, autofagia y
regulacion del sistema inmune) y observaron que la localizacion subcelular TDP-43 y pTDP-43
no se ve afectada en fibroblastos de los pacientes con o sin el gen en comparacion a sujetos control,
lo cual es similar a nuestros resultados ya que se observo un ligero aumento de TDP-43 en los
sujetos control respecto a los pacientes con DFT (48).

Esta controversia sobre la localizacion de TDP-43 en tejidos periféricos de pacientes con DFT, que
también se exploro en este estudio, inclina la opinion hacia una deslocalizacion del nicleo hacia
el citoplasma, como ocurre en las neuronas, lo cual se observa mas claramente mediante
inmunofluorescencia (fig, 6). Nuestra hipdtesis es que realizar un estudio con un mayor numero



de sujetos puede confirmar esta deslocalizacion y permitir el uso de biopsia de piel como un
complemento para el diagndstico de DFT. La inmunopositividad total, por el contrario, no permite
diferenciar DFT de otras END.

En conclusion, los resultados muestran que la expresion de pTau(T231), a-sinucleina y TDP-43
puede ser cuantificada en piel. Si bien no se identificd un patrén de expresion especifico para cada
enfermedad, se confirma lo ya reportado en diversos estudios a nivel de autopsias cerebrales, que
las END son un mosaico de proteinopatias, revelando una alteraciéon no especifica en los
mecanismos de proteostasis. Los datos obtenidos aportan un punto de partida para explorar el
comportamiento de estas proteinas en tejidos periféricos y su posible relevancia en el contexto de
las enfermedades neurodegenerativas.
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Anexo 1. Aceptacion del protocolo 42-23.
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INTRODUCCION

Demencia

Término que engloba varias enfermedades neurodegenerativas.

DEMENCIA

1 National Institute on Aging, 2022

Prevalencia de la demencia

57 millones de personas padecian
demencia en todo el mundo de las
cuales mas del 60% vivian en paises
de ingresos bajos y medios.

o

Cada afio se producen casi 10
millones de casos nuevos

World Health Organization, 2021

Prevalencia en México

Piramide de peblacion
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La transicion demografica se observa
mayoritariamente en Latinoamérica

Journal of the Economics of Ageing, 2022
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Enfermedades neurodegenerativas

Son un grupo heterogéneo de trastornos neurolégicos

Que se caracterizan por la pérdida progresiva y selectiva de
poblaciones neuronales

Dugger B et al. The presence of select tau species in human peripheral issues and their relation to alzheim
Elahi F et al. A clinicopathological approach to the diagnos

’sdisease. J Alzheimers Dis. 2016

Criterios de diagnostico enfermedades
neurodegenerativas

v' Cognitiva
Cuadro clinico v Conductual
v Motora
a Localizacion anato’mica{\/ Neuroimagen
a Proteinas

v' Liquido cefalorraquideo
v Tejido postmortem
v" Inmunohistoquimica

Kovacs G et al. principles ar tice. J Clin Pathol. 2019
Elahi F et al. A clinicopathological approach o the diagnosis of dementia. Nat Rev Neurol. 2017

Proteinopatias
By
[ Pruteina mal plegada ]
Son enfermedades relacionadas

a cambios conformacionales en
las proteinas. ‘/A/ l \‘\,

mipNA

D sodgar 4@

‘ Respuestaal
Proteostasis Inflamacion Witofagia || dafiodel AON /\

( Desregulacién

Yrahm de
receptores

[ Supervivencia neuronal |

|_Muerte neuronal |

6 Wit J et al. Protein its in

Neurochem Int. 2024

Agregados proteicos en tejido cerebral

®°,

B-amiloide \

a-sinucleina
D2

Kovacs G et al. Molecular pathology of neurodegenerative diseases: principles and practice. J Clin Pathol. 2019

Proteinopatias

Enfermedad de ‘ AB, Tau
/ Alzheimer Superposicion de

signos y sintomas

} Demencia

Frontotemporal ‘ DR

Enformedadd ¢ Existe actualmente
»| nrermedad de T i
— un c,ador que

entre

Proteina tau

Es una proteina ampliamente distribuida en el sistema nervioso donde mantiene
una correcta funcién axonal y nuclear.

Funcién de normal de tau Desequilibrio de tau

Tau
hiperfosforilada

2 a0

al. Interaction of tau with
microtubule interactions. and pa

lasma membrane mediated by ta
al filament aggregation

mino-terminal projection domain. .J
n by tau mutants of frontotemporal dementias. Biocher




Técnica SIMOA (Single Molecule Array, por sus
siglas en inglés)

Formacion de

Presencia de p-tau231 en plasma de sujetos
sanos y pacientes

Recoleccion de Adiccién de inmunocomplejos
muestra de plasma reactivos B 60,P <0.0001 i
. & Técnica SIMOA® —_—
T & -
f - e 9 I | =S
/ - E =
l K = £
T =
o g
_ o
8
-—
&
— g —=
T g [
- Elinmunocomplejo se carga a ol
Imagenels .dt.eﬂuurescencla y Disco de equipo SIMOA una serie de pocillos x [ oo |
analisis de datos “
Mcroesteras Captrade Anticuerpo de 0- -
O e Y e oYa aeccin £ soaiona *1; Proteina hiperostoriada n =190 Young Elderly
10 Lee H et al. Alzheimer's Disease Diagnosis Using Misfolding Proteins in Blood. Dement Neurocogn Disord. 2020 11 Ashton NJ et al. Plasma p-tau231: a new 1 Acta 2021

Proteina a-sinucleina

Proteina relevante en la patologia neurodegenerativa para la enfermedad
de Parkinson

Enfermedad de Parkinson

Agregacion de a-
sinucleina

Dopamina

N ; i ——
s

cuerpos de Lewy.
[
= /' Transporte

vesicular

Regulacién de la
expresion génica

ystem. Neuron. 19951
Ann Neurosci. 2025]

Iwai A et al. The precursor protein of non-Af component of Alzheimer s discase amyloid is a presynaptic protein of the central nervo
12 Rangwala HS et al. From diagnosis to treatment: A comprehensive review of biomarkers and therapeutic advances in Parkinson’ dise

Deteccion de a-sinucleina cutanea en la
enfermedad de Parkinson.

4 ,;Q‘
. Sujetos control Enfermedad de Parkinson

N "

)84

s 3

Dermis

13 Rodriguez-Leyval et al. The presence of alpha-synuclein in skin from melanoma and patients with parkinson’s disease. Mov Disord Clin Pract. 2017

Actividad de siembra de agregacion de a-sinucleina cutanea
como nuevo biomarcador para la enfermedad de Parkinson

Monomeros
T
120
a
100 * Yo
. ¢,
Auevas ser £ - '
2
2 804 X
b4 Elongzcor
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N | AR g e [
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£ |
! " Presencia da
20 L] g agegacion
s — i
0+ - T ]
Equipo RT-QuiC (Real- L cIL pr—
" S {n=20) (n=21) agegeicn
time quaking-induced
conversion) Tiompn.

Parkinson disease. JAMA Neurol. 2020

14 Wang Z, et al. Skin i i tvasa

Proteina TDP-43

Es una proteina intranuclear que participa en el procesamiento, el trafico y la
estabilizacion del ARN, y por lo tanto, en la regulaciéon de la expresién génica.

Nucleo \ Citoplasma
Drosha

Pre-RNAm |

Translocacitn del RNA

AAAAA

Estabilidad del ARN

AAAAA
Sienciamients del promator

15 Lee E et al. Gains or losses: of TDP4. Nat Rev Neurosci. 2012




Los niveles séricos totales de TDP-43
estan disminuidos en pacientes con
demencia frontotemporal

Técnica SIMOA© p=0.036
9 ¥ o p=0.022
1
& Es
3
E
2
o &
5
o
&
e
T 4
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H
8 2

Técnicas para identificacion de proteinopatias

Western Blot

RT-QuiC H

pTau
a-sinucleina
TDP-43

n=359  FIDTOP  FIDTau e
16 Katisko K. et al. Serum total TDP-43 levels are decreased in frontotemporal dementia patients with C90rf72 repeat e\‘pummn::;;:l’:)rj;l/;yl:mr:‘r:v\jﬂlr;‘»\r‘l‘;l’:(‘(’/rw;;;; 17
. L Justificacion
Pregunta de investigacion
El perfil de expresion de las proteinas p-Tau, a-sinucleina y TDP-43 en - Eded +
biopsias de piel de pacientes con distintas enfermedades [ ]
neurodegenerativas, ¢permitird distinguirlas entre si y respecto a
sujetos sanos? —_—
/‘*\
Enfermedades
"N o
18 19
Hipétesis Objetivo general
Determinar la expresiéon de pTau, a-sinucleina y TDP-43 en
La inmunopositividad de las proteinas p-Tau, a-sinucleina y TDP43 en biopsias de piel de cuatro poblaciones distintas: sujetos sanos, y
biopsias de piel de pacientes con enfermedades neurodegenerativas pacientes con enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson
presentard un patrén distintivo para cada enfermedad respecto a y demencia frontotemporal con el propésito de observar un patrén
sujetos sanos. distintivo de inmunopositividad para cada enfermedad.
20

21




Diseino de estudio

Tipo y disefio de estudio Transversal, observacional
Tipo de muestreo Muestro por conveniencia

Lugar donde se realizé Hospital Regional de Alta
Especialidad "Dr. Ignacio
Morones Prieto", del Servicio
de Neurologia

Laboratorio de Bioquimica
de la Facultad de Medicina
Consideraciones éticas Comité de ética e
investigacion HRAEIMP
registro 42-23

Criterios de seleccion

Inclusién No inclusién Eliminacion

Pacientes mayores de 45|+ Pacientes con duda |+ Retiro voluntario.

afios, sin distincion de| diagnéstica de la patologia |+ Limitaciones para obtener o
genero de base y con procesos| procesarla muestra.
Cumplir criterios de| comoérbidos  subyacentes
diagndstico  y/o  sujetos | (neuroinfeccion).
neurolégicamente sanos |+ Sujetos con diagndstico de
que acepten participar en el alguna enfermedad
estudio. cutanea.

22 23
1 Técnicas histolégicas
Metodologia
Recoleccion de muestras 0 \/ ; Tl
Tejido fijado en ( —) Cortes histoldgicos con |
1 }| ‘ paraformaldehido 4% | Blogue de parafina . microtomo Sum
|
Diagnéstico clinico por | | o /
1 | Recuperacion
: | antigénica
Protocolo 42-23 7 K
@ » X Inmunohistoquimica | ‘ Inmunofluorescencia ‘
Puncién retroauricular por — { )
punch de 4mm i \
A
/\ #
@
24 25

Seleccién del area de interés

En la region de la epidermis se toman 5 fotografias a objetivo
de 40x.

26

Aislamiento del color especifico del cromdgeno del color de la
contratincién

s Dncmiion i

Inmunopositividad
de la proteina

Gl Tncomehbin2 21

Merge Nucleos Fondo

i crsesvatucnsia

o | ] s

27
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Umbralizacion

Divide una imagen en dos (o mas) clases de pixeles, que
normalmente se denominan “fondo”.

Calibracién para TDP-43

Seleccionar 6 imagenes para evaluar de menor a mayor la immunopositividad

30

% drea

Curva de calibracion
TDP43 v:iffs;;;n

Neimagen

Cuantificacion de TDP-43 nuclear

Seleccionar los nucleos dentro de la regién de interés marcada previamente

31

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracteristicas generales de la
poblacién de estudio

Control EA EP DFT

Masculino/Femenino 3/3 313 2/4 412

Edad, afios (media + 606+6.7 84+57 685+105 59.3=86
DE)

EA: enfermedad de Alzheimer, EP: Enfermedad de Parkinson, DFT: demencia
frontotemporal
*p<0.05 ANOVA seguido de la prueba de comparaciones muiltiples de Tukey.

32




Inmunopositividad de pTau(T231) en epidermis
de pacientes con enfermedades
neurodegenerativas

2

inmunoporividsd

Y
BE- e

33

Los niveles plasmaticos de pTau(T231) permite
diferenciar a sujetos sanos de pacientes con
enfermedad de Alzheimer

Técnica SIMOA©
Q ¥ Plasma p-tau231 Plasma p-tau231
& [ e
100
=5 o
E 10 I
B . g
i Jet® &
g =
E o3 2
H % £
2 o001 § NDC: Pacientes cognitivamente normales
8 2 pre-AD: EA preclinica
3 MCI-AD:deterioro cognitivo leve por EA

AD-dem:EA en etapa de demencia
n =118 FD: demencia frontotemporal

Wojdala A et al. detection of vlated tau proteoforms as
34

fluid and plasma Alzheimers disease biomarkers. Nat Commun.
2025]

Identificacion de alfa-sinucleina en epidermis de
pacientes con enfermedades neurodegenerativas

CoNTROL AD  EP  BFT
Enformedad

nor
e — cowmoL a5 & o
Enformedad

35

Actividad de siembra de agregacion de a-sinucleina cutanea
como nuevo biomarcador

a

100 []
2 w0
3
% . Bo
g
S 60
g
£ >
2 10| %ee PD: enfermedad de Parkinson
= ° ™ =] MSA: atrofia
= . LBD: demencia con cuerpos de
= - -E(l]-h o (i %, il b Lewy

209 e ‘i‘% <Yy AD: enfermedad de Alzheimer

b= = PSP: paralisis supranuclear
a5 ¢ v progresiva
0 cBD:
] MSA LBD AD PSP (€] NNCs NCCs: controles no

(n=47) (n=3) (1=7) (n=17) (n=8) (n=5) (n=43)  neurodegenerativos

36

Wang Z, et al. Skin a-synuclein aggregation seeding activity as a novel biomarker for Parkinson disease. JAMA Neurol. 202

Localizacion de TDP-43 en epidermis de
pacientes con enfermedades neurodegenerativas

50

o
CONTROL

AD  EP  DFT

a7 Enfermedad

Diferentes genotipos que convergen en la misma
enfermedad, no permiten diferenciar controles
sanos de pacientes con demencia frontotemporal

p<0.001

p<0.001

C9-HRE:gen relacionado con ELA
5 GRN: mutacion de progranulina
MAPT: mutacion relacionada a tau

‘Serum total TDP-43 pg/mL (In)
:
Hi

FTD: demencia frontotemporal
HC: sujetos control

C9-HRE GRN MAPT  non-genetic FTD  HC

38 Katisko K. et al. Serum total TDP-43 levels are decreased in frontotemporal dementia patients with C90r{72 repeat expansion or concomitant
motoneuron disease hmmlrzr Alzheimers Res Ther. 2022




Agregacion citoplasmatica de TDP-43

Cuantificacion de TDP-43 nuclear

Nicleo Citoplasma TS,
— 80-
L T
% E 200000 : '
I & a0. ole £ b —_—
2 O H < .
| g l =T © 100000
. Transacion ol A = 7 !
AAAAA T T T T
Estabilidad del ARN CONTROL DFT CONTROL. DFT
Enfermedad Enfermedad
0 OO AAAAA
Silenciamiento del promator
39 Lee E et al. Gains or losses. ul of TDP43-mediat Nat Rev Neurosci. 2012 40
Inmunofluorescencia de TDP-43 en epidermis
TDP-43 Hoechst Merge
g
] ’
CONCLUSION
a
41
En conjunto... Perspectivas
> Cuantificacion exitosa de pTau(T231), o-sinucleina y TDP-43 en v Confirmacién de la piel como tejido accesible para estudiar proteinas
muestras de piel. asociadas a enfermedades neurodegenerativas.
> Primera evidencia de la cuantificacion de pTau(T231) en piel. v Ampliacién del andlisis hacia otros marcadores relacionados con la
> Deteccion de la translocacion de TDP-43 del nucleo al citoplasma en las patologia neurodegenerativa.
células de la piel de pacientes con enfermedades neurodegenerativas v Integracion de otras técnicas analiticas para mejorar la sensibilidad y
precision de la cuantificacion de proteinas en piel.
v Incremento del tamafio de muestra para evaluar la reproducibilidad y
Variabilidad interindividual en los niveles de robustez de los hallazgos.
expresion de las proteinas estudiadas.
42 43




Distribuciéon multiorganica de proteinopatias: un marco|
para estudiar las enfermedades neurodegenerativas
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