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Resumen

Las enfermedades de Alzheimer y de Parkinson son los dos trastornos neurodegenerativos mas
importantes en términos de incidencia y prevalencia, afectando en la mayoria de los casos a
personas de la tercera edad; por ese motivo son cada vez mads frecuentes y se estima que en los
proximos afnos afectaran a decenas de millones de personas. En ellas se produce una pérdida
irreversible de neuronas; los tratamientos existentes estan casi exclusivamente dirigidos a aliviar
los sintomas, por lo que se buscan activamente biomarcadores precoces para diagnosticar la
enfermedad en sus etapas preclinicas, de forma que se pueda evitar (o al menos retrasar) el

desarrollo de la enfermedad.

El ojo ha demostrado ser un buen candidato a la hora de buscar dichos biomarcadores, ya que
puede ser estudiado de forma no invasiva mediante diferentes técnicas y refleja en gran medida

los procesos que se producen en el sistema nervioso central del paciente.

Existen en el ojo cinco estructuras fundamentales que pueden servir como biomarcadores
precoces de las enfermedades neurodegenerativas: la retina; los vasos sanguineos; el humor
vitreo; la lagrima y los musculos oculares. Dentro de estas estructuras se han estudiado
parametros como el grosor de sus capas, la concentracion de ciertas sustancias, la presencia de
marcadores inflamatorios o la alteracién de la estructura en si. Algunos de estos parametros,
como la concentracidon de B-amiloide, Tau, a-sinucleina o dopamina, han sido ampliamente
estudiados y son bastante especificos para las enfermedades de Alzheimer y de Parkinson, por
lo que podrian comenzar a utilizarse en los préximos afios para realizar cribados masivos de
deteccion de estas enfermedades. Otros, como el grosor de las capas de la retina o los
biomarcadores en la lagrima, necesitan ser estudiados mas en profundidad para poder ser

incluidos en la practica clinica.
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1. Introduccion.

1.1. Enfermedades neurodegenerativas.

Las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por una pérdida lenta y progresiva de
neuronas en el sistema nervioso central, lo que produce una alteracidn de muchas funciones,
incluyendo la funcién cognitiva, en los estadios finales de la patologia. Esta pérdida de neuronas
es irreversible y solo se hace patente cuando dan comienzo los primeros sintomas, momento en

el cual el nimero de conexiones sinapticas perdidas es bastante importante.

Algunos ejemplos de este tipo de trastornos son las enfermedades de Alzheimer, Parkinson,
Huntington o la esclerosis lateral amiotrofica, diferencidndose unas de otras por el tipo y la

localizacién de las neuronas que se ven afectadas.

Este trabajo se centra principalmente en el estudio de biomarcadores oculares para las
enfermedades de Alzheimer y Parkinson, al ser éstas las enfermedades neurodegenerativas mas

prevalentes en la actualidad.

1.1.1.Enfermedad de Alzheimer.

La enfermedad de Alzheimer se caracteriza clinicamente por una pérdida de memoria progresiva
acompafiada de trastornos conductuales y alteraciones de la personalidad, que se producen
debido a una pérdida de neuronas y conexiones sindpticas tanto en la corteza cerebral como en
las regiones subcorticales, siendo las zonas mds afectadas el I6bulo temporal, el I6bulo frontal y

el hipocampo (Jédar-Vicente and Barroso-Ribal, 2013; Nieto, 2002).

1.1.1.1. Epidemiologia.

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), entre el 60 y el 70% de los casos de demencia
son debidos a la enfermedad de Alzheimer, lo que convierte a esta patologia en la forma mas
comun de demencia. Los estudios de cohortes han mostrado que la prevalencia aproximada de
la enfermedad de Alzheimer en Europa es de un 5,1%, siendo mayor en mujeres (7,1%) que en
hombres (3,3%) (Niu et al., 2017), mientras que en el resto del mundo la prevalencia es de un

4% aproximadamente (Fiest et al., 2016).

En cuanto a la incidencia, es decir, el nimero de casos nuevos que se producen en un periodo

de tiempo, seglin estudios recientes, se encuentra en 11,08 por 1.000 personas/afio, siendo ésta



mayor en mujeres (13,25 por 1.000 personas/afio) que en hombres (7,02 por 1.000
personas/afo). También hay que destacar que la incidencia aumenta al estudiar grupos de edad
mas avanzada, llegandose a una incidencia de 35,74 por 1.000 personas/afio en mayores de 80
afios (Niu et al., 2017). Considerando el progresivo envejecimiento de la poblacién, se estima

gue estos valores aumentardn en los préximos afos.

1.1.1.2. Sintomas y manifestaciones clinicas.

En la enfermedad de Alzheimer se identifican cuatro fases segun los sintomas del paciente

(Moreno-Camara et al., 2013):

e Predemencia o deterioro cognitivo leve. Aparicion de los primeros sintomas, como
pérdida de memoria o incapacidad para adquirir nueva informacién. Sin embargo, éstos
son comunmente interpretados como una consecuencia del estrés o de la vejez.

e Demencia inicial o Fase I. Aumenta la pérdida de memoria a corto plazo, aunque la
memoria a largo plazo no se ve afectada aun. Aparece afasia, agnosia y apraxia, por lo
que disminuyen el vocabulario y la fluidez al hablar y la capacidad para realizar tareas
motoras finas. El paciente mantiene su autonomia, pero debe ser supervisado a la hora
de realizar tareas complejas, ya que incluso puede llegar a desorientarse y perderse en
la calle.

e Demencia moderada o Fase Il. Los sintomas anteriores se acentuan y el paciente deja
de reconocer objetos y personas, perdiéndose también la memoria a largo plazo.
Ademas, se produce una alteracién importante en la conducta con tendencia a la
agresion y se presentan delirios, alucinaciones, confusién e incontinencia urinaria y
fecal.

e Demencia avanzada o Fase lll. Finalmente, se pierde por completo el habla y la masa
muscular se deteriora, con lo que el Unico desplazamiento que realiza el paciente es de
la cama al sillén y viceversa, llegdndose al encamamiento en los estadios finales. Esto,
junto con la tendencia a las complicaciones secundarias (infecciones, neumonia...), hace

que el paciente sea totalmente dependiente.

1.1.1.3. Bioquimica de la enfermedad de Alzheimer.

Actualmente, los procesos exactos que dan inicio a la enfermedad de Alzheimer son
desconocidos, aunque se sabe de la existencia de una version familiar de origen genético, en

cuyo desarrollo interviene un nimero reducido de genes, y una tardia esporddica, en la que no
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se pueden identificar causas genéticas especificas y que estd mas relacionada con la edad.

(Morelli, 2016).

En ambas versiones, la enfermedad comienza cuando se produce una escisidon de la proteina
precursora del péptido amiloide (APP) por parte de By y secretasas, lo que produce péptidos B
amiloides de los subtipos Ao y APa4z. El primero de ellos se compone de 40 aminodcidos y es
mas frecuente, mientras que AB., se compone de 42 aminoacidos y es menos frecuente. Tanto
ABao como AB4; se agregan para formar las placas seniles, caracteristicas de la enfermedad de
Alzheimer, siendo este proceso mas favorecido por la presencia de ABas2, que es por ello mas
téxico que AP4o. Esta agregacion bloquea canales idnicos, altera la homeostasis de calcio,
aumenta el estrés oxidativo y disminuye el metabolismo de las neuronas, en especial de las

neuronas colinérgicas, lo que favorece su pérdida (Tiwari et al., 2019).

Por otro lado, la polimerizacién de AR y ABs2 formando las placas seniles, activa quinasas que
hiperfosforilan la proteina Tau. Tau hiperfosforilada oligomeriza formando ovillos
neurofibrilares que disminuyen la comunicacién entre las neuronas y alteran el procesamiento
de sefiales, lo que induce a su vez la apoptosis neuronal (Tiwari et al., 2019). El resultado final
de todas estas alteraciones es una pérdida de neuronas colinérgicas en ciertas regiones

cerebrales, lo que explicaria la disminucion de la memoria a corto plazo en los enfermos.

Ademas, ciertos procesos inflamatorios, en los que estarian implicadas las células de la
microglia, podrian también estar asociados con el desarrollo de la enfermedad, aunque la
relacidon entre ambos eventos aln se encuentra en estudio (Nordengen et al., 2019; Riphagen

et al., 2020; Sinyor et al., 2020).

1.1.2.Enfermedad de Parkinson.

La enfermedad de Parkinson es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas frecuente tras
la de Alzheimer (Lees et al., 2009), y su incidencia ha aumentado notablemente en los ultimos
afios (Dorsey et al., 2018). Se inicia habitualmente con un temblor unilateral de las extremidades
que progresa hasta impedir la movilidad del paciente. Se debe a la pérdida de neuronas

dopaminérgicas en la sustancia negra.

Al igual que sucede con la enfermedad de Alzheimer, en la de Parkinson también existe una
variante familiar, que depende de la genética y es de origen temprano, y una variante
esporadica, mas relacionada con la edad, en la que no se pueden identificar causas genéticas

especificas (Fahn, 2008).



1.1.2.1. Epidemiologia.

El nimero actual de casos de enfermedad de Parkinson se estima en 6 millones de personas a

nivel mundial (Feigin et al., 2019). Sin embargo, al ser una enfermedad crdnica, al igual que la

de Alzheimer, es de esperar que su prevalencia aumente en los préoximos afios, ya que la

esperanza de vida de la poblacidn también aumenta (Dorsey and Bloem, 2018; Rossi et al.,

2018).

1.1.2.2. Sintomas y manifestaciones clinicas.

Por lo general, los sintomas aparecen a partir de los 60 afos de edad y se manifiestan de inicio

de forma unilateral. Sin embargo, en ocasiones estos sintomas aparecen antes de los 40 afos,

dando lugar a la enfermedad de inicio temprano o juvenil, un trastorno genético producido por

mutaciones recesivas en genes autosomicos (Schneider and Klein, 2018).

Los sintomas caracteristicos de esta enfermedad son (Cabreira and Massano, 2019):

Temblor en reposo. Consiste en movimientos involuntarios y ritmicos que se producen
cuando la extremidad se encuentra en reposo. Este temblor es mds frecuente en las
extremidades superiores, aunque también puede producirse en las extremidades
inferiores; sin embargo, un temblor aislado de la cabeza no suele ser frecuente en la
enfermedad de Parkinson, en cuyo caso deben considerarse otras afecciones como
causa.

Bradiquinesia. Se trata de una disminucién en la amplitud y la velocidad total de los
movimientos corporales, incluidos aquellos que permiten el habla, la escritura o la
expresion facial, por lo que estas funciones suelen estar afectadas.

Rigidez. Se debe a una contraccién muscular continuada, lo que impide el movimiento
de las articulaciones, y que aumenta cuando se quiere activar la musculatura voluntaria
para realizar una accién.

Alteraciones de la marcha y la postura. Los enfermos de Parkinson suelen adoptar una
postura flexionada debida a la contraccidn involuntaria de sus musculos; su marcha es
lenta y pausada, pudiendo llegar a producirse fendmenos de “congelacién” en los que

el paciente no es capaz de continuar el desplazamiento.

No todos estos sintomas tienen por qué estar presentes en un mismo enfermo. Sin embargo,

para que la enfermedad sea diagnosticada si debe producirse al menos el temblor o Ila



bradiquinesia y algun otro sintoma de los ya mencionados (Cabreira and Massano, 2019; Fahn,

2008).

Ademas de estos sintomas motores caracteristicos, también pueden producirse otros sintomas
no motores como demencia, disfuncién urogenital, hipotensidon postural, estrefiimiento y

alteraciones de la fase REM del suefio entre otros (Poewe et al. 2008).

1.1.2.3. Bioquimica de la enfermedad de Parkinson.

La principal caracteristica de la enfermedad de Parkinson a nivel anatomopatoldgico es la
presencia de los llamados Cuerpos de Lewy, los cuales se forman por una acumulacién anormal
de a-sinucleina (George and Brundin, 2015), aunque también contienen otras sustancias en su
interior como ubiquitina (Kuzuhara et al., 1988) o la proteina de unién a ubiquitina p62 (Kuusisto

et al., 2003) entre otras muchas.

En estos cuerpos, la a-sinucleina se encuentra fosforilada y/o ubiquitinada, por lo que se ha
concluido que la ubiquitinacién o fosforilacion de esta proteina produce un cambio en su
plegamiento que facilita su agregacién y acumulacion en el citoplasma de las neuronas, lo que

desencadenaria la aparicidn de los cuerpos de Lewy (Anderson et al., 2006).

Esta proteina se encuentra implicada en el transporte de las vesiculas de dopamina en la
terminal presinaptica, facilitando el acoplamiento y cebado de estas y haciendo que la liberaciéon
de dopamina sea mds abundante (Rueter et al., 2000). Ademas, la a-sinucleina puede actuar
como moduladora de la enzima tirosina hidroxilasa (Perez et al., 2002), enzima limitante en la

sintesis de dopamina.

El exceso y la acumulacion de a-sinucleina activa la microglia, que fagocita parte de estas
moléculas para reducir su concentracién en el medio. Sin embargo, la acumulaciéon de a-
sinucleina en el interior de la microglia por la fagocitosis hace que ésta pase al fenotipo M1, que
produce un elevado nimero de moléculas proinflamatorias y aumenta la permeabilidad de la
barrera hematoencefalica (BHE). Debido a esto se produce una inflamacion local que favorece
la necrosis de las neuronas dopaminérgicas, lo que, a su vez, aumenta la produccion de d6xido
nitrico y especies reactivas de oxigeno que aumentan la inflamacién. Ademas, la muerte celular
y los factores proinflamatorios facilitan el paso de la microglia al fenotipo M1, por lo que se

produce un ciclo de activacién de la microglia y muerte de las neuronas dopaminérgicas.



Por otro lado, los astrocitos también pasan a un fenotipo Al debido a la accidn de la microglia
M1 y a la acumulacién de a-sinucleina y los cambios que se producen en el medio neuronal
durante la enfermedad de Parkinson. Estos astrocitos modificados pierden su funcién de soporte
metabdlico de las neuronas y de reparacion del tejido y favorecen la muerte de neuronas

dopaminérgicas (Pajares et al., 2020). (Figura 1)

Acumulacién de a-sinucleina

Paso de astrocitos a Al /‘_

E
F Paso de microglia a M1 ﬂ
VIEEE CE el nes L Secrecion de factores
p— dopaminérgicas proinflamatorios y aumento de la
ﬂ permeabilidad de la BHE

% Inflamacion d

Figura 1. Ciclo de inflamacion y muerte celular en la enfermedad de Parkinson. Autoria propia.

1.2. Importancia de los biomarcadores precoces.

Como se ha mencionado en los apartados anteriores, las enfermedades de Alzheimer vy
Parkinson estan ampliamente extendidas por todo el mundo; ademas, su tratamiento es
esencialmente paliativo, ya que las neuronas perdidas en estas afecciones no pueden

regenerarse y a dia de hoy se desconoce la forma de detener el proceso de muerte neuronal.

Por ello, la busqueda de biomarcadores precoces es esencial, considerando como biomarcador
precoz cualquier caracteristica medible y evaluable objetivamente que permita detectar la
enfermedad de forma temprana (Strimbu and Tavel, 2010), de manera que esta pueda
detectarse antes de que se produzcan los primeros sintomas, momento en el cual la pérdida
neuronal es ya demasiado elevada. Asi, en estos estadios precoces podria emplearse alguna
terapia que retrasara la muerte neuronal y, por tanto, el progreso de la enfermedad. Si la
afeccion pudiera detectarse con suficiente antelacidn, podrian incluso revertirse los procesos

gue conducen a la muerte neuronal.



1.2.1. Actualidad sobre biomarcadores precoces.
Desde hace unos afos, se han buscado diferentes biomarcadores que puedan ayudar a detectar

las enfermedades de Alzheimer y de Parkinson en sus etapas iniciales.

En el caso de la enfermedad de Alzheimer, se han investigado, entre otros, las concentraciones
del péptido B-amiloide y la proteina Tau tanto en el liquido cefalorraquideo (LCR) (Kuhlmann et
al., 2017) como en sangre (Olsson et al., 2016). En la enfermedad de Parkinson, la molécula mas
estudiada ha sido la a-sinucleina en estos mismos fluidos (Barbour et al., 2008; Hall et al., 2012;

Hong et al., 2010).

El problema de la investigacién de biomarcadores en sangre y LCR es que se requieren métodos
invasivos para la toma de muestra que pueden no ser tolerados por algunos pacientes
(especialmente para la extraccion de LCR). Ademads, alin es necesario establecer una correlacion
clara entre la concentracién de péptido B-amiloide, Tau o a-sinucleina en estos fluidos y la
evolucidn de cada enfermedad (Lashley et al., 2018). Por ello han surgido lineas de investigacion

para encontrar biomarcadores mas facilmente accesibles.

1.2.2. El ojo como biomarcador precoz.
El ojo es un buen candidato para obtener biomarcadores precoces, ya que, a diferencia de otras
zonas del organismo, las pruebas que se deben realizar para obtener dichos biomarcadores son

poco o nada invasivas.

Ademas, existen una gran cantidad de técnicas diferentes que permiten obtener informacion
del ojo, desde el grosor de las diferentes capas que conforman el globo ocular hasta la
composicion quimica de sus fluidos; incluso existen métodos para analizar objetivamente el

movimiento ocular.

2. Objetivos.

El objetivo de este trabajo es recopilar la informaciéon que existe actualmente sobre los
biomarcadores oculares que, potencialmente, podrian utilizarse para detectar las enfermedades

de Alzheimer y Parkinson en sus estadios mds tempranos.

Para ello, los biomarcadores se han clasificado en 5 grupos segun la estructura ocular que se
debe estudiar para obtenerlos. Estas estructuras son la retina, los vasos sanguineos, el humor

vitreo, la lagrima y los musculos oculares.



3. Metodologia.

Para este trabajo se ha realizado una busqueda bibliografica utilizando como base de datos
pubmed, scopus, CINAHL y la biblioteca de la Universidad de Sevilla. Para ello, se han utilizado y
combinado, entre otras, las palabras clave: Parkinson, Alzheimer, biomarker, retina, tear,

amyloid, Tau, synuclein, dopamine, inflammation, cimiRNA.

En lo referente a los biomarcadores, se han seleccionado los articulos mas recientes sobre el
tema, asi como aquellos pertenecientes a revistas con un elevado indice de impacto siempre

que fuera posible.

4.Resultados y discusion.

4.1. Biomarcadores retinianos.

La retina se encuentra formada por los fotorreceptores, encargados de recoger la luz que llega
al ojo, y por diferentes tipos de neuronas, conectadas entre si. Por ello, |a retina puede servir en
las enfermedades neurodegenerativas como un espejo de la degeneracidon neuronal que se
produce a nivel central pudiendo detectarse estas alteraciones antes de la apariciéon de los

primeros sintomas.
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10 Membrana limitante intema ———
9 Capa de fibras nerviosas —*r//

Axones que se
dirigen hacia el
nervio optico

8 Capa de células ganglionares —

7 Capa plexiforme interna — Célula ganglionar

6 Capa nuclear interna — Céiula de Muller

Célula bipolar

Célula amacrina

5 Capa plexiforme exterma —
* Célula horizontal

Cono
4 Capa nuclear externa —

3 Membrana limitante externa
2 Fotorreceplores

EPR

1 Epitelio pigmentario

Figura 2. Capas de la retina (izquierda) ordenadas de mds externa (1) a mds interna (10) y células que se encuentran
en cada una de estas capas (derecha) (Berne, 2003).

Por otro lado, la retina es el unico tejido del sistema nervioso central que no se encuentra
recubierto por hueso, lo que facilita su observacion y la obtencion de muestras mediante

métodos poco invasivos (Hart et al., 2016).

Debido a estas dos razones, la retina es una de las estructuras mas estudiadas para la busqueda

de biomarcadores precoces de enfermedades neurodegenerativas.

4.1.1. Depdsito de sustancias en la retina.

Tanto en la enfermedad de Alzheimer como en la de Parkinson hay exceso de produccién de
determinadas moléculas que se acumulan en el cerebro y en otras partes del organismo

(Joachim et al., 1989), como el LCR, la sangre o la retina; éstas pueden ser analizadas para

determinar la situacion del paciente frente a la enfermedad.
4.1.1.1. Depdsitos de B-amiloide.
La sobreexpresion de péptido B-amiloide en el tejido cerebral es comun en personas afectadas

por la enfermedad de Alzheimer. Asimismo, diversos estudios, realizados tanto en personas

como en animales, han demostrado que este péptido también se acumula en la retina durante
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la patologia, siendo las formas APao y AP4; las que se presentan en mayor cantidad (Dutescu et
al., 2009; Koronyo et al., 2017; Park, Kim et al., 2014; Parthasarathy et al., 2016; Rueter et al.,
2000).

Sin embargo, esta molécula se acumula en la retina de forma diferente a como lo hace en el
cerebro (Ho et al., 2014). Mientras que en este ultimo el péptido B-amiloide constituye placas
seniles, en la retina forma parte de drusas (Csincsik et al., 2016; Whitson et al., 2016), depdsitos
de proteinas y lipidos situados entre la retina y la coroides. Esto hace que no puedan utilizarse
los mismos métodos para la cuantificacion de péptido B-amiloide en estos dos drganos, y que
sea necesario establecer una correlaciéon entre la cantidad de péptido en la retina y su

concentracién en el tejido cerebral y el avance de la enfermedad.

Koronyo et al. (2017), en su estudio “Retinal amyloid pathology and proof-of-concept imaging
trial in Alzheimer's disease”, da respuesta a ambos interrogantes. Por un lado, demuestra la
correlacién entre la presencia de B-amiloide en la retina y en el tejido cerebral al comparar
muestras de ambos érganos de donantes sanos y donantes convalecientes. Por otro, utiliza
curcumina administrada por via oral para poder visualizar in vivo los acimulos de B-amiloide en
la retina, ya que ésta se une al péptido y es detectable mediante una técnica de oftalmoscopia
laser de barrido modificada. Ademads, la curcumina presenta la ventaja de ser segura incluso a
grandes dosis durante periodos prolongados de tiempo (Reinke and Gestwicki, 2007), aunque
también presenta una baja biodisponibilidad (Begum et al., 2008). Este estudio, igualmente,
confirma las conclusiones de investigaciones anteriores en cuanto a que la acumulacién de -
amiloide se produce sobre todo en los cuadrantes superior e inferior de la retina y es mayoritaria

en la capa de células ganglionares (CCG) (Hart et al., 2016; La Morgia et al., 2016).

Por otra parte, también se ha propuesto la realizacion de un screening mediante tomografia de
coherencia éptica (OCT), de forma que si se detecta la presencia de proteina B-amiloide se
realizaria una tomografia de emisiéon de positrones (PET) para obtener una mejor valoracién
sobre la presencia de dicha proteina (Snyder et al., 2016). Sin embargo, el problema de este

método es que la realizacion de PET presenta un coste econdmico elevado.

Otra forma de detectar los depdsitos de B-amiloide en la retina es mediante el analisis de la
imagen hiperespectral que produce esta estructura, ya que las retinas que contienen una gran
cantidad de este péptido, como la de los pacientes de Alzheimer, presentan una imagen
hiperespectral diferente a la que presentan los controles sanos (Figura 3). Por el momento, este
método ha sido probado in vivo con éxito sélo en ratones, por lo que sera necesario realizar

estudios sobre su aplicacién en humanos (More and Vince, 2015).

12



5 Y
08 4 /} }\\
/ \

400 500 80 700 §00 800 1000
A (nm)

Figura 3. Imagen hiperespectral de la retina de un paciente con enfermedad de Alzheimer (rojo) frente a la imagen
hiperespectral de una persona sana (verde) (More and Vince, 2015).

4.1.1.2. Depdsitos de proteina Tau fosforilada.

La proteina Tau, al igual que el péptido B-amiloide, se encuentra sobreexpresada en la
enfermedad de Alzheimer y también se acumula en la retina, lo que se ha demostrado en varios

estudios mediante el uso de diferentes técnicas (Jentsch et al., 2015; Schon et al., 2012).

Por otro lado, aunque Tau también se acumula de forma diferente en retina y cerebro (Ho et al.,
2014), se ha conseguido relacionar la concentraciéon de proteina Tau fosforilada en retina con la
concentracién de la misma en el liquido cefalorraquideo (Hart et al.,, 2016; Mahajan and
Votruba, 2017) y en el hipocampo (Grimaldi et al., 2018), indicadores precoces de la enfermedad

de Alzheimer.

Sin embargo, el problema de la observacién de agregados de Tau en retina como método de
diagndstico es que aun no se ha conseguido desarrollar ninglin protocolo para su deteccién in
vivo en humanos, lo cual seria un gran avance, ya que la concentracién de proteina Tau se
relaciona con las diferentes fases de la enfermedad de Alzheimer, como indica el estadiaje de

Braak (Braak and Braak, 1991).

Kim et al. (2013) manifesto su intencién de estudiar la deteccién de Tau en retina para darle un

uso clinico; sin embargo, no se ha encontrado literatura que dé continuidad a este proyecto.

4.1.1.3. Depdsitos de a-sinucleina.

La expresion de a-sinucleina se encuentra aumentada durante la enfermedad de Parkinson,
aungue también puede estarlo en la demencia con cuerpos de Lewy (Haider et al., 2021), por lo
que a la hora de analizar la presencia de esta proteina en la retina se debe tener precaucion para

no confundir ambas enfermedades.

13



Varios estudios han conseguido demostrar mediante diferentes técnicas la presencia post
mortem de a-sinucleina en la retina de pacientes de Parkinson y de ratones modificados
genéticamente (Beach et al.,, 2014; Kaehler et al., 2020; Ortuiio-lizaran et al.,, 2018). Sin
embargo, los estudios difieren en la localizacién de esta proteina en la retina, ya que Kaehler et
al. (2020) afirma que la mayor concentracién de la misma se encuentra en la capa de
fotorreceptores, mientras que Ortufio-lizardn et al. (2018) defiende la existencia de una mayor
cantidad en la capa de fotorreceptores, pero también en la capa plexiforme interna (CPI), y

Beach et al. (2014) encuentra una mayor cantidad de a-sinucleina en la CCG.

De entre estos estudios destaca el realizado por Ortufio-Lizaran et al. (2018), quien afirma que
la a-sinucleina se acumula en la retinay el cerebro de una forma similar, consiguiendo establecer
una relacion entre la concentracién de esta proteina en ambas estructuras y sugiriendo que la

a-sinucleina en retina podria utilizarse como un biomarcador precoz de la enfermedad.

Un paso importante en esta direccidn es el estudio previo realizado por Price et al. (2016), en el
que se analizan ratones transgénicos que expresan a-sinucleina unida a proteina verde
fluorescente (GFP). GFP es detectable en los ratones in vivo mediante imagenes de fluorescencia
y es mas abundante en la capa de células ganglionares, por lo que es en esta zona dénde la

concentracién de a-sinucleina en retina es mayor.

No se ha conseguido aln un método de deteccién de a-sinucleina in vivo en retinas humanas,
por lo que deben realizarse mas estudios para que la medicion de esta proteina en retina pueda

consolidarse como método de diagndstico de la enfermedad de Parkinson.

4.1.2. Grosor de las capas de la retina.

Tanto en la enfermedad de Alzheimer como en la de Parkinson se produce una pérdida de
neuronas que se ve reflejada también en la retina, al ser ésta una estructura nerviosa que
comparte origen con el SNC. En consecuencia, se produce una disminucién del grosor de ciertas

capas retinianas.

4.1.2.1. Las capas de la retina en la enfermedad de Alzheimer.

En la enfermedad de Alzheimer, la capa que se ve mas afectada en los estadios tempranos y
preclinicos es la capa de fibras nerviosas de la retina (CFNR) (Berisha et al., 2007; Golzan et al.,
2017; Santos et al., 2018), siendo la disminucion de su grosor mas patente en las zonas superior

e inferior a nivel central, no aprecidandose diferencias significativas entre individuos sanos y
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enfermos en las zonas nasal y temporal (Doustar et al., 2017; Lépez-De-eguileta et al., 2020; Lu

et al., 2010; La Morgia et al., 2016; Wu et al., 2020) (Figura 4).
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Figura 2. Grosor de la RFNL medido por OCT en los diferentes cuadrantes del ojo derecho (OD) y el ojo izquierdo (OS)
de un individuo sano (A) frente a un paciente de enfermedad de Alzheimer (B) (Lu et al., 2010).

Esta capa se encuentra formada por los axones de las células ganglionares, alrededor de las
cuales se acumulan los depdsitos de B-amiloide, sobre todo en los cuadrantes inferior y superior,
como se ha mencionado anteriormente. Por ello, algunos autores argumentan que la pérdida
neuronal de la retina se debe a un proceso inflamatorio iniciado por el depdsito de péptido B-

amiloide (Hart et al., 2016; Wu et al., 2020).

4.1.2.2. Las capas de la retina en la enfermedad de Parkinson.

En el caso de la enfermedad de Parkinson, también existe una disminucién del grosor de la CFNR,
sobre todo en la zona peripapilar (Obis et al., 2018; Rascuna et al., 2020). Sin embargo, existe
disparidad entre los estudios a la hora de determinar los cuadrantes mas afectados (Altintas et
al., 2008; Garcia-Martin et al., 2012; Pilat et al., 2016; Satue et al., 2014). Ademas, otras capas
de la retina como la CCG, la CPI o la capa nuclear interna (CNI) también pueden verse afectadas
en estadios tempranos (Rascuna et al., 2020). La disminucién del grosor de estas capas puede
explicarse porque en esta patologia se ven afectadas las células amacrinas dopaminérgicas, que
se encuentran en la CNI, y las células ganglionares de la retina, cuyo axdn se encuentra en la

CFNR, su nucleo en la CCG y sus dendritas en la CPI.
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4.1.2.3. Andlisis de las capas de la retina como biomarcador.

La ventaja de usar el grosor de las capas de la retina como biomarcador es que éste se puede
medir facilmente in vivo con una técnica no invasiva y ampliamente conocida, la tomografia de
coherencia dptica (OCT), por lo que no es necesario desarrollar ninguna técnica especifica para
el analisis de este biomarcador. La OCT se basa en la diferencia de reflectancia de las distintas
capas de la retina, obteniéndose como resultado una imagen en la que se pueden distinguir y

medir estas capas (Sony and Venkatesh, 2009).

El inconveniente es que, ademds de las enfermedades de Alzheimer y Parkinson, también
existen otras patologias, como el glaucoma o la esclerosis multiple, que presentan un grosor
disminuido de la capa de fibras nerviosas con respecto a los pacientes sanos (Petzold et al., 2017,
Xie et al., 2020), por lo que este biomarcador no puede ser utilizado como método Unico de
diagnéstico de la enfermedad sino que debe ser complementado con el analisis de otros

pardmetros.

Sin embargo, existe un subgrupo de células ganglionares retinianas, las células ganglionares de
melanopsina (MRGC), que podrian estar afectadas Unicamente en la enfermedad de Alzheimer,
lo que explicaria la alteracidn de los ritmos circadianos en los pacientes de esta patologia (La
Morgia et al., 2016). Por tanto, el analisis de estas células si podria ser un método Unico de

diagndstico, aunque hacen falta mas estudios para poder usarlo en la practica clinica.

4.1.3. Concentracion de dopamina.

En la retina existen células dopaminérgicas y éstas, como ya se ha mencionado, son las mas
afectadas en la enfermedad de Parkinson, incluso a nivel de retina (Marrocco et al., 2020). Por
ello, en esta patologia se produce una disminucidn de la concentracion de dopamina en la retina
(Biehlmaier et al., 2007; Harnois and Di Paolo, 1990). Se hipotetiza que una de las causas de esta
neurodegeneracién dopaminérgica es la acumulacidn de a-sinucleina en la retina (Indrieri et al.,

2020).

Aungque la concentracidn de dopamina en la retina podria llegar a ser un buen biomarcador de
la enfermedad de Parkinson, alin son necesarios estudios que relacionen esta concentracién con
el curso de la enfermedad, asi como métodos para analizar dicha concentracién in vivo de forma

sencilla y fiable.
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4.1.4. Inflamacion.

En la enfermedad de Alzheimer, en la retina se inicia un proceso inflamatorio similar al que se
produce en el cerebro en respuesta a los depdsitos de B-amiloide y proteina Tau fosforilada
(Grimaldi et al., 2018). Este proceso consiste en la acumulacién de astrocitos en la CCG y de
microglia en las capas plexiformes interna y externa, ademas de producirse un aumento de
citoquinas proinflamatorias y de marcadores de la inflamacién como la interleuquina 1B

(Grimaldi et al., 2018, 2019; Hart et al., 2016).

La investigacioén sobre la inflamacién de la retina en la enfermedad de Alzheimer es tan reciente
que sdlo se tienen pruebas de la misma en ratones y en retinas de personas fallecidas por esta
enfermedad, por lo que aun es necesario realizar mas estudios para poder llegar a detectar esta
inflamacidn in vivo en pacientes preclinicos, de forma que pueda utilizarse como método

diagnéstico.

Por otro lado, puesto que la inflamacién retiniana se produce después del depdsito de B-
amiloide y proteina Tau fosforilada, el analisis de estas dos moléculas podria servir para detectar
la enfermedad en estadios mas tempranos, siendo éstos mejores biomarcadores de la

enfermedad.

En cuanto a los marcadores de inflamacidn en la retina durante la enfermedad de Parkinson, no
se han realizado muchos estudios sobre el tema, demostrandose Unicamente que durante la
enfermedad se produce una activacidon de la glia (Chen et al., 2003; Cho et al.,, 2012) y un
aumento de la concentracion de astrocitos en la retina (Nagel et al., 2009). Debido a la escasez
de datos, la inflamacién de la retina aun no puede utilizarse como biomarcador para el

diagndstico precoz de esta enfermedad.

4.2. Biomarcadores vasculares.

En el globo ocular existen dos sistemas vasculares para dar soporte a la retina:

e Arterias ciliares posteriores larga y corta y venas vorticosas. Se encuentran en la
coroides e irrigan la parte mas externa de la retina
e Arteria central de la retina y vena central de la retina. Junto con sus ramificaciones

forman el sistema vascular retiniano, que irriga la parte interna de la retina.
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4.2.1. Alteraciones de la coroides.

Durante la enfermedad de Alzheimer, en la coroides se producen una serie de cambios
bioquimicos que podrian iniciarse por depdsito de B-Amiloide en los vasos sanguineos, tal como
ocurre en el cerebro (Cortes-Canteli and ladecola, 2020). Estos cambios, aunque no se conocen
con claridad cudles son, al final se traducen en un adelgazamiento general de la coroides excepto
en la zona temporal, lo que puede observarse facilmente in vivo mediante la realizacién de una
OCT de dominio espectral (Bayhan et al., 2015; Gharbiya et al., 2014; Salobrar-Garcia et al.,
2020).

Por otro lado, la OCT también se ha utilizado en estudios para determinar el grosor de la coroides
en pacientes de Parkinson, observandose una clara disminucién del mismo con respecto a los

controles sanos (Eraslan et al., 2016; Moschos and Chatziralli, 2018).

Sin embargo, en otras patologias como el glaucoma o la degeneracién macular también se
produce un adelgazamiento de esta capa del globo ocular (Park, Lee et al., 2014; Ratnayaka et
al., 2015), por lo que es necesario analizar otros biomarcadores ademas del adelgazamiento de
la coroides para realizar un diagndstico diferencial sobre la enfermedad de Alzheimer o de

Parkinson.

4.2.2. Alteraciones del sistema vascular retiniano.

Durante las etapas iniciales de la enfermedad de Alzheimer, en la vasculatura retiniana también
se produce un depdsito anormal de péptido B-amiloide alrededor de los vasos sanguineos y en
el interior de los pericitos. Esto puede ser la causa de la apoptosis de los pericitos que se produce
en esta zona, dando lugar a una disminucion de la concentracion de ciertas sustancias que son
producidas por estas células, como el receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas

(PDGFR) (Shi et al., 2020).

Ademas de estos avances, durante su estudio Shi et al. (2020) consigue relacionar esta
disminucién de PDGFR con un aumento de la presencia de placas de B-Amiloide en cerebro y
con un aumento del deterioro cognitivo, siendo esta correlacién mas fuerte al analizar el
cuadrante superior de la retina. Por lo tanto, puede plantearse el andlisis de la concentracion de
PDGFR como un futuro biomarcador precoz de la enfermedad de Alzheimer, aunque para ello

aun es necesario desarrollar un protocolo para su medicion in vivo.

Por otro lado, gracias a la observacién del fondo de ojo mediante oftalmoscopia en pacientes

con la enfermedad de Alzheimer, se ha descubierto un estrechamiento de las venas retinianas
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durante los estadios precoces, asi como una disminucion de sus ramificaciones (Berisha et al.,

2007; Frost et al., 2013). (Figura 5)

Figura 3. Fondo de ojo de un individuo sano (lzquierda) frente a paciente de enfermedad de Alzheimer (derecha)
(Berisha et al., 2007).

Por ultimo, también se ha detectado una disminucion del flujo sanguineo retiniano en pacientes

con enfermedad de Alzheimer utilizando para ello un laser Doppler (Berisha et al., 2007).

El inconveniente es que tanto el adelgazamiento de las venas retinianas como la disminucion
del flujo sanguineo son biomarcadores muy poco especificos de la enfermedad y deben ser

complementados con otros para que puedan servir como método de diagndstico.

4.3. Biomarcadores en humor vitreo.

El humor vitreo es un liquido transparente y viscoso que se encuentra rellenando el espacio
entre el cristalino y la retina. Este puede ser extraido in vivo mediante aspiracién con aguja o

mediante cirugia (vitrectomia) para, posteriormente, analizar su composicion en el laboratorio.

Mediante este procedimiento y utilizando técnicas de inmunoensayo, se ha detectado la
presencia de B-Amiloide de los subtipos 40 y 42 en este liquido en pacientes que presentan un
cierto nivel de deterioro cognitivo. Ademas, se ha descartado que la presencia de este péptido
se deba a enfermedades oculares, por lo que este biomarcador seria especifico del deterioro

cognitivo (Wright et al., 2019).

Por otro lado, también se ha detectado la presencia de cadena liviana de neurofilamento (NFL)
en el humor vitreo de personas que también presentaban una elevada concentracién de B-
Amiloide, Tau y citoquinas proinflamatorias en este fluido, estando sus concentraciones

correlacionadas (Subramanian et al., 2020). NFL es una proteina que se encuentra Unicamente
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en el citoplasma de las neuronas, aportandoles integridad estructural, por lo que su presencia
en fluidos como la sangre o el liquido cefalorraquideo se utiliza habitualmente como
biomarcador de neurodegeneracion (Gaetani et al., 2019); por ello, el analisis de NFL en el
humor vitreo podria llegar a ser un buen biomarcador si se consigue relacionar directamente

con la neurodegeneracién que se produce durante la enfermedad de Alzheimer.

El inconveniente de los estudios realizados por Wright et al. (2019) y Subramanian et al. (2020)
es que ambos han utilizado como sujeto de estudio personas que aun no presentan deterioro
cognitivo ni han sido diagnosticadas de la enfermedad de Alzheimer, por lo que la relacién
exacta entre B-Amiloide y NFL en el humor vitreo en esta enfermedad aun no ha sido esclarecida,

siendo necesaria una futura investigacion sobre este tema.

Por ultimo, se debe tener en cuenta que la extraccion de humor vitreo para su analisis es un
procedimiento invasivo y costoso econdmicamente, por lo que no seria el mas adecuado parala

realizacion de pruebas de diagndstico a gran escala.

No se han encontrado articulos que estudien la composicién del humor vitreo en la enfermedad

de Parkinson.

4.4. Biomarcadores en lagrima.

La lagrima es un fluido muy importante para la salud ocular, ya que ejerce una funcién de barrera
contra patdgenos externos al contener moléculas que participan en procesos inmunes,

inflamatorios y antimicrobianos.

La variacién de su composicidon en funcién de las condiciones sistémicas de cada persona
(Wiesner and Vilcinskas, 2010) y su facil y no invasiva recoleccion hacen de este fluido un buen

lugar en el que buscar biomarcadores precoces de las enfermedades neurodegenerativas.

4.4.1. Concentracién de proteinas en lagrima en la enfermedad de Alzheimer.

Sélo se han publicado dos articulos hasta la fecha sobre la composicién de la lagrima durante la
enfermedad de Alzheimer y sus resultados se contradicen, lo que puede ser debido a que los
métodos utilizados para la recoleccidn y el andlisis de la lagrima son diferentes en uno y otro

estudio.

Por un lado, el andlisis realizado por Kall6 et al. (2016) demuestra la existencia de una mayor
concentracién de proteinas totales en la lagrima de las personas con enfermedad de Alzheimer,

aunque la concentracion de lipocalina-1, transferrina, lacritina, lisozima C y prolactina se
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encuentra reducida. Estas proteinas son producidas principalmente en la glandula lacrimal, por
lo que su disminucién podria indicar una disfuncién de dicha glandula en la enfermedad de
Alzheimer. Sin embargo, otras proteinas como la dermicidina ven incrementada su
concentracién. Los autores afirman que al analizar conjuntamente la concentracién de
lipocalina-1, dermicidina, lisozima C y lacritina se obtiene una elevada sensibilidad vy

especificidad a la hora de realizar un diagnéstico de la enfermedad de Alzheimer.

Por otra parte, Kenny et al. (2019) no ha encontrado diferencias significativas entre el grupo
control y el grupo de personas afectadas de enfermedad de Alzheimer con respecto a la
concentracién de lisozima, lipocalina-1, transferrina ni de proteinas totales. Por el contrario,
destaca la presencia del factor de inicio de la transcripcion de eucariotas 4E (elF4E) Unicamente

en personas que sufren la enfermedad de Alzheimer.

Cabe destacar que ni Kalld et al. (2016) ni Kenny et al. (2019) han encontrado proteina Tau ni

precursor del péptido amiloide en la lagrima.

En conclusidn, aunque el andlisis de proteinas en la lagrima parece un biomarcador prometedor,
aun son necesarios mas estudios que permitan esclarecer la relacién entre estas proteinas y la

enfermedad de Alzheimer.

4.4.2. Concentracién de proteinas en lagrima en la enfermedad de Parkinson.

En la lagrima de la personas con Parkinson destacan dos moléculas como posibles
biomarcadores precoces de la enfermedad, el factor de necrosis tumoral a (TNF-a) y la a-

sinucleina.

4.4.2.1. TNF-«a

TNF-a fue la primera proteina en lagrima en ser investigada durante la enfermedad de Parkinson
(Comoglu et al., 2013), debido a que esta ya se habia encontrado en otros fluidos de personas
que padecian la enfermedad, como sangre y liquido cefalorraquideo (Brodacki et al., 2008; Mogi
et al.,, 1994). En el estudio realizado por Comoglu et al. (2013), se concluyé que TNF-a se
encuentra aumentado en la lagrima basal de los enfermos de Parkinson con respecto a los
controles sanos; sin embargo, no se encontrd correlacién entre este hecho y la duracién o
gravedad de la enfermedad, por lo que no se sabe si el aumento de la concentracién de TNF-a
se produce también en los estadios iniciales de la enfermedad. Esto descarta a TNF-a en lagrima
como biomarcador precoz de la enfermedad hasta la realizacién de mas estudios que consigan

correlacionarlo con la enfermedad o demostrar su presencia en las primeras etapas de la misma.

21



Ademads, este factor podria estar aumentado debido a la presencia de ojo seco de tipo
evaporativo, lo cual es frecuente en personas que sufren enfermedad de Parkinson debido a la
disminucién de la frecuencia de parpadeo (Tamer et al., 2005). En ese caso, TNF-a no seria un
indicador directo de la enfermedad de Parkinson, sino que indicaria la presencia de ojo seco

evaporativo.

4.4.2.2. a-sinucleina.

Tanto la a-sinucleina oligomérica como la proporcién a-sinucleina oligomérica/a-sinucleina
total se encuentran aumentadas en lagrima basal y lagrima refleja en personas que presentan
enfermedad de Parkinson con respecto a individuos sanos (Hamm-Alvarez et al., 2018, 2019;

Maass et al., 2020).

Ademas, la concentracién de a-sinucleina en lagrima presenta una elevada especificidad y
sensibilidad en el diagnéstico de esta enfermedad, sobre todo cuando se analiza la lagrima
refleja (Hamme-Alvarez et al., 2019). Segun estos autores, este hecho podria explicarse si la a-
sinucleina fuera excretada por la glandula lacrimal, ya que ésta se activa mas al generar lagrima

refleja que lagrima basal.

Por otro lado, la especificidad y sensibilidad para el diagndstico de Parkinson aumenta cuando
se analizan conjuntamente el test de Schirmer y la concentracién de a-sinucleina oligomérica y

de proteina CCL2 (Hamm-Alvarez et al., 2019).

Sin embargo, al igual que ocurria con el TNF-a, en ninguno de los estudios realizados hasta la
fecha se ha conseguido correlacionar la concentracion de a-sinucleina con el avance de la
enfermedad de Parkinson, por lo que para que esta molécula pueda utilizarse como
biomarcador precoz deben realizarse estudios que investiguen esta correlacién o que consigan

establecer la presencia de esta proteina en la lagrima al inicio de la enfermedad.

En el afio 2019 se propuso realizar un estudio para comparar la concentracién de a-sinucleina
en lagrima durante la enfermedad de Parkinson y otras enfermedades, de forma que se pudiera
determinar con exactitud la especificidad de este posible biomarcador (Hamm-Alvarez et al.,
2019), sin embargo, no se ha encontrado bibliografia posterior sobre el resultado de dicho

estudio.
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4.4.3. Concentracion de micro ARN

Los micro ARN (miARN) son un conjunto de moléculas pequenas de ARN implicadas en la
regulacién de la expresidn génica que pueden encontrarse en fluidos como la sangre o la ldgrima

(Kenny et al., 2019).

Los anadlisis de Kenny et al. (2019) han demostrado que las personas con enfermedad de
Alzheimer presentan una mayor concentracion de miARN en lagrima y que, ademds, 38 tipos de
miARN sélo estdn presentes en estos pacientes y no en los controles sanos. Esto es una gran
aproximacién hacia el uso de la ldgrima para el diagndstico de enfermedades
neurodegenerativas; sin embargo, al ser éste el Unico estudio en la actualidad que analiza el
miARN en ldgrima durante la enfermedad de Alzheimer, son necesarios mas datos que

confirmen las conclusiones a las que llega este estudio.

4.5. Biomarcadores motores.

Algunos autores han propuesto el uso de los movimientos oculares sacadicos, de seguimiento,
tremores y movimientos oculares rapidos que se producen durante el sueifio (REM) como
biomarcadores de enfermedades neurodegenerativas (Armstrong, 2009; Gitchel et al., 2012;
Schroeder et al., 2016). Sin embargo, estos movimientos se encuentran alterados en muchos
tipos de enfermedades, como epilepsia, glaucoma, trastorno de déficit de atencion e
hiperactividad (Lunn et al., 2016; Montesano et al., 2018; Sekaninova et al., 2019; Wan et al.,
2020), e incluso puede existir una alteracién idiopatica de los mismos. Por ello, los movimientos
oculares no serian un buen marcador para el diagnéstico de enfermedad de Alzheimer o de

Parkinson, ya que no son especificos.

5. Conclusion y perspectivas futuras.

El ojo podria ser un érgano adecuado en el que buscar biomarcadores que permitan detectar las
enfermedades neurodegenerativas de manera temprana, ya que puede estudiarse de forma no
invasiva y refleja en gran medida la situacidn bioquimica cerebral del paciente. Por ello ha
recibido bastante atencién en los Ultimos afios y se han explorado diversas lineas de
investigacion, especialmente aquellas que intentan averiguar cdmo se relacionan distintos
factores oculares con las enfermedades neurodegenerativas mas importantes, la enfermedad

de Alzheimer y la de Parkinson.
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Algunos biomarcadores, como la concentracién de péptido amiloide o de a-sinucleina en retina,
se han estudiado extensamente, por lo que se espera que puedan utilizarse en unos anos para
la realizacion de cribados masivos que permitan detectar la enfermedad en etapas tempranas;
otros biomarcadores, por el contrario, necesitan ser estudiados en mayor profundidad antes de

poder ser utilizados en la practica clinica.

El estudio de los biomarcadores en la lagrima es una de las lineas de investigacion que puede
experimentar un gran desarrollo en los préximos afos; aunque aun no se ha profundizado
mucho en el tema, los estudios realizados dejan entrever el gran potencial que presenta la
ldgrima como biomarcador de enfermedades sistémicas. Ademds, la lagrima se recolecta
facilmente, sin necesidad de usar aparatos complejos, por lo que podria llegar a ser recogida por
el propio paciente para ser analizada posteriormente mediante test rapidos que estan aun en

desarrollo.

El problema del ojo como biomarcador precoz es que aquellos biomarcadores que podrian ser
especificos de las enfermedades neurodegenerativas son dificiles de analizar y de correlacionar
con las mismas, mientras que aquellos faciles de detectar son comunes a muchas patologias.
Por ello, serd necesario ampliar este tipo de estudios para conseguir que el ojo pueda utilizarse
como un biomarcador preciso, especifico y precoz en el diagndstico de las enfermedades

neurodegenerativas.
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