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RESUMEN

El Temblor Esencial (TE) es uno de los trastornos del movimiento mas frecuentes en adultos,
cuyo diagnostico es principalmente clinico y de exclusion de otros Sindromes Tremoricos.
Debido a la heterogeneidad de sintomas que aparecen en la enfermedad, surge un nuevo grupo
denominado TE plus. Ademas de cumplir los criterios basicos de TE, los sujetos también
presentan signos neurologicos leves de significado incierto, pero a su vez, no cumplen
criterios de Enfermedad de Parkinson (EP). En la patogenia del TE estdn implicadas la via
GABA¢érgica y cerebelosa, a diferencia de la EP, en la que la alteracion de la via
dopaminérgica se correlaciona con un déficit en la capacidad de captacion, acumulacion y
liberacion de 5-HT en las plaquetas. Ambas entidades comparten sintomas motores similares,
sin embargo, las implicaciones terapéuticas y pronosticas son diferentes para cada
enfermedad. Por lo tanto, procederemos a desarrollar herramientas de evaluacion preclinicas

como el denominado “test de serotonina” que nos permitan distinguirlos a nivel molecular.

El objetivo principal es correlacionar los resultados de dicho test de serotonina (5-HT) en
plaquetas, que en resultados preliminares han mostrado valores alterados en pacientes con EP,
con los de sujetos sanos, y a su vez, comparar estos descubrimientos con los de TE y TE plus.
Como objetivos secundarios, analizaremos las caracteristicas demograficas de nuestra

muestra.

Se ha llevado a cabo un estudio de tipo observacional prospectivo con 36 pacientes: 20 fueron
diagnosticados de Temblor Esencial Plus, 12 Temblor esencial Puro, 2 de Temblor
Farmacologico, 1 de Temblor Funcional y 1 Temblor Ortostatico. Los datos obtenidos seran

comparados con 95 pacientes con Enfermedad de Parkinson y 128 controles sanos.

Podemos concluir que, en nuestro estudio, el conjunto de pacientes con Sindromes
Tremoricos (TE - TE Plus), muestran una leve tendencia a la disminucion en la captacion total
y especifica de S5H-T, no significativa, en comparacion con los controles sanos.
Especificamente, si se aprecia una mayor reduccion en aquellos con TE plus, sugiriendo una

posible superposicion con la EP.

Palabras clave: Temblor esencial, TE plus, plaquetas, serotonina.



ABSTRACT

Essential Tremor (ET) is one of the most common movement disorders in adults, with a
diagnosis that is primarily clinical and involves the exclusion of other Tremor Syndromes.
Due to the heterogeneity of symptoms that appear in the disease, a new group called ET plus
has emerged. In addition to meeting the basic criteria for ET, these individuals also present
mild neurological signs of uncertain significance, but do not meet the criteria for Parkinson's
Disease (PD). In the pathogenesis of ET, the GABAergic and cerebellar pathways are
involved, unlike in PD, where the alteration of the dopaminergic pathway correlates with a
deficit in the ability to uptake, accumulate, and release 5-HT in platelets. Both entities share
similar motor symptoms; however, the therapeutic and prognostic implications are different
for each disease. Therefore, we will develop preclinical evaluation tools, such as the so-called

“serotonin test,” to distinguish them at the molecular level.

The main objective is to correlate the results of serotonin (5-HT) uptake, accumulation, and
release capacity in platelets, which have shown altered values in patients with PD in
preliminary findings, with those of healthy subjects, and simultaneously, to compare these
findings with those of ET and ET plus. As secondary objectives, we will analyze the

demographic characteristics of our sample.

A prospective observational study was conducted with 36 patients: 20 were diagnosed with
Essential Tremor Plus, 12 with Pure Essential Tremor, 2 with Drug-Induced Tremor, 1 with
Functional Tremor, and 1 with Orthostatic Tremor. The data obtained will be compared with

95 patients with Parkinson's Disease and 128 healthy controls.

We can conclude that patients with Tremor Syndromes (TE-TE Plus), in our study, show a
slight, non-significant tendency towards reduced total and specific 5-HT uptake compared to
healthy controls. Specifically, a greater reduction is observed in those with TE Plus,

suggesting a possible overlap with PD.

Keywords: Essential Tremor, ET plus, platelets, serotonin.



INTRODUCCION

1. Concepto.
El temblor se define como un movimiento, ritmico, oscilante, que involucra una o varias
partes del cuerpo debido a una contraccion alternante de los musculos agonistas y
antagonistas. Gran parte de los temblores aparecen en las manos, aunque también pueden

afectarse otras partes del cuerpo (brazos, cabeza, boca, cuerdas vocales, tronco o piernas).[1]

2. Clasificacion Temblor
El grupo de trabajo sobre temblores de la Sociedad Internacional de Enfermedad de Parkinson
y Trastornos del Movimiento (IPMDS) ha trabajado para desarrollar una clasificacion de los
temblores que refleje su fisiopatologia subyacente, asi como su marcada heterogeneidad
etiologica. Esta nueva clasificacion se basa en dos ejes; el 1° basado en las caracteristicas
clinicas, la historia del paciente y las caracteristicas del temblor, mientras que el 2° se

fundamenta en la etiologia del temblor.[2]

Atendiendo al patrén de activacion, podemos clasificar al temblor en las siguientes entidades:

[3]

Temblor de reposo: presente cuando una extremidad esta en reposo, totalmente soportada
contra la accion de la gravedad y no asociada con ningin movimiento voluntario.
Temblor de accion: ocurre durante cualquier movimiento voluntario de una parte del cuerpo.
Los temblores de accion pueden o no cambiar en intensidad a medida que se alcanza un
objetivo. Hay varias subcategorias dentro de este tipo de temblor:
- Temblor postural: temblor que aparece durante el mantenimiento voluntario de una
postura en contra de la gravedad, al mantener los brazos extendidos, por ejemplo.
- Temblor cinético: temblor asociado a cualquier movimiento voluntario, por ejemplo
alcanzar un objeto.
- Temblor intencional: se produce durante movimientos finos, precisos y voluntarios

hacia un objetivo, por ejemplo apuntar con el dedo.

Con respecto a la etiologia, la mayoria de los tipos de temblor no tienen un origen conocido,

se dividen en categorias segun la causa: genética, adquirida o idiopatica. Y en relacion con la



etiologia subyacente encontramos; enfermedades neurodegenerativas, enfermedades
infecciosas o inflamatorias, trastornos endocrinos y metabolicos, neuropatias y atrofias
musculares espinales y multitud de toxinas y drogas. Ademas de causas vasculares,

neoplasias, traumatismos, ansiedad y estrés.
3. Temblor esencial

Dentro de los temblores, el temblor esencial es una de las identidades mas frecuentes, siendo
a su vez uno de los trastornos del movimiento mas frecuentes en adultos [4]. Se define como
un temblor de accion aislado, que no se puede atribuir a otra causa subyacente, presente en las
extremidades superiores bilaterales durante al menos tres afios. Las extremidades superiores
suelen estar afectadas simétricamente, pero con la progresion de la enfermedad podemos
observar una asimetria leve o moderada. La cabeza y la voz también pueden verse
comprometidas, y en menor frecuencia, las piernas, la mandibula y el tronco. El temblor es
caracteristicamente postural aunque puede aumentar al realizar un movimiento dirigido hacia
un objeto (temblor cinético).[5] Con el transcurso de la enfermedad, puede aparecer el
temblor intencional o, asociado a una mayor gravedad del mismo, temblor de reposo.[6]Los
sintomas suelen ser progresivos y potencialmente incapacitantes, afectando a las actividades

diarias comunes como escribir, beber de un vaso o manipular utensilios para comer.

En cuanto a la epidemiologia, los individuos con formas leves de temblor esencial no suelen
solicitar atenciéon médica, ademds de ser un sintoma que con frecuencia se asocia al
envejecimiento por parte de los facultativos, no considerandolo subsidiario a tratamiento. Se
estima que la proporcion de casos no diagnosticados puede llegar a ser de hasta un 80%. Es
mas comun entre adultos de mediana o avanzada edad, aunque puede ocurrir en cualquier
etapa de la vida.. En general, la prevalencia del temblor aumenta con el envejecimiento
situandose en torno a 2,3-14,3% (mediana: 6,3%) en mayores de 60 afos. En sujetos mayores
de 95 anos se ha estimado una prevalencia de hasta el 21,7% y una tasa de incidencia de 616
por 100.000 anualmente. En cuanto al sexo, en un tercio de los estudios poblacionales se
encuentra una mayor prevalencia entre los varones.[4]

La epidemiologia analitica nos permite evaluar los factores de riesgo para desarrollar la
enfermedad, sin embargo, la etiologia exacta del temblor esencial se desconoce aun. El
envejecimiento constituye el factor no modificable méas importante para padecer temblor
esencial. Destacan también posibles factores genéticos, ya que se encuentran antecedentes

familiares hasta en un 50% de los casos.[7]Las B-carbolinas son aminas organicas, que se



comportan como neurotoxinas, dentro de este grupo encontramos los harmanos, que son
altamente tremorigenos y se han encontrado elevados en sangre en paciente con temblor
esencial.[8]El consumo de alcohol que reduce la gravedad del temblor esencial genera una
pérdida de células de Purkinje y una disfuncion cerebelosa que puede asociarse a un
incremento del riesgo. Por otro lado, el consumo de cafeina podria ser un factor de riesgo para
desarrollar temblor esencial debido al bloqueo del receptor de adenosina, neurotransmisor que
se ha visto implicado en la reduccion del temblor. Los plaguicidas o el plomo también se

encuentran dentro de los factores de riesgo. [9]

Aunque su patogénesis no se comprende bien, los estudios clinicos y de imagen sefialan una
afectacion del cerebelo y sugieren que el temblor esencial estd mediado por un circuito
neuronal que involucra las vias cerebelo-talamo-corticales. Por consiguiente, varias hipotesis
han sido propuestas para explicar los mecanismos subyacentes del temblor, siendo las mas
populares: la hipdtesis neurodegenerativa; la hipotesis de la red oscilatoria central; y la

hipotesis GABAérgica. [10]

Hipotesis Neurodegenerativa: El caracter progresivo de la enfermedad y su estrecha
asociacion con la edad son los principales argumentos que respaldan la hipotesis
neurodegenerativa del trastorno. Entre los estudios que evalian las imagenes con tensor de
difusion DTI de estos pacientes, encontramos que muestran claramente cambios
microestructurales en el cerebelo, alteraciones en la sustancia blanca cerebral, particularmente

a nivel de los pedunculos cerebelosos y los nticleos dentados.[11]

Hipotesis de la red oscilatoria central: Los harmanos,(familia de las B-carbolinas), tiene la
capacidad de hiperpolarizar las neuronas de la oliva inferior e inducir potenciales de accion

que se propagan hacia la corteza cerebelosa, siendo asi capaz de provocar temblor.

Hipotesis GABAérgica: La degeneracion de las células de Purkinje GABAérgicas en la
corteza cerebelosa conduce a una inhibicion reducida nucleos cerebelosos profundos que, a su
vez, causan su hiperactividad. Como consecuencia provoca la activacion ritmica de los
nucleos taldmicos y el aumento de la actividad de la via tdlamo-cortical. Originando asi la

aparicion de temblores en la periferia.[12]



La clinica no se limita inicamente al temblor. A menudo se pueden observar sintomas como
hipotonia muscular y, ocasionalmente, una leve dismetria. Sin embargo, el sintoma
acompafiante mas comun es el desequilibrio y la inestabilidad al caminar. Ademas de estos
signos cerebelosos menores, también pueden aparecer sintomas de deterioro cognitivo,
problemas de audicion y cambios en la personalidad.[13]Por esta heterogeneidad dentro de la
enfermedad, el grupo de trabajo sobre temblores de la Sociedad Internacional de Parkinson y
Trastornos del Movimiento (IPMDS) propuso una nueva clasificacion en 2019. Estos cambios
tenian como objetivo ofrecer un método mas preciso para diferenciar dos fenotipos de temblor
esencial que parecen ser distintos entre si. Como resultado, surgid6 una nueva definicion
denominada temblor esencial plus.[14]Diferenciamos el TE puro caracterizado por un temblor
bilateral aislado de accion de las extremidades superiores, mientras que el TE plus incluye
pacientes que, ademdas de satisfacer los criterios basicos de TE, también tienen signos
neurologicos leves de significado incierto como marcha en tdndem alterada - ataxia, posturas
distonicas, deterioro de la memoria, temblor de reposo o cualquier otro signo neuroldgico
adicional que no se englobe en TE puro como la bradicinesia,rigidez o dismetria, pero
tampoco cumpla criterios de Enfermedad de Parkinson (7abla 1). Ademas, es obligatorio un
historial de temblor de al menos 3 afios para clasificarlo como TE o TE plus. [15] Segun los
nuevos criterios de consenso, una gran proporcion de pacientes que anteriormente estaban

etiquetados como TE ahora entrarian dentro de la categoria de TE plus.

TABLA 1. Diagnéstico diferencial basado en la clinica entre TE y TE plus segin la
Sociedad Internacional de Parkinson y Trastornos del Movimiento (IPMDS)
Temblor Temblor
esencial esencial plus
Temblor de accién bilateral en miembros superiores X X
Al menos 3 afios de evolucién X X
Con o sin temblor en otras localizaciones X X
Ausencia de di ia, ataxia, parki i X X
Alteracién de la marcha en tindem X
Temblor de reposo X
Problemas de memoria X
Posturas distonicas X
Signos cerebelosos dudosos X




El diagnéstico del temblor esencial es clinico (7abla 2). Siendo fundamental una anamnesis
completa y una exploracion fisica neurologica. Se puede considerar realizar una resonancia
magnética cerebral para descartar una posible causa secundaria del temblor, especialmente
cuando existen sintomas neuroldgicos adicionales. La resonancia magnética generalmente no
muestra anomalias significativas en pacientes con temblor esencial. Sin embargo, los estudios
de Morfometria basada en voxeles (VBM), que evaltian la difusion del agua mediante
imagenes ponderadas por difusion (DWI) o imagenes con tensor de difusion (DTI), pueden
identificar y cuantificar cambios sutiles en la materia blanca y gris, lo que podria indicar
alteraciones estructurales. En el caso del TE se observarian cambios generalizados en la

reduccion de volumen de materia blanca y gris en areas cerebelosas y cerebrales. [16]

El DATSCAN, estudio funcional del sistema dopaminérgico puede ser una herramienta de
evaluaciéon complementaria para diferenciar el temblor esencial de un temblor debido a

enfermedad de Parkinson (EP) u otros parkinsonismos.[17]

Realizar un electromiograma proporciona analisis del temblor con informacion objetiva y
reproducible, pudiendo apoyar el diagnostico clinico. En el temblor esencial es comun
encontrar una frecuencia del temblor de a 4 Hz a 12 Hz con descargas sincrénicas en los
musculos agonistas-antagonistas, ausencia del temblor de reposo o inferior al temblor postural

y ausencia de latencia de aparicion del temblor postural.

Los andlisis de sangre son Utiles para valorar la funcidn tiroidea, dado que su alteracion puede

dar lugar a la aparicion de temblor, casi siempre asociado a hipertiroidismo.

Tabla 2. Resumen de los criterios diagnésticos para el TE y TE plus segiin lo sugerido por el grupo de trabajo sobre
temblor de la Sociedad Internacional de Parkinson y Trastornos del Movimiento (IPMDS).

Temblor Esencial

Parte del cuerpo afectada: miembros superiores (otras partes como la cabeza, la voz y los miembros inferiores pueden verse
afectados)

Lateralidad: bilateral

Tipo de temblor: temblor de accion aislado

Duracion: >3 afios

Ausencia de otros signos neurolégicos, como distonia, ataxia o parkinsonismo.

Temblor Esencial Plus

Caracteristicas: deben cumplir con los criterios para el temblor esencial descritos anteriormente
Caracteristicas adicionales: distonia sutil o cuestionable, deterioro de la marcha en taindem y deterioro de la memoria
Otros: temblor esencial con temblor en reposo

No clasificado como TE ni TE plus

Temblor focal aislado (cabeza y voz)
Temblor especifico para tarea y posicion




En cuanto al tratamiento del temblor, el gold standard y terapia inicial es el tratamiento
farmacologico con el uso de farmacos betabloqueantes. El propranolol es considerado el
medicamento de referencia, dada su alta efectividad. Sin embargo, debido a que no es
selectivo en la acciébn sobre los receptores beta-adrenérgicos, puede causar efectos
secundarios en las vias respiratorias. Por tanto, no es un farmaco de eleccion en aquellos
pacientes con antecedentes de asma o rinitis alérgica.. En su lugar, se pueden prescribir
betabloqueantes selectivos beta 1 como el atenolol Otro de los firmacos de primera linea que
han demostrado efectividad en pacientes con temblor esencial es la primidona. Se trata de un
farmaco anticonvulsivo,evidencia IA. Para aquellos que no responden adecuadamente a los
betabloqueantes o la primidona, se pueden considerar como opciones de segunda linea; el

topiramato, la gabapentina, las benzodiacepinas y la olanzapina, evidencia IIA. [18]

La toxina botulinica puede ser una alternativa para casos de temblor cefalico y laringeo que
no responden a otros tratamientos. Sin embargo, su uso no esta respaldado por un so6lido nivel

de evidencia y generalmente se reserva para casos refractarios. [13]

A pesar de recibir tratamiento médico, alrededor del 50% de los pacientes no experimentan
mejoria o sufren efectos secundarios no deseados, lo que hace necesario recurrir a terapias

mas avanzadas. Estas pueden incluir enfoques quirtrgicos o procedimientos no invasivos:

La estimulacién cerebral profunda (ECP) es una opcion para aquellos pacientes que no
responden al tratamiento farmacoldgico. Este procedimiento implica la implantacion de
electrodos en 4reas especificas del cerebro, siendo la mas utilizada el ntcleo intermedio

ventral taldmico, para modular la actividad neuronal y reducir el temblor.[17]

Recientemente, se ha instaurado la terapia con ultrasonidos focalizados de alta intensidad
(HIFU) como alternativa no invasiva. Esta tecnologia utiliza ondas de ultrasonido para
calentar y destruir el tejido objetivo de manera precisa, sin necesidad de incisiones. Se
combina con imagenes de resonancia magnética (RM) para localizar con precision el area del
cerebro responsable del temblor y dirigir la energia ultrasénica hacia esa region para producir

una lesion controlada.
4. Plaquetas como modelo neuronal

Las plaquetas son el principal depdsito de serotonina (5-HT) en la sangre (>99%). Estas

células carecen de metabolismo propio y son meros fragmentos celulares, por lo que no



pueden sintetizar este neurotransmisor, sino que lo captan del plasma a través del
transportador SERT. Las plaquetas contienen principalmente tres tipos de granulos: alfa, delta
y lisosomas. Los granulos alfa son los mas abundantes y contienen una variedad de proteinas
de membrana y cargas solubles, liberadas en respuesta a diversos estimulos mediante
proteinas de la familia SNARE. Los granulos delta son los menos comunes
(aproximadamente 3-8 por plaqueta) y contienen altas concentraciones de cationes,
polifosfatos, adenina, histamina y 5-HT, que desempefian un papel crucial en la hemostasia y
la trombosis. Ambos tipos de granulos permanecen en la plaquetas en circulacion hasta que
¢stas se activan, lo cual desencadena la exocitosis de sus contenidos al espacio intersticial. La
captacion de aminas bidgenas desde el citosol hacia el interior de los granulos delta ocurre a
través del transportador VMAT (Transportador de Monoaminas Vesiculares). Ademas, hay
otro sistema presente en los granulos llamado VNUT (Transportador Vesicular de
Nucleotidos), que se encarga de acumular ATP en el interior vesicular, lo que contribuye a

mantener la estructura de la vesicula para la alta concentracion de solutos. [19]

FIG. 01. Metabolismo de la dopamina en la neurona

La dopamina (DA) se almacena en las vesiculas secretoras
(VS) en altas concentraciones. La DA sera liberada en la
sinapsis neuronal y parcialmente recaptada por el
transportador de dopamina (DAT) al citoplasma. DA se
degrada a DOPAC por accion de la monoamino oxidasa
(MAO) situada en la mitocondria. Como metabolito
intermedio se produce DOPAL y H202, que se descompone
parcialmente en quinonas, al igual que la DA. Tanto las
quinonas como los metabolitos y el H202 derivan en
especies reactivas del oxigeno (ROS). El DOPAL interfiere
ademas en el plegamiento proteico de la o-sinucleina,
derivando en la formacion de los oligdbmeros descritos como
DA cuerpos de Lewy. Imagen cedida por el Dr. Ricardo Borges.

L-DOPA

3;: ‘// Quillur::s\\ /’

ROS™H,0,n __ DA
a _:'\'?-FJ?—_ - \\
i & & J/
/ __DOPAL T
‘/ & R

A -Synuclein

DOPAC -
» oligomers

La teoria aminérgica plantea que la enfermedad de Parkinson (EP) se origina debido a la
neurotoxicidad causada por la dopamina (DA) y sus metabolitos. Normalmente, estas
sustancias se almacenan en vesiculas secretoras (VS) para evitar su degradacion en el citosol,
lo que previene la formacion de especies reactivas de oxigeno. Sin embargo, en la EP, el estrés
oxidativo y la acumulacion de estas neurotoxinas en el citosol resultan en muerte celular y en

la degeneracion neuronal de la sustancia nigra.

Los mecanismos de captacion, acumulacion y liberacion de compuestos solubles en los

granulos delta de plaquetas son andlogos a los que se observan en cultivos neuroendocrinos,



como las neuronas dopaminérgicas. Por lo tanto, nuestra principal hipdtesis es que cualquier

disfuncion en las plaquetas probablemente refleje los eventos ocurridos en estas neuronas.

Dado que las plaquetas pueden obtenerse ficilmente mediante una simple extraccion de
sangre, estas células podrian ser un modelo neuronal potencial y utiles biomarcadores para el
diagnostico de diversas patologias como la enfermedad de Parkinson (EP) u otros
parkinsonismos. En los estudios presentes de nuestro laboratorio, se ha encontrado una
disminucién drastica en el contenido de serotonina y la captacion por parte de las ahora
denominadas vesiculas secretoras (VS) plaquetarias, asi como una disminucién de la

liberacion inducida por trombina por parte de estas células de los pacientes con EP. [20]

Por lo tanto, una vez conocidas estas alteraciones de la via dopaminérgica en la EP, y
considerando que el Temblor esencial (TE) no sigue esta via, sino que entre sus hipdtesis se
encuentra la via GABAérgica o cerebelosa, procederemos a desarrollar herramientas de
evaluacion preclinicas que nos permitan distinguirlos a nivel molecular. Esto se realizara
teniendo en cuenta los niveles de serotonina en plaquetas, ya establecidos en el laboratorio

mediante el test de serotonina, para asi posiblemente distinguir el TE en cuanto a un sujeto

normal y estos respecto a la EP.



HIPOTESIS Y OBJETIVOS

En la patogenia del TE estan implicadas la via GABAérgica y cerebelosa, a diferencia de la
EP, en la cual la alteracion es de la via dopaminérgica. Seguin estudios preliminares, en la EP,
la alteracion dopaminérgica se correlaciona con un déficit en la capacidad de captacion,
acumulacion y liberacion de serotonina (5-HT) en las plaquetas. Basandonos en la diferente
fisiopatologia a nivel de neurotransmisores del TE y la EP, hemos elegido el “test de
serotonina” en plaquetas para compararlos, ya que en evaluaciones previas han mostrado

valores alterados en pacientes con EP.

El objetivo principal del presente proyecto es el estudio de los mecanismos vesiculares de
serotonina en plaquetas humanas aisladas de pacientes con TE y TE plus y comparar sus
resultados con voluntarios clinicamente sanos y a su vez con sujetos con Enfermedad de
Parkinson (EP). Se observara si existen diferencias significativas en los valores de captacion y
acumulacion de serotonina entre los diferentes grupos. Para ello nuestro primer proposito ha
de ser seleccionar los pacientes con diagnostico de Temblor de la consulta de Neurologia del
HUC y usar la nueva clasificacion de la Sociedad Internacional de Enfermedad de Parkinson

y Trastornos del Movimiento (IPMDS) para distinguir entre TE y TE Plus.

Nuestra hipdtesis es que el comportamiento de 5- HT en las plaquetas, puede ser diferente en
los pacientes con Sindromes Tremoricos (TE-TE-Plus), en comparacion con controles sanos y
con la EP. También esperamos encontrar diferencias significativas entre los pacientes con

diagnostico de TE puro y TE plus.

Como objetivos secundarios, analizaremos las caracteristicas demograficas de nuestra
muestra, asi como los antecedentes personales y familiares y la presencia o no de sintomas no

motores en nuestros pacientes.

A largo plazo se pretende determinar mediante otros estudios, si los sintomas adicionales en
pacientes con TE de larga duracion o TE plus, como la aparicién de temblor en reposo,
bradicinesia, rigidez e inestabilidad postural, son manifestaciones de TE plus o los inicios de
la EP. Si esto se confirma podria permitirnos distinguir estas entidades a nivel molecular y ser

de inestimable ayuda en el manejo de estos pacientes.



MATERIAL Y METODOS

1. Seleccion y obtencion de muestras

Inicialmente se seleccionaron 83 pacientes con diagndstico de Temblor en las consultas de
Neurologia del Hospital Universitario de Canarias, abarcando el periodo desde el 2020 a
2023. De este grupo se excluyeron aquellos que habian sido dados de alta por parte del
servicio y/o habian perdido el seguimiento. Tampoco continuaron en el estudio los pacientes
que presentaban problemas de movilidad, exitus o aquellos que no quisieron participar.
Obteniéndose finalmente una muestra de 36 pacientes, 20 fueron diagnosticados de Temblor
Esencial Plus, 12 Temblor esencial Puro, 2 de Temblor Farmacoldgico, 1 de Temblor

Funcional y 1 Temblor Ortostatico.

Asi mismo, los datos obtenidos seran comparados con 95 pacientes de enfermedad de
Parkinson (EP) y 128 controles, sujetos clinicamente sanos, tomados en el rango temporal de
cuando se han citado los voluntarios de temblor. Los controles, a su vez, han sido
generalmente voluntarios familiares y acompanantes en el momento de la consulta de los

casos de estudio.

Es necesario obtener una muestra de sangre de cada paciente para realizar el test de plaquetas.
Antes de realizar la extraccion, se ha entregado y explicado al voluntario el consentimiento
informado necesario para la participacion en el estudio. Se completd mediante una ficha
clinica, los antecedentes de enfermedades conocidas del paciente destacando patologia
tiroidea, neuroldgica, articular, hematologica y cardiovascular. Resulta de especial interés el
contacto con toxicos como herbicidas o pesticidas utilizados en agricultura, ademas de
alcohol o tabaco. Por otro lado, los farmacos prescritos que ingieren habitualmente, con
especial atenciéon a farmacos parkinsonizantes con potencial tremdrico como los
antidepresivos y antivertiginosos. A su vez, se recogieron los antecedentes familiares de
interés como Parkinson o TE familiar, demencia, enfermedades tiroideas o cardiovasculares.
Por ultimo, se indagaba en la presencia de algunos sintomas no-motores como la depresion,
alteraciones del suefio, problemas de olfato, estrefiimiento y trastornos de la memoria o la

atencion que nos ayudaran a diferenciarlo de la EP.



2. Aislamiento y mantenimiento de plaquetas

Se implement6d una variante del protocolo estdndar de aislamiento de plaquetas, basado en
metodologias previamente establecidas (Abcam®, Cambridge, Reino Unido), bajo la

direccion del Dr. Pablo Montenegro. El proceso se llevo a cabo de la siguiente manera:

1. Primero se extrajeron dos tubos de 9 mL de sangre de cada participante mediante
venopuncion en la consulta. Estos tubos (BD-Vacutainer® provistos de K2-EDTA 18mg:
Plymouth, Reino Unido), fueron invertidos dos veces y luego reposaron en posicion

FIG. 02. Columnas tras la primera
centrifugacion

horizontal durante 10-15 minutos a temperatura ambiente.

2. A continuacion, se centrifugaron a 200xg durante 20 minutos,

resultando en tres capas: plasma rico en plaquetas (PRP),
leucocitos y hematies.

3. Seguidamente se recolectd 2/3 de la primera fraccion del
sobrenadante correspondiente al plasma rico en plaquetas,
evitando la captacion de leucocitos y hematies, utilizando una

pipeta Pasteur de plastico (4 mL/tubo). Este material se traslado

a un tubo estéril de polipropileno de 15 mL (JetBiofil®,
Guangdong, China).

4. A continuacion, el sobrenadante se mezcld en una proporcion
1:1 con una solucion tamponadora, el HEP Buffer (NaCl 140 mM, KCI 2,7mM, EGTA 5 mM,
HEPES 3,8 mM, penicilina 100 u/mL, gentamicina 40 pg/mL, pH 7,4 NaOH) suplementado
con prostaglandina E1 para prevenir la activacion plaquetaria, logrando una concentracion
final de 1 uM.

5. Se procedié a una segunda centrifugacion a 100xg durante 15 minutos, seguida por la
recolecciéon del sobrenadante en un nuevo tubo estéril de 15 mL. Posteriormente, se
centrifugo por tercera vez a 800xg durante 20 minutos.

6. Se descart6 el sobrenadante, resultando en un pellet de plaquetas que se lavo dos veces con
1 mL de un buffer de citrato (NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, D-glucosa 50 mM, citrato-Na+ 10
mM, penicilina 100 u/mL, gentamicina 40 pg/mL pH 7,4 NaOH). Durante este proceso, se
evitd la resuspension del pellet.

7. Finalmente, se resuspendi6 el pellet en la solucion SSP++ (NaCl 69,3 mM, KCl 5 mM,
MgClz 1,5 mM, Na:HPO4/NaH2PO4 28,2 mM, citrato-Na+ 10,8 mM, Acetato-Na+ 32,5 mM,
D-glucosa 5 mM, Ascérbico 10 uM, prostaglandina E1 1 pM, penicilina 100 u/mL,



gentamicina 40 pg/mL, pH 7,4 NaOH) al mismo volumen que el PRP, buscando alcanzar un
promedio de 100,000 plaquetas/uL de solucion.

Todas las centrifugaciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente y sin frenado. Durante
el periodo experimental, las plaquetas se mantuvieron en un tubo biorreactor (TubeSpin,
TPP®, Trasadingen, Suiza) a temperatura ambiente, en un incubador humidificado y en
rotacion continua a 30° (Movil-Rod, J.P Selecta, Abrera, Barcelona, Espana). Este protocolo

garantiz6 la viabilidad de las plaquetas durante un periodo de 7 dias.

3. Experimentos de captacion

Los ensayos de captacion, tanto especifica como total, de serotonina (5-HT) en las plaquetas
se llevaron a cabo en placas de 96 pocillos con fondo conico y superficie hidrofobica

(fabricadas por Sarstedt, ubicada en Niimbrecht, Alemania).

Para los ensayos de captacion especifica y total, se agregaron 100 pL. de una solucion SSP+
(similar a la SSP++ pero sin prostanglandina E1 ni antibioticos) en presencia o ausencia de
reserpina 2,25 uM respectivamente. Las plaquetas se sembraron a una densidad de 107 por
pocillo (100 pL) y se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente, en la oscuridad y

con agitacion continua.

Después de esta incubacion, se afiadieron 25 pL de una solucion SSP+ suplementada con
acido ascorbico a 225 uM y 5-HT en diferentes concentraciones (desde O hasta 33 uM,
concentracion final), y se incubaron durante otras 2 horas. Luego, las placas se enfriaron a
4°C y se centrifugaron a 3.200xg durante 10 minutos para iniciar la cadena de frio. Se elimin6
el sobrenadante, se lavo el pellet de plaquetas con 200 pL de SSP+ y se centrifugd
nuevamente a 3.200xg durante 5 minutos. Después, el pellet se resuspendio en 50 pL. de agua
desionizada y se afiadieron 175 puL. de una solucion de HPLC-A (conteniendo PCA 0,05625N,
L-cisteina 337,5 uM, EDTA 337,5 uM, e Isoproterenol 225 nM como estandar interno).

Finalmente, las placas se congelaron a -80°C durante al menos 24h.

4. Determinacion de la concentracion de serotonina y proteinas

En el dia designado para medir la cantidad de 5-HT, las placas se descongelaron a una

temperatura de 4°C y luego se sometieron a una centrifugacién a 3200xg durante 10 minutos,



manteniendo la cadena de frio intacta como se ha mencionado previamente. Después, se
tomaron 150 pL del liquido sobrenadante de la muestra para analizar la cantidad de 5-HT,
mientras que el pellet de proteinas se utilizé para medir la cantidad de proteinas presentes. La
medicion de la 5-HT se realiz6 a través de UPLC-ED (cromatografia liquida de ultra alta
resolucion con deteccion electroquimica) bajo la supervision del Dr. Ricardo Borges y el Dr.

Pablo Montenegro.

Para la determinaciéon de 5-HT mediante UPLC-ED, se ajust6 el detector electroquimico a
700 mV respecto al electrodo de referencia, y se empled una columna reversa de C18
mantenida a una temperatura de 46°C. Ademas, la fase movil consistié en un tampdn fosfato
con un pH de 3,5 (ajustado con Hs:POa): H2NaPO4 9,66 g/L, EDTA 3,2 mg/L, y metanol
(8-12% v/v). Esta solucion fue filtrada mediante un poro de 0,22 pm (Millipore) y luego
desgasificada mediante burbujeo con helio. Las muestras (25 /L) se inyectaron mediante un
autoinyector (SIL-40CX3, Shimadzu) enfriado a 5°C, mientras que los cromatogramas se
registraron en un ordenador a una frecuencia de adquisicion de 1Hz utilizando un programa
LabView 11 desarrollado por el Dr. Yézer Gonzalez. El estandar externo utilizado fue 200 nM

de 5-HT, 200nM de Isoproterenol en medio PCA 0,05N, L-cisteina 300 uM, EDTA 300 puM.

Ademas, con el propdsito de normalizar las muestras utilizadas en los experimentos de
captacion y liberacion, se cuantificaron las plaquetas mediante la determinacion de la cantidad
total de proteinas plaquetarias. Para esto, se emple6 la técnica del acido bicinconinico (BCA),
una modificacion del método de Lowry para la determinacion de la cantidad de proteinas, que
involucra una reaccion colorimétrica con complejos de Cu**/Cu’-BCA. En primer lugar, el
sedimento de proteinas se resuspendid en una solucion de lisis (SDS 5% m/v, NaOH 0,1M) a
razon de 35 pL por pocillo. Luego, se colocaron 25 pulL de muestra por pocillo en la placa de
analisis de proteinas, junto con 25 pL. de una solucion de albimina de suero bovino como
linea de calibracion (0-2 mg/mL en solucion de lisis). Posteriormente, se mezcld el BCA con
la solucién de cobre (CuSO4 4% m/v), afiadiendo 200 pL por pocillo en cada muestra, y se
incubaron a 37°C en oscuridad durante aproximadamente 30 minutos. Por ultimo, se
determin6 la concentracion de proteinas utilizando un lector de placas (iMark microplate
reader, Biotek instruments Inc, Winooski, USA) a una longitud de onda de 540-590 nm. Los

resultados de 5-HT se expresan en nmoles/mg de proteina.



5. Analisis y estadistica de los resultados

Para el procesamiento de los datos obtenidos mediante UPLC-ED, se emple6 el software
IGOR-Pro (Wavemetrics, Lake Oswego, OR, USA) utilizando una macro creada por el Dr.
Miguel A. Brioso. La cantidad de 5-HT en las muestras se ajustaria mas tarde de acuerdo con
la concentracion de proteinas presentes. Todos los graficos y analisis estadisticos se llevaron a
cabo utilizando el software Prism 5 (GraphPad) (California, USA). Los resultados se
expresaron como medias + error estandar, y los analisis estadisticos, que incluyeron ANOVA,
pruebas T de Student u otros tests no paramétricos, se establecieron con un nivel de
significacion de p<0,05, p<0,01, p<0,005 (representados con 1, 2 o 3 asteriscos
respectivamente).

Para el andlisis de las variantes demograficas se us6 el SPSS. El procesamiento estadistico de
los datos se realiz6 mediante pruebas T de Student, Chi cuadrado, estadistico de prueba Z u
otros tests no paramétricos para lo que se establecieron un nivel de significacion de p<0,05

p<0,01, p<0,005.
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RESULTADOS

1. ESTADISTICA DESCRIPTIVA DE NUESTRA MUESTRA

En nuestro estudio obtuvimos una muestra final de 36 pacientes que clasificaremos dentro de
5 grupos; 20 son Temblor Esencial Plus, 12 Temblor Esencial, 2 Temblores farmacologicos, 1
Temblor funcional y 1 Temblor ortostatico. La media de edad es 65 afios, con una edad
minima de 19 afios y una maxima de 90 afios. Del total de sujetos, 14 son mujeres y 22 son

hombres, con edades medias de 61 y 72 afios respectivamente.

® ANTECEDENTES PERSONALES

Grifica 01. Resumen antecedentes personales

28
25
24 22

Entre los antecedentes personales del total de los 36 participantes del estudio se evidencia que
78% presentan enfermedades cardiovasculares ( 22 HTA, 4 arritmias, 2 [AM). Las
enfermedades articulares también resultaron prevalentes en nuestra muestra, con hasta un
69% pacientes afectados (15 artrosis, 7 hernias discales, 3 osteoporosis). Las alteraciones
tiroideas se reflejaron en 61% pacientes ( 12 hipotiroidismo subclinico, de estos, 5 también
presentaban DM, 1 hipertiroidismo subclinico, 3 nddulos y otros 6 DM). El 34% presento
otras patologias neuroldgicas a parte del Temblor ( 4 microangiopatias, 2 quistes aracnoideos,
1 meningitis, 1 ictus, 1 migrafas, 1 espina bifida, 1 epilepsia, 1 polineuropatia). Entre los
trastornos psiquidtricos un total de 34% presentaban comorbilidad de trastorno

ansioso-depresivo. El 17% de la muestra presentd algin tipo alteracion hematologica ( 3
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plaquetopenia leve, 1 enf. Waldenstrom, 1 Talasemia, 1 Mieloma). Patologia respiratoria en el

14% (3 asma, 2 SAOS). Y por tltimo, 3 pacientes sin ningun antecedente.

e TEMBLOR INDUCIDO POR FARMACOS

Otro de los items que valoramos en nuestro cuestionario consistia en conocer si presentaban
historial de consumo de algin firmaco potencialmente tremorico debido a un posible efecto
adverso. Del conjunto de pacientes, un 36% han sido expuestos a alguno de estos farmacos.
Concretamente, 8/36 = 22% han estado en tratamiento con antidepresivos (mirtazapina o
sertralina) durante un periodo prolongado. La betahistina, farmaco antivertiginoso, es otro de
los potencialmente tremoricos, y podemos ver que fue usado por 5/36 =~ 14% pacientes. Con
respecto a los 2 pacientes con diagndstico de Temblor farmacologico confirmado, uno de ellos
se asoci6 a Lenalidomida para el tratamiento de su Mieloma y el otro de ellos al Tacrolimus

para la inmunosupresion por trasplante hepatico.

e SINTOMAS NO-MOTORES

Otro de los apartados de nuestro cuestionario consistia en la identificacion de sintomas
no-motores reconocidos en la Enfermedad de Parkinson. Algunos de ellos son: estrefiimiento,
alteraciones del olfato, depresion, trastornos del suefio como insomnio o alteraciones de la
conducta durante el sueio REM ( movimientos, somniloquios, pesadillas), cambios en la voz,
disfagia y/o trastornos cognitivos leves como problemas de memoria o atencion. Del total de
individuos de la muestra, un 50% presentaron alguno de los anteriores mencionados (13
trastornos del suefio,12 depresion, 6 estrefiimiento, 1 alteracién de olfato, 1 disfagia, 1
problemas de memoria de fijacion y 1 disfonia). De manera especifica 11/36 = 31%
presentaban 2 o + alteraciones. De estos 11, 10 se corresponden con TE plus y s6lo 1 de ellos

TE.

2. VARIABLES DEMOGRAFICAS DE LOS PRINCIPALES GRUPOS DE
INTERES (TEMBLOR ESENCIAL Y TEMBLOR ESENCIAL PLUS)
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® EDAD

Grafica 02. Edad de la muestra en el momento actual

®TEMBLOR ESENCIAL s TEMBLOR ESENCIAL PLUS 1-10ANOS

- 11-20ANOS

21-30ANOS

31-40ANOS -

41-50ANOS

71-80ANOS

81-90ANOS
9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

o
9
w
IS

Centrandonos en los 2 principales grupos de interés del estudio, obtenemos que la media de

edad de los sujetos diagnosticados de TE plus es de 70 afios £13 afios y para los sujetos con

TE una edad media 56 + 20.7. Calculamos el valor t Student para muestras independientes y

se obtiene r=3.42 y valor p<0,001. Este valor en el contexto estudiado refleja que el grupo TE

plus tiende a tener edades mas altas en comparacion con el grupo TE.

Grafica 03. Edad de la muestra al inicio de los sintomas
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Resulta de especial interés estudiar la edad media de comienzo de sintomas en ambos,

concluyendo que el TE plus presenta edad media de inicio 54 £ 17, y para TE 42 + 20,4.

Repetimos el céalculo t Student para variables cuantitativas independientes y obtenemos

t=1.762, este valor no es suficiente como para ser considerado estadisticamente significativo

a un nivel de confianza tipico del 95%. Esto significa que no podemos concluir que haya una

diferencia significativa entre la diferencia de edad media de inicio entre los grupos de nuestro

estudio.
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® TIEMPO EVOLUCION ENFERMEDAD

Grafica 04. Aiios de evolucion desde inicio sintomas
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En el grafico podemos observar los afios de evolucion desde el inicio de la enfermedad entre
nuestros 2 grupos de referencia. Entre los casos con una evolucién menor a 5 afios, se
identificaron 2 casos de TE y 0 casos de TE plus. En el rango de evolucion de 5 a 14 afios, se
registran 7 casos de TE plus y 4 de TE. Por otro lado, en pacientes con una evolucion superior
a 15 anos, se observan 7 casos de TE y 12 de TE plus. A partir de estos datos, podriamos
deducir que existe una asociacion significativa entre el tiempo de evolucion y el tipo de
temblor esencial. En nuestra muestra de pacientes se observa como con menor tiempo de
evolucion de la enfermedad solo aparecen casos de TE y con mayor tiempo de evolucion

cambia la tendencia y se observan mas pacientes con TE plus.

® ANTECEDENTES FAMILIARES

Grafica 05. Antecedentes familiares en pacientes con TE- TE Plus

® ANTECEDENTES - TE ™ ANTECEDENTES - TE PLUS ISIN ANTECEDENTES

Considerando unicamente a los 32 pacientes del estudio con TE o TE plus, 21 tienen

antecedentes familiares de temblor. Al calcular la proporcion de pacientes con antecedentes
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familiares, se obtiene aproximadamente 65.6% de la muestra. Especificamente, TE plus 13/20
~ 65% y TE 8/12 = 67%, sin diferencias significativas entre ambos grupos y con un valor

similar al de la media.

Debemos destacar que los 2 pacientes con temblor farmacoldgico no presentan antecedentes

familiares de temblor.

® ALTERACIONES TIROIDEAS

Grifica 06. Comparacién Grifica 07. Comparacion
hipotirodismo subclinico entre hipotirodismo subclinico entre
SEX0S TE- TE Plus

MUIJER = HOMBRE = TEMBLOR ESENCIAL = TEMBLOR ESENCIAL PLUS

En relacion con nuestro estudio, de los 32 pacientes diagnosticados con Temblor Esencial o
Temblor Esencial Plus, un 11/32 = 34% muestran elevaciones de TSH con T4 normal,
indicativo de hipotiroidismo subclinico. No se hallaron diferencias significativas entre sexos

(5 mujeres - 6 hombres) ni entre los 2 principales grupos de interés.

Para calcular si la prevalencia de hipotiroidismo subclinico en nuestra muestra de pacientes es
estadisticamente mayor que en la poblacion general, asumiendo que es del 15%; utilizamos
una prueba de proporciones que calculamos con el estadistico de prueba Z. El valor Z =~ 2.83
y el valor p asociado es aproximadamente 0.0023, mucho menor que el nivel de significancia
de 0.05. Por lo tanto, rechazamos la hipotesis nula y concluimos que la prevalencia de
hipotiroidismo subclinico en la muestra es estadisticamente mayor que en la poblacion

general.
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3. RESULTADOS TEST SEROTONINA

Este estudio estd englobado dentro de un proyecto mayor que conlleva 395 voluntarios
actualmente (202 controles, 128 pacientes con enfermedad de Parkinson y 65 parkinsonismos
entre los que se encuentran los 36 sindromes tremoricos del presente trabajo). En dicho
proyecto se han establecido unos umbrales (7abla 3) para distinguir entre comportamientos
"normales" o "patologicos" en relacion los niveles de serotonina (5-HT) en plaquetas, en los
pardmetros de contenido nativo (Basal) asi como en la captacion total (Utpk) y especifica
(Utpk spc) de 5-HT por parte de estas células tras la incubacion con esta amina bidgena. Estos
umbrales arbitrarios ya han sido definidos previamente en otros estudios como la diferencia
entre la media y la desviacion estandar de los valores control (Media - SD) [20]. Por lo tanto,
aquellos valores por debajo de 1,73 nmol/mg proteina en Basal, a 7,59 nmol/mg proteina en

Utpk e inferiores a 5,97 nmol/mg en Utpk spc serian considerados patologicos.

Tabla 3. Umbrales basales, de captacion total y especifica de serotonina 2019- 2024
Mean SD Umbral
Ctrl basal 3,07 1,34 1,73 Se muestran la media (Mean) y su correspondiente desviacién
estandar (SD), expresados en nmol/mg proteina para voluntarios
Ctrl Utpk 10,99 3,4 7,59 clinicamente sanos (Ctrl). Basal: contenido nativo de serotonina
(5-HT); Utpk: captacion total de 5-HT; Utpk spc: captacion
Ctrl Utpk spc 7,95 1,98 5,97 especifica de 5- HT

e Analisis de la captacion total de serotonina en plaquetas

Fig 03. Curvas de captacion total de serotonina
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S Contenido nativo y curvas de captacion de serotonina (5-HT)
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-~ 5' exégena total en plaquetas humanas. Las plaquetas de los
S  — voluntarios se aislaron utilizando el protocolo optimizado para medir
% M la serotonina descrito en [22]. Se muestran las curvas predictivas y
H datos (medias + intervalos confianza 95%) de captacion total en los
ml B 01 1 1 10 100 grupos clinicamente sanos (Ctrl; negro, n = 128), pacientes con
w . . Enfermedad de Parkinson (EP; rojo, n = 95) y sindromes tremoricos
5-HT incubation (uM) (TS; szl 0 =36) *** < 0,005 (ANOVA).
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Con el proposito de precisar no sélo los niveles nativos de 5-HT en plaquetas, sino también su
capacidad de captaciéon y acumulacion, se realizaron experimentos de incubacion
dosis-dependientes con este neurotransmisor. En la Fig. 03, se puede observar que la
captacion total de 5-HT, tras incubar las plaquetas durante 2 horas a concentraciones
crecientes de este indol, es significativamente mayor en voluntarios sanos (Ctrl) y en la
muestra de presente estudio (TS) en comparacion con los pacientes con enfermedad de

Parkinson (PD).

No hay diferencias significativas entre Ctrl y TS aunque si que se observa una ligera
disminucién en estos ultimos. De igual forma, no se aprecia una diferencia significativa entre
la curva de TS y la correspondiente a PD. Tanto Ctrl cbmo TS comienzan con un contenido
basal de 5-HT en granulos plaquetarios (B) también mas alto (2,99 + 0,12 nmol/mg proteina
en Ctrl y 2,64 + 0,20 nmol/mg proteina en TS respecto a 1,62 = 0,13 nmol/mg proteina en
PD).

Fig. 04. Captacion total de serotonina dotplots
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Valores individuales del contenido nativo y la captacién total de
serotonina entre las plaquetas de los grupos de estudio. Se muestran el
contenido nativo de serotonina (Basal) y su captacion total (5-HT) tras
incubar las plaquetas durante 2 h a una concentracion de 5- HT 10 uM :

128 Controles sanos (Ctrl), 36 sindromes treméricos (TS) y 95 pacientes

con Enfermedad de Parkinson (PD). Las lineas discontinuas verdes

representan los valores umbral: 1,73 Basal y 7,59 para captacion total: ns:
Basal 5-HT

no significativo; *p<0,05; **p<0,01;*** p< 0,005 (Kruskal - Wallis).

5-HT content (nmol/mg protein)

Con el fin de obtener una mayor claridad en los datos individuales, una mayor facilidad para

identificar valores atipicos y resaltar cambios bruscos; en la Fig. 04, los datos anteriores se
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han representado individualmente mediante un grafico de puntos. En este caso se observan

diferencias significativas entre el contenido basal entre PD y TS pero no entre TS y Ctrl.
Sin embargo, respecto al contenido total de captacion y acumulacion 5-HT, si se verifican
diferencias entre los 3 grupos de estudio (10,59 + 0,24 nmol/mg proteina en Ctrl y 9,43 + 0,41

nmol/mg proteina en TS respecto a 7,32 +0,24 nmol/mg proteina en PD).

e Analisis de la captacion especifica de serotonina en plaquetas

Fig. 05. Curvas de captacion especifica de serotonina
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ml B O 1 1 1 1 0 1 00 inespecifica tras una incubacion de 30 min con reserpina (1 pM) seguido de 2
w h con serotonina. Se muestran 128 voluntarios clinicamente sanos (Ctrl;
S-HT lncubatlon (HM) negro), 35 pacientes con sindromes tremoricos (TS; azul) y 95 pacientes con
Enfermedad de Parkinson (PD; rojo) **p<0,01;*** p< 0,005 (ANOVA).

Como se ha descrito en trabajos anteriores, existe una captaciéon y acumulacion de 5-HT
plaquetaria no propia de sus granulos delta. Esta componente inespecifica o més bien su
sustraccion daria una buena idea del grado de compartimentalizacion de esta amina bidgena
en relacion a la existente en neurona dopaminérgica, y el grado de neurodegeneracion que
podria conllevar a la aparicion de EP. Este componente se estim6 indirectamente mediante la
incubacion con dosis crecientes de 5S-HT en presencia de un inhibidor irreversible del VMAT,
la reserpina. Para calcular la captacion intrinseca de los granulos (Utpk spc), se restd la
captacion total de 5-HT (Utpk) del componente en presencia de reserpina y luego se sumo el
contenido nativo de 5-HT, obteniendo asi la curvas de captacion especificas o intrinsecas de

los propios granulos.
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Con respecto a la anterior figura (fig.05), si que apreciamos un nivel de significacion para la
captacion especifica entre TS que se ajustan mas a Ctrl y se alejan cada vez mas de PD. (7,95

+ 0,18 nmol/mg proteina en Ctrl, 6,84 £ 0,31 nmol/mg proteina en TS respecto a 4,20 +0,16

nmol/mg proteina en PD).

Fig.06. Captacion especifica de serotonina dotplots
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incubacion de 30 min con reserpina (1 pM) seguido de 2 h de incubacion con 5-

HT 10 uM: 128 Controles sanos (Ctrl), 35 sindromes tremoricos (TS) y 95

pacientes con Enfermedad de Parkinson (PD). Las lineas discontinuas verdes

representan los valores umbral: 1,73 Basal y 5,97 para captacion especifica: ns:

5-HT content (nmol/mg protein)

no significativo; *p<0,05; **p<0,01;*** p< 0,005 (Kruskal - Wallis).

Al analizar este grafico si se observa como la practica totalidad de los pacientes con PD se
encuentran por debajo del umbral (5,97) y al compararlo con la Fig. 04, multitud de ellos se
encontraban por encima del umbral (7,59). Sin embargo, en nuestra poblacion de estudio los
TS se mantienen en su mayoria por encima del umbral de Utpk spc , estableciéndose asi una
evidencia significativa entre ambos grupos. En consonancia con lo previsto por resultados

anteriores, existen diferencias entre PD - Ctrl y estas no se observan de nuevo entre TS - Ctrl.
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4. RESULTADOS TEST SEROTONINA DESGLOSADO ENTRE LOS
PRINCIPALES GRUPOS DE INTERES (TEMBLOR ESENCIAL Y
TEMBLOR ESENCIAL PLUS)

Fig. 07. Captacion basal, total y especifica de serotonina dotplots
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Contenido nativo y captacion total y especifica de serotonina plaquetaria para cada grupo de estudio. En la parte superior
izquierda del grafico se muestra el contenido basal de 5-HT, en parte superior derecha la captacion total de 5-HT y en la parte inferior
izquierda la captacion especifica de 5-HT. Ambas captaciones se muestran tras incubar las plaquetas durante 2 h a una concentracion de
5-HT 10pM en ausencia o presencia de 30 min de incubacidén previa con reserpina (1 pM). Se pueden observan los voluntarios
clinicamente sanos (Ctrl, negro, n = 128), el desglose de sindromes tremoricos (azul): 12 Temblores Esenciales (ET), 20 Temblores
Esenciales Plus (ET+), 3 otros sindromes tremoricos (OTS): 2 Temblores farmacoldgicos, 1 Temblor funcional; 1 Temblor ortostatico y
los pacientes con Enfermedad de Parkinson (PD, rojo, n = 95). Las lineas discontinuas verdes representan los valores umbral: 1,73
Basal; 7,95 para captacion total y 5,97 para captacion especifica: **p<0,01; ***p<0,005 (Kruskal - Wallis).

Como se ha evaluado con anterioridad, existe una tendencia, mas acusada tras evaluar la
componente de captacion intrinseca, de que los sindromes tremoricos (fundamentalmente
Temblor Esencial y Temblor Esencial Plus) se diferencian con respecto a patologias asociadas
a la enfermedad de Parkinson. No obstante, en el presente trabajo se ha profundizado en este
grupo heterogéneo de sindromes tremoricos, con el fin de encontrar tendencias de evolucion
patologica de aquellos casos de Temblor Esencial Plus. Asi pues se ha procedido a dividir el
grupo de sindromes tremoricos en subgrupos conforme a lo mencionado en el apartado de
material y métodos (TE, TE+ y otros sindromes tremoricos; OTS), para cada parametro del

test de serotonina (Fig. 07).
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La parte superior izquierda del gréafico, representa el contenido basal de serotonina con
umbral 1,73 nmol/mg proteina para los 5 grupos. En la parte superior derecha del grafico, se
observa la captacion total 5 H-T, umbral 7,95 nmol/mg proteina. Y por ultimo, en la seccion
inferior queda reflejado el umbral 5,97 nmol/mg proteina para la captacion especifica de este

neurotransmisor.

Conforme a lo observado en la captacion basal, total y especifica para los 5 grupos; el
Temblor Esencial se comporta mas como un voluntario clinicamente sano frente a un paciente
con enfermedad de Parkinson. Por su parte, el Temblor Esencial Plus se diferencia
estadisticamente con respecto al control, tanto en la captacion total como especifica, sin
encontrarse discrepancias significativas con respecto a la enfermedad de Parkinson. Con el
andlisis estadistico utilizado, no hemos conseguido resultados estadisticamente significativos
entre TE y TE plus observando sin embargo la clara tendencia en la que la mayoria de los TE
plus se comportan de manera diferente con respecto a un TE. En el test de serotonina, esto
queda reflejado cuando se obtienen para este grupo niveles inferiores a los limites

establecidos de 5-HT.

En este apartado no se analizan los resultados por separado de los otros 3 Sindromes
Tremoricos (farmacologico, funcional y ortostatico) por no tener un valor muestral
suficientemente representativo, tendiendo no obstante a diferenciarse de los Temblores

Esenciales Plus.
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DISCUSION

1. SINTOMAS NO MOTORES

Tal y como se coment6 en el apartado de resultados el 50% de nuestra muestra tenia algiin
sintoma no motor y el 31% tenia 2 o mas. Al comparar nuestros resultados con el estudio de
Mayela R-V et all [21], que analiza sintomas no motores en la EP estableciéndose en = 78 %
y grupo control = 41% podemos concluir que, la prevalencia de sintomas premotores de la

muestra estudiada estd mas alineada con la de los controles que con la EP.

Mientras que en la EP los sintomas no motores son mas especificos y utiles para la
orientacion diagndstica precoz, en los sindromes tremoricos de nuestra poblacion de estudio,
la prevalencia es similar a la de un grupo control. Los hallazgos de nuestra investigacion
apoyan la asociacion de los sintomas no motores con la EP y no con otros sindromes

tremoricos.
2. EDAD

Segutn la estadistica calculada en nuestro estudio, los pacientes con TE plus si son mayores en
edad pero no se han encontrado evidencias significativas con respecto a la edad de inicio entre

ambos grupos.

Basandome en la revision del estudio de Lolekha, P. et all, los pacientes con TE-plus
mostraban una edad significativamente mayor. No obstante, nuestros resultados difieren en
cuanto a la edad en el momento del inicio del temblor, que en su estudio resulta también
mayor en los pacientes con TE plus respecto a TE. [22] Esta discordancia puede deberse al

pequefio tamafio de nuestra muestra.
3. TIEMPO DE EVOLUCION DE LA ENFERMEDAD

En nuestro estudio, es crucial considerar el sesgo de deteccion al analizar estas variables. Este
sesgo se manifiesta porque los TE plus tienden a estar sobrerepresentados en comparacion
con los TE puros. La razén de esto radica en que los TE plus, al ser una condicién que
requiere seguimiento y atencién médica continua, son mas propensos a ser detectados y, por

ende, incluidos en el estudio. En contraste con los TE, que pueden no requerir la misma
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atencion médica mantenida y por tanto, no llegar a ser registrados en las consultas del

hospital.

Este sesgo podria explicar la menor proporcion de sujetos con TE de larga evolucion o por el
contrario, como se analiza en el articulo de Louis ED et all [23] muchos de estos TE que en
un inicio se comportaban como puros, si que evolucionan y adquieren otras caracteristicas que

terminan en TE plus.
4. ANTECEDENTES FAMILIARES

Los datos que refleja nuestro analisis acerca de la asociacién entre la presencia de
antecedentes familiares de temblor y la ocurrencia de temblor en los pacientes de la muestra,

son similares a los que podemos observar en la bibliografia publicada.[24]

En el estudio de Harsh V. Gupta, et all con una muestra de casi 3000 pacientes con Temblor
Esencial, el 64% también tenian antecedentes familiares conocidos de Temblor. Esto puede
ser importante para comprender la etiologia y la predisposicion genética del TE y TE Plus.Y,
de la misma forma, diferenciarlo con respecto a la EP, enfermedad en la que la asociacion

familiar es muy infrecuente, salvo en los casos de inicio en la juventud.

Debemos destacar que los 2 pacientes con temblor farmacoldgico no presentan antecedentes

familiares de temblor. Como cabria esperar dada la ausencia de base genética de esta entidad.

5. ALTERACIONES TIROIDEAS

La revision de dos estudios observacionales realizados en diferentes areas de Espana de
manera oportunista, informan de que la prevalencia aproximada de hipotiroidismo subclinico
es del 3 al 15% dependiendo de la poblacion estudiada.[25] Tras el estudio estadistico de
nuestra muestra se confirma una relacién significativa entre TE - TE plus, y la mayor
incidencia de hipotiroidismo subclinico respecto a la poblacion general. Los citados estudios
hacen referencia al incremento de casos en el sexo femenino de hasta 3 veces mas, pero en

nuestra muestra de pacientes es igual para ambos sexos.

6. RESULTADO TEST SEROTONINA

Tal y como comentamos en el apartado de resultados, se observa una pequefia tendencia a la
disminucién de captacion total de SH-T en el conjunto de Sindromes Tremoricos (TS)
respecto a un sujeto control. Debemos recordar que de la practica totalidad de nuestra muestra

(TS), 32/36, son pacientes con Temblor Esencial y Temblor Esencial Plus.
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En el articulo de Roberto Erro et all se evidencia una revision sistemdtica de todos los
estudios clinicos, electrofisiologicos, de imagenes y anatomopatologicos indexados en la base
de datos Medline acerca del Temblor Esencial. De este se concluye que algunos autores
argumentaron que la nueva categoria Temblor Esencial Plus podria ser una manifestacion
tardia del TE, otros sugirieron que podria ser una variante del TE, mientras que otros
propusieron que podria representar un estado de transicion entre el TE y la enfermedad de
Parkinson. [26] Una de las principales hipotesis es la posible denervacion dopaminérgica en
aquellos pacientes con Temblor Esencial que presentan caracteristicas de “Plus”, como el
temblor en reposo, lo que evidenciaria una progresion hacia enfermedad de Parkinson. Este
hecho se evidencié en alguno de los estudios gracias al DATSCAN, técnica de imagen que
evalua la funcion del sistema dopaminérgico en los ganglios de la base. En cambio, en nuestro
estudio se reviso los pacientes con esta prueba de imagen y de 19 pacientes con TE y TE plus,
solo presentaban alteraciones 2 de ellos. En concreto; el paciente 715Q, con hipocaptacion en
los ganglios de la base y alteracion en los tres niveles del test de serotonina y paciente 459H,
sin alteraciones en el test e hipocaptacion de los ganglios de la base por debajo del limite

inferior de la normalidad.

De igual manera, esta ultima teoria acerca de la superposicion de la enfermedad de Parkinson
en Temblor Esencial Plus, es la que podria explicar esta leve disminucidon de captacion y
acumulacion total y/o especifica plaquetaria en pacientes TE plus, tal y como se observa en la
Fig.07. Respecto a nuestro estudio, de los 32 pacientes con TE (12) - TE plus (20);14
presentaron alteraciones en el test de serotonina, de los cudles 12, corresponden al grupo TE
plus y solo 2 a TE. Asi confirmamos como el TE plus se comporta mas como una EP y el TE

se asemeja mas a Ctrl.
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CONCLUSIONES

En cuanto a los resultados del test de serotonina, se observo una pequeiia tendencia a la
disminuciéon de la captacion total y especifica de SH-T en el conjunto de Sindromes
Tremoricos (TS), sin llegar a ser estadisticamente significativa respecto a los controles sanos.
Esta disminucidn es mas pronunciada en los pacientes con Temblor Esencial Plus (TE plus),
lo que podria indicar una superposicion con la EP. En nuestro estudio, la mayoria de los
pacientes con alteraciones en el test de serotonina pertenecen al grupo TE plus, lo que apoya
la hipotesis de que el TE plus tiene caracteristicas mas similares a la Enfermedad de
Parkinson (EP) que al TE puro. En contraposicion, el Temblor Esencial (TE) se asemeja mas

al grupo control presentando ambos diferencias significativas en el test con respecto a la EP.

Por tanto, el test de serotonina en plaquetas parece prometedor como herramienta diagnoéstica
en el diagnostico diferencial entre TE, TE-Plus y EP. Si podemos realizar con mayor certeza
el diagndstico, también podremos asegurar las implicaciones terapéuticas y pronodsticas

diferentes para cada enfermedad.

Como hallazgos no descritos hasta el momento en otros estudios, en nuestra muestra
encontramos una relacion significativa entre Sindromes Tremoricos (TE- TE Plus) y una
mayor incidencia de hipotiroidismo subclinico en comparacion con la poblacidon general, sin

diferencia significativa entre sexos.

Aunque los pacientes con TE plus son mayores en edad en comparacioén con aquellos con TE,
no se encontraron diferencias significativas en la edad de inicio del temblor entre ambos
grupos. Esta diferencia en la edad total pero no en la edad de inicio, contrasta con algunos
estudios previos y sugiere que en nuestra muestra la progresion del TE a TE plus no

necesariamente se relaciona con el inicio mas temprano del temblor.

Existe un sesgo de deteccion en el estudio, ya que los TE plus tienden a ser mas detectados
debido a la necesidad de seguimiento médico continuo. Este sesgo puede explicar la mayor
proporcion de casos de TE plus en comparacion con los TE en nuestra poblacion de estudio.O
por el contrario, indicar que muchos casos inicialmente diagnosticados como TE evolucionan

con el tiempo para adquirir caracteristicas adicionales que los clasifican como TE plus.
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La asociacion entre antecedentes familiares de temblor y su ocurrencia en los pacientes de
nuestra muestra es consistente con la literatura publicada, lo que subraya la importancia de la

predisposicion genética en el TE y TE plus.

Finalmente, los resultados del estudio indican que la prevalencia de sintomas no motores en la
muestra estudiada es mas similar a la de un grupo control que a la de la EP. Esto sugiere que,
a diferencia de la EP donde los sintomas no motores son mas especificos y utiles para el

diagnostico precoz, en los sindromes tremoricos, no son tan distintivos ni precisos.
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;QUE HE APRENDIDO CON ESTE TFG?

Creo que gracias a este trabajo, he conseguido sentirme independiente para completar

determinadas tareas que hasta la fecha no habia realizado.

En mi caso, me encontraba yo sola en la consulta de Neurologia con mis pacientes y era la
unica responsable de realizar una correcta historia clinica, exploracion y resolver las dudas
que pudieran tener acerca del estudio, acordes a su enfermedad o pruebas complementarias.
Todo lo que fuese 1til para mi, con respecto al estudio, pero que también les pudiese ayudar a
ellos, que se prestaban voluntariamente para participar. Siempre con el respaldo de la Dra.
Mercedes Pueyo y la Dra Carolina Hernandez, que siempre se prestaron a ayudarme cuando

lo necesitaba.

Otro de los puntos que destacaria, ya que no esperaba dominar en la carrera de Medicina, es la
extraccion de sangre. Puesto que suele ser una técnica relacionada la mayoria de la veces con
la enfermeria. Tuve que aprender gracias a una familiar y a las enfermeras Olivia y Elena de
las consultas de Neurologia, que siempre supervisaron mi trabajo. Comencé con conocidos
que se prestaron a ser los primeros, para ya después tener la confianza de efectuar la técnica
con los pacientes. Normalmente, pacientes mayores, pluripatologicos y con temblor que

dificultaron con creces la tarea.

Ya por ultimo, el contacto de nuevo con el laboratorio. Todos los procedimientos se realizan
con delicadeza, perfeccionismo y el tiempo empleado que conlleva el proceso de cada
muestra te ayuda a apreciar el trabajo que hay detras del nimero que refleja cada anélisis.
Quiero agradecerle al Dr. Pablo Montenegro y Alicia Méndez por tener paciencia y

explicarme todo paso a paso.
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ANEXOS

TABLA RESUMEN DE LA MUESTRA DE PACIENTES CON TEMBLOR

087G

T13M

715Q

946H

326R

960E

918E

401X

772X

397B

s1cC

495E

257E

001L

507N

339F

823K

055C

624P

173L

148W

488A

456F

209H

459H

918K

9718

T88R

282H

197H

289D

055R

344G

427L

490B

3,13

Basal

0,63

0,44

Uptk

10,86

7,87

17,16

10,83

12,85

11,24

13,07

11,94

11,45

747

spe Uptk

11,19

8,89

spe Uptk

6,98

591

462

Diagnéstico

Temblor esencial

‘Temblor esencial plus

Temblor esencial plus

Temblor esencial plus

Temblor esencial plus

Temblor esencial

Temblor esencial plus

Temblor esencial

Temblor esencial plus

Temblor esencial

Temblor esencial plus

Temblor farmacolé gico

Temblor esencial plus

Temblor esencial plus

Temblor esencial

Temblor esencial

Temblor esencial

Temblor esencial plus

Diagnéstico

Temblor esencial

Temblor esencial

Temblor esencial plus

Temblor esencial plus

Temblor farmacologico

Temblor esencial plus

Temblor esencial plus

Temblor esencial plus

Temblor esencial

Temblor esencial plus

Temblor funcional

Temblor esencial

Temblor esencial plus

Temblor esencial plus

Temblor ortostdtico

Temblor esencial

Temblor esencial plus

Temblor esencial plus

Notas

HTA, AF Temblor, sin sintomas no motores
HTA, AF Temblor, sin sintomas no motores

HTA, AF Temblor
Insomnio ¢ hiposmia como sintomas no motores

HTA, plaquetopenia, vértigo periférico, artrosis, hipotiroidismo subclinico, AF temblor, contacto con insecticidas,
Trastorno conducta suefio REM y estrefiimiento como sintomas no motores
HTA, DM2, artrosis, AF Temblor, sin sintomas no motores

Artrosis, hipertirodismo subelinico, AF temblor, sin sintomas no motores
HTA, DM2, hipotiroidismo subclinico

Depresién, insomnio y disfagia como sintomas no motores

Hernia discal-osteoporosis, AF familiares, sin sintomas no motores
Osteoporosis, hipotiroidismo subclinico

Depresion, insomnio y estrefiimiento como sintomas no motores

DM, artrosis, sin sintomas no motores

HTA,DM2, artrosis, sin sintomas no motores

HTA,DM2, artrosis, sin sintomas no motores

HTA, vértigo periférico, AF temblor, sin sintomas no motores

HTA, artrosis, AF temblor

Depresion como sintoma no motor

Migrafias, hipotiroidismo subclinico, sin sintomas no motores

Artrosis, contacto con insecticidas, AF temblor, sin sintomas no motores

AF temblor, sin sintomas no motores

HTA, iroi subclinico,contacto con sin sintomas no motores

HTA, vértigo periférico, hipotiroidismo subclinico, AF temblor, sin sintomas no motores

Artrosis
Depresion como sintoma no motor

Artrosis, AF temblor
Depresion y estrefiimiento como sintomas no motores

AF temblor
Trastorno de la ocnducta suefio REM como sintorna no motor

HTA, Micloma miltiple, sin sintomas no motores

HTA, vértigo periférico, artrosis, hipotiroidismo subclinico, AF temblor, sin sintomas no motores

HTA, artrosis
Alferaciones del suciio y problemas memoria de fijacién como sintomas no motores

HTA, lupus, vértigo periférico
Estrefiimiento y alteraciones del suefio como sintomas no motores
AF temblor, sin sintomas no motores

HTA, DM2, plaquetopenia, AF temblor
Depresion, estrefiimiento y suefio como sintomas no motores

HTA, espina bifida, vértigo periférico, herias discales, hipotiroidismo subclinico, AF temblor
Depresion como sintoma no motor

DM2, hipotiroidismo subclinico, AF temblor
Depresion y alteraciones del suefio como sintomas no motores

HTA, DM, atrosis, AF Temblor
Depresién y alteraciones del suefio como sinfomas no motores

HTA, DM2, plaquetopenia, artrosis, hipotiroidismo subclinico
Depresion, estrefiimicnto y disfonia como sintomas no motores

DM2, epilepsia, hernia, hipotiroidismo subclinico, AF temblor
Alteraciones del suefio como sintoma no motor

Hernia discal-osteopenia
Insomnio como sintoma no motor

HTA, artrosis, AF temblor
Depresion como sintoma no motor
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Universidad Depanamento de Medicina Fisica y Farmacologia
de La Laguna

HOJA INFORMATIVA.

Usted va a participar voluntariamente en un proyecto de investigacion que tiene
por objeto diagnosticar la Enfermedad de Parkinson, con mucha mis antelacion
de la que hoy es posible.

Para ello donard 20mL de su sangre mediante una extraccion estindar practicada por
un profesional sanitario autorizado del Hospital Universitario de Canarias. Estas
muestras seran remitidas al Laboratorio de Farmacologia de la Facultad de Medicina
para su estudio.

Los médicos del Servicio de Neurologia mantendrin su anonimato y los
investigadores de la Facultad no tendran acceso a sus datos personales ni a su historial
clinico, mds que en los aspectos relevantes para esta investigacion.

Este proyecto de investigacion ha sido informado favorablemente por los Comités de
Etica del Hospital Universitario de Canarias y de la Universidad de La Laguna y estd
financiado por el Ministerio de Ciencia, Innovacion y Universidades del Gobierno de
Espafia.

En la hoja adjunta tiene el Consentimiento Informado. No se contemplan nuevas
extracciones. El estudio no supone ninglin riesgo afiadido a la prictica clinica basica
hospitalaria.

Informacion de contacto.

Dr. Ricardo Borges 922.319346; rborgesiaull.es
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COMITE ETICO

u oy
Servicio E Goblerno
de Canarias

Canario de la Salud

The research project entitled: "Functional analysis of secretory vesicles from
peripheral tissues for the preclinical diagnostic of Parkinson's Disease"
(CHUC_2020_80), has been evaluated by the Institutional Review Board (IRB) of the
Hospital Universitario de Canarias, as approved in the session held on 23rd July 2020.
The IRB evaluated several aspects of the project:

The clinical data to be used in this study research are suitable and appropriate for
the project.

The capability and skills of the Main Researcher and the available tools and
techniques are appropriate to achieve the goals of the study, and they do not interfere
with the respect of the ethical guidelines and current regulations. The appropriate
Informed consent of the participants are clearly defined and according to the legal and
ethical Spanish regulations.

Thereby, the IRB of the Hospital Universitario de Canarias approve the project
for the ethical and legal aspect of the afore mentioned study at the following centers and
researchers:

- Universidad de La Laguna - Dr. RICARDO BORGES JURADO

- Hospital Universitario de Canarias — Dr. FRANCISCO CARRILLO PADILLA

- Hospital Universitario Nra. Sra de Candelaria — Dr. FERNANDO MONTON ALVAREZ
- Centro Neurolégico Dr Alayon — Dr. ANTONIO ALAYON FUMERO

Prof. Emilio J. Sanz
President of the Institutional Review Board
Hospital Universitario de Canarias



