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When no one else can understand me
When everything | do is wrong

You give me hope and consolation
You give me strength to carry on

And you're always there to lend a hand
In everything | do

That's the wonder

The wonder of you

The Villagers - The wonder of you (2017)

A Izaskun, Malen y Elene.






| will always be
Hoping, hoping
You will always be

Holding, holding my heart in your hand

When it will be right?

| don't know

What it will be like?

| don't know

We live in hope of deliverance

From the darkness that surrounds us

Hope of deliverance

Paul McCartney - Hope of deliverance (1993)

A mi madre.

A mi familia.
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RESUMEN

La pardlisis supranuclear progresiva (PSP) es una enfermedad
neurodegenerativa que se manifiesta clinicamente como un parkinsonismo
atipico y su base patoldgica son los depédsitos de proteina tau en neuronas y
células gliales. Es la taupatia primaria mas frecuente. El diagndstico definitivo
es neuropatoldgico y, en los ultimos afios, se ha avanzado en la definicion de
criterios clinicos de diagnostico mas sensibles y especificos y en la
identificacion de potenciales biomarcadores.

La hipétesis de este trabajo es que existe una correlacion entre la diferente
densidad y distribucién de los depédsitos de proteina tau en las distintas
estructuras del encéfalo y la expresion fenotipica de la PSP. A su vez, esta
expresion clinica podria estar influida por la interaccion de la proteina tau con
otros depdsitos proteicos neuronales. Ademas, se plantea que la activacion
de la microglia puede jugar un papel en la fisiopatologia de la enfermedad.

El objetivo general de este trabajo es analizar las caracteristicas
clinicopatoldgicas de la PSP en un estudio retrospectivo postmortem y
explorar el papel de la microglia en su fisiopatologia. Para ello se propone
estudiar la distribucion de fenotipos clinicos tras la aplicacién de diferentes
criterios clinicos de diagndstico para la PSP y comparar los fenotipos
resultantes en funcion de la carga y distribucién de la proteina tau; explorar la
relacion del depdsito de la proteina tau con los de otras proteinas mal
plegadas como la alfa-sinucleina; y explorar la expresion génica de un gen
candidato, TREMZ2 (Triggering Receptor Expressed in Myeloid cells type 2),
relacionado con la inflamacion y la activacion microglial en la PSP y su
potencial uso como biomarcador de la enfermedad.

Para su desarrollo, se han elaborado 3 trabajos que constituyen una unidad
tematica. En el primero de ellos, se realiza un estudio descriptivo transversal
de las caracteristicas clinico-patolégicas de la serie de 34 casos de PSP del
biobanco de Navarrabiomed que fallecieron entre los afios 2005 y 2017, y se
compara los depodsitos de la proteina tau entre los fenotipos clinicos
resultantes tras la aplicacion retrospectiva de diferentes criterios clinicos de
diagndstico. En el segundo trabajo, se describen los casos que presentan una
coexpresion en las mismas neuronas de la proteina tau y alfa-sinucleina
mediante técnicas de doble inmunohistoquimica e inmunofluorescencia. En el
tercer trabajo, se realiza un estudio observacional descriptivo de casos y
controles comparando la expresion del gen TREMZ2 en muestras de la SN de
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24 casos de PSP y controles sin neuropatologia, y se analiza la correlacion
entre la expresion del gen y los depésitos de la proterina tau.

18



1. INTRODUCCION

1.1.Historia

J. Clifford Richardson fue la primera persona que describié clinicamente la
enfermedad. Era un neurdlogo canadiense formado en el Hospital Queen
Square londinense que desarrollé su actividad en el Hospital General de
Toronto y en el hospital militar Sunnybrook. En 1955, un amigo de 52 afios le
consultd por torpeza motora, alteraciones visuales y olvidos y a lo largo de los
4 afos siguientes, desarrollé oftalmoparesia vertical, sindrome pseudobulbar,
distonia cervical y demencia. La atipicidad del caso suscitd su interés y en los
siguientes afios encontré otros 9 casos similares de los que 7 ya estaban
fallecidos en 1960. Los primeros estudios neuropatoldgicos los catalogaron
como parkinsonismos postencefaliticos, sin embargo, este diagndstico no le
convencia a Richardson. Asi, en 1962, insté a J. Olszewski y J.C. Steele a
revisar los casos. Olszewski era un experto neuropatologo de origen polaco y
Steele era residente de neurologia, juntos examinaron los hallazgos
patologicos de los casos (Williams et al., 2008) (Figura 1).

Figura 1. Richardson, Olszewski y Steele.

Izda: J. Clifford Richardson (1909-1986). Centro: Jerry Olszewski (1913-1964). Dcha: John
C. Steele (1934). From Progressive Supranuclear Palsy: clinical and research approaches,
edited by Irene Litvan and Yves Agid, copyright 1992 by oxford university press, inc. (Litvan
and Agid, 1992). Reproduccion actual con autorizacion de Oxford University Press, inc.

En 1963, Richardson presentd la descripcion clinica de los casos en la
reunién anual de la Asociacion Americana de Neurologia y Olszewski los
hallazgos patoldgicos en la Asociacion Americana de Neuropatologia. En abril
de 1964, juntos publicaron la descripcion clinicopatolégica de la enfermedad
incorporando el término de "paralisis supranuclear progresiva" propuesto por
Richardson.
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En las décadas siguientes se fueron describiendo nuevos casos en distintas
regiones geograficas que confirmaban la existencia de una entidad
previamente desconocida (Williams et al., 2008).

1.2. Epidemiologia

La PSP es el parkinsonismo atipico mas frecuente. La edad media de
presentacion es en torno a los 65-70 afios sin diferencia entre sexos (Agarwal
and Gilbert, 2020; Respondek et al., 2014; Viscidi et al., 2021). La prevalencia
de la enfermedad es dificil de estimar y existe variabilidad en los trabajos
publicados. En estudios comunitarios de regiones especificas como
Newcastle o Londres, a través de la revisidn clinica de casos, la prevalencia
encontrada fue de 5-6,5 casos por 100.000 habitantes (Nath et al., 2001,
Schrag et al., 1999) mientras que en estudios poblacionales a partir de la
informacion de registros clinicos esta tasa se redujo a 1-1,39 por 100.000
habitantes (Golbe et al., 1988; Nath et al., 2001). Mas recientemente, se ha
descrito prevalencias mas elevadas (8,3 por 100.000 habitantes) a partir de
registros de diagndsticos clinicos en una region especifica de Suiza (Fleury et
al., 2018) e incluso un aumento en la prevalencia de la enfermedad en un
area de Japdén en comparacion con la década anterior (hasta 17,3 casos por
100.000 habitantes) (Kawashima et al., 2004; Takigawa et al., 2016). Esta
tendencia puede estar influida por un envejecimiento creciente de la
poblaciébn, una mayor sensibilizacion hacia el diagnéstico de las
enfermedades raras, la inclusion de los subtipos emergentes de la
enfermedad o posibles variaciones geograficas. Por otra parte, en el estudio
mas reciente hasta la fecha sobre la prevalencia de la PSP en Estados
Unidos se estimd una tasa de 2,95 por 100.000 habitantes. Fue obtenida a
partir de diagndsticos codificados en conjuntos de bases de datos de
aseguradoras  estadounidenses con sesgos que  probablemente
infradiagnostican la prevalencia de la enfermedad como la no aplicacién de
los nuevos criterios para el diagndstico clinico (Hoglinger et al., 2017) o la
menor representacion de pacientes ancianos (Viscidi et al., 2021).
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1.3.Fisiopatologia

La clasificacién neuropatologica de las enfermedades neurodegenerativas se
realiza en funcion de las proteinas que conforman los depdsitos en el cerebro.
El término "taupatia” incluye aquellas enfermedades, esporadicas o familiares,
relacionadas con acumulos filamentosos de proteina tau fosforilada. La PSP
se incluye dentro del grupo de las taupatias primarias donde se considera que
la proteina tau es el primer factor que contribuye a la neurodegeneracion
(Tabla 1). Las taupatias se diferencian segun las isoformas de tau
predominantes en los depdsitos cerebrales. En la PSP existe un predominio
de las isoformas 4R (explicadas a continuacion, 1.3.1). El desencadenante
inicial que favorece la fosforilacion y agregacion fibrilar de la proteina tau se
desconoce, pero si se han identificado factores ambientales y genéticos
predisponentes. (Arendt et al., 2016).

Tabla 1. Clasificacion de las taupatias.

TAUPATIAS PRIMARIAS

Isoformas 3Ry 4R Predominio 4R Predominio 3R
PP PSP Enfermedad de Pick
ELAPD CBD FTDL-17
PART AGD
FTDL-17 Taupatia globular glial
ARTAG
FTDL-17

TAUPATIAS SECUNDARIAS

Isoformas 3R y 4R Isoformas cortas ON3R

Enfermedad de Alzheimer Distrofia miotonica
Sindrome de Down

Enfermedad de Niemann-Pick tipo C

Encefalopatia traumatica cronica

Enfermedad por cuerpos de Lewy

Enfermedad pridnica

Modificada de T. Arendt et al.,2016 y Stamelou et al., 2021
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En la tabla se incluyen las principales taupatias primarias y secundarias categorizadas en
funcion del predominio molecular de las isoformas de tau. PP, parkinsonismo postencefalitico;
ELAPD, complejo parkinsonismo-demencia-esclerosis lateral amiotréfica; PART (primary age-
related tauopathy); FTLD-17, Frontotemporal dementia and parkinsonism linked to
chromosome 17; CBD, degeneracién cérticobasal; AGD, enfermedad por cuerpos argiréfilos;
ARTAG, agin-related tau astrogliopathy.

1.3.1. Funciones de la proteina tau

La proteina tau estd codificada por el gen MAPT (microtuble-associated
protein tau) localizado en el cromosoma 17 (Figura 2). Este gen contiene 16
exones que tras su splicing alternativo de los exones 2, 3 y 10 expresa 6
isoformas diferentes en el cerebro humano. Estas isoformas se diferencian
por la presencia de 3 (3R) 0 4 (4R) dominios de unién a microtubulos en el
extremo C-terminal, segun se incluya o no el exon 10; y de ninguna (ON), una
(1N) o dos (2N) inserciones aminoterminales, codificadas por los exones 2y 3
(Goedert et al., 1989).

Figura 2. Splicing de la proteina tau.

Exons

{12 {4 - a7 HE3H o} 121314

) Splicing

. ! N N v S \V/ LT s N name

NI | N2 | - R | Rz | R3 | R4 | | 2N4R
{ [R1 | R2Z [ R3 | R4 | | 1IN4R
| l | R1 [ R2 [ R3 | R4 | | ON4R
[ N1 [ N2 | [ R1 } [R3 | R4 | | 2N3R
l [ R1} [ R3 [ R4 | | IN3R
' | [ R1 | [ R3 | R4 | | ON3R

Modificada de la original, procedente de (Wang and Mandelkow, 2015)

La figura muestra la distribucion de exones del gen MAPT en el cromosoma 17 y las 6
isoformas resultantes tras el splicing alternativo de los exones 2, 3y 10.

En humanos, la distribucion cerebral de las isoformas 3R y 4R es diferente
segun la edad del desarrollo. En el cerebro adulto sano tienen una
representacion similar mientras que en el feto hay un predominio de las
isoformas de menor tamafo (3RNO) lo que se ha relacionado con la
plasticidad cerebral y la creacidn de sinapsis de esta etapa madurativa (Liu et
al., 2007; Nunez and Fischer, 1997).
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En neuronas, la proteina tau se expresa predominantemente en los axones.
Su funcién principal es la unién a microtubulos y la regulacion de procesos
dindmicos como la diferenciacién, elongacion o el transporte axonal celular
(Binder et al., 1985; Drechsel et al., 1992). Ademas, la proteina tau
interacciona con una larga lista de proteinas y otros elementos celulares
(kinasas, microtubulos, DNA [acido desoxirribonucleico], RNA [acido
ribonucleico], membrana plasmatica, ribosomas, neurofilamentos, etc.) siendo
probable que participe en procesos de sefalizacion celular (Arendt et al.,
2016; Brandt et al., 1995; Lee et al., 2004). Se ha identificado la localizacion
neuronal extra axonal de la proteina tau en la region subsinaptica de las
dendritas donde reduce la transduccion de sefiales sinapticas y modula la
plasticidad sinaptica mediante la interaccién con los filamentos de actina
(Ittner et al., 2010; Morris et al., 2011; Tashiro et al., 1997), o en el nucleo
donde estabiliza el genoma mediante la unién a los acidos nucleicos (Sultan
et al., 2011).

También se ha descrito la presencia extraneuronal de la proteina tau en
células gliales participando en la estabilizacion de microtubulos en astrocitos y
oligodendrocitos (Gorath et al., 2001; Klein et al., 2002; Papasozomenos and
Binder, 1987); y se ha identificado extracelularmente en el liquido intersticial
cerebral y en el liquido cefalorraquideo (Yamada et al., 2011).

1.3.2. Formacion de agregados de tau en la PSP

La proteina tau sufre varios cambios postraslacionales para la regulacion de
su actividad (Rosler et al., 2019). La fosforilacion fisiolégica de la proteina tau
modula su afinidad por los microtubulos y otras moléculas regulando el
transporte axonal y la transmision sinaptica (Hanger et al., 2009). El
desequilibrio entre las proteinas quinasas y fosfatasas que participan en este
proceso deriva en la hiperfosforilacion de la proteina y su agregacion fibrilar
(Despres et al., 2017). La hiperfosforilacion de tau se ha asociado con menor
afinidad de la proteina por los microtubulos y su redistribucién en el soma
celular y procesos dendriticos lo que conlleva una alteracién del transporte
axonal y de la transmision sinaptica (Kanaan et al., 2011; Liu et al., 2007,
Shoeibi et al., 2019a).

Otras modificaciones postraslacionales fisioldgicas de la proteina tau, como la
acetilacion o la O-GlIcNAcetilacion, también regulan su fosforilacion. La
acetilacién impide la degradacién de la proteina y favorece la accion de las
enzimas kinasas (Irwin et al., 2012; Min et al., 2010), mientras que la O-
GIcNAcetilacion es una glicosilacion de la proteina que dificulta su
fosforilacidn en regiones especificas (Liu et al., 2004).
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La proteina tau también puede ser fragmentada. Todavia se desconoce si la
presencia de fragmentos de tau supone un paso previo que favorece la
posterior agregacion de la proteina o si es la consecuencia de los intentos
fisioloégicos de la degradacién de los agregados ya formados (Résler et al.,
2019).

Antes de alcanzar la estructura neurofibrilar que identificamos en los estudios
anatomopatolégicos de las taupatias, se ha descrito un proceso de
polimerizacion de mondémeros y dimeros de la proteina tau, pasando por
oligbmeros solubles y oligomeros granulares que conforman las fibras de tau
(Soeda and Takashima, 2020) (Figura 3). En un modelo animal de taupatia
humana, la supresion del gen mutado se asoci®6 a un cese de la
neurodegeneracioén y a una mejoria clinica a pesar de persistir la progresion
de los ovillos neurofibrilares de tau, lo que cuestiona el papel patogénico de
los depdsitos fibrilares (SantaCruz et al., 2005). En este sentido, se plantea
que son las formas solubles de la proteina las que podrian estar implicadas
en la neurodegeneracion (Cowan and Mudher, 2013; Gerson et al., 2014,
Shafiei et al., 2017).

Figura 3. Esquema de la agregacion de la proteina tau.
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La figura muestra el proceso de agregacion de la proteina tau en el que, al ser
hiperfosforilada, se desprende de los microtubulos y se traslada hacia el compartimento
somatodendritico de las neuronas. Los estudios in vitro han demostrado que tau se ensambla
para formar oligémeros de tau y oligdmeros granulares de tau antes de formar los ovillos
neurofibrilares.

Por otra parte, los recientes estudios de criomicroscopia electronica han
identificado una conformacién estructural diferencial de los protofilamentos

24



que conforman los depdsitos de tau en varias taupatias como la enfermedad
de Alzheimer (EA), encefalopatia cronica postraumatica (CTE, ), enfermedad
de Pick (PiD, Pick disease), degeneracidén corticobasal (CBD, corticobasal
degeneration), enfermedad por granos argirdfilos (AGD, argyrophilic grain
disease), taupatia globular glial (GGT, globular glial tauopathy), astrogliopatia
tau asociada a la edad (ARTAG, aging-related tau astrogliopathy) o PSP
(Fitzpatrick et al., 2017; Scheres et al., 2020; Shi et al., 2021). Estas
diferencias no se explican exclusivamente por las isoformas de la proteina tau
que las conforman. Los diferentes protofilamentos se distinguen por el grado
de plegamiento y a su vez pueden ensamblarse de forma variable, incluso
dentro de la misma enfermedad, para formar los agregados fibrilares de la
proteina. Estas variaciones estructurales y la interaccion con otras moléculas
del exterior e interior de los filamentos conducirian a la variabilidad clinica de
las taupatias (Fitzpatrick et al., 2017; Scheres et al., 2020; Shi et al., 2021)
(Figura 4). Concretamente en la PSP, los protofilamentos se disponen en un
plegamiento de 3 capas, parecida a la de otra taupatia 4R como la GGT,
aunque diferente a la estructura de 4 capas de la CBD y la AGD. Esta
estructura estaba presente en casi todos los casos de PSP que se analizaron,
incluyendo distintos fenotipos corticales y subcorticales (Shi et al., 2021). Solo
un caso de PSP con fenotipo de demencia frontal, presenté una distribucion
de protofilamentos diferente, con caracteristicas mixtas a la forma de plegarse
de los casos de PSP y de GGT, y los autores plantean que pueda tratarse de
una taupatia previamente desconocida (LNT, limbic inclusion body 4R
tauopathy) (Shi et al., 2021).

Estos hallazgos abren la puerta a una nueva clasificacion molecular de las
taupatias, distinguiendo en las taupatias 4R, el grupo con protofilamentos
plegados en 4 capas (CBD, AGD, ARTAG) y el grupo de los que se pliegan en
3 capas (PSP, GGT, LNT) (Shi et al., 2021). Sin embargo, estos hallazgos
han de ser confirmados en mas muestras que incluyan diferentes estadios de
la enfermedad, para dilucidar si la composicion de los depdsitos analizados en
la fase final de la enfermedad, tienen relacién con la formas toxicas de tau de
los estadios iniciales (Hoglinger, 2021).
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Figura 4. Protofilamentos de la proteina tau en las taupatias.
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La figura muestra la clasificacion de las taupatias primarias y secundarias en funcién de la
estructura en la que se disponen los protofilamentos que conforman las fibras de los
depositos neurofibrilares de tau. GPT, morfologia intermedia entre los protofilamentos de la
GGT y la PSP asociada a la LNT. CTE, encefalopatia traumatica crénica. PiD, enfermedad de
Pick. FBD, demencia familiar britanica. FDD, demencia familiar danesa.

1.3.3. Propagacién de la proteina tau

El mecanismo de propagacion prion-like ha despertado un gran interés en el
estudio de la fisiopatologia de las enfermedades neurodegenerativas. En este
modelo "pridnico", una semilla de tau patoldgica, podria transferirse a las
neuronas y células gliales vecinas e inducir en ellas la formacion de nuevos
depdsitos patologicos en areas anatdmicamente conectadas (Rdsler et al.,
2019).

La existencia de este proceso de transmision entre neuronas, se demostré en
estudios de inoculacion en modelos animales y cultivos celulares (Aguzzi,
2009; Clavaguera et al., 2009). También se ha descrito la participacién de
células gliales en este proceso (Clavaguera et al., 2013; Narasimhan et al.,
2017) con una potencial transmisidn extrasinaptica de tau fosforilada mediada
por exosomas y ectosomas con mediacioén de la microglia (Asai et al., 2015).
Sin embargo, en estudios de inoculacién de homogenados de varias taupatias
en modelos murinos, no se reprodujeron exactamente las caracteristicas de
los depdsitos de la taupatia de origen en los animales inoculados e incluso
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cambio la expresion de las isoformas de la proteina (Andrés-Benito et al.,
2022).

Quedan, por tanto, varias cuestiones por resolver como qué forma de tau
puede actuar como semilla en la propagacién de la enfermedad o cuales son
exactamente los mecanismos que participarian en su liberacién y captacion
por las células implicadas (Rosler et al., 2019).

1.3.4. Factores de riesgo genéticos y epigenéticos

La PSP es una enfermedad fundamentalmente esporadica en la que se
presupone una etiologia multifactorial, interviniendo factores epigenéticos vy
ambientales sobre una predisposicion genética (Rosler et al., 2019).

Existen casos raros de agregaciones familiares con patron de herencia
autosdmica dominante relacionados con mutaciones monogénicas causales
fundamentalmente del gen MAPT y clasificados dentro de la FTDL-17 (Donker
Kaat et al., 2009) (Tabla 1). Suelen presentarse con fenotipos variables y
manifestaciones neuropatoldgicas diferentes de la PSP esporadica, con
depdsitos de tau mas intensos y extensos (Im et al., 2015). También se han
descrito mutaciones patogénicas y potencialmente patogénicas en el gen
LRRK2, principal causa genética monogénica de la enfermedad de Parkinson
(EP), aunque suponen una baja frecuencia y no son significativas en la
determinacién del riesgo genético de la PSP (Sanchez-Contreras et al., 2017).

En las formas esporadicas o de origen multifactorial, existen variantes
genéticas, mas frecuentes que las mutaciones, que asocian un riesgo variable
de desarrollar PSP. Entre ellas, las variantes comunes en el gen MAPT son
las que mas contribuyen al desarrollo de casos esporadicos de PSP (Conrad
et al.,, 1997). Se han descrito 2 haplotipos (H71, H2) del gen MAPT
dependientes de la presencia o no de un polimorfismo de inversion, y H1 se
ha descrito como un factor de riesgo para la PSP, CDB, AGD y la EP (Baker
et al., 1999). Existen varios subhaplotipos que podrian estar implicados,
siendo H71c el que asocia un riesgo aumentado de desarrollar PSP y CBD
(Hoglinger et al., 2011; Pittman, 2005). Recientemente se ha descrito una
débil asociacion entre subhaplotipos de H1 y la intensidad de los depdsitos de
proteina tau en la PSP (Heckman et al., 2019).

Otro gen relacionado con las taupatias es APOE (Apolipoproteina E). A
diferencia del patrén caracteristico de la EA, en la PSP se ha identificado una
menor frecuencia del alelo E4 en los casos frente a los controles (Fujioka et
al., 2013; Hoglinger et al., 2011). Ademas, se ha observado una asociacion
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del genotipo E2/E2 con mayor carga de proteina tau en modelos murinos de
taupatia y en casos de PSP (sobre todo en astrocitos), y se ha relacionado
también con mayor riesgo de PSP (Zhao et al., 2018).

Por otra parte, se identificaron SNPs (single nucleotide polymorphism) con un
riesgo aumentado de PSP en otros genes como STX6, EIF2AK3 o MOBP en
el primer estudio GWAS (genome-wide association study) realizado en la PSP
(Hoglinger et al., 2011). Los productos de estos genes se han relacionado con
el transporte proteico en el reticulo endoplasmico (STX6), la regulacién de la
respuesta a proteinas no plegadas (E/IF2AK3) y con proteinas estructurales
de la mielina del sistema nervioso central (SNC) (MOBP) (Hoglinger et al.,
2011). Otros estudios GWAS posteriores replicaron estos resultados e
identificaron nuevos SNPs relacionados con los genes RUNX2, SLCO1A2,
DUSP10, CXCR4, EGFR y GLDC (Chen et al., 2018, 2019; Sanchez-
Contreras et al., 2018; Yokoyama et al., 2017). Sin embargo, se necesitan
mas estudios para confirmar estos hallazgos y su implicacion en la patogenia
de la PSP (Shoeibi et al., 2019a; Stamelou et al., 2021).

También se han realizado estudios GWAS para analizar la variabilidad
genética dentro de la propia enfermedad. Jabbari et al. compararon el fenotipo
de la forma clasica de la enfermedad (PSP-RS) frente a otros fenotipos
atipicos (PSP-noRS), subcorticales exclusivamente, procedentes de una
cohorte patoldgica y otra clinica. Identificaron un polimorfismo relacionado con
TRIM11, un componente del sistema ubiquitina-proteosoma, que el grupo
PSP-noRS presenté con mayor frecuencia que la forma clasica (Jabbari et al.,
2018). Sin embargo, estas diferencias no fueron reproducidas en una cohorte
exclusivamente neuropatologica (Valentino et al., 2020). Recientemente, otro
SNP relacionado con LRRK2 se ha asociado con la supervivencia en la PSP
(Jabbari et al., 2020).

Respecto a la relacion entre genética y neuropatologia, ademas de las
relaciones descritas entre MAPT y APOE y los depdsitos de tau, se ha
observado que los depdsitos neuronales de tau podrian estar asociados con
redes transcriptomicas relacionadas con las sinapsis y los depdsitos
astrocitarios de tau asociados con la microglia y el sistema inmune (Allen et
al., 2018). También se ha descrito una asociacion entre la variante de TRIM11
y los depodsitos de proteina tau en neuronas, pero no con otro tipo de
depositos (Valentino et al., 2020).

Desde el punto de vista epigenético, un estudio EWAS (epigenome wide
association study) identifico varias zonas con una metilacion diferencial en los
casos de PSP (Weber et al., 2018). La regidn del gen DLX1 agrupé varias de
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ellas, sugiriendo su participaciéon en la patogenia de la enfermedad. Estos
cambios se asociaron con un aumento de los niveles de DLX1, que tiene dos
zonas de unién al promotor de MAPT e influye aumentando la expresiéon de
tau (Rosler et al., 2019; Weber et al.,, 2018). Otro mecanismo epigenético
estudiado en la PSP es la identificacién de micro RNAs (miRNAs), pequefios
RNA no codificantes que regulan negativamente Ila traduccion
postranscripcional de otros genes (Ambros, 2004). Se han identificado varios
mMiRNAs relacionados con la PSP en estudios con muestras neuropatologicas
(Smith et al., 2011; Tatura et al., 2016), sin clara reproduccién en estudios con
muestras de LCR de pacientes con diagndstico clinico de PSP-RS (Nonaka et
al., 2022).

1.3.5. Factores de riesgo ambientales

Varios factores ambientales se han asociado con la PSP, aunque no estan
claramente definidos los mecanismos fisiopatolégicos en los que participan
(Park et al., 2021).

Determinados habitos alimentarios, como la ingesta de frutas de la familia de
las anonaceas, se han relacionado con un aumento de incidencia de PSP en
poblaciones de Guadalupe o Nueva Caledonia (Angibaud et al., 2004;
Caparros-Lefebvre and Elbaz, 1999). La anonacina es un inhibidor del
complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial y se ha relacionado con las
taupatias en modelos animales (Rottscholl et al., 2016).

Otro factor relacionado con la PSP, identificado en varios estudios de casos y
controles, es la asociacion con la exposicion a metales pesados (Kelley et al.,
2018; Vidal et al., 2009). En el estudio ENGENE-PSP fue un factor de riesgo
independiente en el analisis multivariante (Litvan et al., 2016) y también se
consider6 como la probable causa del aumento de incidencia de PSP
identificado en una region del norte de Francia (Caparros-Lefebvre et al.,
2015). Otros posibles factores ambientales relacionados con la exposicidon a
toxicos fueron el consumo de agua de pozo (Litvan et al., 2016) o vivir en
areas poco pobladas (Davis et al., 1988).

El bajo nivel de educacién también se ha relacionado con la incidencia de
PSP y se asocio de manera independiente en el estudio multivariante (Golbe
et al., 1996; Kelley et al., 2018; Litvan et al., 2016; Rabadia et al., 2019; Vidal
et al., 2009), aunque también podria estar relacionado con una mayor
exposicion laboral o familiar a toxicos, (Litvan et al., 2016).
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La hipertension arterial (HTA) crénica se ha relacionado con la inflamacion
(Dinh et al., 2014) y se han demostrado los efectos antinflamatorios de las
estatinas (Quist-Paulsen, 2010). En la PSP, la HTA se ha asociado con la
incidencia de la enfermedad (Rabadia et al., 2019), mientras que el
tratamiento con estatinas podria tener un efecto protector (Bayram et al.,
2020). Estos resultados sugieren que la inflamacion asociada a la
neurodegeneracion tiene un papel en la fisiopatologia de la PSP al igual que
en otras taupatias como la EA (McGuinness et al., 2016; Shah et al., 2012).

1.3.6. Inflamacién, microglia y TREM2

La neuroinflamacion es la respuesta inflamatoria que se produce en el SNC
tras un dafo toxico, infeccioso, isquémico o traumatico. Este proceso esta
mediado por la produccion de moléculas proinflamatorias como citoquinas (IL-
1B, IL-6), factor de necrosis tumoral, prostaglandinas u 6xido nitrico por la
microglia y los astrocitos (Leng and Edison, 2020). La neuroinflamacion esta
asociada también a la neurodegeneracion y existen marcadores moleculares
0 genéticos de la activacién microglial relacionados con las enfermedades
neurodegenerativas (Alster et al., 2020).

Las células de la microglia son células de la inmunidad innata y constituyen el
componente principal del sistema inmune del SNC. En una situacion
fisiologica la microglia tiene funciones de vigilancia inmune, fagocitosis de
detritus, poda sinaptica fisiolégica y mantenimiento de la plasticidad neuronal
(Ousman and Kubes, 2012). Junto con los astrocitos, aportan soporte
neurotréfico y mantienen la homedstasis sinaptica (Attwell et al., 2010; Eroglu
and Barres, 2010). En condiciones patolégicas se produce un cambio o
activacion de la microglia (Varnum and lkezu, 2012). Hasta hace poco tiempo,
se dividia la activacién microglial en la dicotomia M1-M2, basandose en las
clasificaciones de los macrofagos en otros tejidos, siendo M1 un fenotipo de
microglia proinflamatorio y M2 un fenotipo antinflamatorio. Sin embargo, los
conocimientos actuales sugieren que esta simplificacion no representa la
realidad de la activacion microglial, que es mucho mas compleja y variable,
tanto espacial como temporalmente, dentro de una misma enfermedad (Leng
and Edison, 2020). Actualmente, se prefiere el uso del término de "microglia
asociada a enfermedad (DAM, disease associated microglia)" o "microglia
neurodegenerativa (MGnD)" (Qin et al., 2021). Este cambio a MGnD parece
estar relacionado con la via de sefalizacion de TREM2-APOE
(Apolipoproteina E) (Krasemann et al., 2017).

30



Figura 5. Esquema de las funciones de la microglia.
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Desde un punto de vista conceptual, la dicotomia previa M1-M2 puede ser util
para entender que la microglia puede ser dafiina o protectora en diferentes
circunstancias (Leng and Edison, 2020) (Figura 5). Se ha descrito un aumento
en los niveles de citoquinas inflamatorias relacionadas con la activacion
microglial en regiones diana especificas de diferentes enfermedades
neurodegenerativas, como el aumento de las concentraciones de IL-1B en el
cortex parietal de cerebros con EA y en la sustancia negra (SN) de casos de
PSP, respecto a controles y a otras enfermedades neurodegenerativas
(Fernandez-Botran et al., 2011). En la misma linea, se ha objetivado un
aumento de niveles de IL-2 y de la expresién de la glucégeno sintasa quinasa
3 Beta (GSK3B) en el coértex prefrontal de casos de PSP respecto a controles
(Rydbirk et al., 2019), y también se ha descrito un aumento en la expresion de
genes relacionados con la inflamacién y la activacion microglial (CXCR4 y
CXCL12) en cerebros de enfermedades neurodegenerativas (PSP, EP y DFT)
respecto a controles (Bonham et al., 2018). Recientemente, se ha identificado
mediante estudios de tomografia por emision de positrones (PET) que la
activaciéon microglial y los depdsitos de proteina tau co-localizan in vivo en
regiones diana de pacientes con PSP y que se correlacionan con la
progresion clinica (Malpetti et al., 2021). Sin embargo, los conocimientos
actuales no permiten determinar si la inflamacion conduce a la
neurodegeneracién o si es una consecuencia de ésta (Alster et al., 2020).
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El gen TREMZ2 codifica un receptor glicoproteico transmembrana que activa la
respuesta inmunitaria innata en macréfagos y células dendriticas (Gratuze et
al., 2018). En el cerebro, TREMZ2 es uno de los receptores mas expresados
en la microglia regulando su activacion y la respuesta inflamatoria (Qin et al.,
2021). Favorece la fagocitosis de neuronas apoptéticas, restos celulares y
proteinas mal plegadas (Hsieh et al., 2009; Takahashi et al., 2007).

La funcibn de TREMZ2 ha sido ampliamente estudiada en la EA. En esta
enfermedad, tanto la microglia como TREMZ2 parecen tener un papel
significativo pero complejo. Varios estudios con modelos animales de EA han
presentado resultados contradictorios respecto a la expresion de TREM2,
tanto potenciando como disminuyendo la inflamacion o la progresion de las
placas de amiloide (Krasemann et al., 2017; Lee et al., 2018; Venegas et al.,
2017; Wang et al.,, 2016). Respecto a la relacién entre la microglia y la
proteina tau también se han descrito resultados discordantes, relacionados
con la degradacién de ovillos neurofibrilares o la facilitacion de la propagacién
de tau en modelos animales de EA (Asai et al.,, 2015; Leyns et al., 2017;
Maphis et al., 2015). Estos resultados, en ocasiones opuestos, se han
interpretado como un posible papel dinamico de TREMZ2 y la microglia a lo
largo de la evolucion de la EA con una funcion neuroprotectora en las fases
iniciales y con un efecto contrario en fases tardias de la enfermedad (Qin et
al., 2021).

En estudios con muestras humanas, la forma soluble de TREM2 (sTREM2),
que deriva de la escision proteolitica del receptor de superficie, se encuentra
elevada en el LCR y plasma de pacientes con EA respecto a controles (Piccio
et al., 2016). Los niveles de sTREM2 estarian modulados por MS4A4A, que
colocaliza con TREM2 en la membrana plasmatica (Deming et al., 2019).
Otros estudios de tejidos humanos postmortem han demostrado que la
expresion de TREM?2 esta elevada en tejidos diana de enfermedades
neurodegenerativas como el hipocampo y el cortex temporal en la EA
(Celarain et al., 2016; Lue et al., 2014) o la médula espinal en la esclerosis
lateral amiotréfica (ELA) (Cady et al., 2014). Todo ello sugiere que diferentes
enfermedades neurodegenerativas podrian compartir similares alteraciones
en la regulacion de la respuesta inmune innata.

Hasta el momento de la realizacion de los experimentos de este trabajo, no se
ha descrito cual es la relacion entre TREMZ2 y PSP en humanos.
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1.4. Caracteristicas neuropatologicas

1.4.1. Hallazgos macroscopicos

En la exploracién macroscopica de los cerebros de PSP, el grado de atrofia
cortical es variable entre los fenotipos clinicos. Los casos de PSP-RS suelen
presentar una atrofia cortical leve en las circunvoluciones frontal posterior o
precentral, mientras que otros fenotipos pueden presentar atrofias corticales
mas especificas (Dickson and Weller, 2011) (Figura 6).

Figura 6. Caracteristicas macroscoépicas de cerebros con PSP.

La figura muestra imagenes macroscopicas de un cerebro con PSP. A, vista lateral del
hemisferio izquierdo en la que se identifica atrofia cortical de predominio frontal. B, cortes
coronales a la altura de los ganglios basales en los que se observa una atrofia significativa
del nucleo subtalamico. C, corte transversal del tronco del encéfalo a la altura del
mesencéfalo con despigmentacion leve de la sustancia negra. D, corte transversal del tronco
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del encéfalo a la altura de la protuberancia alta con presencia del nucleo rojo y atrofia del
pedunculo cerebeloso superior. E, corte transversal del tronco cerebral a la altura de la
protuberancia media con despigmentacion moderada del locus coeruleus. Fotografias
cedidas por la Dra. Zelaya.

A nivel subcortical, los casos de PSP se caracterizan por una atrofia del
nucleo subtaldmico y del mesencéfalo con despigmentacion de la sustancia
negra (SN) y una discoloracion rojo-marrdn del globo palido (GP). También es
frecuente la atrofia del pedunculo cerebeloso superior con una afectacion mas
leve de la protuberancia o del bulbo raquideo, incluyendo la despigmentacién
leve del nucleo locus coeruleus (LC). En el cerebelo, se puede identificar
atrofia global y desdiferenciacion del nucleo dentado. (Dickson and Weller,
2011; Kovacs, 2015) (Figura 6).

1.4.2. Hallazgos microscépicos (histopatologia)

La PSP se caracteriza por pérdida neuronal, espongiosis superficial,
astrogliosis y depdsitos de proteina tau en neuronas y células gliales (Figuras
7A-F). La pérdida neuronal y gliosis es mayor en las regiones en las que
predominan los depésitos neuronales de tau (Dickson and Weller, 2011;
Kovacs et al., 2020), siendo el nucleo subtalamico (STN) y la region
ventrolateral de la SN los nucleos mas frecuentemente afectados (Dickson
and Weller, 2011). En el cerebelo de casos con PSP se identifica una
"degeneracion grumosa" del nucleo dentado que esta relacionada con la
pérdida neuronal (Figura 7B) y que también puede identificarse en otras
taupatias (Ishizawa et al., 2000).

1.4.2.1. Lesiones neuronales

La PSP se caracteriza por pérdida neuronal y depésitos de proteina tau en el
citoplasma de las neuronas que se identifican con la tincién argéntica de
Gallyas o con inmunohitoquimica para la proteina tau (Dickson and Weller,
2011). Existe un predominio de isoformas 4R de la proteina tau, aunque se ha
descrito la acumulacién de pequehas cantidades de tau 3R en neuronas,
oligodendrocitos y astrocitos, relacionado con estadios avanzados de la
patologia neurofibrilar (Taniguchi et al., 2020).

Las lesiones neuronales mas caracteristicas son los ovillos neurofibrilares
(NFT, neurofibrillar tangles). Se corresponden con una intensa
inmunoreactividad difusa para tau de localizacion citoplasmatica y morfologia
globosa o en llama, segun la regién (Dickson and Weller, 2011; Kovacs et al.,
2017) (Figura 7C). Son depdsitos argirofilos y se identifican también con
inmunohistoquimica para p62 de forma variable, dependiendo de la
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localizacion 'y composicion (Kovacs, 2017). Los NFT se distribuyen
predominantemente en los nucleos troncoencefalicos y en el nucleo basal de
Meynert (nbM) (Dickson and Weller, 2011; Kovacs et al., 2020). En la PSP,
también existen depdsitos con una inmunoreactividad citoplasmatica difusa y
granular mas fina denominados pretangles, que se consideran lesiones
precursoras de los NFT (Braak et al., 1994; Dickson and Weller, 2011). Los
pretangles, no pueden detectarse mediante inmunohistoquimica para p62 y
son inconstantes con la tincion argéntica de Gallyas (Kovacs et al., 2017).
Otras taupatias 4R, como la CBD o la AGD, también presentan NFT y
pretangles en neuronas pudiendo compartir una distribucién similar a la PSP
(Dickson et al., 2002; Yokota et al., 2018). Globalmente, la CBD, presenta
mas carga de tau que la PSP (Robinson et al., 2020) con un predominio en
regiones cortico-subcorticales, mientras que la PSP predomina la afectacion
troncoencefalica (Dickson, 1999). La CBD presenta, también, otras lesiones
neuronales de predominio cortical denominadas "neuronas balonizadas", que
son eosinofilicas con hematoxilina-eosina, levemente argirdfilas vy
variablemente inmunoreactivas para tau (Dickson and Weller, 2011); que son
muy excepcionales en la PSP (Mackenzie and Hudson, 1995). Ademas, otras
taupatias mixtas 3R/4R, como la EA o la taupatia primaria asociada a la edad
(PART, primary age-related tauopathy) también presentan NFT con una
distribucion predominante en el hipocampo y en estructuras del Iébulo
temporal medial, con una extensién neocortical temporo-fronto-parieto-
occipital en los estadios mas avanzados (Braak and Braak, 1995; Crary et al.,
2014).

En los cerebros de PSP también se pueden identificar granos argiréfilos que
se corresponden con estructuras inmunorreactivas para tau, en forma de
coma o punto, asociadas a las dendritas que también presentan una fuerte
inmunorreactividad para p62 y argirofilia (Gil et al., 2018; Kovacs et al., 2017).
Los granos argiréfilos se relacionan con la edad y también estan presentes en
otras taupatias 4R, siendo esenciales para el diagnéstico de la AGD donde
predominan en estructuras del I6bulo temporal medial (Josephs et al., 2008;
Tolnay and Clavaguera, 2004).

Los hilos neuropilicos (NTH, neuropil threds) son depdsitos de proteina tau en
axones y ramificaciones distales celulares de origen neuronal y
oligodendroglial (Kovacs, 2015). Se objetivan en la sustancia blanca y gris de
regiones corticales y subcorticales (Figuras 7C-F). En la PSP, existe un
predominio subcortical con afectacién frecuente del nucleo caudado,
putamen, GP, STN y SN. A nivel cortical predomina en giro precentral,
aunque existe una distribucién variable y predominante en los fenotipos
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atipicos corticales (Dickson and Weller, 2011; Kovacs et al., 2020). Los NTH
también son frecuentes la CBD, con un predominio cortical y en la sustancia
blanca subyacente (Dickson and Weller, 2011)).

Figura 7. Principales hallazgos histopatolégicos de la PSP.

<G 23

La figura muestra los hallazgos histopatolégicos de la PSP. A, imagen panoramica de la
corteza frontal en la que se observa espongiosis superficial, pérdida neuronal y astrogliosis
[H-E, 4x]. B, imagen del cerebelo centrada en la atrofia del nucleo dentado con presencia de
gliosis y degeneracion grumosa (H-E 20x). C, imagen de la corteza frontal con presencia de
ovillos neurofibrilares globoides (asteriscos) e hilos neuropilicos (fondo)[Tau-AT8 40x]. D,
imagen de la sustancia blanca frontal con presencia de cuerpos enrollados (flechas) e hilos
neuropilicos (fondo) [Tau-AT8 40x]. E, imagen del globo palido interno que muestra un
astrocito en penacho (almohadilla) e hilos neuropilicos (fondo) [Tau-AT8 40x]. F, imagen de la
corteza frontal con presencia de placas astrocitarias (estrellas) e hilos neuropilicos (fondo)
[Tau-AT8 40x]. Fotografias cedidas por la Dra. Zelaya.
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1.4.2.2. Lesiones gliales

La afectacion glial caracteristica de la PSP es la inmunoreactividad para tau
fosforilada en los segmentos proximales de los astrocitos, los denominados
astrocitos en penacho (TA, tuffted astrocytes) (Kovacs, 2020) (Figuras 7E y
8A). Estan formados por penachos en forma de estrella, frecuentemente,
simétrica (Kovacs et al., 2016). También son detectables con la tincion
argéntica de Gallyas e inmunohistoquimica para p62 (Kovacs, 2017). Los TA
tienden a acumularse cerca de los vasos sanguineos (Shibuya et al., 2011)
con una distribucion predominante en regiones corticales y nucleo estriado,
siendo mas variable en estructuras diencefalo-mesencefalicas e infrecuentes
en regiones mas caudales (Dickson and Weller, 2011; Kovacs et al., 2020).

Los TA se diferencian de lesiones astrogliales mas representativas de otras
taupatias como las placas astrocitarias de la CBS o los thorn-shaped
astrocytes (TSA) y granular-fuzzy astrocytes (GFA) de la ARTAG (Kovacs,
2020) (Figura 8).

Las placas astrocitarias, caracteristicas de la CBD pero no patognomonicas,
son acumulos anulares de depdsitos inmunoreactivos para tau de morfologia
corta y gruesa que se corresponden con las terminaciones distales de un
astrocito (Dickson et al., 2002; Kovacs, 2017) (Figuras 7F y 8B). Son
detectables con la tincidon argéntica de Gallas e inmunoreactivos para p62
(Kovacs et al., 2017). En la CBD la distribucion de esta astrogliopatia es
predominantemente cortical y, en menor medida, en el caudado y putamen
(Dickson and Weller, 2011; Kovacs, 2020). Su identificacion es fundamental
para el diagnéstico diferencial entre la PSP y la CBD, aunque pueden estar
presentes en ambas enfermedades (Kovacs et al., 2017).

Los TSA, en forma de espina, se definen por la inmunoreactividad para tau
localizada en el citoplasma préximo al nucleo celular con extension a las
regiones proximales de los procesos astrocitarios (Figura 8D). También
presentan inclusiones en los extremos distales de los astrocitos en regiones
perivasculares y en la region pial (Kovacs et al., 2016) con una argirofilia
variable en la tincién de Gallyas (Kovacs et al., 2017). Los GFA son depdsitos
finos, difusos y granulares inmunoreactivos para tau en los procesos
astrocitarios y con mayor intensidad en el soma perinuclear (Kovacs et al.,
2016) en ausencia de argirofilia en Gallyas (Kovacs, 2017) (Figura 8C).
Ambas astrogliopatias son caracteristicas de la ARTAG, siguen patrones de
distribucion definidos (Kovacs et al.,, 2016) y pueden coexistir con la PSP
(Kovacs, 2020).
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Figura 8. Ejemplos de astrogliopatia en las taupatias primarias.

Modificada de la original, procedente de Kovacs et al., 2017.

La figura muestra diferentes tipos de astrogliopatia en varias taupatias primarias. A., tuffted
astrocytes (TA) en un caso de PSP; B., placa astrocitaria en un caso de CBD; C., granular-
fuzzy astrocytes (GFA) en un caso de ARTAG; D., thorn-shaped astrocytes (TSAs) subpiales
en un caso de ARTAG.

Por otra parte, los cuerpos enrollados (CB, coiled bodies) son inclusiones
oligodendrogliales inmunoreactivas para tau en forma de coma o espiral
presentes en la PSP (Dickson and Weller, 2011; Kovacs, 2015) (Figura 7D).
En funcién del corte histolégico se pueden visualizar con formas espinosas o
ramificadas (Kovacs, 2017). En la PSP, habitualmente, siguen una
distribucion paralela a los hilos neuropilicos predominando en tractos de
sustancia blanca de los ganglios basales, en el tdlamo, el troncoencéfalo y la
sustancia blanca cerebelosa (Dickson and Weller, 2011) aunque su
distribucién es muy variable entre distintos fenotipos de PSP (Kovacs et al.,
2020). También se pueden encontrar CB en otras taupatias 4R como la CBD
o la AGD (Dickson and Weller, 2011; Yokota et al., 2018).

1.4.3. Criterios diagnésticos neuropatolégicos (NINDS)

En 1994 se presentaron los criterios para el diagndstico neuropatologico de la
PSP, basados en el analisis semicuantitativo y la distribucion de los hallazgos
patolégicos caracteristicos con inmunohistoquimica para tau (Hauw et al.,
1994) (Tabla 2). Para el diagnéstico de "PSP tipica" era necesaria la
presencia de alta densidad de NFT y NTH en las regiones
predominantemente afectadas en la enfermedad (GP, nucleo subtalamico, SN
o protuberancia); y una afectacién mas variable en otras regiones (estriado,
nucleos oculomotores, bulbo raquideo o nucleo dentado). Por ultimo, la
presencia de astrocitos tau positivos en las regiones de los ovillos
neurofibrilares e hilos neuropilicos permiten confirmar el diagnéstico (Hauw et
al., 1994)
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También se especificaba una categoria de "PSP atipica" para los casos en los
que la distribucion o intensidad diferia de la descripcién estandar (Hauw et al.,
1994). En esta categoria se incluirian las formas palido-nigro-luisiana y CBS-
like definidas por las estructuras predominantemente afectadas (Yoshida,
2014).

Se consideraba "PSP combinada" a los casos en que la patologia PSP
coexistia patologia vascular cerebral (Hauw et al., 1994) y se describian
criterios de exclusion por su asociaciéon con otras patologias (Hauw et al.,
1994).

Tabla 2. Criterios NINDS de diagndstico neuropatolégico

Ovillos neurofibrilares e hilos Ovillos neurofibrilares o hilos
neuropilicos neuropilicos

ALTA DENSIDAD LEVE-ALTA DENSIDAD

(en al menos 3 regiones) (en al menos 3 regiones)
Globo palido Estriado

Nucleo subtalamico Nucleos oculomotores
Sustancia negra Bulbo raquideo
Protuberancia Nucleo dentado

Astrocitos tau positivos en las regiones de los ovillos e hilos
neuropilicos

Confirman el diagnéstico

Criterios de exclusion: Lesiones sugestivas de otras
enfermedades

Cuerpos de Lewy*

Cambios patolégicos tipo EA*

Inclusiones argirofilas oligodendrogliales
Cuerpos de Pick

Espongiosis difusa y placas amiloides PrP positivas

Adaptado de Hauw et al., 1994

Alta densidad: 2 o mas neuronas afectadas en campo de 25x. Baja densidad: 1 neurona
afectada en campo de 25x. * Considerar el diagnostico de PSP en presencia de hallazgos de
PSP tipica.

Estos criterios de diagnostico, siguen actualmente vigentes y se ha
demostrado que su especificidad y sensibilidad son mejores cuando se tiene
en cuenta el fenotipo clinico ademas del estudio neuropatoldgico (Litvan et al.,
1996a).
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1.4.4. Progresion de tau y estadiaje de la PSP

A diferencia de otras enfermedades neurodegenerativas como la EA o la EP,
en las que se han definido distintos estadios de progresién de la enfermedad,
la evolucion por estadios en la PSP no esta igualmente definida. En 2007,
Williams et al., propusieron un esquema de la progresién de los depdsitos de
proteina tau en la PSP. La muestra que analizaron fue de 42 casos de PSP
(23 casos de la forma clasica y 19 de fenotipos subcorticales). En este trabajo
se propone un score de tau basado en la intensidad de los depdsitos de tau
oligodendrogliales e hilos neuropilicos en regiones especificas (SN, caudado
y nucleo dentado). Utilizaron estas mediciones porque se correlacionaban
bien con la carga total de tau. Se definié asi un gradiente de patologia tau que
partia desde las regiones mas susceptibles y constantemente afectadas
(STN, SN y GP), que seguia por la afectacién de otras regiones (cortex frontal
posterior, nucleo dentado, sustancia blanca cerebelosa, nucleos pontinos) y
continuaba hasta la afectacién de otras regiones neocorticales (cértex frontal
anterior y parietal) (Williams et al., 2007a).

En 2020, en el estudio internacional liderado por Kovacks et al., se profundizé
en el patrén de propagacién de los depdsitos de tau en la PSP. En este
trabajo se realizé un estudio de probabilidad condicional mediante el analisis
de la relacion de la intensidad de los depdsitos de tau en varias regiones de
81 casos de PSP-RS. Asi, identificaron patrones diferenciales de propagacion
en funcién del subtipo celular afectado. Segun el modelo, la afectacién de tau
comenzaria en neuronas troncoencefalicas (SN y LC) y de nucleos
subcorticales (GP, STN) precediendo a la afectacién oligodendroglial (que se
iniciaria en el GP) y astroglial (que comenzaria en el nucleo estriado). Con la
evolucion de la enfermedad, en los 3 tipos celulares, se produciria una
progresion bidireccional: rostral (implicando mas nucleos subcorticales vy
regiones corticales con gradiente fronto-parieto-témporo-occipital) o caudal
(afectando a mas nucleos troncoencefélicos y cerebelo). Sin embargo, esta
progresion seria diferente entre los distintos tipos celulares. Asi, en la corteza,
la afectacion astroglial precederia a la afectacion neuronal u oligodendroglial;
mientras que, en el cerebelo, en estadios moderados se encontraria
afectacion neuronal y oligodendroglial, y en fases avanzadas se afectarian los
astrocitos. También en el estriado y GP los depdsitos astrogliales y
oligodendrogliales precederian a los neuronales (Kovacs et al., 2020) (Figura
9).
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Figura 9. Progresion de los depésitos de proteina tau en la PSP.

Steps Neuronal

2
Amygdala
3 Striatum
Dentate nucleus
4 Frontal lobe
5 Parietal lobe
Temporal lobe
6 Occipital lobe
Steps Astroglial
1
2
3
Parietal lobe
4 Temporal lobe
Amygdala
5 Occipital lobe
Midbrain tegmentum
Subtantia niara
Globus pallidus
Pons
6 Medulla oblongata
Dentate nucleus
Hippocampus
Steps Oligodendroglial

2
3
4 Striatum
Cerebellum
Frontal lobe
Parietal lobe
Midbrain
5 Pons
Medulla oblongata
Amygdala
Hippocampus
6 Temporal lobe
Occipital lobe

Procedente de Kovacs et al., 2020.

La figura muestra el patron de propagacion de los depdsitos de tau propuesto por los autores,
estratificado por los tipos celulares (neuronal, astroglial y oligodendroglial).
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Ademas, en este trabajo se establecen unas recomendaciones para el
estadiaje neuropatolégico de la PSP basado en los depdsitos de tau en 6
regiones estratégicas (GP, STN, estriado, nucleo dentado y cortex frontal y
occipital) (Figura 10).

Figura 10. Estadiaje de la PSP.

REGION | GP STN STR FR DE/CB ocC
S N/O N A A N/O A
Stage

1 +[++ | AND/OR| +/++ | AND/OR| +/++ | AND - AND - AND -

2 ++. AND ++/. AND ++/. AND -1+ |AND/OR| -/+ AND -
-/+ R +

3 ++ AND | ++ AND | ++ AND + | AND - AND -
o -/+
[ & ++,

4 ++ AND | ++ AND | ++ AND %- AND | ++ AND | - |-+
++, +
+ ++,

5 ++ AND | ++ AND | ++ AND | ++ _AND | ++ AND +
++ +
77777777 ++

6 ++, AND ++, AND ++, AND ++, ~AND | ++ AND ++,
+

Procedente de Kovacs et al., 2020

La figura muestra la propuesta de los autores para el estadiaje de la PSP basado en el
analisis semicuantitativo de los depdsitos de tau en estructuras celulares concretas y regiones
cerebrales especificas. N, neuronal; O, oligodendroglial; A, astroglial. GP, globo palido; STN,
nucleo subtalamico; STR, estriado; FR, cortex frontal; DE/CB, nucleo dentado/sustancia
blanca cerebelosa; OC, cortex occipital.

Este esquema ha sido validado en una serie neuropatolégica independiente
de 35 casos de PSP (Briggs et al., 2021). Estos autores proponen completar
el estadiaje con criterios cuantitativos (n° de células/campo de 40x)
especificos para cada regién con el fin de evitar la variabilidad entre
observadores (Briggs et al., 2021). Al analizar los casos tras la aplicacion del
estadiaje no identificaron una asociacion entre los estadios patolégicos y la
edad o duraciéon de la enfermedad. Sin embargo, si encontraron una
asociaciéon directa entre los estadios patoldgicos y la puntuacion en escalas
clinicas tras realizar diversos ajustes para evitar el posible sesgo del tiempo
transcurrido entre la ultima valoracién clinica y el fallecimiento (Briggs et al.,
2021).

1.4.5. Copatologia

La comorbilidad neuropatolégica o copatologia consiste en la expresion de
depodsitos de diferentes proteinas en un mismo cerebro. Estos depdsitos
proteicos pueden encontrarse en diferentes grados de agregacion fibrilar, y
pueden afectar a diferentes tipos celulares o diferentes regiones encefalicas.
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Todos estos aspectos estan influidos por factores genéticos, epigenéticos, por
el género, la edad y por factores exdégenos como la coexistencia de patologia
vascular u otras enfermedades sistémicas (Kovacs, 2019).

Existen varios factores que podrian determinar el desarrollo de copatologia en
las enfermedades neurodegenerativas. Uno de ellos podria ser la edad
(Kovacs, 2019; Robinson et al., 2018; Spires-Jones et al., 2017). Otro factor
es la sinergia que podria establecerse entre dos proteinas de forma que los
depodsitos de una podrian inducir cambios que desencadenen el mal
plegamiento de la otra. Este fendmeno, conocido como cross-seeding, ha sido
reproducido in vitro y en modelos animales (Soto and Pritzkow, 2018; Spires-
Jones et al., 2017). Por ultimo, el depdsito anémalo de dos proteinas podria
ser debido a una via alterada comun compartida en el proceso de
degeneracion de ambas proteinas (Kovacs, 2019).

La PSP es la taupatia primaria con mayor grado de copatologia asociada
(Robinson et al., 2018). En un 71-92% de series recientes de PSP se ha
descrito comorbilidad patolégica en, siendo la EA la copatologia mas
frecuente, que estad presente hasta en un 57-84% de los casos. Otras
patologias identificadas en estas series fueron: patologia microvascular
cerebral (65%), AGD (58%) angiopatia amiloide (25%), enfermedad por CL (8-
22%) o depositos de TDP-43 (TAR DNA-binding protein 43) (8-16%),
(Jecmenica Lukic et al., 2020; Robinson et al., 2018, 2020).

Respecto a la copatologia por alfa-sinucleina (a-syn) en forma de cuerpos de
Lewy (CL) en la PSP, su frecuencia varia entre un 8% y un 31,5% (Jecmenica
Lukic et al., 2020; Keith-Rokosh and Ang, 2008; Mori et al., 2002; Robinson et
al., 2018; Tsuboi et al., 2001; Uchikado et al., 2006).

El grupo de la clinica Mayo, describi6 la co-localizacion de ovillos
neurofibrilares de tau 4R y CL en neuronas aisladas del nbM y del LC con
técnicas de doble inmunotincién (Uchikado et al., 2006). La distribucion de los
CL era similar a la de la enfermedad por CL, con alguna excepciéon al
esquema de progresiéon descrito por Braak (Braak et al., 2003) lo que sugiere
que la presencia de CL en la PSP es un proceso independiente de la taupatia
(Tsuboi et al., 2001; Uchikado et al., 2006).

El grado en el que influye la copatologia en la expresion clinica de las
enfermedades neurodegenerativas no esta claro. Por una parte, el hallazgo
de copatologia en estudios de autopsias de personas, aparentemente
asintomaticas sugiere que no tienen repercusion clinica (Elobeid et al., 2016).
Por otro lado, en el campo de estudio de las sinucleopatias, la copatologia
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con cambios tipo EA se asocia con el deterioro cognitivo en estudios
retrospectivos de series patolégicas (Colom-Cadena et al., 2017; Robinson et
al., 2018). También en la CBD se ha relacionado la presencia de depdsitos de
TDP43 con un fenotipo especifico de la enfermedad (Koga et al., 2018).

En la PSP, varios estudios han analizado la presencia de copatologia
(Jecmenica Lukic et al., 2020; Robinson et al., 2020) Segun estos trabajos, la
carga de tau influye mas en las manifestaciones clinicas y en la progresion de
la enfermedad que la copatologia (Jecmenica Lukic et al., 2020; Robinson et
al.,, 2020). En este sentido, el grupo de la clinica Mayo, no encontro
diferencias en puntuaciones de baterias cognitivas ente 5 casos de PSP con
cambios tipo EA asociados frente a 27 casos sin EA (Koga et al., 2017). En
otra serie americana que analizé 108 casos de PSP, identificaron que existia
una correlacion entre los sintomas motores, disejecutivos, del lenguaje y
visuoespaciales con la carga de tau (depdsitos caracteristicos de PSP) pero
no con el estadio de Braak de la EA (Robinson et al., 2020). Por ultimo, en la
serie de del PSP-SG de 101 casos, en una regresion logistica multinominal no
encontraron relacion entre la frecuencia o el inicio de los sintomas cardinales
de la enfermedad y la presencia de copatologia, sugiriendo que es que la
taupatia primaria asociada a la PSP, y no la copatologia, la responsable de la
expresion clinica de la enfermedad (Jecmenica Lukic et al., 2020).

1.5. Manifestaciones clinicas

Las principales manifestaciones clinicas de la PSP son inestabilidad postural,
parkinsonismo, disfuncion oculomotora y alteraciones cognitivas que
aparecen precozmente en el fenotipo PSP-RS o forma clasica de la
enfermedad. En los ultimos 15 afios se han definido otros fenotipos de PSP
diferentes a la forma clasica, que difieren de ésta fundamentalmente en los
sintomas y signos clinicos de comienzo de la enfermedad y la supervivencia
(Boxer et al., 2017).

1.5.1. Fenotipos clinicos

Los criterios clinicos que se emplean para el diagnéstico de cada uno de los
fenotipos de PSP se recogen mas adelante en el apartado de "diagnostico de
la enfermedad" de esta introduccion (Tablas 4-7 y figura 13).
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1.5.1.1. Sindrome de Richardson (PSP-RS)

Es el fenotipo clasico de la enfermedad que se caracteriza por la aparicion
precoz de inestabilidad postural con caidas, paralisis supranuclear de la
mirada, parkinsonismo simétrico con rigidez de predominio axial, signos
pseudobulbares como disartria y disfagia y diversos grados de deterioro
cognitivo de caracteristicas frontales (Steele et al., 1964; Williams et al.,
2005).

Es el fenotipo de PSP mas frecuente y representa en torno al 24-59,3% de los
casos (Gazzina et al., 2019; Grimm et al., 2020; Guasp et al., 2021; Kovacs et
al., 2020; Respondek et al., 2014; Robinson et al., 2020) y el de menor
supervivencia, que oscila en torno a los 6-7,3 afios desde el inicio de los
sintomas (Gazzina et al.,, 2019; Guasp et al.,, 2021; Kovacs et al., 2020;
Respondek et al., 2014; Sakae et al., 2019).

1.5.1.2. Fenotipos atipicos subcorticales
1.5.1.2.1. PSP con parkinsonismo (PSP-P)

En 2005, Williams et al. describieron clinicamente el primer fenotipo diferente
a la PSP-RS, denominado PSP-P. Analizaron 103 casos
neuropatolégicamente confirmados de PSP y encontraron dos grupos
diferenciados: la forma clasica (54% de los casos) y el nuevo fenotipo (33%)
caracterizado por un parkinsonismo asimétrico, distonia extra-axial, temblor y
respuesta inicial a levodopa. La presencia del temblor era variable, mientras
que las caidas o la oftalmoparesia, se desarrollaban mas tarde o podian no
aparecer (Wiliams and Lees, 2010; Wiliams et al., 2005). Las
manifestaciones clinicas que se recomendaban para su diagndstico incluian la
presencia de bradicinesia, temblor y distonia extra-axial en ausencia de
inestabilidad postural, caidas, alteraciones oculomotoras o demencia;
mientras que un inicio asimétrico y la respuesta a tratamiento con L-dopa
apoyaban su diagnaostico.

Es el segundo fenotipo mas frecuente tras la forma clasica con una incidencia
del 9,7-25% en las series neuropatologicas (Gazzina et al., 2019; Guasp et
al., 2021; Kovacs et al., 2020; Respondek et al., 2014; Robinson et al., 2020).
Tiene una supervivencia mayor respecto a la forma clasica (Williams et al.,
2005) y a otros fenotipos (Kovacs et al., 2020; Respondek et al., 2014) con
una mediana en torno a 9,1-12,8 anos (Guasp et al., 2021; Kovacs et al.,
2020; O’Sullivan et al., 2008; Respondek et al., 2014; Williams et al., 2005).
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El fenotipo PSP-P puede ser dificil de distinguir de la EP. La ausencia de
sintomas prodrémicos propios de la EP como hiposmia, trastorno de conducta
del suefio REM (rapid eye movement) y estrefiimiento, junto con la precoz
presencia de caidas y alteraciones visuales apoyan la sospecha diagndstica
de PSP-P (Painous et al., 2020) mientras que la presencia de discinesias
inducidas por levodopa, disfuncién autondmica y alucinaciones visuales van
mas a favor del diagnostico de una EP (Williams and Lees, 2010).

Desde el punto de vista neuropatoldgico, el grupo de Williams et al. en 2007,
comparé la intensidad y distribuciéon de los depdsitos de proteina tau entre
PSP-RS (22 casos) y PSP-P (14 casos). El grupo de PSP-RS present6 mayor
carga de tau en todas las regiones analizadas excepto en el STN, putamen,
sustancia gris temporal GP externo; en las que no alcanzé diferencias
significativas respecto a PSP-RS. Este grupo demostré que la PSP-P estaba
relacionada con una menor carga global de tau y mas restringida al STN, SN
y GP (Williams et al., 2007a). Estos hallazgos fueron consistentes en otras
series neuropatoldgicas posteriores (Jellinger, 2008; Robinson et al., 2020).
En el estudio de Kovacs et al., PSP-RS presenté mayor carga de tau global
que en PSP-P exclusivamente en el GP, mayor carga de tau oligodendrolial
en estructuras subcorticales y corticales, y mayor carga de tau astroglial en
regiones corticales (Kovacs et al., 2020).

1.5.1.2.2. PSP con congelaciéon de la marcha (PSP-PGF)

En 2007, se describié este fenotipo caracterizado por congelacién de la
marcha, de la escritura o del habla y se establecieron los primeros criterios
para su diagnostico centrados en la presencia de una congelacion de la
marcha o del habla, en ausencia de patologia vascular y sin desarrollo de
parkinsonismo, alteraciones oculomotoras o deterioro cognitivo durante los
primeros cinco anos de evolucién de la enfermedad.

La PSP-PGF es un fenotipo poco frecuente (Kovacs et al., 2020) y oscila
entre el 0,9-9% en las distintas series de PSP (Gazzina et al., 2019; Grimm et
al., 2020; Guasp et al., 2021; Kovacs et al., 2020), incluso sin representacion
en alguna de ellas (Respondek et al.,, 2014). Parece tener una mayor
incidencia en paises orientales pudiendo existir algun factor de riesgo
genético no identificado (Yokoyama et al., 2016). La expresion diferencial de
un polimorfismo de TRIM11 (Jabbari et al., 2018) podria ser uno de los
factores genéticos que determine el desarrollo de fenotipos subcorticales de
PSP.
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Al igual que el fenotipo PSP-P, la PSP-PGF tiene una duracion de la
enfermedad mayor que la forma clasica (Williams et al., 2007b) con una
supervivencia mediana de 9,5-16 afios (Guasp et al.,, 2021; Kovacs et al.,
2020; Williams et al., 2007b). Analizado conjuntamente con el fenotipo PSP-P,
se ha descrito un riesgo de muerte hasta 6 veces menor que el resto de
subtipos (Guasp et al., 2021).

Desde el punto de vista patoldgico, la PSP-PGF se caracteriza por una grave
degeneracion del GP, la SN y el STN con respeto relativo de los nucleos
pontinos y el nucleo dentado. En comparacion con PSP-RS, tiene una carga
global de tau menor, con menos depositos en el cortex motor, estriado y
cerebelo (Ahmed et al., 2008; Williams et al., 2007b). La degeneracién palido-
nigro-luysiana (PNLA) se ha considerado que podria ser el sustrato
neuropatolégico de la PSP-PGF (Ahmed et al., 2008).

1.5.1.2.3. PSP con inestabilidad postural (PSP-PI)

Este fenotipo se caracteriza por caidas e inestabilidad precoces sin desarrollo
temprano de oftalmoparesia y fue descrito a partir de series de casos con
confirmacién neuropatolégica de PSP (Birdi et al., 2002). En 2014, Respondek
et al, establecen por primera vez los criterios para el diagnéstico de este
fenotipo, definido por la presencia de inestabilidad postural con caidas en los
2 primeros afos de la evolucion y la ausencia de oftalmoparesia o alteracion
de las sacadas. En las series anatomopatologicas de PSP supone un 6,1-18
% de los casos (Gazzina et al., 2019; Kovacs et al., 2020; Respondek et al.,
2014). Representa un porcentaje mayor cuando se aplican los criterios de la
Sociedad Internacional de Trastornos del Movimiento (MDS, Movement
Disorder Society) para el diagnéstico de PSP (PSP-MDS) en una fase
temprana de la enfermedad (26%) y disminuye cuando se aplican en la ultima
valoracion clinica antes del fallecimiento (Grimm et al., 2020).

Aunque se ha descrito un caso de PSP-PI con confirmacién neuropatolégica y
una larga supervivencia (Kurz et al., 2016), la evolucion habitual de este
fenotipo es converger en el fenotipo PSP-RS con el paso del tiempo (un 60%
a los 4 afios y un 70% a los 6 afos) (Grimm et al., 2020). Tiene una
supervivencia media de 7,1-8,2 afos (Kovacs et al., 2020; Respondek et al.,
2014). ElI fenotipo PSP-PI muestra una mayor carga de tau,
fundamentalmente neuronal, en varias regiones corticales y subcorticales
respecto a PSP-RS (Kovacs et al., 2017).

1.5.1.2.4. PSP con alteracién 6culo-motora (PSP-OM)
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Este fenotipo se caracteriza por una alteracibn oculomotora, con
oftalmoparesia o sacadas anormales, en ausencia de inestabilidad postural o
caidas en los primeros afos. Los criterios para su diagnostico se definieron
por primera vez en el trabajo de Respondek et al. en 2014 (Respondek et al.,
2014) donde representaba el 7% de todos los casos mientras que en series
posteriores su frecuencia ha sido en torno al 1,5-3,4%, (Gazzina et al., 2019;
Grimm et al., 2020; Kovacs et al., 2020). Su supervivencia media es similar a
la forma clasica (4,4-7,4 afos) y no se han realizado estudios comparativos
de su carga de tau con la de otros fenotipos (Kovacs et al., 2020; Respondek
et al., 2014).

1.5.1.3. Fenotipos atipicos corticales
1.5.1.3.1. PSP con sindrome corticobasal (PSP-CBS)

Este fenotipo se caracteriza por la presencia de un sindrome corticobasal, con
rigidez asimétrica, apraxia o distonia apendicular, fenémeno de la mano alien,
hiperreflexia, alteracién de la sensibilidad cortical, inestabilidad postural o
deterioro cognitivo frontal.

Es el fenotipo cortical de PSP menos frecuente con una incidencia del 4-10%
(Gazzina et al., 2019; Guasp et al., 2021; Kovacs et al., 2020; Ling et al.,
2014; Respondek et al., 2014). Tiene una supervivencia media de 5,7-11 afos
(Boeve et al., 1999; Gazzina et al., 2019; Guasp et al., 2021; Kovacs et al.,
2020; Respondek et al., 2014; Tsuboi et al., 2005).

Desde el punto de vista neuropatoldgico, Tsuboi et al., compararon 5 casos
de PSP-CBS y 8 de PSP-RS presentando sus diferencias clinico-patolégicas.
Identificaron que el fenotipo PSP-CBS tenia una carga global de tau mayor
que PSP-RS, en el cortex frontal medio y en el parietal inferior, sin encontrar
diferencias en el cortex motor o en el cingulo (Tsuboi et al., 2005). En 2014,
Ling et al., no encontraron diferencias entre PSP-CBS y PSP-RS respecto a la
tau total pero el fenotipo PSP-CBS presentd mayor carga de tau cortical
global y en algunas regiones especificas (cortex frontal posterior, frontal
anterior y sustancia blanca parietal) mientras que el fenotipo PSP-RS
presentd una carga de tau mayor en los ganglios basales (Ling et al., 2014).
En 2020, Kovacs et al., encontraron que los casos de PSP-CBS tenian un
mayor acumulo de tau cortical frontal (predominantemente astroglial) que
PSP-RS (astroglial), PSP-PI (oligodendroglial) y PSP-P (astroglial vy
oligodendroglial). Respecto a otros fenotipos corticales, PSP-CBS mostraba
una mayor carga de tau total en cértex frontal y mayor carga de tau
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oligodendroglial en la amigdala que el fenotipo PSP demencia frontal (PSP-F)
(Kovacs et al., 2020).

1.5.1.3.2. PSP demencia frontal (PSP-F)

Este subtipo se presenta con manifestaciones de la variante conductual de la
demencia frontotemporal (DFT), con deterioro cognitivo de perfil disejecutivo y
alteraciones conductuales como desinhibicion, apatia, pérdida de empatia,
estereotipias o hiperoralidad (Donker Kaat et al., 2007; Hassan et al., 2012;
Neary et al., 1998; Rascovsky et al., 2011; Sakae et al., 2019). En las series
neuropatolégicas de PSP, su frecuencia es de un 6,5-21% (Gazzina et al.,
2019; Guasp et al.,, 2021; Kovacs et al., 2020; Respondek et al., 2014,
Robinson et al., 2020) siendo el fenotipo cortical mas frecuente en varias de
ellas. Aunque inicialmente se describié que tenia una edad de inicio mas
temprana que la forma clasica (Donker Kaat et al., 2007), esto no se ha
confirmado en otras series. La supervivencia media de este fenotipo es de
4,6-9 anos (Donker Kaat et al., 2007; Guasp et al., 2021; Kovacs et al., 2020;
Respondek et al., 2014; Sakae et al., 2019).

Desde el punto de vista neuropatologico, Sakae et al., describieron que el
fenotipo PSP-F tenia mayor patologia tau neuronal y oligodendroglial en la
circunvolucion frontal superior y temporal inferior que PSP-RS (Sakae et al.,
2019). En trabajos posteriores PSP-F mostraba mayor carga de tau cortical
que PSP-P y mayor tau cortical oligodendroglial que PSP-PIl. Los otros
fenotipos corticales (tanto PSP-CBS como PSP-SL) presentaban mayor carga
de tau cortical que PSP-F en el cértex frontal (Kovacs et al., 2020).

1.5.1.3.3. PSP con alteracién del habla y el lenguaje (PSP-
SL)

El fenotipo PSP-SL incluye aquellas formas de PSP que se presentan con las
variantes de las afasias primarias de la DFT: afasia primaria progresiva no
fluente (PNFA) y afasia semantica (SD).

La descripcion inicial de este fenotipo proviene de estudios neuropatologicos
aislados de casos de PSP que habian comenzado con una afasia primaria
progresiva no fluente y, mas tarde, desarrollaron parkinsonismo, alteraciones
oculomotoras u otros signos propios de la PSP (Boeve et al., 2003; Mochizuki
et al., 2003). El fenotipo PSP-SD se definia por primera vez en las
recomendaciones de Respondek en 2014, siendo un sindrome mas
caracteristico de las tardopatias e infrecuente en las taupatias (Josephs et al.,
2006a; Respondek et al., 2014; Spinelli et al., 2017).
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El fenotipo PSP-SL tiene una prevalencia variable en las series
neuropatoloégicas de PSP, de entre el 3-9,3% (Gazzina et al., 2019; Guasp et
al.,, 2021; Kovacs et al., 2020), sin representacién en alguna de ellas
(Respondek et al., 2014; Robinson et al., 2020). Su supervivencia también es
variable de 6,9-11 afos.

El fenotipo PSP-PNFA presenta mas patologia tau (oligodendroglial e hilos
neuropilicos neuronales) en la circunvolucion frontal superior y cortex
temporal que la PSP-RS; y menos patologia (oligodendroglial) en el STN y
sustancia blanca cerebelosa (Josephs et al., 2005). Estos resultados estaban
en consonancia con los obtenidos mediante volumetria por resonancia
magnética (RM) que mostraban diferencias respecto a la atrofia prefrontal y
subcortical entre la PSP-PNFA y la PSP-RS (Rohrer et al., 2010). En el
estudio de Kovacs et al., el grupo de 10 casos de PSP-SL, tenia mayor carga
de tau en varias regiones corticales que el resto de fenotipos de PSP, excepto
PSP-CBS. Otras diferencias que se encontraron en este trabajo fueron una
mayor carga de tau oligodendroglial en el GP en PSP-RS respecto a PSP-SL
y mayores depdsitos subcorticales (en el GP y SN) en PSP-SL que en PSP-P.

1.5.1.4. Otros fenotipos de PSP

El grupo de estudio que definid los criterios PSP-MDS (Hdglinger et al., 2017)
descartd incluir como fenotipo de PSP a las formas con afectacion
predominante de primera motoneurona o ataxia cerebelosa porque se reducia
la capacidad de estos criterios para discriminar entre la PSP y la esclerosis
lateral amiotrofica o la forma cerebelosa de la AMS. Sin embargo, hay autores
que consideran recomendable seguir teniendo presente la existencia de estos
fenotipos para poder ahondar en el conocimiento sobre ellos (Ali et al.,
2019a).

1.5.1.4.1. PSP con afectacion cerebelosa (PSP-C)

Hay varios estudios neuropatolégicos de casos de PSP que clinicamente
debutaron con una ataxia cerebelosa de la marcha o extremidades que
plantean la existencia de un fenotipo PSP-C (lwasaki et al., 2013; Kanazawa
et al., 2009, 2013; Koga et al., 2016; Lee et al., 2016). Estos casos tenian mas
inclusiones de tau en las células de Purkinje y mayor carga de tau y pérdida
neuronal en el nucleo dentado que el resto de casos de PSP (PSP-RS y PSP-
P) (Iwasaki et al., 2013; Kanazawa et al., 2009). Sin embargo, estos hallazgos
no se confirmaron en la serie de Koga et al., que tampoco encontraron
diferencias entre PSP-C y otros fenotipos en otras regiones como el nucleo
olivar inferior, nucleos pontinos, STN, SN o el GP.
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La frecuencia de este fenotipo es baja (0-1%) en las series americanas o
europeas de PSP previas a los criterios PSP-MDS (Koga et al., 2016;
Respondek et al., 2014), aunque tuvo una incidencia mayor (11%) en las
series de poblacién asiatica (Kanazawa et al., 2009). Segun la revision de
todos los casos de PSP-C publicados hasta 2019, su supervivencia media es
de 6 afos (Ando et al., 2020).

En el trabajo original de Steele et al., 4 de los 9 pacientes presentaban ataxia
axial y de extremidades, siendo en uno de ellos la manifestacion inicial. Sin
embargo, la ataxia se considerd criterio de exclusion en los criterios NINDS
para el diagnostico clinico de PSP (Litvan et al., 1996b; Steele et al., 1964).
Los criterios PSP-MDS consideraron la presencia de ataxia apendicular
prominente como criterio de exclusion, pero no asi la ataxia de la marcha
(Hoglinger et al., 2017).

El diagnéstico diferencial mas dificil de este fenotipo es con la forma
cerebelosa de la AMS (Koga et al., 2016). En este sentido, se ha descrito que
una edad de inicio mayor, la presencia de caidas precoces u oftalmoparesia y
la ausencia de disautonomia apoyarian al diagnéstico de PSP-C (Kanazawa
et al., 2009).

1.5.1.4.2. PSP con afectacion de 12 motoneurona

La descripcion de este subtipo se hizo en 2006 en un grupo de pacientes con
sintomas de afectacion de primera motoneurona que mostraban en el estudio
patolégico una degeneracién grave del tracto corticoespinal. Estos casos
también tenian inclusiones globulares oligodendrogliales y, posteriormente,
han sido considerados como otro tipo de taupatia 4R que fenotipica y
neuropatolégicamente se parece a la PSP, la GGT (Ahmed et al.,, 2013;
Josephs et al., 2006b). En 2012, se describié un caso similar que curso
clinicamente como un sindrome de primera motoneurona de larga evolucion
(12 anos) sin alteraciones oculomotoras, parkinsonismo, afectacién de
segunda motoneurona o demencia y con estudio neuropatolégico compatible
con una PSP, aunque no se especifica si habia inclusiones gliales
caracteristicas de la GGT (Nagao et al., 2012).

La afectacién de la via piramidal, incluyendo la médula espinal, puede ser
frecuente en la PSP y se afecta con mas intensidad en el fenotipo PSP-RS
que el grupo de fenotipos atipicos (PSP-CBS, PSP-SL, PSP-P y PSP-PGF)
(Stejskalova et al., 2019).

1.5.2. Fase pre-diagnoéstico
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La presencia de hallazgos de neuropatolégicos de PSP sin evidencia clinica
de demencia, parkinsonismo, trastorno de la marcha u otro sindrome
neurolégico se ha definidko como PSP incidental (Evidente et al., 2011;
Oshima et al., 2004). En una serie de 119 autopsias de voluntarios sanos la
presencia de hallazgos neuropatolégicos de PSP se encontré en el 3% de los
casos (Dugger et al., 2014).

En dos series de autopsias de poblacion japonesa se identificaron casos con
hallazgos leves sugestivos de PSP consistentes en una menor intensidad y
distribucion de los depdsitos de tau, insuficientes para cumplir criterios
NINDS. (Nogami et al., 2015; Yoshida et al., 2017). El analisis retrospectivo
de estos casos demostré que el 25-33% presentaban demencia, el 33,3%
alteraciones de la marcha y hasta el 50% depresion (Nogami et al., 2015;
Yoshida et al., 2017) y fueron considerados como fases iniciales de la
enfermedad. En esta linea, Painous et. al, analizaron retrospectivamente los
sintomas previos al diagnostico en pacientes con PSP. En una serie clinica de
50 casos de PSP, comparada con 50 casos con diagndstico de EP y 50
controles sanos, estudiaron los sintomas que presentaron desde al menos un
afio antes del diagndstico. Encontraron que los pacientes con diagndstico de
PSP tuvieron mas alteraciones visuales, motoras, cognitivas, conductuales y
mareos que los diagnosticados de EP. Ademas, alguno de estos sintomas
podia anticiparse hasta 10 anos antes del diagnodstico. No encontraron
diferencias significativas al comparar estos resultados entre los distintos
fenotipos clinicos de PSP (Painous et al.,, 2020). Igualmente, en el
seguimiento prospectivo de la cohorte del biobanco del Reino Unido,
identificaron que los pacientes que finalmente se diagnosticaron de PSP,
presentaron peor rendimiento en determinadas funciones cognitivas y motoras
en los afos previos al diagndstico respecto a controles (Street et al., 2022).

1.5.3. Espectro clinico-patolégico

Teniendo en cuenta todo lo expuesto hasta ahora sobre los fenotipos de la
PSP, se acepta que la base patolégica que diferencia los distintos fenotipos
es la diferente intensidad y localizacion de los depdsitos de la proteina tau
encefalica. Asi, se plantea que la PSP abarca un espectro clinicopatologico
amplio donde se situarian, en un extremo, los fenotipos subcorticales con
afectacion predominante troncoencefalica y subcortical; y en el otro, los
fenotipos corticales con mayor afectacion en regiones corticales (Dickson et
al., 2010) (Figura 11).
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Figura 11. Espectro clinico-patolégico de la PSP.

Acinesia pura Sindromes focales corticales

PSP-CBS
PSP-F

PSP-P
PSP-PGF

Ganglios basales y troncoencéfalo Cortex

Adaptado de Dickson et al., 2010.

La figura propone un espectro clinico de la PSP en cuyos extremos se encontrarian, por un
lado, los fenotipos subcorticales con una afectacion predominante en los ganglios basales y
troncoencéfalo; y en el otro, los fenotipos corticales con una afectaciéon predominante cortical.
PSP-P, PSP-Parkinsonismo; PSP-PGF, PSP con congelacién de la marcha; PSP-CBS, PSP
con sindrome corticobasal; PSP-F, PSP con demencia frontal; PSP-SL, PSP con alteracion
del lenguaje y del habla.

1.5.4. Evolucion natural de la enfermedad

Al igual que en otras enfermedades neurodegenerativas es probable que
exista una fase presintomatica de la PSP en la que los cambios
neuropatolégicos no alcanzan el wumbral necesario para producir
manifestaciones clinicas de la enfermedad (Evidente et al., 2011; Nogami et
al., 2015; Yoshida et al., 2017). Posteriormente, la aparicion de sintomas
leves o aislados se corresponderian con el grupo "sugestivo de PSP", que no
llegan a cumplir los grados de mayor certeza diagnostica. En fases mas
avanzadas, este grupo “sugestivo de PSP” evolucionaria hacia la expresion
clinica de la forma clasica o de otros fenotipos clinicos (Boxer et al., 2017,
Hoglinger et al., 2017). La mayor parte de los casos con fenotipos atipicos de
PSP desarrollan los sintomas caracteristicos de la forma clasica durante la
evolucion de la enfermedad (Respondek et al., 2014; Williams and Lees,
2009) lo que sugiere que todos los fenotipos confluyen en el fenotipo PSP-RS
al final de la enfermedad (Figura 12).
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Figura 12. Modelo evolutivo hipotético de la PSP.
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Procedente de Boxer et al., 2017.

En la figura se propone la PSP como un continuo patolégico desde una fase presintomatica,
pasando por una fase paucisintomatica o sugestiva de la enfermedad, hasta llegar a una fase
clinicamente florida en la que, en muchos casos, se cumplirian los criterios para el
diagnéstico clinico. No todos los casos presintomaticos o sugestivos de la enfermedad
evolucionarian a un fenotipo de PSP claramente determinado.

El desarrollo de sintomas motores, bulbares y cognitivos en la PSP conduce a
la dependencia en estos pacientes (Morgan et al., 2020). En un metanalisis
realizado en 2017 se identificd que la disfagia precoz, los sintomas cognitivos
o las caidas eran predictores de mortalidad en la PSP (Glasmacher et al.,
2017), siendo la neumonia la causa de muerte mas frecuente (Litvan et al.,
1996¢c). En la misma linea, en un estudio retrospectivo sobre casos con
diagnostico clinico de PSP en poblacién china (21 casos) se identificaron
como factores predictores de mortalidad el desarrollo de apatia, disfagia,
paralisis vertical de la mirada, estrés del cuidador, ulceras por presion vy
neumonia (Shea et al., 2019).

Como se ha comentado, el fenotipo clinico influye en el prondstico de la PSP
(Glasmacher et al., 2017; Respondek et al., 2014; Williams et al., 2005). En el
metanalisis previamente mencionado, la presencia del fenotipo PSP-RS era
un claro factor relacionado con la mortalidad (Glasmacher et al., 2017).

54



Por otra parte, la relacion entre los depdsitos de la proteina tau y la duracién
de la enfermedad no esta claramente definida. El grupo de la clinica Mayo, en
una serie de 97 cerebros de PSP sin copatologia, describié unos resultados
que diferian en funcion del tipo celular analizado. Encontraron una correlacion
negativa entre la supervivencia y la presencia de coiled bodies o hilos
neuropilicos de origen oligodendroglial; y una correlacién positiva entre
supervivencia e hilos neuropilicos de origen neuronal o astrocitos en el cortex
motor (Josephs et al., 2006c). Posteriormente, se encontré una correlacion
negativa entre la carga de tau y la supervivencia, siendo los casos con mayor
carga global de tau los que tenian una evolucién mas fulminante (Ahmed et
al., 2008; Williams et al., 2007a, 2007b). Sin embargo, en un estudio reciente,
Guasp et al.,, no identificaron una asociacion entre la carga de tau y la
supervivencia, que si se relacionaba con el fenotipo clinico (Guasp et al.,
2021). Estos resultados, plantean que en la relacion entre la supervivencia y
la taupatia de la PSP participen otros factores como el tipo celular donde se
produce el depdsito de tau, la pérdida neuronal o la posible existencia de
cepas diferentes de la proteina (Narasimhan et al., 2017).

1.6.Diagndstico de la enfermedad

El diagnéstico de la PSP es clinico y desde su descripcion se han ido
estableciendo distintos criterios para establecer un diagnéstico mas precoz y
sensible (Hoglinger et al., 2017; Litvan et al., 1996b; Respondek et al., 2014).

En un estudio previo a la aplicacion de los criterios PSP-MDS (1990-2016) en
un centro especifico de trastornos del movimiento americano, identificaron
que el tiempo de demora desde el inicio de los sintomas hasta el diagnéstico
estd mejorando respecto a las décadas pasadas, con una latencia en torno a
29 meses en el periodo de 2010-2016 respecto a 40 meses entre 1990-2009
(Mamarabadi et al., 2018). Sin embargo, en otro estudio mas reciente con una
muestra menor y aplicando los criterios PSP-MDS identificaron una mediana
de 81 meses hasta el diagnéstico (Painous et al., 2020). Esta latencia era
significativamente diferente segun el fenotipo de PSP, con una mediana de 70
meses para el diagnostico del fenotipo PSP-RS y en torno a 110-120 meses,
para los fenotipos subcorticales (Painous et al., 2020).
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El desarrollo de biomarcadores en el campo de la neuroradiologia, medicina
nuclear o del analisis bioquimico de fluido biolégicos (LCR o suero) en la PSP
estd dirigido a identificar el proceso neuropatolégico de la PSP para
diferenciarlo de otros parkinsonismos o demencias (Shoeibi et al., 2019a). Sin
embargo, hasta la fecha, no hay ningun biomarcador que permita diagnosticar
con certeza la PSP premortem, y su diagnostico definitivo sigue siendo
neuropatologico.

1.6.1. Criterios de diagnéstico

1.6.1.1. Criterios NINDS para el diagnéstico clinico de PSP

En 1996, un grupo de expertos realizdé un consenso para definir los criterios
para el diagnéstico clinico de la PSP (Tabla 3). Se describieron 3 categorias
con distinto grado de certeza diagndstica: posible, probable y definitiva. La
"PSP posible" requeria un inicio posterior a los 40 afos junto con una
progresion gradual, y con el desarrollo de, bien paralisis supranuclear de la
mirada vertical o inestabilidad con caidas en el primer afio de evolucion de la
enfermedad. La clasificacion de "PSP probable" requeria tanto la presencia de
paralisis de la mirada vertical como la de inestabilidad con caidas en el primer
afo, ademas del inicio posterior a los 40 afios y la progresion gradual. En
ambos casos no debian de estar presentes los criterios de exclusién que
orientaban a otras enfermedades. La PSP posible o probable con
histopatologia tipica de la enfermedad se consideraba PSP definitiva.
También se describian sintomas y signos que, sin formar parte de los
criterios, apoyaban el diagnéstico (Litvan et al., 1996c¢).

Estos criterios son muy especificos para el diagndstico del fenotipo PSP-RS,
pero tienen una baja sensibilidad para el diagnéstico de PSP en fases
tempranas de la enfermedad, sobre todo para los fenotipos atipicos que se
han descrito en las ultimas dos décadas (Josephs and Dickson, 2003; Osaki
et al., 2004; Respondek et al., 2013).
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Tabla 3. Criterios clinicos para diagnostico de PSP (Litvan et al., 1996)

PSP PROBABLE

1.Progresion gradual de las manifestaciones clinicas
2.Inicio en edad mayor de 40 afos

3.Exclusién de otros diagnoésticos (criterios de exclusion)
4.Paralisis supranuclear de la mirada vertical

5.Inestabilidad postural con caidas en el primer afo

PSP POSIBLE

* Cumplen puntos 1a 3

» Cumplen algun punto del 4 al 5

Criterios de exclusion:

Encefalitis reciente Signos cerebelosos prominentes
Sindrome de la mano alien Disautonomia temprana

Alteracion sensitiva cortical o déficit focal Parkinsonismo asimétrico

Psicosis sin relacién con tratamiento dopaminérgico Anomalia estructural en neuroimagen
Demencia cortical tipo Alzheimer Whipple + en PCR de LCR

Criterios de apoyo:

Parkinsonismo simétrico proximal Disartria o disfagia precoces

Distonia cervical en retrocollis Deterioro cognitivo precoz

Ausencia de respuesta a levodopa

PSP DEFINITIVA

PSP probable o posible con confirmacién anatomopatolégica

Adaptado de Litvan et al. 1996

1.6.1.1. Clasificacion de "fenotipos predominantes" de PSP

En 2009, el grupo de estudio de NNIPPS (Neuroprotection and Natural History
in Parkinson Plus Syndromes) propuso una modificacion de los criterios
NINDS en aras de aumentar su sensibilidad y mejorar el diagnéstico de la
PSP (Bensimon et al., 2009). Las modificaciones consistieron en aumentar el
limite inferior de edad hasta 30 afios y ampliar a tres afios el periodo en el que
registrar la presencia de inestabilidad con caidas (Bensimon et al., 2009). Sin
embargo, en su validacion en una serie neuropatolégica independiente, los
criterios NNIPPS no demostraron ser mejores que los criterios NINDS para el
diagnostico de PSP. Presentaron mayor latencia diagnodstica, menor
especificidad y menor valor predictivo positivo que los criterios NINDS para

57



"PSP probable"; sin cambios significativos en la sensibilidad (Respondek et
al., 2013).

En 2014, el grupo de estudio de PSP (PSP-SG, PSP study group) realizd el
primer estudio multicéntrico internacional que analizaba mas de 100 casos de
PSP confirmados (Respondek et al., 2014). En este trabajo se analiz6 la
frecuencia de los distintos fenotipos de PSP aplicando las recomendaciones
de expertos para el diagndstico de cada fenotipo que hasta entonces habian
sido propuestas individuales en los trabajos que describieron estos fenotipos
atipicos (Donker Kaat et al., 2007; Josephs and Duffy, 2008; Josephs et al.,
2005; Kanazawa et al.,, 2009; Tsuboi et al., 2005; Williams et al., 2005,
2007b). Describieron un solapamiento de fenotipos en el 17% de la muestra y
un 37% de los casos no se pudo clasificar con estos criterios por ausencia de
sintomas cardinales o presencia de criterios de exclusion (Respondek et al.,
2014). En aras de mejorar estas recomendaciones propusieron una nueva
clasificaciéon basada en el fenotipo clinico predominante en los 2 primeros
afios de evolucidbn de la enfermedad (Tabla 4). Con su aplicacion,
desaparecié el solapamiento de fenotipos y disminuyé el porcentaje de casos
no clasificables a un 13% (Respondek et al., 2014). Estos criterios
aumentaban la sensibilidad para el diagnéstico de PSP, de un 53% a un 87%
con respecto a los criterios NINDS (Respondek et al., 2014).

En este trabajo un 24% de los casos cumplian criterios de PSP-RS, que si se
contabilizan junto a los fenotipos PSP-PI y PSP-OM ascienden al 49% de los
casos. No se incluyeron casos con los fenotipos PSP-PAGF, PSP-PNFA ni
PSP-C. Aunque hubo pacientes que presentaron freezing o afasia al inicio, la
presencia precoz y predominante de otros sintomas implicaron su
clasificacion en otros fenotipos. Respecto al grupo de los casos no
clasificables (13% del total), un 36% de ellos presentaron disartria como
sintoma mas frecuente en los 2 primeros afos. La gran mayoria de este grupo
(84,6%) desarrollaron oftalmoparesia y caidas en la evolucion (Respondek et
al., 2014).

Con esta nueva clasificacion de fenotipos predominantes se intentd solucionar
la falta de sensibilidad y retraso diagnostico que conllevaban los criterios
NINDS y se establecieron los cimientos de los criterios PSP-MDS que se
formularian posteriormente (Hoglinger et al., 2017).
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Tabla 4. Clasificaciéon en fenotipos predominantes de PSP (Respondek).
Fenotipo Caracteristicas Requisito

Todos Todas las siguientes: Obligatorio
Inicio en edad adulta
Caracter progresivo

PSP-RS Todos los siguientes en los primeros 2 anos: Predominante
Inestabilidad postural
Caidas
Alteracion de las sacadas
Paralisis supranuclear de la mirada

PSP-PI Todos los siguientes en los primeros 2 afos: Predominante
Inestabilidad postural con caidas

Ausencia de paralisis supranuclear de la mirada
o de alteracion de las sacadas

PSP-OM Todos los siguientes en los primeros 2 anos: Predominante

Paralisis supranuclear de la mirada o de
alteracién de las sacadas
Ausencia de inestabilidad postural con caidas

PSP-P Al menos 2 de las siguientes: Predominante
Bradicinesia (cualquier momento)
Temblor (en los primeros 2 afios)
Rigidez apendicular (en los primeros 2 afios)
Asimetria al inicio De apoyo
Respuesta a Levodopa

Ausencia de todos los siguientes en los primeros De apoyo
2 anos:

Inestabilidad postural

Paralisis supranuclear de la mirada
Alteracion de las sacadas
Deterioro cognitivo frontal

PSP- Todos los siguientes en los primeros 2 anos: Predominante
PAGF Bradicinesia

Congelacién de la marcha o del habla

Ausencia de todos los siguientes en los primeros De apoyo
2 anos:

Temblor

Rigidez

Paralisis supranuclear de la mirada o alteracion

de las sacadas

Caidas e inestabilidad postural
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PSP-CBS

PSP-FTD

PSP-
PNFA

PSP-SD

PSP-C

Al menos un sintoma extrapiramidal
Bradicinesia

Rigidez apendicular > axial

Distonia axial y extra-axial

Al menos un sintoma cortical:
Apraxia apendicular
Mioclonias

Alteracion sensitiva cortical
Sindrome de la mano alien

Cualquiera de los siguientes:
Asimetria al inicio

Asimetria persistente

Ausencia de respuesta a L-Dopa

Al menos 2 de las siguientes en los primeros 2
afos:

Cambios de personalidad de tipo frontal
Disfuncién social

Disfuncion ejecutiva

Alteracion conductual frontal

Signos fisicos frontales

Todos los siguientes en los primeros 2 anos:
Deterioro cognitivo

Ausencia de deterioro cognitivo sugestivo de EA
Ausencia de inestabilidad postural con caidas

Ausencia de paralisis supranuclear de la mirada
o de alteracion de las sacadas

Al menos uno de los siguientes:
Afasia progresiva no fluente
Apraxia del habla

Ausencia de todos los siguientes en los primeros
2 anos:
Inestabilidad postural o caidas

Paralisis supranuclear de la mirada o de
alteracién de las sacadas

Presente en los primeros 2 anos:
Demencia semantica

Presente en los primeros 2 anos:
Ataxia cerebelosa
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Adaptado de Respondek et al., 2014.

1.6.1.1. Criterios de diagnéstico de PSP de la MDS

En 2017, el PSP-SG publicd unos nuevos criterios para el diagndstico clinico
de la PSP (Hoglinger et al.,, 2017). Para ello realizé un analisis del valor
predictivo positivo, sensibilidad y especificidad para el diagnostico de
sintomas y signos relacionados con la PSP en una cohorte neuropatoldgica
que incluia también controles patolégicos de CBD, atrofia multisistémica
(AMS) parkinsoniana, EP, etc. (Respondek et al., 2017). De forma paralela,
analizaron el grado de utilidad de los biomarcadores de imagen y medicina
nuclear para el diagnostico de PSP (Whitwell et al., 2017). Con los resultados
obtenidos elaboraron una propuesta inicial de criterios que fue depurada,
siguiendo la metodologia Delphi, tras un consenso de expertos (Hoglinger et
al., 2017).

Para la aplicaciéon de estos criterios, existen unas caracteristicas clinicas
basicas que todos los fenotipos de PSP deben presentar que son el origen
esporadico, edad de inicio mayor de 40 afios y la evolucion progresiva de los
sintomas. También se establecen unos criterios de exclusién clinicos y
radiolégicos para descartar otras enfermedades que plantean un diagndstico
diferencial con la PSP. Por ultimo, existen otros criterios de exclusion
condicionados a la presentacién clinica y los hallazgos genéticos que
excluirian una PSP esporadica (Tabla 5).

Posteriormente se incluye el anadlisis de las caracteristicas clinicas nucleares
de la PSP agrupadas en cuatro dominios funcionales con diferentes grados de
afectacion para cada uno: disfuncién oculomotora, inestabilidad postural,
rasgos parkinsonianos o las alteraciones cognitivas (Tabla 6). Algunos de
ellos, como la inestabilidad postural (P1-P3) o la congelacién de la marcha
(A1), implican la limitacién temporal de estar presentes en los tres primeros
afios desde el inicio de la sintomatologia. El resto pueden cumplir este item
en cualquier momento de la evolucion.

También se describen caracteristicas clinicas o radiolégicas de apoyo al
diagnodstico (Tabla 7). Incluyen determinados aspectos que tienen un valor
predictivo positivo para el diagnostico de PSP, pero insuficiente como para
incluirlos como criterios de diagndstico.
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La combinacién de las puntuaciones en estos dominios y caracteristicas de
apoyo, determina el diagnostico de los distintos fenotipos de la PSP con

distintos grados de certeza (Figura 13).

Tabla 5. Caracteristicas clinicas necesarias para todos los fenotipos de

los criterios PSP-MDS.

Criterio

Necesidad

Presencia de:

Obligatorio

Incidencia esporadica
Edad de inicio mayor o igual a 40 afios
Progresion gradual

Ausencia de:

Obligatorio

Predominio de déficit amnésico episodico
Predominio de disautonomia

Predominio de alucinaciones visuales y fluctuaciones de nivel
de conciencia

Predominio de signos de enfermedad de primera y segunda
motoneurona

Ataxia apendicular significativa

Otras causas de inestabilidad postural (sensorial, vestibular,
espastica, ...)

Ausencia de:

Obligatorio *

Leucoencefalopatia grave

Alteraciones estructurales significativas (hidrocefalia, lesiones
vasculares o tumorales estratégicas en nucleos grises
subcorticales o troncoencéfalo

Mutaciones en gen MAPT 2

Mutaciones raras de otras enfermedades que puedan simular
una PSP°

Ausencia de:

Situacion

Hallazgos radiolégicos sugestivos de Ictus, CADASIL,
angiopatia amiloide

Hallazgos radiolégicos o analiticos sugestivos de enfermedad
priénica o encefalitis paraneoplasica

Hallazgos analiticos sugestivos de enfermedad de Wilson,
Niemann-Pick tipo C, hipoparatiroidismo, neuroacantocitosis o
neurosifilis
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Hallazgos analiticos sugestivos de la enfermedad de Whipple Con clinica
sistémica sugestiva

(Adaptado de Hoglinger et al, 2017).

* No es necesaria la realizacion de estudio genético para el diagndstico. Se recomienda en
casos con algun familiar de primer o segundo grado con un sindrome compatible con PSP o
el conocimiento de mutaciones en la familia.

? Su diagndstico excluye una PSP esporéadica.

® DFT no asociada a MAPT, EP, AD, Niemann-Pick, Kufor-Rabeb, sindrome de Perry,

enfermedades mitocondriales, atrofia dentatorubro-palidoluisiana, prionopatias, Huntington o
ataxias espinocerebelosas.

Tabla 6. Dominios funcionales de los criterios PSP-MDS.

Nivel de Disfuncién Inestabilidad Acinesia (A) Deterioro
certeza  Oculomotora (O) postural (P) cognitivo (C)

1 o1 P1 A1 C1
Paralisis Caidas no Congelacién de la  Afasia primaria
supranuclear de la provocadas marcha progresiva progresiva o
mirada vertical antes de 3 afios antes de 3 afios  apraxia del habla
2 02 P2 A2 C2
Enlentecimiento de Tendencia a caer Parkinsonismo de
las sacadas en el pull-test predominio axial Demencia frontal
verticales antes de 3 aflos  resistente a dopa
3 03 P3 A3 C3
Intrusiones

- Parkinsonismo
sacadicas frecuentes

o Maés de 2 pasos tremarico +/- .
durante la fijacién o L Sindrome
. en el pull-test asimétrico +/- .
apraxia de apertura - corticobasal
antes de 3 afios respuesta a L-
palpebral / Dopa

blefaroespasmo

(Adaptado de Hoglinger et al, 2017).
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Tabla 7. Caracteristicas clinicas y de imagen, de apoyo al diagnéstico de
los criterios PSP-MDS.

Pistas clinicas (CC) Hallazgos de imagen (IF)
CC1 Resistencia a L-Dopa IF 1 Atrofia o hipometabolismo
mesencefalico
CC 2 Disartria IF 2 Déficit dopaminérgico
. . postsinaptico estriatal
CC 3 Disfagia

CC 4 Fotofobia

(Adaptado de Hoglinger et al, 2017).

Segun estos criterios, se sigue manteniendo el diagnostico anatomopatoldgico
como gold standard (PSP definitiva). EI grado de "probable PSP" es muy
especifico, pero no tan sensible y su aplicacién tendria utilidad para ensayos
terapéuticos y otros estudios de la enfermedad. El grado de "posible PSP"
conlleva mayor sensibilidad, pero menor especificidad para el diagndstico de
PSP, y puede ser util para estudios epidemioldgicos. Por ultimo, el grado de
"sugestivo de PSP" resulta de utilidad para la practica clinica habitual
(Hoglinger et al., 2017).

El principal cambio que afaden los criterios PSP-MDS respecto al fenotipo
PSP-RS, es la ampliacion a los 3 primeros afios el periodo en el que se
pueden registrar la inestabilidad postural y caidas para su diagnostico
(Hoglinger et al., 2017).

Por otra parte, para establecer el diagndstico del fenotipo PSP-P, se incluye la
posibilidad de un parkinsonismo axial sin respuesta al tratamiento
dopaminérgico (Hoglinger et al., 2017).

Respecto al otro fenotipo subcortical, PSP-PGF, los primeros criterios de
Williams et al. eran bastante restrictivos y obligaban a un seguimiento de 5
afios en ausencia de rasgos parkinsonianos (Williams et al., 2007b). En este
sentido, tanto la clasificacion de Respondek como los criterios PSP-MDS
proponen unos criterios mas asequibles como la presencia de una acinesia
pura precoz (2-3 primeros anos) en ausencia de inestabilidad postural grave
que condicione el diagnéstico de PSP-RS (Tabla 4-7 y figura 13).
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Figura 13. Fenotipos y grados de certeza con los criterios PSP-MDS.

PSP definitiva Diagnéstico neuropatolégico
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(Adaptado de Hoglinger et al, 2017).
La figura muestra la clasificacion en fenotipos clinicos de PSP segun los criterios PSP-MDS

en funcién de la presencia de alteraciones clinicas en los dominios funcionales y las
caracteristicas de apoyo explicadas en las Tablas 6y 7.
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Respecto a las caracteristicas clinicas necesarias para clasificar a los
fenotipos corticales de PSP, no hay grandes cambios con respecto a las
recomendaciones previas, salvo para el fenotipo PSP-F, ya que es preciso
asociar al sindrome frontal la presencia de alteraciones posturales leves (P3),
alteraciones oculomotoras leves o blefaroespasmo (O3). Para el diagnéstico
de "sugestivo de" PSP-SL y PSP-CBS es suficiente con la presencia de una
afasia primaria progresiva o un sindrome corticobasal respectivamente.

1.6.1.1. Validacion y criticas a los criterios

Tras la publicaciéon de los criterios PSP-MDS, Picillo et al., demostraron que
su aplicacion en una serie clinica de pacientes con sospecha de PSP
aumentaba la sensibilidad diagnéstica con respecto a los criterios NINDS
(100% vs 62,7%). Incluyeron todos los niveles de certeza, hasta "sugestivo
de" como diagndstico de PSP. Sin embargo, tras su aplicacién, observaron
que con frecuencia existia una superposicion de fenotipos para un mismo
paciente (Picillo et al., 2018). Por otra parte, Ali et al. aplicaron los criterios en
una serie casos de PSP con confirmacion neuropatoldgica y utilizaron como
controles casos diagnosticados en vida de PSP o parkinsonismo. Los nuevos
criterios PSP-MDS tenian una mayor sensibilidad que los NINDS (47-87,9%
segun grados de certeza frente a 33,3%-45,5%, respectivamente) con una
menor especificidad (39,7%-85,7% segun grado de certeza frente a 90,5%).
Este grupo también observé una superposicion significativa de fenotipos en
un mismo paciente (Ali et al., 2019b).

Para tratar de evitar este inconveniente, el PSP-SG publico las reglas MAX
(multiple allocations extinction) con 4 normas sobre cémo aplicarlas (Grimm et
al., 2019) (Figura 14).

Figura 14. Reglas MAX.

MAX 1 Probable > Posible > Sugestivo de
MAX 2 ler> 2° > 3er diagnéstico
MAX 3 PSP-RS > PSP-OM/PSP-P| >Resto
MAX 4 MAX 1> MAX 2 > MAX 3
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Adaptada de Grimm et al., 2019.

La figura muestra las 4 reglas MAX que priorizan la eleccién de los fenotipos cuando se
cumplen los criterios para varios de ellos en un mismo paciente. Se prioriza el mayor grado
de certeza alcanzado (MAX 1), el fenotipo predominante mas temprano (MAX 2) y los
fenotipos del espectro de la forma clasica respecto al resto (MAX 3).

La aplicacion de las reglas MAX reducia significativamente el solapamiento de
fenotipos (Ali et al., 2019a).

Posteriormente, el PSP-SG analizé en una muestra de 204 cerebros de PSP y
216 controles, la evolucidon temporal de la sensibilidad y especificidad de los
criterios PSP-MDS en funcién del momento en que se aplicaban. La
sensibilidad de los criterios aumentaba cuanto mas tarde se aplican: desde el
53,5%, en el primer aino desde el inicio de sintomas, hasta el 85,8%, en la
ultima valoracion clinica. Estas cifras de sensibilidad eran superiores a las
obtenidas con la aplicacién de los criterios NINDS, a expensas de los casos
clasificados como "sugestivos de". Respecto a la especificidad de los criterios
PSP-MDS, fue alta hasta el tercer afio de aplicacion (75,9%) con una
disminucién progresiva posterior (61,5% a los 9 afos); a diferencia de los
criterios NINDS que mantuvieron una elevada especificidad a lo largo de la
evolucién (96,3% a los 3 afios y 94% a los 9 afios). En este mismo trabajo
describieron los cambios en la distribucion fenotipica de la serie de PSP tras
la aplicacion de los criterios PSP-MDS en distintos momentos de la evolucion.
El cambio de fenotipo mas frecuente fue el paso de "sugestivo de" PSP-PI a
PSP-RS mientras que el resto de fenotipos se mantenian relativamente
estables (Grimm et al., 2020).

La aplicacién de los criterios PSP-MDS y de las reglas MAX, conllevan una
disminucién de la diversidad de los fenotipos clinicos de PSP segun algunos
trabajos. Asi, Shoeibi et al., encontraron una superposicion de los fenotipos
PSP-P y PSP-RS en una serie clinica y que la aplicacion de la regla MAX 3
sobre-diagnosticaba el fenotipo PSP-RS en detrimento del PSP-P (Shoeibi et
al., 2019b). De forma similar, Frank et al., a partir de una serie clinica de 80
pacientes con PSP, clasificados inicialmente en fenotipos segun criterios de
expertos, comprobaron que al aplicar los criterios PSP-MDS, 8 casos de PSP-
P, 6 casos de PSP-CBS, 2 casos de PSP-F, 2 casos de PAGF y 1 caso de
PSP-PNFA pasaron a ser considerados como PSP-RS. Se producia asi un
diagnostico de mas casos de PSP-RS a expensas de los fenotipos atipicos
corticales y subcorticales (Frank et al., 2020).
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1.6.1. Biomarcadores

El objetivo de un biomarcador ideal para PSP es que sea capaz de
distinguirla, con alta sensibilidad y especificidad, de controles sanos y de otras
enfermedades con las que comparte sintomatologia (EP, AMS, CBD, DFT,
etc.). Tendria un gran valor si pudiese servir para diagnosticar la enfermedad
cuando todavia la sintomatologia es leve o inespecifica y no se cumplen los
criterios de diagndstico; o si demostrase una fuerte relacion con la
neuropatologia independientemente del fenotipo clinico (Whitwell et al., 2017).

Los biomarcadores genéticos ya han sido mencionados en el apartado de
fisiopatologia de este manuscrito. A continuaciéon, se describen los
conocimientos actuales sobre biomarcadores de imagen y laboratorio en PSP.

1.6.1.1. Biomarcadores radiolégicos y de medicina nuclear

En los estudios de RM estructural, el fenotipo PSP-RS se caracteriza por una
atrofia mesencefalica predominante y atrofia de los pedunculos cerebelosos
superiores, ganglios basales y I6bulos frontales (Stamelou et al., 2021). Los
calculos de volumenes mesencefalicos son utiles en el diagndstico diferencial
de PSP-RS frente a EP y AMS (Quattrone et al., 2008). Sin embargo, estas
técnicas son poco utiles en la diferenciacidon de los fenotipos atipicos de PSP
con otras enfermedades neurodegenerativas (Whitwell et al., 2017). Por otra
parte, el estudio de la afectacion del pedunculo cerebeloso superior, midiendo
su intensidad en secuencias de difusion o en tractografia con tensor de
difusion, o en otros tractos como el cuerpo calloso, podrian ser utiles para
diferenciar PSP-RS de otros parkinsonismos (Nicoletti et al., 2008; Whitwell et
al., 2017). Actualmente, la atrofia mesencefalica es el unico parametro
radiolégico que se incluye en los criterios PSP-MDS, dentro del apartado de
caracteristicas "de apoyo" por tener un valor predictivo positivo insuficiente
(Hoglinger et al., 2017).

En los estudios de metabolismo con PET con fluorodesoxiglucosa (PET-
FDG), el fenotipo PSP-RS muestra un hipometabolismo en troncoencéfalo,
ganglios basales, tadlamo y Iébulos frontales. Estos patrones permiten
diferenciar PSP-RS de EP y AMS (Marti-Andrés et al., 2020; Tripathi et al.,
2013). Ademas, podrian ayudar a diferenciar entre PSP-RS y otros fenotipos
subcorticales (PSP-P y PSP-PGF) (Marti-Andrés et al., 2020). El
hipometabolismo mesencefalico en PET-FDG también se considera como
criterio de imagen de apoyo en los criterios PSP-MDS (Hoglinger et al., 2017).
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En la ultima década, los radiotrazadores PET con unién a proteina tau (PET-
tau) han tenido un gran avance. El trazador mas desarrollado es F-Flortaucipir
(F-AV-1451) que tiene una gran correlacién con los agregados 3R/4R en la
EA pero menos consistente en taupatias 4R como la PSP. Se estan
desarrollando radiotrazadores de 22 generacion como F-PI-2620 que podrian
tener una afinidad selectiva para las isoformas 4R y por tanto conllevar menos
falsos positivos (Leuzy et al., 2019). En los estudios con F-PI-2620, los casos
de PSP-RS muestran un aumento de fijacién del trazador en el GP, STN, SN
y nucleo dentado. Este patron permite diferenciarlo de controles con sospecha
de sinucleopatias (EP y AMS) y de otros fenotipos de PSP (Brendel et al.,
2020). El estudio con PET-tau, podria ser un biomarcador éptimo, pero
todavia faltan estudios que demuestren la especificidad de los ligandos
(Stamelou et al., 2021; Whitwell et al., 2017).

1.6.1.2. Biomarcadores en sangre y liquido cefalorraquideo

A diferencia de los avances obtenidos en la EA, el estudio de la concentracion
de oligbmeros de proteina tau en el LCR ha mostrado resultados
inconsistentes en la PSP. Se ha hipotetizado sobre la influencia de aspectos
técnicos o la existencia de diferentes cepas de la de la proteina tau y esta
técnica se encuentra todavia en desarrollo (Coughlin and Litvan, 2020;
Jabbari et al.,, 2017; Shoeibi et al., 2019a; Stamelou et al., 2021). Los
estudios con RT-QuIC (real-time quaking-induced conversion) permiten
detectar la presencia de una determinada proteinopatia en la muestra de
origen al analizar su capacidad de agregacion de mondémeros de la proteina
en condiciones determinadas (Coughlin et al., 2021). Recientemente se han
presentado resultados prometedores con esta técnica en las taupatias 4R, a
partir de muestras de LCR de pacientes con PSP y CBD con confirmacién
patolégica (Saijo et al., 2020). De forma similar a las sinucleopatias, que
podrian distinguirse en funcién de patrones de agregacion especificos (Rossi
et al., 2020), los estudios RT-QulC podrian distinguir entre diferentes
taupatias 4R o incluso determinar distintas cepas de la proteina dentro de la
misma enfermedad (Saijo et al., 2020).

En lo que respecta a los neurofilamentos de cadenas ligeras (NfL) que son
filamentos intermedios generados tras el dafio axonal y marcadores
inespecificos de neurodegeneracion, se ha visto que se encuentran mas
elevados en el LCR de pacientes con PSP respecto a controles con EP,
incluso en etapas tempranas de la enfermedad (Bridel et al., 2019), pero no
sirven para distinguir la PSP de otros parkinsonismos atipicos (Stamelou et
al., 2021). Puede ser util su determinacion como marcador de la progresion de
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la enfermedad en ensayos terapéuticos (Jabbari et al., 2017; Shoeibi et al.,
2019a).

Otra proteina relacionada con la neuroinflamacion, como YKL-40, también se
ha encontrado elevada en el LCR de pacientes con PSP con respecto a
controles sanos y con otras enfermedades neurodegenerativas (Jabbari et al.,
2017; Magdalinou et al., 2015). Sin embargo, su utilidad como biomarcador en
la PSP todavia no esta definida (Rosler et al., 2019).

Los estudios de algunos biomarcadores en suero como NfL y tau tienen
buenas correlaciones con los niveles en LCR (Kuhle et al., 2016), aunque
todavia se encuentran en desarrollo (Coughlin and Litvan, 2020). En un
estudio comparativo entre varias enfermedades neurodegenerativas y
controles sanos se encontré que los pacientes con diagnéstico clinico de PSP
presentaron niveles aumentados de NfL en sangre respecto a controles, sin
alteracion en otros biomarcadores (p-tau 181, Beta amiloide 42/40 y la
proteina acidica fibrilar glial, GFAP) (Chouliaras et al., 2022).

1.7. Tratamiento

En la actualidad, la PSP es una enfermedad incurable. El tratamiento sigue
siendo sintomatico. En los ultimos afos, se estan desarrollando ensayos
clinicos prometedores con el objetivo de modificar el curso de la enfermedad
basados en el conocimiento creciente de la fisiopatologia de la proteina tau
(Boxer et al., 2017).

1.7.1. Tratamiento sintomatico

En el tratamiento de la bradicinesia o la rigidez, la L-Dopa produce una
respuesta modesta y, habitualmente, menor que en la EP (Williams et al.,
2005). Ademas, esta respuesta no suele mantenerse en el tiempo. Otros
farmacos como los agonistas dopaminérgicos o la amantadina son, en
general, menos efectivos que en la EP y con mayor riesgo de efectos
secundarios (Litvan et al., 1996c¢).

La toxina botulinica puede ser efectiva en el tratamiento de la apraxia de la
apertura ocular, la distonia cervical o la sialorrea (Gémez-Caravaca et al.,
2015; Piccione et al., 1997). Otros tratamientos sintomaticos empleados son:
farmacos antidepresivos (triciclicos, inhibidores selectivos de recaptacion de
serotonina o duales) para la depresion y labilidad emocional pseudobulbar,
neurolépticos con menor riesgo de parkinsonismo farmacoldgico (quetiapina o
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clozapina) para las alteraciones conductuales, hipnéticos (melatonina,
clonacepam o trazodona) para los trastornos del suefio y medidas dietéticas o
farmacos procinéticos para el estrefiimiento (Coughlin and Litvan, 2020).

La estimulacion cerebral profunda del nucleo pedunculopontino en pacientes
con PSP-RS avanzada no ha producido beneficio y ha conllevado efectos
secundarios (Scelzo et al., 2017).

1.7.2. Medidas no farmacolégicas

La fisioterapia en estos pacientes es util y existen estudios en los que ha
demostrado mejorar temporalmente la puntuacion en escalas clinicas. La
terapia ocupacional, el abordaje multidisciplinar y los cuidados paliativos
afectan positivamente a la calidad de vida de estos pacientes y sus familiares
(Clerici et al., 2017; Wiblin et al., 2017).

1.7.3. Dianas terapéuticas y potenciales tratamientos

Hasta el momento actual, aunque se han realizado estudios controlados con
placebo para varios farmacos (co-enzima Q10, riluzol, rasagilina, acido
valproico, litio, tideglusib, davunetide, ...) ninguno ha demostrado un beneficio
clinico significativo en la PSP (Coughlin and Litvan, 2020). El desarrollo de
farmacos potencialmente modificadores de la enfermedad se esta dirigiendo a
interferir en la fisiopatologia de la proteina tau y la disfuncion mitocondrial. Las
principales dianas terapéuticas actuales son: la reduccidn de la expresion
génica de la proteina tau, la inhibicibn de sus modificaciones
postraslacionales, el bloqueo de su propagacion intercelular o la potenciacion
de sus funciones fisioldgicas perdidas. (Coughlin and Litvan, 2020; Rdsler et
al., 2019).

1.7.3.1. Terapia génica

La reduccion de la transcripcion del gen MAPT o de la traslacion de su RNA
mensajero (MRNA) podrian producir un beneficio en la PSP. En modelos
animales de EA, la terapia con oligonucledtidos antisentido para tau ha
demostrado reducir significativamente la cantidad de mMRNA de tau
disminuyendo la atrofia hipocampal, pérdida neuronal y alteraciones del
comportamiento (DeVos et al.,, 2017). En la PSP los oligonucleétidos
antisentido se han disefiado como moduladores del splicing alternativo del
gen MAPT interfiriendo sobre la transcripcién del exon 10 e intrén 10 y, en
modelos animales de taupatia, han demostrado la capacidad de reducir la
sobreexpresién de las isoformas 4R y de la tau total, con efectos clinicos
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positivos y con menor carga de tau cerebral (DeVos et al., 2017; Schoch et
al., 2016).

1.7.3.2. Modificaciones postraslacionales

Las modificaciones postraslacionales patoldégicas que conducen a la
agregacion fibrilar de la proteina tau incluyen: la hiperfosforilacion, la
acetilacion o la disminucion de la O-GlcNAcetilacion (Rosler et al., 2019).

La hiperfosforilacidon de la proteina tau se debe a un disbalance entre enzimas
kinasas y fosforilasas (Despres et al., 2017), siendo la kinasa GSK3
(Glycogen synthase kinase-3) la principal enzima que participa en la
fosforilacién de tau (Shoeibi et al., 2018). Tanto el acido valproico como el litio
son inhibidores de GSK3 y se han probado en modelos animales de taupatia
con resultados prometedores pero que en humanos no han demostrado
resultados clinicos significativos o no han sido tolerados (Leclair-Visonneau et
al., 2016; Panza et al., 2020). Tideglusib es un inhibidor irreversible de GSK3.
En un estudio fase Il con Tideglusib no se demostraron beneficios clinicos
significativos, pero se encontraron diferencias en la atrofia de algunas
regiones corticales en un subgrupo de pacientes, frente a placebo en los
analisis post hoc (Hoglinger et al., 2014; Tolosa et al., 2014). Existen también
protein-kinasas, como CDK5 (Cyclin dependent kinase 5), y sus moléculas
reguladoras que son dianas terapéuticas potenciales en las taupatias
(Coughlin and Litvan, 2020).

La acetilacion de la proteina tau interviene en un paso previo de la
hiperfosforilacion impidiendo su degradacion y favoreciendo la accion
posterior de las enzimas kinasas (lIrwin et al.,, 2012; Min et al., 2010).
Salsalato, es un inhibidor de la acetilacion que también tiene un efecto
antinflamatorio asociado disminuyendo la activacion microglial (Panza et al.,
2019). Un ensayo fase 1 no demostré diferencias en la progresion clinica o la
atrofia mesencefalica en la RM de 10 pacientes (PSP-RS) tratados con
salsalato frente a controles histéricos (VandeVrede et al., 2020a).

Por ultimo, el proceso de O-GlucosilNAcetilacion (O-GlyNAcylation) también
regula la fosforilacion de tau (Liu et al., 2004). Consiste en la glicosilacién de
la proteina afadiendo un residuo de N-Acetilglucosamina a residuos de serina
o treonina compitiendo directamente en las regiones fosforilables. En modelos
animales, el aumento de la O-GlyNAcylation mediado por la administraciéon de
inhibidores de la enzima O-GlcNAcasa (OGA) que disminuye el proceso,
produce una disminucion de agregados de tau y de la pérdida neuronal
(Yuzwa et al., 2014). Actualmente estan en desarrollo 2 farmacos inhibidores
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de la OGA que han demostrado un aumento de la O-GlyNAcylation en
modelos animales y una buena tolerancia inicial en estudios fase | recientes
(MK-8719 y ASN120290) (Soeda and Takashima, 2020; VandeVrede et al.,
2020b).

1.7.3.3. Inmunoterapia

Estos tratamientos van dirigidos a neutralizar la proteina por medio de
inmunizacion pasiva (anticuerpos contra regiones especificas de tau) o activa
(mediante la vacunacion que posteriormente genere anticuerpos especificos
frente a epitopos de la proteina) (Congdon and Sigurdsson, 2018). Los
anticuerpos pueden unirse a la tau extracelular (mas accesible pero menos
representativa de la tau total) y/o a la tau intracelular, dependiendo de su
tamafo y carga. Por ambas vias, estos anticuerpos contribuyen a la
neutralizacion de la proteina activando al sistema fagocitario microglial o el
sistema endosoma-lisosoma (Congdon and Sigurdsson, 2018). En la PSP se
han desarrollado 2 anticuerpos (BIIB092 y ABBV-8E12) con resultados
favorables en estudios fase |. Sin embargo, en ambos casos, en ensayos
clinicos fase Il no han alcanzado diferencias en los objetivos propuestos.
(Dam et al.,, 2021; Hoglinger et al., 2021). En la actualidad, existen otro
anticuerpo en desarrollo en PSP con un estudio en fase | (UCB0107) cuyos
resultados estan pendientes de ser conocidos (NCT:04185415).

Respecto a las vacunas anti-tau, AADvac1 es la mas desarrollada y se han
realizado estudios fase | y Il con resultados favorables respecto a tolerabilidad
en pacientes con EA pero no se han ensayado en la PSP (Soeda and
Takashima, 2020).

1.7.3.4. Otros potenciadores de la degradacién de tau

Nilotinib es un inhibidor de una tirosin kinasa con aprobacion para su uso en
la leucemia mieloide crénica que actua como inductor de la autofagia (Turner
et al., 2020) que se ha probado en pacientes con EA pero todavia no en
pacientes con PSP

1.7.3.5. Inhibidores de la agregacion de tau

Se han realizado varios ensayos sin éxito hasta la actualidad con farmacos o
nutrientes con capacidad antiagregante de tau en la EA (curcuma, ginseng,
acido folico o azul de metileno y sus derivados) (Coughlin and Litvan, 2020;
Soeda and Takashima, 2020).
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1.7.3.6. Estabilizadores de microtubulos

Ademas de las terapias descritas para disminuir los efectos toxicos de la
proteina tau patogénica, también se ha trabajado en potenciar la principal
accion fisiologica de la proteina tau que es la estabilizacion de los
microtubulos. Davunetide es un neuropéptido que mostré propiedades
estabilizadoras de microtubulos en modelos animales (Matsuoka et al., 2008;
Quraishe et al., 2013) pero que no ha mostrado cambios clinicos significativos
en un estudio fase IIb/lll con mas de 300 pacientes de PSP (Boxer et al.,
2014).

1.7.3.7. Modulacién de la activacion microglial e inflamacién

La microglia y los astrocitos participan en la fagocitosis de formas patologicas
de tau extracelular y la potenciacién de esta actividad podria ser una diana
terapéutica (Martini-Stoica et al., 2018). Sin embargo, como ya se ha
comentado, la activacion microglial es compleja, pudiendo tener efectos
proinflamatorios y proagregantes de tau (Leng and Edison, 2020). En este
sentido, los tratamientos antinflamatorios podrian ser una diana potencial en
la PSP (Résler et al., 2019).

1.7.3.8. Potenciadores de las funciones mitocondriales

La disfuncion mitocondrial y la acumulacion de productos de la oxidacion se
ha implicado en la patogenia PSP (Shoeibi et al., 2018). La co-enzima Q10
(coQ10) es un potenciador del complejo mitocondrial que fue comparada
frente a placebo en un estudio con un corto seguimiento de 6 semanas,
demostrando mejoria en escalas clinicas (Stamelou et al., 2008). Sin
embargo, no se encontraron claros beneficios en estudios posteriores con un
seguimiento mayor (Apetauerova et al., 2016).

1.7.3.9. Otras dianas terapéuticas

Otros tratamientos como la asociacion de nutrientes (acido alfa-lipolico y L-
carnitina; o piruvato, creatinina y niacinamida) o la transfusion de plasma
joven tampoco han ofrecido resultados favorables hasta el momento (Shoeibi
et al., 2018; VandeVrede et al., 2020c).
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

2.1. Justificacion del estudio

La PSP es una enfermedad neurodegenerativa cuyo diagnostico precoz es
dificil por la ausencia de biomarcadores validados. Tampoco se dispone de un
tratamiento eficaz que modifique su evolucion. Profundizar en el conocimiento
de su heterogeneidad clinica y neuropatoléogica ayudara a realizar un
diagndstico mas preciso y precoz y permitira contribuir al disefio de futuros
estudios que resuelvan las incognitas pendientes sobre la enfermedad.

2.2.Hipétesis

Nuestra hipotesis es que existe una correlacidon entre los hallazgos
anatomopatolégicos y las caracteristicas clinicas de la PSP y que los distintos
fenotipos clinicos vienen determinados por la diferente densidad y distribucion
de los depésitos de proteina tau en las distintas estructuras del encéfalo. La
expresion fenotipica de la PSP podria a su vez estar influida por la interaccion
de la proteina tau con otros depdsitos proteicos neuronales; asi mismo,
consideramos que la activacién de la microglia puede jugar un papel en la
fisiopatologia de la enfermedad.

2.3.0bjetivos

El objetivo general de este trabajo es analizar las caracteristicas
clinicopatolégicas de la PSP en un estudio retrospectivo postmortem y

explorar el papel de la microglia en su fisiopatologia.
Los objetivos especificos son:

1. Aplicar retrospectivamente diferentes criterios clinicos de diagnéstico de
la PSP para analizar en los distintos fenotipos clinicos:
o Frecuencia relativa
o Supervivencia
o Tiempo de demora hasta el diagnéstico clinico
o Diagnésticos alternativos planteados en vida

2. Comparar los distintos fenotipos clinicos en funcion de:
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o La carga global de proteina tau
o Ladistribucion de la proteina tau en las diferentes estructuras
corticales y subcorticales
3. Explorar la relacion del depésito de la proteina tau con los de otras

proteinas mal plegadas como la alfa-sinucleina

4. Explorar la expresion génica de un gen candidato, TREMZ2, relacionado
con la inflamacion y la activacién microglial en la PSP y su potencial uso

como biomarcador de la enfermedad.

5. Estudiar la relacién entre la carga de la proteina tau y la expresion
génica de TREMZ2 en una serie neuropatologica de PSP.
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3. METODOLOGIA Y EXPOSICION DE RESULTADOS

Este trabajo se ha realizado mediante la formula de compendio de articulos. A
continuacion, se adjuntan los 3 articulos publicados con los que se pretende
responder a la hipotesis y objetivos planteados. El orden de los articulos es
diferente al cronoldgico de publicacién para facilitar su integracion:

ARTICULO 1.

Is the phenotype designation by PSP-MDS criteria stable throughout the
disease course and consistent with tau distribution? Front. Neurol. 2022.

ARTICULO 2.

Midbrain catecholaminergic neurons co-express a-synuclein and tau in PSP.
Front. Neuroanat. 2015.

ARTICULO 3.

Microglia-Related Gene Triggering Receptor Expressed in Myeloid Cells 2
(TREM2) Is Upregulated in the Substantia Nigra of Progressive Supranuclear
Palsy. Movement Disorders. 2020.

En cada articulo se describe la metodologia empleada y se discuten los
resultados obtenidos. Después de esta seccion, se realizara una discusion
conjunta e integradora de todos ellos.
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3.1.ARTICULO 1.

Is the phenotype designation by PSP-MDS criteria stable throughout the
disease course and consistent with tau distribution? Front. Neurol. 2022.
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Introduction: The MDS-PSP criteria have shown high sensitivity for the PSP diagnosis,
but do not discriminate the phenotype diversity. Our purpose was to search for
anatomopathological differences among PSP phenotypes resulting from the application
of the MDS-PSP criteria comparing with the previous ones.

Methods: Thirty-four PSP cases from a single brain bank were retrospectively classified
according to the criteria used by Respondek et al. in 2014 and the PSP-MDS criteria
at 3 years (MDS-3y), 6 years (MDS-6y) and at the last clinical evaluation before
death (MDS-last). Semiquantitative measurement of total, cortical and subcortical tau
load was compared. For comparative analysis, PSP-Richardson syndrome and PSP
postural instability were grouped (PSP-RS/PI) as well as the PSP atypical cortical
phenotypes (PSP-Cx).

Results: Applying the Respondek’s criteria, PSP phenotypes were distributed as
follow: 55.9% PSP-RS/PI, 26.5% PSP-Cx, 11.8% PSP-Parkinsonism (PSP-P), and 5.9%
PSP-Cerebellum. PSP-RS/PI and PSP-Cx had a higher total tau load than PSP-P; PSP-
Cx showed a higher cortical tau load than PSP-RS/PI and PSP-P; and PSP-RS/PI had
a higher subcortical tau load than PSP-P. Applying the MDS-3y, MDS-6y and MDS-last
criteria; the PSP-RS/PI group increased (67.6, 70.6 and 70.6% respectively) whereas the
PSP-Cx group decreased (8.8, and 8.8 and 11.8%). Then, only differences in total and
subcortical tau burden between PSP-RS/PI and PSP-P were observed.

Interpretation: After the retrospective application of the new MDS-PSP criteria, total
and subcortical tau load is higher in PSP-RS/PI than in PSP-P whereas no other
differences in tau load between phenotypes were found, as a consequence of the loss
of phenotypic diversity.

Keywords: tauopathies, progressive supranuclear palsy (PSP), phenotypes, PSP-MDS criteria, tau protein load,
clinical-pathological correlation
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Sanchez-Ruiz de Gordoa et al.

Tau Load in PSP Phenotypes

INTRODUCTION

Progressive supranuclear palsy (PSP) is a neurodegenerative
disease characterized pathologically by the accumulation of
hyperphosphorylated four-repeat (4R) tau protein within
neurons (neurofibrillary tangles) and glial cells (tufted astrocytes
and coiled bodies) (1).

The clinical diagnostic criteria established in 1996 by the
National Institute of Neurological Disorders and Stroke (NINDS)
(2) have high specificity for the diagnosis of the most frequent
clinical presentation and original description of the disease,
Richardson syndrome (PSP-RS), which is characterized by gait
instability and falls, ophthalmoplegia, pseudobulbar signs and
cognitive impairment. However, NINDS-PSP criteria have low
sensitivity for the diagnosis of the atypical PSP phenotypes that
have been described throughout the last 20 years, especially
in early stages of the disease (3-7). For this reason, the
movement disorders society (MDS) has recently reformulated
PSP diagnostic criteria (8). The new MDS-PSP criteria categorize
PSP symptoms into four clinical domains: ocular motor,
postural instability, akinesia and cognitive dysfunction. Different
combinations of these symptoms have defined various PSP
phenotypes: PSP-RS, PSP-predominant postural instability (PSP-
PI); PSP-predominant ocular motor dysfunction (PSP-OM);
PSP-predominant parkinsonism (PSP-P); PSP-progressive gait
freezing (PSP-PGF); PSP-predominant corticobasal syndrome
(PSP-CBS); PSP-predominant frontal presentation (PSP-F) and
PSP-predominant speech/language disorder (PSP-SL).

The pathogenic basis underlying these PSP phenotypes seems
to be due to the different load and distribution of tau protein
in a variety of cell types across encephalic regions (9, 10).
This hypothesis is derived from studies showing more severe
and widespread tau deposits in PSP-RS than in the subcortical
phenotypes (3) and higher tau accumulation in neocortical
regions in PSP-CBS (11), PSP-F (6), and PSP-SL (10) than in PSP-
RS. In addition, to differences in overall total tau burden, clinical
phenotypes can also be differentiated based on the different cell
types involved (neurons, astrocytes, oligodendroglia) (10).

The application of the new MDS-PSP criteria in clinical setting
has confirmed a higher sensitivity than the previous criteria (12).
However, they have demonstrated a lower phenotype diversity
with higher representation of PSP-RS (13) and poor accuracy
in differentiating PSP-RS from PSP-P phenotypes (14), although
some of these studies have not included autopsy-confirmed
diagnosis (15).

Prior to the publication of the new MDS-PSP criteria,
Respondek et al. (16) studied the phenotypic spectrum of PSP by
retrospective chart review in a cohort of 100 autopsy-confirmed
PSP patients, constituting the first quantitative description of the
relative distribution of PSP clinical phenotypes defined in a large
multicenter cohort.

After the MDS-PSP criteria description, the study of Kovacs
et al. (10) was the first one comparing tau load among
PSP phenotypes and no other similar studies have been
published afterwards.

The aim of our study was to search for anatomopathological
differences regarding tau load and distribution among PSP

phenotypes of 34 definitive PSP cases from the same brain
bank resulting from the application of the criteria applied
by Respondek et al. (16) and the new MDS-PSP diagnostic
criteria (8).

MATERIALS AND METHODS

Subjects

Thirty-four pathologically confirmed PSP cases from the
NavarraBiomed Brain Bank (2005-2017) were included. The
study was performed under the ethics guidelines issued by our
institution and written informed consent was obtained from all
participants or family caregivers for pathological brain studies.

Classification Into PSP Clinical Phenotypes
We performed a retrospective review of the clinical charts of all
patients included with a clinical diagnosis of PSP. Experienced
movement disorders neurologists examined all patients and the
clinical items not specifically mentioned in the clinical records
were considered as absent. The age of onset (age at first symptom
related with PSP), disease duration (years), sex and core clinical
features were recorded for each case. Patients were retrospectively
allocated into the different predominant phenotypes according to
the criteria applied by Respondek in 2014 (Respondek’s criteria,
Supplementary Table 1) (16). Moreover, they were classified
into PSP-RS, PSP-PI, PSP-P, PSP-SL, PSP-F and PSP-CBS at
3 and 6 years of disease evolution (MDS-3y and MDS-6y
respectively) and at the last clinical evaluation before death
(MDS-last) applying the new MDS-PSP criteria (8). If a patient
was deceased before that period, the data from the last evaluation
was considered. The MAX rules (17) were also implemented
when multiple alternatives were present for a single patient.
Cases, which did not meet the clinical criteria of any phenotype,
were classified as unclassified (PSP-U).

PSP-RS and PSP-PI phenotypes were grouped as PSP-RS
spectrum (PSP-RS/PI) considering PSP-PI as a transitional
form of PSP-RS (18). The PSP-SL, PSP-F and PSP-CBS were
grouped as PSP cortical predominant phenotypes (PSP-Cx) for
comparative analysis.

Neuropathological Examination and

Immunohistochemistry

Brain processing was made according to the recommendation
guide proposed by BrainNet Europe (19). Routine workflow
included immunohistochemical staining of 3-5 pm-thick
paraffin-embedded sections, followed by counterstaining with
hematoxylin-eosin. Tau pathology detection was performed
with a mouse monoclonal antibody anti-human PHEF-TAU,
clone ATS8, (Innogenetics, Ghent, Belgium). Presence of other
protein deposits were analyzed using a mouse monoclonal
antibody against alfa-synuclein (NCL-L-ASYN; LeicaBiosystems)
or an anti-phospho TDP-43 monoclonal antibody (TIP, PTD-
MO1, Cosmo Bio). Following incubation with the primary
antibody, the sections were incubated with EnVision 4+ system
peroxidase (Dako, Agi- lent Technologies, Santa Clara, CA,
USA) for 30 min at room temperature. The peroxidase reaction
was visualized with diaminobenzidine and H,0O,. Control
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of the immunostaining included omission of the primary
antibody; no signal was obtained following incubation with
only the secondary antibody. Antibody omission was used as a
negative control for all staining. Neuropathological examination
was completed following the revised NINDS criteria (20) for
PSP diagnosis and the assessment of others co-pathologies
(Alzheimer disease, Lewy bodies disease, Multiple System
Atrophy, TDP 43 frontotemporal lobar degeneration and
argyrophilic grain disease) were performed according to their
specific recommendations (21-23).

Regional tau Protein Density Quantification
For each subject, 21 brain regions stained with an antibody anti-
human PHF-TAU, were analyzed by an investigator blinded to
clinical data. These areas included: cortical regions (primary
motor cortex, middle frontal cortex, parietal cortex, and their
adjacent white matters), subcortical regions (putamen, globus
pallidus, basal nucleus of Meynert, medial thalamus, subthalamic
nucleus, substantia nigra pars compacta, midbrain tectum,
ventral part of the pons, locus coeruleus and inferior olivary
nucleus) and cerebellar regions (dentate nucleus, cerebellar
cortex and white matter). The hippocampus region was excluded
to avoid AD-related bias.

The presence of neurofibrillary tangles, neuropil threads,
tufted astrocytes and oligodendroglial coiled bodies were
graded using a four categories semiquantitative analysis (0
= absent, + = mild, ++ = moderate, + + + = severe)
(Supplementary Figure 1). Total PSP-tau burden was obtained
by averaging all scores. Cortical PSP-tau and a subcortical PSP-
tau burden were obtained by averaging cortical and subcortical
regions respectively, excluding cerebellar structures. In addition,
tau staining in neurons (tangles and neuropil threads), astrocytes
and oligodendrocytes (coiled bodies and neuropil threads in the
white matter) were averaged separately.

Analysis of Genetic Variants

Genomic DNA was isolated from frozen frontal cortex tissue
by phenol-chloroform method (24). APOE genotyping was
performed using polymerase chain reaction restriction fragment
length polymorphism (PCR-RFLP) (25). APOE genotypes were
analyzed after digesting amplified sequences with 5 units of
Hhal enzyme at 37°C overnight. H1/H2 haplotypes were assessed
based on the MAPT_238 bp deletion/insertion variant located at
intron 9 as previously described (26).

Statistical Analysis

Data from continuous variables were expressed by mean =+
standard deviation and categorical variables by frequencies and
percentage. Cox’s regression adjusted for age of onset and total
tau burden were used to compare disease duration between PSP
RS/PI and the other phenotypes (PSP-Cx + PSP-P). Following
the recent findings of other authors (27) we also compared
disease duration between PSP-P and the other phenotypes
(PSP-RS/PI + PSP-Cx). Linear regressions were computed to
evaluate group differences in tau burdens among PSP phenotypes
adjusting by age of onset and Braak stage and to analyze the

association between tau burdens and disease duration adjusting
by age of onset and Braak stage. Linear regressions were also
computed to evaluate the association between MAPT or APOE
genotype and tau burdens or disease duration adjusting by age of
onset and Braak stage. Significance level for all comparisons was
set at p value <0.05. Statistical analysis was performed with SPSS
software version 21.0 (IBM, Inc., USA).

RESULTS
PSP Phenotypes Distribution

The distribution of the PSP clinical phenotypes is summarized
in Figure1l and Supplementary Table 2. When applying the
RespondeK’s criteria for predominant PSP phenotypes (16) we
found the following distribution. 55.9% of patients exhibited
a PSP-RS/PI phenotype (20.6% PSP-RS and 35.3% PSP-PI),
26.5% displayed a PSP-Cx variant (11.8% PSP-Progressive Non-
Fluent Aphasia [PSP-PPNFA], 8.8% of patients had a PSP-
Frontotemporal Dysfunction phenotype [PSP-FTD], and 5.9%
PSP-CBS), 11.8% PSP-P, and 5.9% PSP-Cerebellum (PSP-C, not
recognized in the new MDS-PSP classification). After applying
the MDS-3y criteria, PSP phenotypes were distributed as follow:
67.6% PSP-RS/PI (47.1% PSP-RS and 20.6% PSP-PI), 17.6% PSP-
U, 8.8% PSP-Cx (8.8% PSP-SL) and 5.9% PSP-P. Using the MDS-
6y criteria, a different phenotypes distribution was obtained:
70.6% PSP-RS/PI (61.8% PSP-RS and 8.8% PSP-PI), 11.8% PSP-P,
8.8% PSP-Cx (5.9% PSP-SL and 2.9% PSP-F) and 8.8% PSP-U.
Finally, applying MDS-last criteria the distribution was: 70.6%
PSP-RS/PI (64.7% PSP-RS and 5.9% PSP-PI), 17.6% PSP-P, 11.8%
PSP-Cx (8.8% PSP-SL and 2.9% PSP-F) and no PSP-U cases. No
case ever met the criteria for PSP-PGF or PSP-OM.

Demographics and Disease Duration

The individual patient demographic characteristics are
summarized in Table 1. Briefly, 52.9% of the patients were
female and the average age of onset (SD) and disease
duration were 723 (7.3) and 8 (4) vyears respectively.
The mean time to diagnosis (SD) was 4.6 (4.2) years and
Premortem diagnosis accuracy rate in the last clinical
evaluation was 91.2%. Case 30 and 32, classified as PSP-P
according to the Respondek’s and MDS-last criteria, were
misdiagnosed in life as Parkinson’s disease (PD); and case
25 allocated to PSP-PPNFA or PSP-SL was misdiagnosed as
frontotemporal dementia.

The PSP-RS/PI phenotype had shorter disease duration than
the other phenotypes (PSP-P + PSP-Cx) in the resultant groups
after applying Respondek’s and MDS-PSP criteria (MDS-6y and
MDS-Last), adjusting for age at onset and total tau burden
(Supplementary Table 3). When comparing PSP-P with the
other phenotypes (PSP-RS + PSP-Cx), the PSP-RS/PI + PSP-Cx
group had shorter disease duration than PSP-P applying MDS-
last criteria with similar hazard ratio and no other significant
differences were found (Supplementary Table 3).

Neuropathological Description
The individual pathological features are summarized in
Table 1. The 32.4% of the patients exhibited exclusively
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FIGURE 1 | PSP phenotype distribution. The figure shows the PSP phenotype distribution after applying the criteria used by Respondek et al. in (16) (Respondek) or
the Movement Disorders Society criteria and MAX rules at 3 years of disease evolution (MDS-3y), at 6 years (MDS-6y) and at last clinical evaluation before to death
(MDS-last). PSP-RS, Richardson’s syndrome; PSP-PI, PSP with postural instability; PSP-FTD or PSP-F, PSP with predominant frontal presentation; PSP-PNFA or
PSP-SL, PSP with predominant speech/language disorder; PSP-CBS, PSP with corticobasal syndrome; PSP-P, PSP with predominant parkinsonism; PSP-C, PSP
with cerebellar presentation; PSP-U, unclassified PSP.
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TABLE 1 | Demographic and pathological features of the sample.

Case ID Sex Age of Disease Premortem Time to Copathology Braak APOE MAPT
onset (yr.) duration diagnosis diagnosis stage genotype genotype
(yr.) (yr.)

34 F 70,8 17,5 PSP 7,8 AD 1 ES/E3 H1/HA1
33 M 71,9 8,4 PSP 3,4 AD 1 n.a. H1/H1
32 M 68, 7 17 PD - AG 0 ES/E3 H1/HA1
31 M 61,8 8,3 PSP 6 none 0 ES/E3 H1/H1
30 M 60, 3 18,3 PD - AD 3 E2/E4 H1/H2
29 F 72,4 9,3 PSP 3,8 AD 2 E3/E3 H1/H1
28 M 65 12 PSP 10 none 0 E3/E3 H1/H1
27 M 68, 3 11,4 PSP 5,3 AA 0 E3/E3 H1/H1
26 F 68, 5 9,9 PSP 3,5 none 0 ES/E3 H1/H1
25 F 81,3 10,2 FTD - AD 3 E3/E4 H1/H2
24 M 72,6 9,3 PSP 6,5 AA 0 ES/E3 H1/HA1
23 F 73,1 6 PSP 52 AD 2 ES/E4 H1/HA1
22 M 73,1 4,1 PSP 2,1 LBD, AG 0 EB/E3 H1/H1
21 M 64, 6 6,2 PSP 3,8 none 0 ES/E3 H1/H1
20 F 75,2 10,5 PSP 4,4 none 0 E3/E3 H1/H2
19 F 66, 6 2,6 PSP 2,2 AD 2 E3/E4 H2/H2
18 M 77,4 4,1 PSP 1,7 LBD 0 E3/E3 H1/H1
17 F 79, 4 9,5 PSP 7,8 AD, AA 1 E3/E3 H1/H1
16 F 64,7 6,9 PSP 4,2 none 0 E3/E3 H1/H1
15 F 74 11,6 PSP 54 AD, AA 4 ES/E3 H1/H1
14 F 83, 8 4,3 PSP 2,6 AA 0 E3/E3 H1/H1
13 M 64,3 6 PSP 3 none 0 EB/E3 H1/H1
12 F 56, 4 7,3 PSP 2,6 None 0 ES/E3 H1/H1
i M 64, 2 5,8 PSP 3 None 0 n.a. n.a.

10 F 78,3 3,8 PSP 2,4 AD, AA 1 E3/E3 H1/H1
9 F 79,6 11 PSP 3,1 AD, LBD, TDP43 2 E2/E3 H1/H2
8 F 76,6 8,6 PSP 2,7 AD 2 E3/E3 H1/H1
7 M 77,5 4,5 PSP 2,6 AA 0 E3/E3 H1/H1
6 F 88, 6 3,4 PSP 0 AD, AA 1 n.a. n.a.

5 M 82 4 PSP 1 None 0 E3/E3 H1/H1
4 M 73 6,2 PSP 0,9 AD 2 E3/E3 H1/H1
3 F 62, 1 52 PSP 2,2 None 0 ES/E3 H1/H1
2 M 79 5,3 PSP 1,5 AD 4 n.a. n.a.

1 F 84 4,4 PSP 0 AD, LBD 4 E3/E3 H1/H1

ID, identification; yr., years; F, female; M, male; PD, Parkinson disease; FTD, frontotemporal dementia; AD, Alzheimer disease; AG, argyrophilic grains; AA, amyloid angiopathy; LBD,

Lewy bodies disease; TDP43, hippocampal TDP-43 protein deposits. n.a, not available.

pathological findings of PSP. Alzheimer disease (AD)
was the most frequent co-exiting pathology (47.1%), with
moderate-advanced stages (Braak stage 3-6) in 14.7% of
cases. a-synuclein deposits were found in 11.8% of PSP
cases (4 cases), which belonged to the PSP-RS/PI phenotype
independently of the moment or classifying criteria employed.
One case (number 18) showed Lewy bodies limited to the
brainstem, and the other 3 cases displayed a limbic-transitional
distribution. In addition, in case 9, hippocampal TDP-43
protein deposits were also identified. Finally, amyloid
angiopathy and limbic argyrophilic grains were found in 8
and 2 cases respectively.

Tau Burden Distribution

The distribution of tau load across the different brain regions of
each case is represented in a heat map in Figure 2. Considering
all cases, tau pathology was found more abundantly in subcortical
structures. Differences in total, cortical and subcortical tau
burden among phenotypes adjusted by age of onset and AD
Braak stage are showed in Figures 3A-D.

Applying the Respondek’s criteria (Figure 3A), PSP-RS/PI
and PSP-Cx had higher total tau burden than PSP-P. Cortical
tau load was significantly more abundant in PSP-Cx than
in PSP-RS/PI and PSP-P whereas differences in subcortical
tau burden where only found between PSP-RS/PI and PSP-P.
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FIGURE 2 | Tau burden heat map. Color chart representing the semiquantitative tau burden score of each anatomical region (CxF, primary motor cortex; CxPreF,
middle frontal cortex; CxF, parietal cortex; Hip, Hippocampus; Put, putamen; Gp, globus pallidus; Mey, basal nucleus of Meynert; Tal, medial thalamus; STN,
subthalamic nucleus; SN, substantia nigra; Tec, midbrain tectum; Pon, ventral part of the pons; LC, locus coeruleus; Oli, olive nucleus; DN, dentate nucleus; CxC,
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Regarding cellular tau pathology (Supplementary Figure 2), the
PSP-Cx group showed higher total and cortical neuronal tau
burden than PSP-P (p < 0.05) and higher neuronal, astroglial
and oligodendrocyte cortical tau burden than PSP-RS/PI (p
< 0.05).

When applying the MDS-3y criteria (Figure 3B), only
significant differences in total and subcortical tau burden
between PSP-RS/PI and PSP-P were observed. Neuronal
subcortical tau burden was more abundant in PSP-RS/PI than in
PSP-P. Moreover, higher astroglial cortical tau burden was found
in PSP-Cx than PSP-RS/PI (Supplementary Figure 3).

When  applying MDS-6y and MDS-last  criteria
(Figures 3C,D), only subcortical tau load was found significantly
higher in PSP-RS/PI than in PSP-P without differences in cellular
tau burden.

In the simple linear regression adjusting by age of onset
and AD Braak stage, there was no association between total,
cortical or subcortical tau burden and disease duration in the
overall sample.

Genetic Profile of the Sample

A predominance of MAPT gene haplotype H1 was observed:
839 % of the patients presented an HI1/H1 genotype,
129 % presented the HI1/H2 genotype and only one
case presented an H2/H2 genotype. Regarding the APOE
genotype, E3/E3 was the most frequent genotype (83.3 %).
Isolated cases presented haplotypes E2 (6.6 %) or E4 (13.3
%), (Table1). There was no association between MAPT
gene haplotype or APOE genotype and disease duration or
tau burden.

DISCUSSION

The new MDS-PSP classification (8) resulted from the need to
establish sensitive and specific clinical criteria for the diagnosis
of the different PSP phenotypes that have been described after
the 1996 definition of the NINDS-PSP criteria (2), which are
very specific for the PSP-RS phenotype, but very insensitive
for the atypical variants. To date, several retrospective studies
validating the new MDS-PSP criteria have been published (12-
15) confirming that these criteria are much more sensitive
and will likely lead to better detection of PSP vs. other
neurodegenerative diseases being also feasible to apply in real
clinical settings. Regarding the accuracy of these sets of criteria
for differentiating among the various PSP phenotypes, their
usefulness has been shown to be limited since they may
overestimate the presence of PSP-RS and PSP-P phenotypes in
detriment of the cortical phenotypes (13). This is noteworthy,
as one of the main goals of the new MDS-PSP criteria has
been to allow earlier diagnosis of PSP in general, but specifically
of the atypical variants of PSP. These studies, some of which
have no pathological correlate, have settled the need to redefine
or revise the new MDS-PSP criteria (13, 15). On the other
hand, to date, there are no pathological criteria to differentiate
the phenotypes of PSP, but it seems clear that they depend
on the different tau load and distribution within encephalic
regions and to the different patterns of cellular tau pathologies
(10). Taking into account all these data, we studied the tau
load and distribution among the PSP phenotypes of a series
of 34 cases who were retrospectively classified following the
criteria established by Respondek in 2014 and also according
with phenotypes resulting from the new MDS-PSP criteria, at
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FIGURE 3 | Tau burden distribution in PSP phenotypes. The figure shows the total, cortical and subcortical semiquantitative tau loads in the different PSP phenotypes
after applying Respondek’s (A), MDS-3y (B), MDS-6y (C) and MDS-last (D) criteria. Simple linear regressions were computed to evaluate group differences between

PSP subtypes adjusting by age of onset and Braak stage. @ (p <0.05), @ @ (p <0.01). Non-significant differences were not displayed. PSP-RS/PI, Richardson
Syndrome spectrum; PSP-Cx, PSP cortical predominant phenotypes; PSP-P, PSP with predominant parkinsonism; PSP-U, unclassified PSP.
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3 years of disease progression, at 6 years and at the final visit
before death.

Handling a small sample of patients, we have grouped all
cortical phenotypes in a group (PSP-Cx) and also PSP-RS
together with PSP-PI (PSP-RS-PI), since the latter has been
shown to be a transitional form of PSP-RS in which it transforms
in a high percentage of cases with disease progression (28).

The application of the MDS-3y criteria implies a reduction of
cases fulfilling features for diagnosis of atypical phenotypes and 6
cases of PSP-U arise, mainly at the expense of cortical phenotypes,
which are reduced to 3 (PSP-SL). One of the PSP-C cases also
moves to the PSP-U group and the other one to the PSP-RS
group. This fact may be due to a bias because of the retrospective
nature of the study and the lack of clinical data on incipient
involvement of oculomotor dysfunction or postural instability.
The number of PSP-P cases is reduced to two, in contrast to other
studies that find that MDS-3y criteria overestimates the diagnosis
of this phenotype in early stages of the disease (14). The number
of cases in the PSP-RS/PI group applying the PSP-MDS criteria
is practically similar, regardless of whether applied at 3 years of
evolution, at 6 years or at the last visit before death. Our findings
are in line with other recent publications showing that the new
PSP-MDS criteria tends to overestimate PSP-RS in detriment of
cortical phenotypes (13). This is due to the fact that some cortical
phenotypes (PSP-CBS and PSP-SL) are unable to reach a higher
level of certainty than “possible” and, thus, converge to PSP-RS or
PSP-P phenotypes after applying MAX rule 1 (17). Surprisingly,
we found a high number of PSP-SL cases compared to other series
(10, 12, 13, 16) and this fact possibly reflects a case selection bias
for biobank study.

The largest differences in tau load between phenotypes are
found when comparing cases resulting from the application of
RespondeK’s criteria and thus, not only are significant differences
in total and subcortical tau load found between the PSP-RS/PI
and PSP-P groups, but also more cortical tau is found in the
PSP-Cx group with respect to the PSP-RS/PI and PSP-P groups.
The loss of phenotypic diversity implied by the application of
the PSP-MDS criteria leads in our study to a loss of significant
differences in tau load between the different phenotypes, contrary
to the findings of the first study comparing the tau load
between the phenotypes resulting from the application of the
PSP-MDS criteria (10). In this multicenter study the cortical
phenotypes do show increased cortical tau load. Our work
does not reproduce these findings, probably because it is a
single-center study with a small sample. Regarding cellular
pathology after applying MDS-3y criteria, differences between
PSP-Cx and PSP-RS/PI in the astroglial cortical tau load and
between PSP-RS and PSP-P in the subcortical neuronal tau load
were observed. Although they might be in consonance with
those described by Kovacs et al. (10), they should be taken
cautiously because of the phenotype clustering performed for
the analysis.

Our findings, and those of other postmortem studies, do
not allow to establish what happens in the early stages of the
disease. We hypothesize that in cortical phenotypes, tau protein
deposits firstly in the cortex, causing a cortical/subcortical
gradient greater in the initial phases of the disease, and this

fact is what determines the clinical syndrome. Unlike other
neurodegenerative diseases such as AD or PD (23, 29), where
different stages of disease progression have been defined,
the evolution by stages in PSP is not equally stablished.
Prodromal symptoms (16, 30) or preclinical forms have not
been studied in depth until recently (31, 32). It has been
suggested that tau pathology is initially confined to the pallid-
nigro-lusian system (10, 33) and from these nuclei it extends
to basal ganglia, pontine nuclei, cerebellum dentate nucleus and
finally to the frontal and parietal lobes. Different patterns of
involvement of subcortical circuitry, suggesting different patterns
of disease spread through the brain has been proposed as
the basis of the differences of PSP phenotypes (34). Further
developing this hypothesis, Kovacs et al. have proposed a
pattern of tau pathology with a staging system in PSP-RS
that might be applicable to other PSP phenotypes (10). The
spread of tau protein along neural connections is a pathogenic
hypothesis not yet fully confirmed in primary tauopathies (35).
Even more, this mechanism could not explain the astroglial
pathology of primary tauopathies (36). PET tau imaging studies
may clarify where tau deposits locate in early stages of the
disease (34, 37).

Regarding disease duration, it is significantly shorter in PSP-
RS/PI phenotype comparing with the other phenotypes (PSP-
Cx + PSP-P), independently of the criteria applied with the
exception of MDS-3y, probably due to the high presence of PSP-
U cases excluded from the analyses. Recently it has been found
that there is more dichotomy in terms of disease duration if
PSP-RS is grouped with atypical cortical phenotypes than PSP-
RS compared vs. all atypical phenotypes (27). These results have
not been reproduced in our sample neither has a correlation
between disease duration and tau load been found. It might
be related to the lack of statistical power due to the cohort
size. A significant negative correlation between tau load and
disease duration (3) has suggested that more fulminant disease
affects more regions, more severely from disease onset and
contributes to an earlier death though probably there are other
factors influencing disease duration, such as neuronal death or
co-pathology (38-40).

The exact pathogenic basis that determines PSP phenotypes
is not known. We have found predominance in H1/HI1 and
E3/E3 genotypes of MAPT and APOE genes in our series. MAPT
gene haplotype variation has been shown to influence the risk
of PSP and also to play a role in the severity of the disease
(41). Cellular vulnerability (neuronal or astroglial) in PSP seems
to be determined by molecular mechanisms and thus neuronal
deposits are associated with brain expression of synaptic genes
while astroglial deposits are associated with microglial and
immune system gene expression (42).

The present study has weaknesses. One limitation is its
retrospective nature. The main limitation is the small sample,
which implies that atypical phenotypes are underrepresented,
and leads to the phenotype or the anatomical regions clustering.
In addition, the percentage of cases with multiproteinopathy
is high, but this fact, is in accordance with recent studies
that confirm the less important impact of co-pathologies on
PSP progression (39) rate and demonstrates that tau burden
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is the strongest correlate with clinical manifestations (40).
In contrast, this study analyzes cases from the same brain
biobank, which confers the strength of the standardization of
neuropathological procedures.

As a conclusion, our study shows that tau load remains
different between the PSP-RS and the PSP-P phenotypes resulting
from retrospective application of the new MDS-PSP criteria,
whereas no other differences regarding cortical or subcortical
tau load between phenotypes are found, as a consequence of
the loss of phenotypic diversity. Further studies are needed to
understand the pathogenic basis of the different PSP phenotypes
and also to confirm the need of reformulating the new MDS-
PSP criteria.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Supplementary figure 1.

Tau burden semi-quantitative analysis in the different cellular structures.

Images obtained at 10X magnification with immunohistochemistry for hyperphosphorylated tau

0 + ++ +++
NFT B ;
NTh i o B
TA o :

CB

(AT8). Neurofibrillar tangles (NFT), Neuropyl threads (NTh), Tuffted Astrocytes (TA) and Coiled
bodies (CB) were measured. Intensity of deposits: 0 (absent), +(mild), +++ (moderate),

+++(severe). Scale bar: 500 ym.
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Supplementary figure 2.

Neuronal tau burden
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Supplementary figure 3.

Neuronal tau burden

Astroglial tau burden

Oligodendroglial tau burden

2.5+

2.04

1.51

1.0

MDS-3Y

Total

$®

2.54

2.04

1.54

1.04

Cortical

C.

2.51
2.04
1.54
1.04

0.54

Subcortical

2.59

2.04

1.54

o

1.0

0.51

0l— r r r
PSP-RS PSP-Cx PSP-P PSP-U

2.51

0d— v . ,
PSP-RS PSP-Cx PSP-P PSP-U

Cortical

2.59

2.04

1.04

0.54

i r r r
PSP-RS PSP-Cx PSP-P PSP-U

Subcortical

=E 1

2.0

1.51

1.0

0.54

o— r r r
PSP-RS PSP-Cx PSP-P PSP-U

Total

0.0

2.59

2.0

1.54

1.04

0.51

PSP-RS PSP-Cx PSP-P PSP-U

Cortical

Ala

2.59

2.04

1.0

0.54

L~ r r r
PSP-RS PSP-Cx PSP-P PSP-U

Subcortical
[ ]
eoe
(11 1] L1}
mme  m
oo gm
[ ) | |

ol— v r v
PSP-RS PSP-Cx PSP-P PSP-U

13

0 T T
PSP-RS PSP-Cx

PSP-P PSP-U

0l— r r y
PSP-RS PSP-Cx PSP-P PSP-U



Supplementary Table 1. Respondek's criteria of predominant phenotypes

of PSP.
Group Feature Impact
All of the following:
All
subtypes Adult onset Mandatory
Progression
All of the following within the first 2 years:
Postural instability
Falls
PSP-RS Predominant

Abnormal saccades
Supranuclear gaze palsy

All of the following within the first 2 years:

Postural instability with falls )
PSP-PI Predominant

No supranuclear gaze palsy or abnormal saccades

All of the following within the first 2 years:
PSP-OM Supranuclear gaze palsy or abnormal saccades Predominant
No postural instability with falls

At least two of the following:
Bradykinesia (any time) )
- ) Predominant
Tremor (within the first 2 years)
Limb Rigidity (within the first 2 years)

Asymmetry at onset

Supportive
Levodopa responsiveness PP

PSP-P Absence of all of the following within the first 2 years:
Falls
Postural instability
Supranuclear gaze palsy Supportive
Abnormal saccades
Frontal lobe dysfunction

All of the following within the first 2 years:
Bradykinesia Predominant
Freezing of gait or speech
PSP-PAGF Absence of all of the following within the first 2 years:

Tremor
Rigidity
Supranuclear gaze palsy and abnormal saccades

Supportive
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Falls and postural instability

At least one extrapyramidal symptom:
Bradykinesia
Rigidity limbs > axial
Dystonia axial or extra-axial
At least one cortical symptom: )
Apraxia of limb(s) Predominant
PSP-CBS Myoclonus
Cortical sensory loss
Alien limb phenomenon

Asymmetry at onset
Persistent Asymmetry Supportive
No levodopa responsiveness

Presence within the first 2 years of at least two of the
following categories:

Frontal-type personality change

Social dysfunction Predominant
Executive dysfunction

Frontal behavior

PSP-FTD Frontal physical signs

Presence of all of the following within the first 2 years:
Cognitive dysfunction
No AD-like deficits Supportive
No postural instability or falls

No supranuclear gaze palsy or abnormal saccades

At least one of the following:
Progressive non-fluent aphasia
X Predominant
Apraxia of speech

PSP-PNFA

Absence of all of the following within the first 2 years:
Falls or postural instability Supportive
Supranuclear gaze palsy or abnormal saccades

Presence in the first 2 years:
PSP-SD . . Predominant
Semantic dementia

Presence in the first 2 years: )
PSP-C Predominant
Cerebellar ataxia

(Adapted from Respondek et al., 2014)

RS, Richardson’s syndrome; PI, Postural Instability; OM, Oculomotor; P, Parkinsonism; PAGF,
Pure Akinesia with Gait Freezing; CBS, Corticobasal Syndrome; FTD, Frontotemporal
Dysfunction; PNFA, Progressive Non-Fluent Aphasia; SD, Semantic Dementia; C, Cerebellar.
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Supplementary Table 2. Criteria application.

PSP-FTD

Coce MDS-3y MDS-6y MDS-last
D ReSpondek MDS criteria (O, P, A, C) Predomnnancegsrn;:?pe and certain ::I:e); MDS criteria (O, P, A, C) Predominance subtype and certain grade x‘I\e); MDS criteria (O, P, A, C) Predominance subtype and certain grade
34 PSP-C 00, P2, A0, CO - 00, P2, A0, CO - 01, P2,A2, C3, CC2, CC3
33 PSP-C 02, 03, P1, A0, C0, CC2, CC3 - 01, 03, P1, A2, C0, CC2, CC3 - 01, 08, P1,A2, C0, CC2, CC3
32 PSP-P 00, PO, A3, CO - 00, PO, A3, CO - 03, PO, A2, A3, CO, CC2, CC3 s.0. PSP-P
31 PSP-P 00, PO, A3, CO - 01, P0, A2, A3, CO, CC2 prob. PSP-P - 01, PO, A2, A3, C0, CC2, CC3 prob. PSP-P -
30 PSP-P 00, P2, A3, CO s.0. PSP-P - 00, P2, A3, CO | s.0. PSP-P - 00, PO, A2, A3, CO, CC2, CC3 s.0. PSP-P -
29 PSP-P 00, PO, A2, CO CC1 s.0. PSP-P - 00, PO, A2, CO CC1 s.0. PSP-P - 03, PO, A2, CO, CC2 s.0. PSP-P -
28 PSP-FTD 00, P0, A0, C2 - 00, P0, A0, C2 ~ - 0T, P0, AD, C2, CC2, CC3 prob. PSP-F -

prob. PSP-F, prob. PSP-P MAX 2

00, PO, A0, C2

01, PO, A2, C2, CC2, CC3

01, PO, A2, C2, CC2, CC3

prob. PSP-F, prob. PSP-P

PSP-FTD 00, PO, A0, C2 - 01, PO, A2, C2, CC2, CC3 prob. PSP-F, prob. PSP-P MAX2 | 01, P0, A2, C2, CC2, CC3 prob. PSP-F, prob. PSP-P
- 00, P0, A0, C1 - 00, PO, A2, C1, CC2, CC3
- 01, P0, A2, C1, CC2 MAX1 | 01, P0,A2, C1, CC2, CC3
O, P1,A2, C1, CC2, CC3 MAX 1,3| Of1, P1,A2, C1, CC2, CC3
01, P1,A2, C1, CC2, CC3 MAX1,3| 01, P1,A2, C1, CC2, CC3
01, 03, P1,A2, C3, CC2, CC3 MAX 1, 3| 01, O3, P1, A2, C3, CC2, CC3
02, P1,A2, C3, CC2 MAX 1, 3| 01, 03, P1, A2, C3, CC2, CC3
00, P2, A2, CO s.0. PSP-PI, 5.0. PSP-P MAX 3 00, P2, A2, C0, CC2 s.0. PSP-PI, 5.0. PSP-P MAX 2 00, P2, A2, CO0, CC2 s.0. PSP-PI, 5.0. PSP-P
00, P1,A2, C0, CC1 s.0. PSP-PI, 5.0 PSP-P MAX 3| _00,P1,A2,C2,CC1,CC3__| _ s.0.PSP-PI, 5.0. PSP-P,5.0.PSP-F | MAX3 | 00, P1,A2, C2, CCT, CC3 5.0. PSP-PI, 5.0. PSP-P, 5.0. PSP-F
7 PSP-P! 00, P1,A0, CO 5.0. PSP-PI - 00, P1,A2, CO s.0. PSP-PI, 5.0. PSP-P. MAX 2 _| 01, 03, P1, A2, C0, CC2, CC3
16 PSP-P 00, P1, A2, CO s.0. PSP-PI, 5.0. PSP-P MAX 3| 01, P1,A2, C0, CC2, CC3 MAX3 | Of, P1,A2, C0, CC2, CC3
15 PSP-PI 00, P1,A2, CO s.0. PSP-PI, s.0. PSP-P. MAX 3 01, P1,A2, C0, CC3 MAX3 | 01, P1,A2, C0, CC2, CC3
14 PSPPI 00, P1, A0, CO 5.0. PSP-PI - | 01,08, P1,A2, C0, CC2,CC3 MAX 3 | 01, 03, P1,A2, C0, CC2, CC3
13 PSP-PI 00, P1,A0, CO s.0. PSP-PI 01, P1,A2, C0, CC2, CC3 MAX3 | _Of1, P1,A2, C0, CC2, CC3
12 PSPPI o1, P1,A0, C2 o1, P1,A2,C2 MAX2 | Of, P1,A2, C2, CC2, CC3
11 PSP-PI 01, P1,A0, CO 01, P1, A0, C0, CC2, CC3 - 01, P1,A0, C0, CC2, CC3
10 PSP-PI 01, P1,A2, CO 01, P1,A2, C0, CC2, CC3 MAX3 | 01, P1,A2, C0, CC2, CC3
01, P1,A2, CO 01, P1,A2, CO MAX 3 01, P1,A2, C0, CC3
01, P1,A0, CO 01, 03, P1,A2, CO0, CC2 MAX 2 | 01, 03, P1, A2, C0, CC2, CC3
01, P1,A2, A3 CO MAX 3 01, P1,A2,A3 CO
- 01, P1,A2, CO MAX 3 01, P1,A2, CO
01, P1,A2, C0, CC2 MAX 3 01, P1,A2, C0, CC2
01, P1,A2, C0, CC2, CC3 MAX 3 | 01, 03, P1, A2, C0, CC2, CC3
01, 03, P1,A2, C0, CC2, CC3 MAX 2 | 01, 03, P1, A2, C0, CC2, CC3
01, P1,A2, C0, CC2, CC3 MAX 2 01, P1,A2, C0, CC2, CC3
01, 03, P1,A2, C0, CC2, CC3 MAX 2_| 01, 03, P1, A2, C0, CC2, CC3

The table shows the operational values of the criteria used by Respondek et al. in 2014, the Movement Disorders Society (MDS) criteria and the MAX rules.

All patients met definite postmortem diagnosis of PSP and these criteria were applyed retrospectively. Bold represents the phenotype selected after applicate

the MAX rules when more than one phenotype was available.

MDS-3y, MDS criteria at 3 years of disease evolution; MDS-6y, MDS criteria at 6 years of disease evolution; MDS-last, MDS criteria at the last clinical

assessment; RS, Richardson’s syndrome; PI, Postural Instability; OM, Oculomotor; P, Parkinsonism; CBS, Corticobasal Syndrome; FTD, Frontotemporal

Dysfunction; PNFA, Progressive Non-Fluent Aphasia; SD, Semantic Dementia; C, Cerebellar; PSP-SL, PSP with predominant speech/languaje disorder; PSP-

F, PSP-Wwith predominant frontal presentation; PSP-P, predominant parkinsonism; s.o., sugestive of; poss; possible; prob, probable.
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Supplementary Table 3. Disease duration comparison between PSP

phenotypes.
Phenotype Cox’s Hazard 95%IC p-
classification  regression*® Ratio Inferior Superior  value
Respondek PSP-RS/PI vs. 2.503 1.069 5.863 0.035
rest
Restvs. PSP-P  5.076 0.749  34.391 0.096
MDS-3y PSP-RS/PI vs. 2.766 0.827 9.249 0.099
rest
Restvs. PSP-P  11.03 0.724 167.981 0.084
MDS-6y PSP-RS/PI vs. 3.105 1.078 8.945 0.036
rest
Restvs. PSP-P  2.733 0.587 12.733 0.2
MDS-last PSP-RS/PI vs. 4.581 1.612  13.023 0.004

rest

Restvs. PSP-P  4.509 1.125 18.069 0.033

The table shows the Cox’s regression for disease duration between PSP RS/PI
vs. PSP-Cx + PSP-P (PSP-RS/PI vs. rest), and PSP-RS/PI + PSP-Cx vs. PSP-
P (Rest vs PSP-P). * All of them were adjusted for age of onset and total tau
burden. Respondek, criteria used by Respondek et al. in 2014; MDS-3y, MDS-
PSP criteria at 3 years of disease evolution; MDS-6y, MDS-PSP criteria at 6
years; MDS-last; MDS-PSP criteria at the last clinical evaluation. PSP-RS/PI,
Richardson Syndrome spectrum; PSP-Cx, PSP cortical predominant
phenotypes; PSP-P, PSP with predominant parkinsonism.
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3.2. ARTICULO 2.

Midbrain catecholaminergic neurons co-express a-synuclein and tau in PSP.
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Midbrain catecholaminergic neurons
co-express o-synuclein and tau in
progressive supranuclear palsy
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Maria Teresa Tufién?* and José Luis Lanciego?%°

" Department of Neurology, Complejo Hospitalario de Navarra, Pamplona, Spain, ° Instituto de Investigacion Sanitaria de
Navarra (IDISNA), Pamplona, Spain, ° Brain Bank, Navarra Biomed, Pamplona, Spain, * Department of Neuropathology,
Complejo Hospitalario de Navarra, Pamplona, Spain, ° Department of Neurosciences, Center for Applied Medical Research
(CIMA), Pamplona, Spain, ¢ Centro de Investigacion Biomédica en Red sobre Enfermedades Neurodegenerativas
(CIBERNED), Pamplona, Spain

Objective: To analyze the frequency and distribution of a-synuclein deposits in
progressive supranuclear palsy (PSP).

Methods: The brains of 25 cases of pathologically confirmed PSP were evaluated
with immunohistochemistry for a-synuclein and tau. Multiple immunofluorescent stains
were applied to analyze the expression of tau and a-synuclein aggregates in
catecholaminergic neurons. Patients’ clinical symptoms were retrospectively recorded.

Results: Deposits a-synuclein in the form of typical Lewy bodies (LBs) were only
found in two PSP cases (8%) that fulfilled the clinical subtype of PSP known as
Richardson’s syndrome (RS). LBs were present in the locus ceruleus (LC), substantia
nigra pars compacta (SNc), basal forebrain, amygdala and cingulated cortex in a
distribution mimicking that of Parkinson’s disease (PD). Triple-immunolabeling revealed
co-expression of a-synuclein and tau proteins in some tyrosine hydroxilase (TH)-positive
neurons of the LC and SNc.

Conclusions: There is no apparent clinical correlation between the presence of LBs in
PSP. Tau protein co-aggregate with a-synuclein in catecholaminergic neurons of PSP
brains suggesting a synergistic interaction between the two proteins. This is in keeping
with the current view of neurodegenerative disorders as “misfolded protein diseases”.

Keywords: neurodegenerative diseases, atypical parkinsonian disorders, lewy bodies, multiple immunolabeling
techniques, substantia nigra

Introduction

Aggregation of a-synuclein in the form of Lewy bodies (LBs) is the histopathological hallmark
of idiopathic Parkinson’s disease (PD) and dementia with LBs (DLB; Spillantini et al., 1997).
LBs are present in the 50% of Alzheimer’s disease brains (AD; Hamilton, 2000) but they are
less frequently found in other neurodegenerative diseases such as progressive supranuclear
palsy (PSP; Abhinav et al, 2011). At present it is well known that protein aggregation
phenomena represent a crucial pathobiological mechanism shared by neurodegenerative
diseases such AD, PD, PSP and Huntington disease. Accordingly, these diseases have often
been categorized as “misfolded protein diseases”, since cross-seeding of misfolded proteins
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apparently underlies a number of pathological events
associated with different diseases (reviewed in Soto and
Estrada, 2008; Cuanalo-Contreras et al., 2013; Morales et al,,
2013).

PSP is the most common atypical parkinsonian disorder
and is clinically characterized by prominent postural
instability, vertical gaze supranuclear palsy, pseudobulbar
palsy, cognitive impairment and levodopa unresponsiveness
(Steele et al, 1964). The pathology of PSP is characterized
by the accumulation of abnormal tau protein within neurons
(neurofibrillary tangles) and glial cells (tufted astrocytes
and coiled bodies) in the brain. The distribution of tau
inclusions is mainly subcortical and the globus pallidus,
subthalamic nucleus and substantia nigra are severely
affected in most cases. Other subcortical nuclei are affected
to varying degrees and cases of severe cortical degeneration
have been also described (Litvan et al., 1996). Whether the
presence of LBs in PSP represents a normal aging process or
the coexistence with PD remains unclear (Uchikado et al.,
2006).

The aim of the present study was to analyze the density
and distribution of LBs in the brains of patients with PSP, to
investigate the clinicopathological correlation of this association
and to characterize the interaction of a-synuclein and tau in
cases of PSP with LBs by means of multiple immunolabeling
techniques.

Materials and Methods

Subjects

Twenty five cases (2005-2013) of pathologically confirmed
PSP according to the revised NINDS criteria (Litvan et al,
1996) from the Navarra Biomed Brain Bank were studied.
The establishment and operational rules of Navarra Biomed
Bank are both under the supervision of a Local Clinical
Ethical Committee in keeping with current Spanish legislation
(Royal Decree 1716/2011). Informed written consent form
was obtained in all cases. The clinical features of those
cases with LBs were evaluated by retrospective review of
medical records. The distribution of LBs was assessed with the
Braak’s PD staging scheme (Braak et al., 2003). For control
purposes, the mesencephalon of two age-matched individuals
(both males) without any known type of neurological disease
were used.

Neuropathological Evaluation

The brains were dissected through the corpus callosum in
the sagittal plane. The left cerebral hemisphere was immersed
in a 10% saline solution of 10% formaldehyde for 4 weeks.
According to the recommendation guide proposed by BrainNet
Europe (Bell et al., 2008), multiple regions of the neocortex
were examined including frontal cortex (middle frontal gyrus),
superior temporal, inferior parietal, occipital and cingulate
cortex, entorhinal cortex, hippocampus, amygdala, basal nucleus
of Meynert, striatum, subthalamic nucleus, brainstem and
cerebellum.

Routine workflow included immunohistochemical staining
of 3-5 pm-thick paraffin-embedded sections, followed by
counterstaining with hematoxylin-eosin.

Immunohistochemistry

Formalin-fixed sections (3—5 mm-thick) were mounted on slides
and deparaffinized. After conducting a routine antigen retrieval
protocol, sections were incubated overnight with either a
mouse monoclonal antibody against a-synuclein (NCL-L-ASYN;
Leica Biosystems) or with a mouse monoclonal antibody anti-
human PHF-TAU (clone AT-8; Thermo Scientific). The reaction
product was visualized using an automated slide immunostainer
(Leica Bond Max) with Bond Polymer Refine Detection (Leica
Biosystems Newcastle Ltd).

For semiquantitative analysis LBs density and Lewy neurites
(LN) were scored as follows: 0 = absent, + = mild, ++ =
moderate, +++ = severe and +-+-++ = very severe (McKeith
et al., 2005). In the assessment LBs brainstem type and cortical
were included. A PD neuropathological stage was assigned
according to the staging scheme proposed by Braak. For this
measure only the distribution of LBs in any brain region was
taken into account instead of the LBs density.

Dual Colorimetric Inmunohistochemistry

Briefly, a sequential dual immunostaining protocol was used
for the simultaneous visualization of a-synuclein and tau. The
colorimetric detection of a-synuclein was carried out firstly using
a Bond Polymer Refine DAB detection kit (Leica) resulting in a
brown precipitate. Next, the Bond Polymer Refine Red detection
kit (Leica) was used to visualize the expression of tau protein by
means of a red-colored precipitate.

Multiple Immunofluorescence and Confocal
Microscopy

Multiple immunofluorescent stains were carried out in coronal
sections through the mesencephalon comprising both the
substantia nigra pars compacta (SNc) and the locus ceruleus
(LC). Briefly, 5 mm-thick brain blocks were postfixed for 24 h in
abuffered solution containing 4% paraformaldehyde. Once fixed,
sections were cryoprotected with a solution made of 20% gelatin
and 2% dimethylsulphoxide (DMSO) in 0.1 M PBS, pH 7.4. Next,
frozen coronal sections (40 pwm-thick) were obtained in a sliding
microtome and collected in the cryoprotective solution as 5 series
of adjacent sections.

Free-floating sections were incubated in a cocktail of primary
antisera comprising 1:200 mouse anti-synuclein (Invitrogen,
Ref. 08-1215), 1:200 rabbit anti-Tau (Dako-Sigma, Ref. A0024)
and 1:50 goat anti-tyrosine hydroxilase (TH) (Santa Cruz, Ref.
Sc-7847) overnight at room temperature. Sections were then
incubated for 90 min at room temperature in a cocktail of
alexa-tagged secondary antibodies, comprising 1:200 Alexa488-
coupled donkey anti-mouse IgG (Invitrogen, A21202), Alexa546-
coupled donkey anti-rabbit IgG (invitrogen, Ref. A31572)
and Alexa 633-coupled donkey anti-goat IgG (Invitrogen,
Ref. A21082). Stained sections were finally mounted in
gelatine-coated slides, air dried at room temperature in the
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TABLE 1 | Density and distribution of Lewy bodies.

Age/Sex Brain weight Cc Hdg Ec A nbM SNc LC Rn DMVn PD Braak stage
84F 1050 LB + 0 ++ ++ 0 + +++ + + 4

LN 0 + 0 + + + ++ 0 +
73M 1200 LB + 0 + + + + +++ + N.A. 4

LN 0 + 0 0 + 0 + + N.A.

Abbreviations: A, amygdala; Cc, cingulate cortex; DMVn, dorsal motor vagal nucleus; Ec, entorhinal cortex; Hdg, hippocampus dentate gyrus; LC, locus ceruleus; N.A.,
not available; nbM, basal nucleus of Meynert; PD, Parkinson’s disease; Rn, raphe nucleus; SNc, substantia nigra pars compacta.

dark, dehydrated in toluene and mounted with Entellan
(Merck).

Sections were inspected in a Zeiss 510 META confocal laser-
scanning microscope. To ensure appropriate visualization of the
labeled structures and to avoid false positive results, the emission
from the argon laser at 488 nm was filtered through a band pass
filter of 505-530 nm and color-coded in green. The emission
following excitation with the helium laser at 543 nm was filtered
through a band-pass filter of 560-615 nm and color coded in light

blue. Finally, a long-pass filter of 650 nm was used to visualize
the emission from the helium laser at 633 nm and color coded
in red.

Results

Clinical Features of the PSP Patients
The first patient was an 84-year-old woman who underwent
consultation at the Neurology Department complaining

FIGURE 1 | Coronal section through the ventral mesencephalon
showing the obtained dual stain for «-synuclein (TH; brown) and tau
(red). At the level of the substantia nigra pars compacta (SNc), up to three
different types of melanin-containing neurons were observed, comprising

(i) brown-stained neurons containing Lewy bodies (LBs; arrows), (i) red-stained
neurons with tau immunoreactivity (arrowheads); and (i) neurons showing both
LBs and tau deposits (asterisks). Scale bar is 4,000 um in (A); 200 wm in (B)
and 50 pm in the high-magnification insets shown in panels (C) and (D).
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of progressive gait unsteadiness, with postural imbalance
and frequent falls reported over the previous year. She
did not refer cognitive decline. Neurologic examination
revealed facial inexpressiveness and mild hypophonia.
Glabelar and sucking reflexes were present. Ocular motility
was normal, generalized bradykinesia and rigidity were
present with a rigid neck extension posture, deep tendon
reflexes were brisk, gait was slow and unsteady with
severe impairment of postural righting reflexes. Computed
cranial tomography showed moderate cortical atrophy.
A diagnosis of atypical parkinsonian disorder with early
gait impairment suggestive of possible PSP was established
and treatment with carbidopa/levodopa was initiated.
One year later she referred impossibility in rising from a
seated position and difficulty in language articulation. Her
gait disorder progressed and she was wheelchair bound.
Response to carbidopa/levodopa was absent. Moreover, a
mild reduction of up gaze was found during the clinical
examination. On subsequent visits, oculomotor disorder was

established with blepharospasm, apraxia of eyelid closing
and vertical gaze palsy. She died from aspiration pneumonia
related to dysphagia 4 years and 2 months after the first
visit.

The second patient was a 73 year old man complaining from
memory loss and reduced talkativeness. Neuropsychological
evaluation showed mild short-term memory loss, disturbance of
executive functions, word finding difficulties and perseverative
errors. The diagnosis of a lobar frontotemporal dementia
was suspected. Two years later he developed progressive gait
unsteadiness and frequent falls. On examination focal findings
included reduction of upgaze, dysphasic language and slowness
of gait with disequilibrium. A trial of carbidiopa/levodopa was
unsuccessful. The diagnosis of probable PSP was suspected.
On subsequent years he developed bulbar symptoms with
dysartria, dysphagia and a behavior disorder with irritability,
insomnia and occasional visual hallucinations (VH). He died
from aspiration pneumonia 3 years and 9 months after the first
visit.

FIGURE 2 | Coronal section through the dorsal pons at the level of the
Locus ceruleus (LC), stained for «-synuclein and tau. At the level of the
LG, up to three different types of melanin-containing neurons were observed,
comprising (i) brown-stained neurons containing Lewy bodies (LBs; arrows), (ii)

red-stained neurons with tau immunoreactivity (arrowheads); and (jii) neurons
showing both LBs and tau deposits (asterisks). Scale bar is 4,000 um in

(A); 200 wm in (B) and 50 wm in the high-magnification insets shown in panels
(C) and (D).
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FIGURE 3 | Triple immunofluorescent detection of TH, a-synuclein and immunoreactivity for tau and a-synuclein (A and C, respectively). When

tau, as observed in a control case (A-D) as well as in the SNc and LC considering PSP cases at the level of the SNc and besides some neurons

from a case diagnosed with PSP (E-L’). Neurons in the SNc from a control single-expressing TH (arrows), neurons containing both LBs and tau aggregates
case are only immunoreactive for TH (red channel), without any noticeable (Continued)

5| Volume 9 | Arti



http://www.frontiersin.org/Neuroanatomy
http://www.frontiersin.org/
http://www.frontiersin.org/Neuroanatomy/archive

Erro Aguirre et al.

PSP a-synuclein and tau co-expression

FIGURE 3 | Continued

were clearly visible (asterisk). The presence of dystrophic neurites positive for
a-synuclein is also often observed (arrowheads). The same holds true at the
level of the LC. Panels (I-L) are low-magnification photomicrographs showing
(i) TH+ neurons with tau aggregates (arrowheads), (i) TH+ neurons with LBs
(arrows); and (i) TH+ neurons containing both LBs and tau immunoreactivity
(asterisk). It is worth noting the presence of dystrophic neurites
immunoreactive for either tau or a-synuclein. Panels (I’,J’) are
high-magnification insets taken from (I-L) to better appreciate one TH+
neuron showing tau immunoreactivity and multiple LBs. Scale bar is 50 um for
low-magnification photomicrographs and 12.5 um for insets.

Histopathological Findings

The presence of a-synuclein aggregates was only found in
2 patients from our cohort comprising a total of 25 cases
available at our Navarra Biomed Brain Bank. In both cases
the immunohistochemical detection of phosphorilated tau
demonstrated numerous positive neuronal and glial fibrillary
inclusions including tufted astrocytes and coiled bodies, as well
as neuropil threads fulfilling the neuropathological criteria of
PSP (Hauw et al,, 1994; Litvan et al., 1996) such as dystrophic
axons and neurites. The greatest concentration of tau pathology
was found in the SNc and in the LC. The subthalamic nucleus,
the dentate nucleus of the cerebellum and pontine nuclei
displayed a moderate density of tau pathology. Mild density of
tau deposits were found in the hippocampus/entorhinal cortex
(without a preferential layer distribution), putamen, pallidum
and amygdaloid complex. Neocortical sections showed rare tau-
positive glial and neuronal inclusions.

Regarding o-synuclein deposits, protein aggregates in the
form of LBs and LN were consistently found throughout the
brain stem, with particular high incidence at the level of the LC in
both cases, as shown in Table 1. Mild density of LBs and LN were
found in the motor dorsal vagal nucleus, raphe nucleus and SNc.
Case 1 showed moderate density of a-synuclein deposits in the
entorhinal cortex and amygdale while case 2 contained scattered
LBs and LN in those areas. Both cases displayed mild a-synuclein
deposits in the hippocampus dentate gyrus, cingulate cortex and
nucleus basalis of Meynert. No LBs nor LN were found in the
subthalamic nucleus, striatum, pallidum, thalamus or neocortical
regions.

When considering catecholaminergic nuclei such as the
SNc and the LC, the dual colorimetric detection of tau and

a-synuclein showed different types of neuromelanin-containing
neurons, comprising (i) neurons with tau deposits; (ii) neurons
with LBs (quite often with more than one LB); and (iii) neurons
with both types of aggregates, i.e., tau and LBs (Figures 1, 2).
These three types of neurons were also observed in the conducted
triple immunofluorescent stains, which also fully confirmed
the monoaminergic nature of these neurons by showing that
all these types of neurons were also positive for TH, both
at the level of the SNc and the LC (Figure 3). Furthermore,
it is also worth noting that a minimal number of TH+
neurons completely lacked any type of protein aggregates
(Figure 3).

Discussion

Here, LBs were found in 8% of PSP brains, a percentage similar to
what might be expected in series of age-matched normal controls
(Tsuboi et al., 2001). The frequency of LBs in our PSP population
was lower than in previous reports (Table 2). Besides case reports
describing the incidental presence of LBs in PSP (Mori et al.,
1986; Fearnley et al., 1991; Judkins et al., 2002; Abhinav et al.,
2011) the percentages of LBs in necropsy series of PSP-diagnosed
patients ranged between 10.7% to 31.5% (T'suboi et al., 2001;
Mori et al., 2002; Uchikado et al., 2006; Keith-Rokosh and Ang,
2008).

In the two PSP cases of the present study, LBs were widely
distributed throughout the brainstem and cerebrum in a pattern
that looks like what can be expected in PD. These similarities on
the distribution of LBs comparing PD and PSP have also been
already reported, although some controversies remain, since it
has been described that LBs were only found in the amygdala
of PSP patients (similarly to AD brains) and not in neither
the SNc¢ nor the LC nucleus (Tsuboi et al.,, 2001; Uchikado
et al., 2006). The two PSP patients described in this paper
presented clinical manifestations of the classical phenotype of
PSP, originally described by Richardson which accounts for the
most common clinical form of PSP. The Richardson’s syndrome
(RS) is characterized by an insidious onset and relentlessly
progressive postural instability and falls, gait disturbance,
supranuclear vertical gaze abnormalities, pseudobulbar palsy,
rigidity in extension and a dysexecutive syndrome (Williams
et al., 2005). The clinical significance of LBs cannot therefore

TABLE 2 | Studies analyzing the presence of Lewy bodies in progressive supranuclear palsy.

Reference N (%) «o-synuclein Doble immunolabeling Neuronal colocalization
immunohistochemistry techniques of tau and «-synuclein

Abhinav et al. (2011) 1 Yes No -

Keith-Rokosh and Ang (2008) 4(12,5) Yes No -

Uchikado et al. (2006) 29 (10,7) Yes Yes Yes

Judkins et al. (2002) 1 Yes No -

Mori et al. (2002) 5(31,5) Yes Yes Yes

Tsuboi et al. (2001) 13(12) Yes Yes Yes

Gearing et al. (1994) 2 No No -

Fearnley et al. (1991) 1 No No -

Mori et al. (1986) 1 No No -
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be fully ascertained, bearing in mind that LBs might represent
an incidental finding without any clinical significance (Tsuboi
et al., 2001). It is also worth noting that PSP cases with
LBs previously reported in the literature had often received
clinical diagnosis other than PSP (Keith-Rokosh and Ang,
2008).

The second patient developed VH, a common finding in
patients with underlying LB pathology considered to be due
to neuronal dysfunction specific to a-synuclein accumulation
(Popescu et al., 2004). The brain of this patient contained isolated
LBs in the amygdala and in the cingulated cortex. By contrast,
the brain from the first patient showed a higher density of
LBs in the amygdala but she did not developed VH. Although
infrequently observed, VH may also be present in PSP brains
without LBs (Bertram and Williams, 2012). The patient described
by Compta et al. (2009) with clinical features of PD and VH
and widespread phosphorylated tau deposits consistent with PSP,
included severe tau pathology in the hippocampus and amygdala
in the absence of LBs, therefore leading to the suggestion that the
location of pathological lesions in the brain is the most important
factor determining VH (Compta et al, 2009). Although it is
tempting to speculate that the clinical heterogeneity seen in
parkinsonian disorders may reflect the occurrence of combined
pathology, it is very likely that the distribution of pathological
deposits also is a key underlying factor in determining clinical
differences.

The main limitation of the present study is represented
by the fact that LBs were only found in two PSP patients,
therefore minimizing potential clinico-pathological correlates.
Nevertheless, it should be stressed that our data unequivocally
showed the presence of tau and a-synuclein co-expression
within single TH-positive neurons in both the SNc¢ and
the LC nuclei. Earlier data from the literature have
reported tau and oa-synuclein co-localization in very few
neurons of the nucleus basalis of Meynert and in the
LC, whereas this co-expression was never observed in
the SNc¢ (Uchikado et al., 2006). Furthermore, a kind of
“globular” a-synuclein aggregates in just a few neurons with
phosphorylated tau-positive cytoplasm at the level of the pontine
tegmentum has also been reported elsewhere (Tsuboi et al,
2001).
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4. DISCUSION

4.1.Union tematica y consideraciones metodolégicas

Este trabajo de tesis doctoral esta integrado por 3 articulos originales
publicados entre los afios 2015 y 2022. Todos los trabajos proceden del
analisis de una serie de casos de PSP procedente de un mismo banco de
cerebros. En articulo 1, se estudiaron los cerebros de 34 pacientes que
fallecieron entre los afios 2005 y 2017. En este trabajo se ha realizado una
descripcion clinico-patolégica de los 34 casos y una comparacion de los
depodsitos de la proteina tau entre los fenotipos clinicos resultantes tras la
aplicaciéon retrospectiva de diferentes criterios de diagndstico clinico. En el
articulo 2, se estudio la expresion de las proteinas tau y a-syn en una serie de
25 casos de PSP (los incluidos en el biobanco hasta 2013). Los casos que
mostraban co-expresion de proteina tau y a-syn corresponden a los casos 1y
22 del articulo 1. No se incluyeron otros casos con sinucleopatia (casos 9y 18
del articulo 1) porque fueron incorporados cronolégicamente mas tarde al
biobanco. Por ultimo, en el articulo 3, se analiz6 la expresion del gen TREM2
en muestras de la SN de 24 casos de PSP. La seleccion de estos casos de
PSP vino determinada por la disponibilidad de tejido congelado y se
seleccionaron aquellos con menor grado de copatologia (casos 2, 3, 4, 5, 7, 8,
9,10, 12, 13, 14, 15, 16, 18, 20, 21, 23, 24, 26, 27, 28, 30, 31 y 32 del articulo

1).

Para los analisis comparativos realizados en el primer trabajo se decidi6
agrupar algunos fenotipos debido a la limitacion del tamafio muestral y a la
escasa representaciéon de alguno de ellos. De esta forma, los fenotipos
corticales (PSP-F, PSP-SL, PSP-CBS) fueron agrupados como PSP-Cx. Por
otro lado, los fenotipos PSP-RS y PSP-PI fueron agrupados como PSP-RS/PI
por considerar a ambos como parte del espectro clinico de la forma clasica de
la enfermedad.

En otros estudios, no habia casos de PSP-PI (Frank et al., 2020) o se incluia
dentro del grupo de los fenotipos subcorticales . Aunque se han descrito un
caso con larga supervivencia y desarrollo tardio de oftalmoparesia del
fenotipo PSP-PI, (Kurz et al., 2016), el comportamiento habitual de este
fenotipo es evolucionar hacia la forma clasica con el paso del tiempo (Grimm
et al., 2020). En la serie de Kovacs et al., el fenotipo PSP-PI (9,7% del total,
todos ellos procedentes de las series europeas) presentaron caracteristicas
clinicas similares a PSP-RS, aunque con mayor carga de tau,
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fundamentalmente neuronal, en varias regiones corticales y subcorticales
(Kovacs et al., 2020). El hecho de que los criterios PSP-MDS no contemplen
un grado de certeza mayor que "sugestivo de" para el diagnostico de PSP-PI
(Hoglinger et al., 2017) también apoya que se considere como un fenotipo
transicional. Por ultimo, la revision retrospectiva de datos clinicos en nuestra
muestra implica que, puedan no haberse registrado informacion sobre las
alteraciones oculomotoras sutiles que, en el caso de haberse constatado en
los casos de PSP-PI, ya hubiesen implicado el diagndstico de la forma
clasica. Todo ello justifica la agrupacion realizada en el espectro PSP-RS/PI.

4.2.Clasificacion de la PSP en fenotipos clinicos

En 2014, el PSP-SG propuso una clasificacion clinica basada en los sintomas
predominantes al inicio de la enfermedad (criterios de Respondek) de acuerdo
con las recomendaciones propuestas en los trabajos en los que se fueron
describiendo los fenotipos atipicos (Donker Kaat et al., 2007; Josephs and
Duffy, 2008; Josephs et al., 2006a; Kanazawa et al., 2009; Tsuboi et al., 2005;
Williams et al., 2005, 2007b). Este mismo grupo, en 2017, formuld los criterios
PSP-MDS (Hoglinger et al., 2017). Tras su introduccion, varios trabajos han
confirmado la elevada sensibilidad de estos criterios para el diagnéstico de la
PSP manteniendo una alta especificidad (Ali et al., 2019b; Frank et al., 2020;
Gazzina et al., 2019; Shoeibi et al., 2019b). Sin embargo, se ha constatado
que los criterios PSP-MDS y las reglas MAX, propuestas para evitar la
superposicion de fenotipos en un mismo caso, disminuyen la variabilidad
fenotipica de la enfermedad (Frank et al., 2020; Shoeibi et al., 2019b).

En el Articulo 1 de este trabajo, se analizé cémo variaba la distribucion de los
fenotipos de la PSP segun los criterios de diagnostico empleados. Se
compararon los fenotipos resultantes tras la aplicacion de los criterios de
Respondek y los criterios PSP-MDS aplicados a los 3 afios de evolucién
(MDS-3y) de la enfermedad, a los 6 afios (MDS-6y) y en ultima visita clinica
(MDS-last). Al aplicar los criterios MDS-3y, se redujeron los casos clasificados
como fenotipos atipicos respecto a la distribucion obtenida con los criterios de
Respondek, y surgié un grupo de 6 casos con fenotipo no clasificable (PSP-
U). Los 2 casos de PSP-CBS y un caso PSP-SL segun los criterios de
Respondek pasaron al grupo de PSP-RS/PI con los criterios MDS-3y. Al
aplicar los criterios MDS-6y, otros 2 casos de PSP-SL cambiaron a otro
fenotipo (PSP-RS y PSP-P respectivamente). Este hecho resulta de la
imposibilidad para alcanzar el mayor grado de certeza diagndstica en los
fenotipos PSP-CBS y PSP-SL con los criterios PSP-MDS. Tanto PSP-CBS
como PSP-SL solo pueden ser diagnosticados de "posible" PSP, a diferencia
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del otro fenotipo cortical (PSP-F) que puede llegar al grado de "probable". De
esta forma, al aplicar la regla MAX 1 nos vemos obligados a clasificarlos en
otros fenotipos, fundamentalmente PSP-RS. Los 3 casos de PSP-F con
Respondek, pasaron a formar parte del grupo de PSP-U al aplicar los criterios
MDS-3y. A diferencia de los otros fenotipos corticales, estos casos volvieron a
ser reclasificados como PSP-F a lo largo de la evolucion (MDS-last) porque ya
habian desarrollado oftalmoparesia. Respecto a los dos fenotipos PSP-C
obtenidos con la clasificacion de Respondek, al aplicar los criterios MDS-3y,
uno pasé a PSP-RS y el otro a PSP-U. La desaparicién de este fenotipo era
esperable teniendo en cuenta que no se reconoce en los criterios PSP-MDS
(Hoglinger et al.,, 2017). Por ultimo, los casos con fenotipo PSP-P se
mantuvieron relativamente constantes tras la aplicacién de los criterios PSP-
MDS, excepto con MDS-3y, cuando 2 casos pasaron al grupo PSP-U.

Estos resultados son similares a los del grupo de Frank et al. quienes al
aplicar los PSP-MDS a una serie clinica de 80 casos diagnosticados de PSP
bajo el criterio de expertos (equivalente a los criterios de Respondek),
observaron que el 100% de los casos PSP-CBS y PSP-F, el 42% de los casos
PSP-P, el 33% de los casos PSP-SL y el 20% de los casos PSP-PGF pasaron
a ser clasificados como PSP-RS (Frank et al., 2020). A diferencia de nuestro
trabajo, las limitaciones de este estudio (Frank et al., 2020), son la ausencia
de confirmacion neuropatoldgica del diagndstico y el curso evolutivo muy
corto (1 afio) de varios pacientes.

En nuestra serie, con la aplicacion de los criterios PSP-MDS, la mayoria de
los casos de PSP-PI pasaron a ser clasificados como PSP-RS en la ultima
visita clinica. Esta progresion del fenotipo PSP-PI a la forma clasica ya habia
sido descrita en la serie neuropatolégica de 204 casos del PSP-SG (Grimm et
al., 2020). Sin embargo, en esa serie también describieron una estabilidad
temporal en la clasificacion del fenotipo PSP-SL, sin conversion a PSP-RS, a
diferencia de los cambios descritos en nuestra muestra.

Por lo tanto, nuestros resultados confirman que la aplicacion retrospectiva de
los criterios PSP-MDS reduce la diversidad fenotipica en la clasificacion de la
enfermedad. Consideramos que ello esta relacionado con la limitacion de los
estos criterios para diagnosticar determinados fenotipos de PSP y al momento
evolutivo en que se aplican. Por otra parte, los criterios de Respondek para
los fenotipos corticales (PSP-SL, PSP-F y PSP-CBS) son mas faciles de
cumplir que los criterios PSP-MDS al no exigir los signos clinicos especificos
de la PSP. A esto se debe que los fenotipos PSP-SL y PSP-CBS presentaron
una menor correlacidon clinico-patolégica con PSP en los estudios que
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sirvieron de base para elaborar los criterios PSP-MDS (Hoglinger et al., 2017,
Respondek et al., 2017).

4.3.Comparacion de la supervivencia entre fenotipos de PSP

En la descripcién original de los fenotipos subcorticales (PSP-P y PSP-PGF)
ya se destaca que tienen una supervivencia significativamente mayor que la
forma clasica (Compta et al., 2007; Williams et al., 2005, 2007b). Varios
estudios multicéntricos de series neuropatologicas confirmaron esta evolucion
mas benigna (Kovacs et al., 2020; Respondek et al., 2014). Asi, el PSP-SG,
describid que los casos con fenotipo PSP-P tuvieron una supervivencia mayor
que el resto de subtipos (aunque en la serie de 100 casos no habia ningun
fenotipo PSP-PAGF, PSP-PNFA ni PSP-C) (Respondek et al., 2014). Con una
muestra de 206 casos, Kovacs et al. en 2020, encontraron resultados
similares de supervivencia mayor en los casos de PSP-P frente a PSP-RS,
PSP-PI y algunos fenotipos corticales (PSP-CBS y PSP-F) (Kovacs et al.,
2020). Recientemente, se ha descrito un riesgo de muerte mayor al comparar
la supervivencia entre el grupo de PSP-RS junto con los fenotipos corticales
frente a los fenotipos subcorticales que al comparar el fenotipo PSP-RS frente
al resto de fenotipos corticales y subcorticales, analizando regresiones de Cox
ajustadas por edad y score de tau (Guasp et al.,, 2021). En este estudio,
aunque consideraron conceptualmente la PSP-Pl como fenotipo subcortical,
no incluyeron finalmente ningun caso en su muestra.

En el articulo 1, realizamos una comparacion de la supervivencia entre
fenotipos ajustando por la edad de inicio y carga total de tau. El grupo PSP-
RS/PI presenté un riesgo de muerte mayor que el resto de fenotipos (PSP-
RS/PI frente a PSP-Cx y PSP-P) independientemente de la clasificacion
empleada (excepto con MDS-3y, probablemente debido a que los casos PSP-
U fueron excluidos del analisis). Entre los fenotipos resultantes tras aplicar los
criterios de Respondek, se observo que este riesgo se duplicaba (HR: 2,5 vs
5,1) cuando comparabamos el resto de fenotipos frente a PSP-P (PSP-RS/PI
y PSP-Cx frente a PSP-P), sin embargo, no alcanzé significacion estadistica
(p<0,1). Con la aplicacién de MDS-6y y MDS-last, aunque existian diferencias
significativas, el riesgo de muerte era similar al comparar el resto de fenotipos
frente a PSP-P que cuando se comparaba PSP-RS frente al resto de
fenotipos.

Con nuestro trabajo por tanto no hemos podido confirmar si el grupo de
fenotipos corticales tiene una supervivencia mas parecida a la de la forma
clasica (Guasp et al., 2021) o a la de los fenotipos subcorticales. En las series
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previamente descritas, los fenotipos corticales presentaron las siguientes
supervivencias medias: PSP-F (5-7,6 afios), PSP-SL (7,6-11 afos) y PSP-
CBS (5,7-8,3 afios) (Guasp et al., 2021; Kovacs et al., 2020; Respondek et al.,
2014). En nuestra muestra, tomando en consideracion la clasificacion de
Respondek, que es la que mas fenotipos corticales identificd, las
supervivencias medias de la enfermedad fueron: PSP-F (11,1 afios), PSP-SL
(7,4 anos) y PSP-CBS (8,3 anos) (Anexo 1, 9.1; Tablas 8 y 9). Mientras que
las duraciones medias de la enfermedad para los fenotipos PSP-SL y PSP-
CBS fueron similares a las descritas, los casos PSP-F de nuestra muestra
fueron mas longevos. Este hecho y las limitaciones del tamafio muestral
podrian ser los factores determinantes de la no reproduccién de los conceptos
propuestos por Guasp et al. (Guasp et al., 2021).

4.4.Comparacion de carga de tau entre fenotipos

La base patolégica que diferencia los fenotipos de PSP parece ser la diferente
densidad y localizacion celular de los depdsitos de la proteina tau en el
cerebro (Dickson et al., 2010). Esta hipotesis se deriva de los estudios que
describieron una mayor densidad y mayor extensiéon de los depdsitos de tau
en PSP-RS que en los fenotipos subcorticales (Williams et al., 2007a, 2007b)
asi como una mayor acumulacién de proteina tau en regiones neocorticales
en PSP-CBS (Tsuboi et al., 2005), PSP-F (Sakae et al., 2019) y PSP-SL
(Kovacs et al., 2020) respecto a PSP-RS.

Hasta el trabajo de Kovaks et al. en 2020, no se habia comparado la
distribucion de los depdsitos de proteina tau entre todos los fenotipos de una
misma serie neuropatologica de PSP. En este estudio, encontraron mayor
carga de la proteina en PSP-RS que en PSP-P, exclusivamente en el GP.
También, PSP-PI presentdé mayor carga de tau que PSP-P en estructuras
troncoencefalicas (SN, tegmento mesencefalico, protuberancia), amigdala,
cerebelo y neocértex (cortex motor y parietal). Por otro lado, PSP-SL y PSP-
CBS presentaron mayor acumulacién de tau cortical (frontal, parietal y
temporal; y solo frontal, respectivamente) que PSP-RS y PSP-P, pero no
mayor que PSP-PI; mientras que PSP-F solo presentd mayor carga de tau
cortical (cortex motor y parietal) que PSP-P. Cabe destacar que el fenotipo
PSP-PI tenia una carga de tau cortical y subcortical mayor que en PSP-RS.

En el articulo 1, describimos las diferencias en los depdsitos de tau entre los
fenotipos de PSP resultantes tras la aplicacion de los criterios de Respondek
y PSP-MDS. Al aplicar los criterios de Respondek, encontramos, por un lado,
que el grupo PSP-RS/PI presentd6 mayor carga de tau total y subcortical que
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PSP-P, y por otro lado, que el grupo PSP-Cx presentd mayores depositos de
tau cortical que PSP-RS/Pl y PSP-P. Sin embargo, entre los fenotipos
resultantes tras aplicar los criterios PSP-MDS solo se encontraron diferencias
entre PSP-RS/Pl y PSP-P en la carga total y subcortical de tau. Aunque los
resultados obtenidos al aplicar la clasificacion de Respondek estan en
consonancia con los previamente descritos por Kovacs et al. (Kovacs et al.,
2020), con la aplicacién de los criterios MDS no se reprodujeron tales
diferencias, probablemente por la pérdida de diversidad fenotipica con estos
criterios y las limitaciones del bajo tamafio muestral.

En lo referente al analisis de las cargas de tau por subtipos celulares, el grupo
de Kovacs et al., identific6 que en las estructuras subcorticales y
troncoencefalicas existia mayor acumulacion de tau neuronal mientras que en
las regiones corticales predominaban los depésitos astrocitarios (Kovacs et
al., 2020). Al realizar la comparacion entre fenotipos, destacaba que PSP-RS
presentd mayor carga de tau oligodendrolial que varios fenotipos (PSP-P,
PSP-PI, PSP-SL, PSP-F) en estructuras subcorticales; y mayor que PSP-P y
PSP-PI también en regiones corticales. Por otro lado, los fenotipos corticales
(PSP-CBS, PSP-SL, PSP-F) presentaron un predominio de tau
oligodendroglial en regiones corticales sobre PSP-PI. Sin embargo, PSP-PI
presentdé mayor carga de tau neuronal y astroglial que alguno de ellos (PSP-
CBS y PSP-F) en dichas regiones corticales.

En nuestra muestra, tras aplicar los criterios de Respondek, encontramos
diferencias entre PSP-Cx y el resto de subtipos (PSP-RS/Pl y PSP-P) en la
carga de tau neuronal en regiones corticales. Al aplicar los criterios de MDS,
el grupo PSP-Cx presentd mayor carga de tau astroglial en regiones corticales
que PSP-RS/PI (MDS-last), y PSP-RS/PI mayor tau neuronal en regiones
subcorticales que PSP-P (MDS-3y). Aunque algunas de estas diferencias son
similares a las descritas por Kovacs et al., son dificiles de interpretar debido a
nuestra agrupacion de fenotipos y a la limitacion del tamafio muestral.

La pérdida de diversidad fenotipica y el bajo tamafio muestral son la causa
mas probable de la pérdida de diferencias entre fenotipos al aplicar los
criterios PSP-MDS. Es posible que con una muestra mas grande se hubiesen
encontrado diferencias similares al aplicar ambas clasificaciones. Por otra
parte, se podria plantear la hipdstesis de que si los trabajos de Kovacks et al.
se hubiesen hecho clasificando los casos con los criterios previos de
Respondek, las diferencias sobre las cargas de tau entre los distintos
fenotipos de PSP podrian haber sido todavia mas evidentes.

4.5.Relacion entre los depositos de tau y la supervivencia
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En nuestra muestra no hemos encontrado una asociacién entre la carga total,
cortical o subcortical de tau y la duracion de la enfermedad. Estudios
recientes de series similares a la nuestra como el de Guasp et al. tampoco
observaron que la carga de tau influyese en la supervivencia al ajustar por el
score de tau (Guasp et al., 2021).

La primera vez que se encontré una correlacion negativa entre la carga de tau
y la supervivencia de la PSP, fue en los trabajos que comparaban la
intensidad de los depdsitos de tau entre la forma clasica y los fenotipos
atipicos subcorticales. La conclusion de estos trabajos es que una mayor
carga global de tau condicionaba una evolucion mas fulminante de la
enfermedad (Ahmed et al., 2008; Williams et al., 2007a, 2007b). Sin embargo,
en estudios anteriores a la descripcion de nuevos fenotipos de PSP, se
presentaron resultados diferentes en los que la relacién con la supervivencia
diferia en funcion del tipo celular analizado (correlacién negativa entre
supervivencia y coiled bodies o hilos neuropilicos de origen oligodendroglial; y
tendencia a correlacion positiva entre supervivencia e hilos neuropilicos de
origen neuronal o astrocitos en el cortex motor) (Josephs et al., 2006c).

Posteriormente, en el estudio mas extenso de correlacion clinico-patolégica
realizado en PSP, no se hace referencia a la asociacion de la carga de tau
(total, regional o celular especifica) y la supervivencia. Sin embargo, si que
identificaron una correlacion entre la carga neuronal de tau en regiones
subcorticales y troncoencefalicas con la pérdida neuronal. No encontraron
esta correlacidn en regiones corticales, donde predominaba la afectacion
astroglial sobre la neuronal (Kovacs et al., 2020).

4.6.Copatologia de tau y alfa-sinucleina en la PSP

Estudios recientes destacan que la presencia de copatologia en las
enfermedades neurodegenerativas es frecuente (Kovacs, 2019), siendo la
PSP la taupatia primaria con mayor grado de copatologia asociada (Robinson
et al., 2018).

En el articulo 1 nuestro trabajo, describimos que el 67,6% de los 34 casos de
PSP de nuestra serie presentan copatologia. Este resultado fue similar al de
otros grupos que describieron un 71% de comorbilidad neurodegenerativa en
otra serie de 51 casos de PSP (Robinson et al., 2018) y un 92% en la serie
europea de 101 casos del PSP-SG (Jecmenica Lukic et al., 2020). En nuestra
muestra, la comorbilidad mas prevalente fue la EA (47%), predominando los
estadios leves de la enfermedad (85,3% de estadios | y || de Braak). De forma
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similar, en otros grupos esta fue la copatologia mas frecuente (57-84%) y una
proporcion similar de estadios leves (75-90%) (Jecmenica Lukic et al., 2020;
Robinson et al., 2018, 2020). La asociacion de angiopatia amiloide en nuestra
muestra (23,5%), fue similar a la descrita por Lukic et al. (25%). Sin embargo,
la identificacion de otros depdsitos proteicos, como la TDP-43 (2,9%) o granos
argirofilos (5,8%), fue menor que la descrita previamente (8-16% y 58%
respectivamente) (Jecmenica Lukic et al., 2020; Robinson et al., 2018, 2020).
En nuestro estudio no se analiz6 la comorbilidad microvascular cerebral,
presente en la serie de Lukic et al., alcanzando el 65% de los casos, siempre
asociada a multiproteinopatia (Jecmenica Lukic et al., 2020).

Respecto a la comorbilidad con a-syn, se ha descrito porcentajes variables,
del 8 al 31,5%, de CL en la PSP (Jecmenica Lukic et al., 2020; Keith-Rokosh
and Ang, 2008; Mori et al., 2002; Robinson et al., 2018; Tsuboi et al., 2001,
Uchikado et al.,, 2006). EI grupo de la clinica Mayo, describié que este
porcentaje de copatologia era similar al observado en controles sanos
describieron que su distribucién era similar a la de la enfermedad por CL, con
alguna excepcion al esquema de progresion descrito por Braak (Braak et al.,
2003), como la preservacion de regiones afectadas mas precozmente (SN o
LC) en estadios mas avanzados (Tsuboi et al., 2001; Uchikado et al., 2006).
Mas recientemente, el grupo de Robinson et al, describi6 en 2018 un
porcentaje de copatologia tau y a-syn en la PSP del 22% con una distribucion
de esta ultima restringida al troncoencéfalo y la amigdala sin alcanzar
estadios mas avanzados. Al ampliar la muestra a 108 casos, en 2020,
encontraron un porcentaje menor (15%) sin profundizar mas en la descripcion
de los depdsitos (Robinson et al., 2018, 2020). En la serie europea del PSP-
SG se describié un 8% de casos con CL, de los cuales un 50% correspondian
a estadios 5-6 de Braak correspondientes a una afectacién cortical difusa
(Jecmenica Lukic et al., 2020).

En nuestro trabajo, en el articulo 2, encontramos que un 8% de los 25 casos
de PSP estudiados presentaban CL. Al ampliar la muestra estudiada a 34
pacientes (articulo 1, cronolégicamente posterior) el porcentaje asciende
ligeramente hasta un 11,8% (4 casos). En éstos, existia un predominio (75%)
de estadios limbico-transicionales sin afectacion neocortical (Anexo 1, Tabla
10), en consonancia con los resultados del grupo de Robinson et al. Por otra
parte, Lukic et al., plantearon la hipotesis de que la existencia de otro tipo de
copatologia en la PSP influyese el hallazgo de CL. En la mayoria de sus
casos de PSP con a-syn existian también cambios de EA y proponian que la
taupatia 3R propia de la EA tuviese una influencia mayor que la propia
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taupatia 4R de la PSP sobre la formacion de CL (Jecmenica Lukic et al.,
2020). En nuestra serie, también los casos de PSP con CL tenian otra
copatologia asociada (75%), pero solo en el 50% correspondian a cambios de
EA.

En el articulo 2 del presente trabajo, describimos que existe la colocalizacién
de depodsitos de tau y a-syn en neuronas catecolaminérgicas del tronco
cerebral (SN y LC). Este hallazgo apoya la hipétesis de que los depésitos de
tau pudiesen favorecer la fibrilacion de a-syn (Popescu et al., 2004). La
relacion entre tau y a-syn en la PSP también se ha identificado mediante
técnicas de western blot identificando mayores niveles de a-syn en la SN de
algunos pacientes con PSP (Tong et al., 2010). Estos resultados no permiten
concluir si la relacion entre los depdsitos de ambas proteinas se debe a la
afectacion de una via degenerativa comun o a la coincidencia de dos
procesos que independientemente estan ligados a la edad.

También mediante técnicas de doble inmunotincién e inmunofluorescencia, el
grupo de la clinica Mayo (Uchikado et al., 2006), encontré colocalizacién de
CL con ovillos neurofibrilares de tau 4R en algunas neuronas aisladas del
nbM y del LC en la PSP. No se encontraron depositos de tau asociados a los
de a-syn en las neuritas de Lewy. Teniendo en cuenta que la distribucién de
CL en la PSP era similar a la habitual en la enfermedad por CL y que dicha
colocalizacion era muy aislada, concluyeron que la taupatia de la PSP vy los
depdsitos de CL eran procesos diferentes no estaba relacionados (Tsuboi et
al., 2001; Uchikado et al., 2006).

Los 2 casos de PSP con presencia de CL que describimos en el articulo 2,
clinicamente fueron clasificados como PSP-RS. El segundo de ellos, (caso 22
de la clasificacién del articulo 1), deberia haber sido clasificado como PSP-
PNFA si se hubiesen aplicado los criterios de Respondek. Posteriormente, en
el articulo 1, son 4 los casos con presencia de CL (casos 1, 9, 18 y 22). En la
figura 1 del articulo se observa que 3 de ellos fueron clasificados como
fenotipo PSP-RS/PI y otro como PSP-PNFA con los criterios de Respondek; y
que todos ellos se correspondian con un fenotipo PSP-RS/PI tras aplicar los
criterios MDS-3y, MDS-6y o MDS-last. Independientemente de las
clasificaciones empleadas, ningun caso con CL fue diagnosticado de un
fenotipo PSP-P, lo que sugiere que la presencia de sinucleina no tuvo una
repercusion significativa sobre la expresion clinica. De estos 4 casos, el 22,
presentd alucinaciones visuales, sintoma frecuente en las sinucleopatias y
que se ha relacionado con la presencia de CL en la amigdala (Popescu et al.,
2004), tal y como ocurria en este caso. Sin embargo, otros 2 casos (caso 9y
22 del articulo 1) también presentaron CL en la amigdala y no desarrollaron
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alucinaciones (Anexo 1, 9.3; Tabla 10). Ademas, otros 2 casos de la serie,
clasificados como PSP-RS (casos 6 y 7), desarrollaron alucinaciones visuales
sin presencia de CL (Anexo 1, 9.2). Estos casos, si que asociaron copatologia
de angiopatia amiloide y cambios de EA en el caso 6. Aunque es poco
frecuente, se ha descrito la presencia de alucinaciones en la PSP en ausencia
de CL (Bertram and Williams, 2012; Compta et al., 2009). Estudios recientes
afirman que es la taupatia primaria asociada a la PSP, y no la copatologia, la
que define la expresiéon clinica de la enfermedad (Jecmenica Lukic et al.,
2020; Robinson et al., 2020).

4.7.Factores de riesgo genético y expresion de TREM2 en la PSP

Las variantes genéticas en el gen MAPT se han relacionado con la PSP
siendo el genotipo H1/H1, y de forma mas significativa el haplotipo H1c,
factores de riesgo genético de la enfermedad. Recientemente, se ha descrito
una deébil asociacion entre subhaplotipos de H1 y la intensidad de los
depdsitos de proteina tau en la PSP (Heckman et al., 2019). Por otra parte, la
relacion del gen APOE y la PSP esta peor definida. Se ha descrito una menor
frecuencia del alelo E4 de APOE en casos de PSP frente a controles, y el
genotipo E2/E2 se ha asociado con mayor carga de proteina tau en la
enfermedad (Fujioka et al., 2013; Hoglinger et al., 2011; Zhao et al., 2018). En
nuestra muestra encontramos una predominancia del haplotipo H1 siendo el
genotipo H1/H1 el mas frecuente. Por otra parte, el genotipo de APOE mas
frecuente fue E3/E3 y solo se encontraron de forma aislada algunos genotipos
E2 o E4. En este trabajo no se profundizé en el estudio de subhaplotipos y la
distribucion de los genotipos no se asocié con la supervivencia ni la carga
total de la proteina tau. De nuevo, en estos resultados podria influir el limitado
tamafo muestral de nuestra serie.

El gen TREM?2 esta relacionado con la activaciéon microglial y cambios en su
expresion se han relacionado con diferentes enfermedades
neurodegenerativas (Qin et al., 2021). En el momento de la realizacion de
este trabajo, se desconocia el papel de TREMZ2 y la microglia en la PSP. En el
articulo 3, demostramos que el gen TREMZ2 estaba sobreexpresado en la SN
de pacientes con PSP respecto a controles sin neuropatologia. Esta
sobreexpresién se identifico para los tres transcritos conocidos del gen:
TREM?2-201, TREMZ2-202 (forma candnica o transcrito predominante) y
TREM?2-203. La SN es una de las estructuras que, antes y con mayor
intensidad, se afectan en todos los fenotipos de PSP (Kovacs et al., 2020). En
este sentido, previamente se habia descrito la sobreexpresion de TREM2 en
regiones diana especificas de otras enfermedades neurodegenerativas como
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el hipocampo y cortex temporal en la EA o la médula espinal en la ELA (Cady
et al.,, 2014; Celarain et al., 2016; Lue et al., 2014). Paralelamente, el gen
MS4A4A, que esta relacionado con sTREM2, también lo encontramos
sobreexpresado en la SN de los pacientes con PSP respecto a controles y se
correlacioné con los niveles globales de mRNA de TREMZ2 y de sus tres
transcritos de forma independiente. Estos hallazgos estdn en consonancia
con el de otros grupos que han encontrado una sobreexpresion similar del
MS4A4A en cerebros con EA (Deming et al., 2019). Todos estos resultados
sugieren que TREM?2 y la activacion microglial participa en la fisiopatologia de
la PSP y que diferentes enfermedades neurodegenerativas podrian compartir
similares alteraciones en la regulacion de la respuesta inmune innata.

En el anexo 1 se aportan resultados no presentados en el articulo 3 en los
que se compara la expresion de TREM?2 entre los fenotipos resultantes de la
aplicacion de los criterios de Respondek o los PSP-MDS. No se encontraron
diferencias en la expresion de TREMZ2 entre los fenotipos con ninguna de las
clasificaciones al comparar la forma clasica (PSP-RS/PI) o el fenotipo PSP-P
frente al resto. Estos resultados sugieren que pueda existir una respuesta
comun relacionada con la inmunidad innata en todos los fenotipos de PSP a
pesar de las diferencias entre fenotipos en lo que respecta a la supervivencia
o distribucion de los depdsitos de tau. Sin embargo, el numero limitado de
algunos fenotipos atipicos de PSP puede estar impidiendo observar algun
efecto en la expresion de TREMZ2 que nuestro estudio no haya podido
detectar.

Respecto a la relacion entre la expresion de TREMZ2 y los hallazgos
neuropatolégicos, en la EA, se identificé una correlacion entre los niveles de
las proteinas sTREM2 y tau en el LCR (Piccio et al., 2016); y también entre el
grado de expresion del gen TREMZ2 y los depdsitos globales de tau en el
hipocampo (Celarain et al., 2016). Hasta la fecha no se habia descrito esta
relacion en una taupatia primaria como la PSP. En el articulo 3, encontramos
una correlacion positiva entre el grado de expresién de TREM2 en la SN de
pacientes con PSP y los depdsitos globales de la proteina tau en dicha region
(r = 0.636; P < 0.05). También analizamos la expresién de TREM2 en funcién
de la intensidad (leve, moderada o grave) de los depdsitos de tau de forma
independiente para los distintos subtipos celulares (neuronas, neuropilo y
astrocitos). Observamos diferencias en los niveles de mRNA de TREM?2 entre
los grados leve y moderado de los depdsitos de tau en neuronas y neuropilo,
pero no en astrocitos. De acuerdo con el estadiaje propuesto por Kovacs et al.
(Kovacs et al., 2020) hipotetizamos que la intensidad del depdsito de tau en la
SN aumenta con el paso del tiempo en la PSP. Asi, interpretamos que las
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diferencias entre el grado leve y moderado, y no entre otros, podrian
corresponderse con los cambios que se producen en las formas tempranas-
intermedias de la enfermedad. Esta aproximacion estaria en consonancia con
el papel descrito de la microglia en las enfermedades neurodegenerativas que
podria tener un caracter dinamico y ser diferente en distintos estadios de la
enfermedad (Qin et al., 2021).
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5. LIMITACIONES

La principal limitacion de nuestro estudio fue el bajo tamafio muestral que
redujo la potencia estadistica. Por este motivo y como ya se ha explicado, se
decidié agrupar los fenotipos clinicos corticales y el espectro de la forma
clasica (PSP-RS/PI). Algunos fenotipos como PSP-PGF no estaban
representados en nuestra muestra. Respecto a los depdsitos de la proteina
tau, también fue necesaria una agrupacién por regiones y por estructuras
celulares.

La naturaleza retrospectiva del analisis de los datos clinicos es una limitacion
ya que sintomas poco frecuentes o mas dificiles de explorar como las
alteraciones oculomotoras precoces, cambios leves en la estabilidad postural
o sintomas neuropsiquiatricos pueden no haberse registrado.

Otra limitacién, compartida con otros estudios observacionales postmortem,
es que los depdsitos de la proteina tau analizados se corresponden a aquellos
producidos durante el transcurso de la enfermedad. Por ello no reflejan lo que
sucede con los depédsitos de tau en estadios iniciales. En el articulo 1,
hipotetizamos que, en los fenotipos corticales, los depdsitos ocurrieron de
forma mas precoz en regiones corticales que en otros fenotipos, pudiendo ser
este hecho lo que determina su expresion clinica. Sin embargo, seran los
estudios prospectivos con biomarcadores de imagen molecular (PET-tau) los
que nos confirmen si esta hipotesis es cierta. En este mismo sentido, en el
articulo 3, interpretamos que las diferencias en la expresion de TREM?2 entre
el grado leve y moderado de los depdsitos de tau podrian reflejar los estadios
tempranos o intermedios de la enfermedad segun la progresién evolutiva de
los depdsitos propuesta por Kovacs et al. (Kovacs et al., 2020).

Respecto al método empleado para cuantificar los depdsitos, el analisis
semicuantitativo, tiene la limitacion de ser un analisis subjetivo y con menor
capacidad para discriminar las diferencias en los depdsitos de la proteina. En
este sentido, un analisis cuantitativo automatizado con sistemas de analisis de
imagen podria aportar diferencias de forma mas sensible. Aunque los
estudios de criomicroscopia no han permitido observar diferencias en
conformacion del plegamiento entre varios fenotipos de PSP se necesitaran
mas estudios para confirmar o descartar si existen distintas cepas de la
proteina tau dentro de PSP (Narasimhan et al., 2017; Shi et al., 2021).

Como se ha comentado en la introduccion, existen otras taupatias que se
asocian con frecuencia a la PSP y que podrian interferir en la medicion de los
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depdsitos de la proteina siendo la EA la copatologia mas frecuente. Para
evitar este sesgo no se incluyo en los analisis la medicion de los depositos de
tau en el hipocampo ni en el cortex temporal por ser las regiones
predominantemente afectadas en la EA desde los estadios iniciales. Aunque
la mayoria de la copatologia tipo EA en nuestra muestra fue en forma de
estadios leves, se anadio el estadio de Braak a los modelos de regresion
lineal para evitar la potencial influencia en aquellos casos con estadios mas
avanzados. Por otra parte, en los ultimos afios se han descrito nuevas
taupatias como PART y ARTAG (Crary et al., 2014; Kovacs et al., 2016) que
no se revisaron sistematicamente en nuestra muestra. La presencia de estas
taupatias primarias asociadas a la edad podrian influir en los porcentajes
descritos de copatologia y potencialmente en la medicion de algunos de los
depdsitos. Ademas, no se detalld la presencia de patologia microvascular en
las muestras, a diferencia de otros grupos (Jecmenica Lukic et al., 2020). Esta
copatologia podria interferir en la expresidon clinica pero no en la
cuantificacion de los depdsitos de tau.
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6. CONTINUIDAD DEL PROYECTO

El presente trabajo tiene continuidad con varias lineas de investigacion
futuras, algunas ya iniciadas, que se exponen a continuacion:

6.1. Profundizar en el conocimiento de la PSP

6.1.1. Actualizacion de los resultados incluyendo nuevos casos

En ese trabajo se analizan los casos de PSP que se incluyeron en el biobanco
de Navarrabiomed hasta 2017. Se podria extender el analisis de este trabajo,
incorporando los casos de PSP del biobanco de los ultimos afios. La adicidon
de nuevos casos y quizas nuevos fenotipos podria mejorar las limitaciones del
presente trabajo.

6.1.2. Participacion en el estudio PSP/DEGESCO

Nuestro grupo esta colaborando en este proyecto cooperativo del CIBERNED
(Centro de Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades
Neurodegenerativas) cuyo objetivo es realizar estudios gendmicos en
pacientes con Paralisis Supranuclear Progresiva. El proyecto comprende tres
sub-estudios: GWAS con DNA de pacientes con diagnéstico clinico de PSP,
rastreo completo del exoma con DNA de pacientes con diagndstico
neuropatolégico de PSP y secuenciacion de RNA de nucleo unico en
muestras seleccionadas de cerebro.

6.1.3. Proyecto FIS convocatoria de 2020

Es un proyecto multicéntrico en el que participa el HUN (Hospital Universitario
de Navarra) y la CUN (Clinica Universidad de Navarra). Tiene como objetivo
definir la correlacion entre los depédsitos cerebrales de tau, medidos mediante
PET-tau con un radiotrazador de 22 generacién (18F-P12620), y el patron de
neurodegeneracion, medido con PET-FDG, en pacientes con diagnostico
clinico de PSP. Se evaluara la capacidad de la PET-tau para distinguir la PSP
de la enfermedad de Parkinson (EP), al comparar con un grupo control de EP.
También se analizara la relacion entre estos depésitos de la PET-tau y las
puntuaciones en escalas clinicas (motoras y cognitivas). Por ultimo, se
realizaran estudios de autorradiografia y neuropatolégicos sobre cerebros de
pacientes con PSP y EP del Biobanco de Navarrabiomed para analizar la
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correlacion de la expresion del radiotrazador del PET-tau y los depdsitos
histopatoldgicos de las distintas isoformas de la proteina tau.

6.1.4. Estudio de marcadores epigenéticos en la PSP

Nuestro grupo de investigacion ha participado en el estudio de marcadores
epigenéticos de la EA, fundamentalmente en el estudio del patron de
metilacion de genes relacionados con la enfermedad. Se plantea realizar
estudios con disefios similares con casos de PSP.

6.2.2. Desarrollo de sistemas de deteccion automatica de carga de tau

La realizacién de este trabajo ha permitido establecer conexiones con otros
grupos de investigacion como el del Dr. Lépez Molina del departamento de
Automatica y Computacion de la UPNA. A partir de imagenes de casos de
PSP de esta serie se esta desarrollando un algoritmo que permita la deteccion
automatizada de depdsitos de la proteina tau distinguiendo, incluso, entre
distintos subtipos celulares afectados.

6.3.3. Estudios de correlaciéon clinico-patolégica en otras

enfermedades neurodegenerativas

Este trabajo abre la puerta a realizar otros estudios de correlacién clinico-
patolégica en otras enfermedades neurodegenerativas como la AMS o la ELA,
intentando mejorar las limitaciones del tamafio muestral que implica obtener
los casos de un unico biobanco mediante la busqueda de colaboracién con
otros centros para la obtencion de un numero de muestras mayor.
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7. CONCLUSIONES

7.1. La aplicacion de los criterios de diagndstico de la MDS para la PSP
conlleva una reduccion de casos que cumplan las caracteristicas para el

diagndstico de fenotipos atipicos.

7.2. Los nuevos criterios de diagnostico de la MDS para la PSP tienden a
sobreestimar el fenotipo PSP-RS en detrimento de los fenotipos corticales,
debido a que algunos fenotipos corticales de PSP (PSP-CBS y PSP-SL) no
pueden alcanzar un nivel de certeza mayor que "posible" y, por tanto,

convergen a los fenotipos PSP-RS o PSP-P después de aplicar la regla MAX 1.

7.3. La pérdida de diversidad fenotipica que supone la aplicaciéon de los
nuevos criterios de diagndstico de la MDS para la PSP conduce a una pérdida

de diferencias significativas en la carga de tau entre los distintos fenotipos.

7.4. Existen diferencias significativas en cuanto a la carga de tau entre los
fenotipos PSP-RS y PSP-P resultantes de la aplicacion retrospectiva de los
nuevos criterios PSP-MDS, mientras que no se mantienen las diferencias en
cuanto a la carga de tau cortical o subcortical entre los fenotipos resultantes

tras la aplicacion de criterios de clasificacion anteriores.

7.5. Los fenotipos de PSP resultantes de la aplicacién de los criterios MDS
muestran diferencias significativas en carga de tau cortical astroglial entre los
grupos PSP-Cx y PSP-RS/PI en y en carga de tau neuronal subcortical entre

los fenotipos PSP-RS y PSP-P.
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7.6. La duracion de la enfermedad, es significativamente mayor en el

fenotipo PSP-P en comparacién con los otros fenotipos.

7.7. Los cerebros de PSP presentan un alto grado de copatologia con

predominio de los estadios leves de otros procesos neurodegenerativos.

7.8. El porcentaje de cuerpos de Lewy encontrados en los cerebros de PSP,
es similar a lo que cabria esperar en series de controles normales de la misma

edad y no conllevan correlacion clinica

7.9. La proteina tau coagrega con la alfa-sinucleina en neuronas
catecolaminérgicas en la PSP lo que sugiere una interaccion sinérgica entre

ambas proteinas.

7.10. El gen TREMZ2 esta sobreexpresado en la sustancia negra de los
pacientes con PSP en comparacién con los controles, lo que sugiere que la
microglia puede estar disregulada en regiones cerebrales relevantes en los

procesos patoldgicos de la PSP.

7.11. Los niveles de expresion del mMRNA de TREM?2 se correlacionan con la
carga de proteina tau en la sustancia negra de pacientes con PSP,

especificamente con los depdsitos neuronales de proteina tau.

7.12. La sobreexpresion de TREMZ2 en la SN de pacientes de PSP es
independiente del fenotipo clinico sugiriendo una via patogénica comun

relacionada con la inmunidad innata comun a todos los fenotipos.
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9. ANEXO 1

Para facilitar la interpretaciéon del trabajo presentamos en este anexo
resultados que no pudieron ser incluidos en los articulos publicados por
limitaciones de espacio y decisiones editoriales de las revistas.

9.1.Fenotipos de PSP resultantes de la aplicacion de los criterios de

Respondek

Tabla 8. Datos demograficos de fenotipos de PSP.

Sexo Edad de inicio  Supervivencia
(F %) (afos +/- DE) (afos +/- DE)

PSP-RS/PI 19 63,2 74,3 +/- 8,8 6 +/-2,6
PSP-P 4 25 65,8 +/- 5,7 13,2 +/- 5,1
PSP-Cx 9 444 71,3 +/-5,3 8,8 +/-2,7
PSP-C 2 50 71,4 +/-0,8 12,9 +/- 6,4

Tiempo hasta el
diagnéstico
(afos +/- DE)

25+/-1,8
11,3 +4/-7,4
57 +/-2,8

5,6 +/- 3,1

La tabla muestra las caracteristicas demograficas de los fenotipos resultantes
tras la aplicacion de los criterios de Respondek. n, numero de casos; F,
femenino; DE, desviacion estandar. PSP-RS/PI, grupo de fenotipos del
espectro del Sindrome de Richardson; PSP-P, PSP parkinsonismo; PSP-Cx,

grupo de fenotipos corticales; PSP-C, PSP cerebelosa.
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Tabla 9. Datos demograficos de los fenotipos corticales.

Tiempo hasta el
diagnéstico
(afos +/- DE)

Sexo Edad de inicio  Supervivencia
(F %) (afos +/- DE) (afos +/- DE)

PSP-F 3 33,3 67,3 +/-2 11,1 +/-1,1 6,3 +/-3,4
PSP-SL 4 50 75 +/-4,2 74 +/-2,8 6 +/- 3,4
PSP-CBS 2 50 69,9 +/-7,5 8,3 +/-3 4,1 +/-0,4

La tabla muestra las caracteristicas demograficas de los fenotipos resultantes
tras la aplicacion de los criterios de Respondek. n, numero de casos; F,
femenino; DE, desviacidon estandar. PSP-F; PSP frontal; PSP alteracion del
habla y lenguaje; PSP-CBS, PSP corticobasal.

9.2. Frecuencia de alucinaciones visuales en la serie de PSP

Se reqistrd la presencia de alucinaciones visuales en un 8,8% de la serie, en
2 casos clasificados como PSP-RS en todas las clasificaciones (caso 6 y 7 del
articulo 1) y en un caso clasificado como PSP-SL con los criterios de
Respondek y como PSP-RS con los PSP-MDS en cualquier momento de la
evolucion (caso 22).

9.3.Descripcion neuropatolégica de la distribucion de los cuerpos de

Lewy

En el articulo 2 se describe la distribucion de los CL en los casos del articulo 1
(Tabla 1 del articulo 2). Los casos del articulo 1 fueron incluidos
cronolégicamente mas tarde en el Biobanco de Navarrabiomed. A
continuacion se describen sus hallazgos neuropatolégicos principales (Tabla
10)
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Tabla 10. Descripcion de la distribucion de la sinucleopatia en los casos
de copatologia tau y alfa-sinucleina de la muestra.

A1 Ed cC gdH CE A nbM SNc LC nR nMDV
1 84 CL + 0 ++ ++ 0 + +++ + +
NL 0 + 0 + + + ++ 0 +
22 73,1 CL + 0 + + + + +++ + N.D.
NL 0 + 0 0 + 0 + + N.D.
9 79,6 CL + + N.D. ++ ++ N.D. + + ++ N.D. ++
NL ++ + N.D. ++ + N.D. + + ++ N.D. ++
18 77,4 CL + 0 0 0 0 + + 0 ++
NL + 0 + 0 0 + + 0 + +

A1, n° de caso del articulo 1; Ed, edad (afios); CL, cuerpos de Lewy; NL, neuritas de Lewy;
CC, cortex entorrinal; gdH, giro dentado del hipocampo; CE, cértex entorrinal; A, amigdala;
nbM, nucleo basal de Meynert; SNc, sustancia negra pars compacta; LC, locus coeruleus; nR,
nucleos del rafe; nMDV, nucleo motor dorsal del vago. Intensidad de depésitos: + (leve), ++
(moderada), +++ (grave).

9.4. Comparacion de la expresion de TREM2 entre los fenotipos de PSP

En el articulo 3, se estudiaron 24 casos de la serie de PSP (casos 2, 3, 4, 5,
7, 8,9, 10, 12, 13, 14, 15, 16, 18, 20, 21, 23, 24, 26, 27, 28, 30, 31 y 32 del
articulo 1). Estos casos presentaron distintos fenotipos tras la aplicacion de
los criterios de Respondek, MDS-3y, MDS-6y o MDS-Last (Figura 1 del
articulo 1).

Se comparé el grado de expresion de TREM2 entre PSP-RS/PI y el resto de
fenotipos, y entre el fenotipo PSP-P y el resto, en cada distribucion obtenida
tras aplicar los diferentes criterios diagnosticos. Ninguna de estas
comparaciones mostré diferencias significativas (P>0,06).
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