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INTRODUCCION:

La etiologia de las enfermedades degenerativas del sistema nervioso central permanece

desconocida; sin embargo, los recientes avances de la investigacion, neuroquimica en
particular, ponen en evidencia la falla del mecanismo energético, la excitotoxicidad y el
dafio oxidativo como causas de la muerte neuronal. Existe una compleja interaccion entre
estos 3 mecanismos (ver Fig.1). Un deficiente metabolismo energético acompahado de una
reduccion de las concentraciones del ATP lleva a la depolarizacion neuronal,y asu vezala
activacion de los receptores N-metil-D-Asapartato (NMDA) por los amino-acidos
excitatorios (principalmente el glutamato),y finaimente al aumento del calcio (Ca)
intracelular. La mitocondria, principal amortiguador del Ca intracelular, también puede
generar mas radicales libres en caso de desequilibrio lo que repercute sobre el DNA
mitocondrial y las enzimas de la cadena respiratoria (Beal,1995).
Hay evidencias expertmentales del exceso de produccion de radicales libres, 0 dafio oxidante
acelerado, en las enfermedades de Huntington, Alzheimer, Parkinson y la esclerosis lateral
amiotrofica.
Nuevos abordajes terapéuticos potenciales de dichas enfermedades incluyen a los
antagonistas de receptores a aminoacidos excitatorios, al uso de factores troficos y a los
mecanismos protectores antiradicales libres.
En este trabajo nos interesamos por el estrés oxidativo y el papel del cobre, metal de
transicion ciertamente implicado, como el hierro, en la produccion de radicales libres en la
enfermedad de Parkinson. La revision de la literatura nos llevo a estudiar las cuproproteinas
que poseen una actividad protectora contra este dafio.
La tesis contiene 3 estudios principales:
e El cobre y la actividad ferroxidasa de la ceruloplasmina en el liquido cefaloraquideo
(LCR) de pacientes con enfermedad de Parkinson .
e La actividad enzimatica de Ia superoxido-dismutasa en LCR de estos mismos sujetos.

e Las metalotioneinas en el Parkinson idiopatico.
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Fig.1: Representacion esquematica de los eventos etiologicos que llevan a la
degeneraciéon neuronal.



ANTECEDENTES:

1) Enfermedad de Parkinson:

La sintomatologia del Parkinson se define como la presencia simultanea de una hipertonia de
un tipo especial, de una acinesia y de un_temblor. El cuadro clinico descrito en 1817 por
o

James Parkinson en su “Ensayo sobre la Pardlisis Agitante” merece el nombre de
enfermedad de Parkinson, entidad anatomoclinica caracterizada por su aparicion en la
segunda mitad de la vida, su evolucion lentamente progresiva y el tipo de lesiones
anatomicas que van a afectar electivamente al focus niger o sustancia negra del mesencéfalo.
Se describen sindromes Parkinsonicos de etiologias diversas: degenerativa, infecciosa,
toxica, que generalmente tienen en comun con la enfermedad de Parkinson la presencia de
una lesion en la sustancia negra. El significado de esta localizacion lesional comun se basa en
el papel del sistema dopaminérgico nigro-estriatal en la traduccion clinica del Parkinson.

La forma idiopatica 6 enfermedad de Parkinson es la enfermedad neurodegenerativa mas
frecuente en México. Su diagndstico es clinico y su confirmacion es anatomopatologica,
macroscopicamente con la despigmentacion de la sustancia negra y microscopicamente con
los depositos de hierro en dicho nicleo y la presencia de cuerpos de inclusion citoplasmicos,
los cuerpos de Lewy.

La causa de la degeneracion de las células dopaminérgicas en la enfermedad de Parkinson es
todavia desconocida. En el estado actual del conocimiento se pueden mencionar factores
ambientales, como los generadores de reacciones oxidativas, que llevan a la muerte neuronal
en pacientes con alguna predisposicion genética a ser mas susceptibles a las neurotoxinas
ambientales (Hertzman 1990). Esta hipotesis se sustenta en que, agentes toxicos, tales como
la MPTP vy el plaguicida paraquat inducen la produccion de radicales libres inestables que
interactiian con los lipidos poliinsaturados de las membranas, y llevan a la muerte neuronal
especifica en la swbstantia nigra, tal como ocurre en el Parkinson idiopatico (Jenner et

al. 1992).




2) Teorias patogénicas de la enfermedad de Parkinson:

a) Los radicales libres.

Dentro de las moléculas, los electrones habitualmente se retnen en pares. Un doblete
electronico es mas estable que un electron aislado. Un radical libre es una especie quimica
(generalmente de oxigeno) donde la capa periférica contiene un electron desapareado ¢
solitario. El niimero total de electrones de un radical libre es por consecuencia impar. El
electron solitario le confiere al radical libre una inestabilidad tanto en el plano energético
como en el cinético. Del punto de vista energético, el radical es reducido si pierde un
electron y sufre una oxidacion si gana un electron. Del punto de vista cinético, el hecho de
tener un electrébn no apareado sobre su capa periférica favorece considerablemente la
aproximacion del radical libre con otras moléculas y la rapidez de reaccion quimica
determinada por la eficacia de las colisiones (Southorn ,1988). Entre los radicales libres que

se han detectado en los sistemas biologicos, se encuentran:

B E! anion superoxido. ‘Oz Es el producto de la reduccion monovalente del oxigeno
molecular.

B E! peroxido de mdrogeno H:0: , aunque no es un radical libre, puede ser formado por

dismutacion de anion superoxido o ser producto de la reduccion bivalente de oxigeno. La
adicion de un segundo electron forma entonces el “agua oxigenada”.
B Por otra parte, los metales de transicion como el hierro, son catalizadores de las

reacciones oxidativas (Prohaska 1987, Youdim er al 1990, Boll er al.1996). Citamos
como ejemplo la reaccion de Fenton, generadora del radical hidroxilo: - OH
aparentemente implicado en el dafio neuronal ocasionado en la enfermedad de Parkinson:
Fe+ + H:0: 5> Fe+++ + OH + OH-

Otro metal de transicion, el cobre, interviene asimismo en su forma ionica:

Cu+ + H20: > Cu+~ + OH + OH-



El estrés oxidativo coresponde a la formacion de un excedente de radicales libres
(sobrepasando a los mecanismos de defensa), y a la reaccion progresiva del radical
libre con la molécula vecina, en busqueda de un electron estabilizador. La cadena
carbonada insaturada de los fosfolipidos membranales es particularmente vulnerable.
Los dobles enlaces se convierten en vias de escape para el electron desalojado cuya
dificultad para recombinarse con un compaiiero es funcion de la riqueza en dobles
enlaces.

El estrés oxidativo iniciado por el hierro parece jugar un papel primordial como
mecanismo de muerte neuronal en el cerebro parkinsénico, lo que se apoya en los
hallazgos en los modelos experimentales (Rojas&Rios 1993) . Se sabe que el hierro se
acumula en la substantia nigra de los pacientes con Parkinson como ha sido
demostrado tanto en estudios post mortem como in vivo, mediante imagenes de
resonancia magnética, aprovechando el efecto paramagnético de estos depdsitos
(Dexter ef al. 1991, Boll et al. 1996). Otros metales oxidantes, como el manganeso,
producen parkinsonismo, por lo que se ha implicado a los diversos metales en la
fisiopatogénesis de esta enfermedad, ain cuando se desconoce el papel de otros,
como ¢l cobre, en el Parkinson primario.

En la figura 2 observamos como el catabolismo de las monoaminas en presencia de
glutation puede generar agua, mientas en presencia de un metal de transicion se

forman radicales libres ‘OH.
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Fig.2: Representacion esquema:tica de las reacciones bioquimicas que conducen al
estrés oxidativo (segun Youdim ,1990)
El peroxido de hidrogeno (H202) producido por el catabolismo de las monoaminas
puede en presencia de glutation (GSH) y glutation peroxidasa generar agua.
En presencia de metales de transicion ( Fe aqui) se forman radicales libres de oxigeno.




b) La inhibicién energética

El metabolismo energético de la neurona es totalmente dependiente del metabolismo
de la glucosa. El producto final de la glucolisis, el piruvato entra por difusién en la
mitocondria, produce energia directamente 6 por medio de precursores para el ciclo
de acidos tricarboxilos y las fosforilaciones oxidativas. La regulacion del metabolismo
energético de la neurona se basa en el cambio energético(especialmente la produccién
de ATP),la necesidad de precursores anabolicos y los requerimientos de glucosa y
oxigeno. El mantenimiento del potencial de membrana depende de la funcion
adecuada de las bombas Na'/K" ATPasa, altamente dependientes de la produccion de
ATP, de manera que una falla en dicha produccién energética llega a cambiar el
potencial de membrana , a liberar el bloqueo del canal de Ca del receptor NMDA
(bloqueado por Mg) y ocasiona una activacion facilitada del receptor(Rc) por el
glutamato endogeno. En el modelo experimental de Parkinson con inyecciones
estereotaxicas de MPP’, el metabolito toxico de la MPTP, existe una inhibicion del
complejo I de la cadena respiratoria mitocondrial que conlleva niveles

significativamente reducidos de ATP en los ratones. { Greene,1996)

¢) La excitotoxicidad

La excitotoxicidad mediada por falla energética consiste en la activacién del Rc
NMDA vy la entrada del Ca” en la neurona ocasiona su destruccion. La destruccion
selectiva de las células dopaminérgicas en este modelo esta disminuida por la
inyeccion simultianea de antagonista NMDA. (Greene, 1996) Por otra parte se ha
descubierto recientemente la propiedad antagonista NMDA de un antiparkinsoniano

utilizado desde hace décadas de manera empirica, la amantadina.



3) El cobre y 1a ceruloplasmina:

a) el cobre en general:

El cobre es un elemento esencial aunque en el estado de traza en el organismo, lo que
implica una ingesta obligatoria del orden de 1.6 a 2.6 mg diario en el adulto. Este

metalnarticipa_en el crecimiento en la nifiez, en los mecanismos de defensa
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estatus de cobre en el organismo se usan generalmente las mediciones de cobre y de
CP séricos (concentraciones normales de Cu sérico: 1140 pg/L + 140 DE equivalente
a 17.9 umol/L) (Harrison). Recientemente se identifico la medicion de la actividad
SOD en eritrocitos y de la COX plaquetaria como métodos mas sensibles para
detectar la deficiencia de Cu (Olivares,1996). De misma manera se reporta en la
deficiencia en cobre una reduccion de la actividad de la COX y de la cadena
respiratoria en general en el higado y el cerebro ( Linder 1996). Las concentraciones
normales del metal en el LCR se han medido por absorcién atomica a 327.4nm
revelando valores entre 5 v 35 pg/L. Esta técnica se emplea en el estudio de la
enfermedad de Wilson, desorden hereditario de la incorporacion del cobre a nivel
hepatico que ocasiona un aumento del cobre circulante y de depositos del metal

especialemente en los ganglios basales (Hartard 1993;Linder 1996).
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Fig.3:Representacion esquematica del metabolismo de la dopamina
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La tirosina-hidroxilasa y la dopamina-beta hidroxilasa dependen de Cu
La monoaminoxidasa produce radicales ‘OH en presencia de metales de

transicion ( ver Fig. anterior).
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b) el cobre en la enfermedad de Parkinson:

De manera consistente en la literatura cientifica, se ha reportado una disminucion del
contenido de cobre en la substantia nigra de pacientes con Parkinson (Dexter ef al.
1991). Del mismo modo, se ha informado recientemente de un déficit de cobre tanto
en el mesencéfalo como en el cuerpo estriado de ratones parkinsonizados con MPTP,
el mejor modelo experimental de la enfermedad (Rios et al. 1995).

Pall reportd en 1987 un aumento de la concentracion de cobre total en el LCR,
mientras que los niveles séricos tanto de cobre como de ceruloplasmina (CP) no
fueron diferentes de los controles (Pall er al. 1987, Simenez ef al. 1992). Estos
resultados pueden ser congruentes con una capacidad reducida de las cuproproteinas
cerebrales para retener al cobre, de manera que se liberaria cualquier exceso al
espacio extracelular, y de ahi al LCR, en su forma libre.

¢) la ceruloplasmina (CP):

La ceruloplasmina, la principal proteina transportadora de cobre a nivel sérico es una
alfaglobulina con un peso molecular de 152000 Da cuya produccion se ve estimulada
por la inflamacion sistémica, los estrogenos y el estrés oxidativo al que ayuda a
controlar (Prohaska 1987, Milne er al. 1993, Solomons 1988). Su concentracion
sérica obtenida por radioinmuno ensayo (RIA) tiene valores entre 277 y 377 mg/L lo
que corresponde a 1.8 a 2.5 umol/L (Harrison). Poco se ha estudiado esta proteina en
el LCR donde sus concentraciones obtenidas por inmunoelectroforesis se han
reportado de 1 mg/L en promedio en 55 casos (Fishmann,1992). Recientemente se
demostro la expresion de la CP en el sistema nervioso central (Klomp e/ al 1996,
Pate! 1997) y se argumentd su participacion en el control del estrés oxidativo
(Miyajima et al 1996, Patel 1997). Se describio también su deficiencia hereditaria en
la aceruloplasminemia, entidad que se asocia con la degeneracion de los ganglios
basales y el acumulo de hierro cerebral (Harris e a/ 1995, Morita ef el 1995) LaCP
posee una actividad ferroxidasa que transforma al Fe++ en Fe+++. Esta ultima forma
(férrica) es movilizada por la transferrina (Linder 1991). Los depositos excesivos de
hierro en los ganglios basales podrian relacionarse con una disminucion en la

concentracion o en la actividad enzimatica de la CP.
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d) Teoria oxidativa y del daio mitocondrial en 1a EP.

Como ya se menciond, uno de los posibles mecanismos de produccion de radicales
libres en la EP es la acumulacion de hierro libre y reactivo en la substancia nigra.

El mismo catabolismo de la dopamina genera radicales hidroxilo de manera indirecta a
través del H,0; (Fig.2,3). Se ha demostrado que la peroxidacion lipidica inducida por
el complejo dopamina-hierro férrico o dopamina-cobre cuprico es fuertemente
inhibida por la ceruloplasmina (Sotomatsu e? al. 1990). La ferritina también participa
en el proceso oxidativo y, experimentalmente, usando una concentracion adecuada de
acido ascorbico, se forman los complejos catecol-Fe+++. Aun cuando la ferritina se
encuentra elevada en los ganglios basales en varias formas de patologia degenerativa
extrapiramidal (sindromes de “Parkinson plus”), en la enfermedad de Parkinson, por
el contrario, esta disminuida (Jenner 1992).

Finalmente, se han reportado casos aislados de Parkinson avanzado que presentaron
mejoria clinica por un tratamiento con D-penicilamina, substancia quelante de cobre e
inductora de cuproproteinas (Mizuta & Kuno1993, Scheinberg e? al. 1987).

Tratando de dilucidar la patogénesis de la enfermedad de Parkinson, varios estudios
han reportado deficiencias en los complejos enzimaticos mitocondriales. A nivel de la
substantia nigra se ha encontrado un déficit del complejo 1 (NADH CoQ reductasa)
tanto en la enfermedad como en el modelo experimental de la misma (con MPTP).
esta deficiencia, en el primer complejo enzimatico de la cadena respiratoria
mitocondrial, también se encontrd en el musculo y las plaquetas. Sin embargo, la
enfermedad de Parkinson no tiene las caracteristicas de una encefalopatia
mitocondrial, en particular, no se ha encontrado alteracion de la relacion
lactato/piruvato. Jenner supone que un factor toxico inicia esta tnhibicion. Otros
estudios reportan igualmente deficiencias en otros complejos enzimaticos, en
particular la COX (citocromo C oxidasa), una cuproenzima (Schapira et al. 1990,

Nakagawa H. ef al. 1992, Dimauro 1993).
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4) Papel de otras cuproproteinas en los mecanismos de defensa antioxidante.

a) Las metalotioneinas (MT).

Otra proteina ubicua, con actividad antioxidante, “atrapadora” de radicales libres es la
metalotioneina cuya sintesis es inducida por diversas substancias (esteroides,
liposacaridos, interferon alfa, entre otros). Tiene un importante papel protector de la
célula expuesta a los radicales libres como ha sido demostrado en el caso de la
aplicacién de radiaciones ionizantes, de la activacion de Re NMDA, de la exposicion a
factores toxicos tales como metales pesados y en el atrapamiento y la distribucion de
metales ionicos como el Zn y el Cu . (Schigara 1993, Sato 1993, Aschner 1996).

Las diferentes metalotioneinas (MT) son proteinas de bajo peso molecular y caracterizadas
por su abundante contenido de cisteina, es decir con gran numero de grupos sulfhidrilo (SH)
SH es un buen reductor.

En el sistema nervioso central se describen 3 isoformas: Las 2 primeras MT-1 y MT-II son
abundantes en los astrocitos fibrosos y protoplasmicos, en las células ependimarias, el
plexus coroides, el aracnoide, las células endoteliales vasculares y aparentemente no se
expresa en las neuronas ( con excepcion de la neurona hipocampal CA3) , en la microglia y
en los oligodendrocitos.

La isoforma MT-III de 68 aminoacidos , es principalmente expresada por la neurona y en el
epitelio de plexus coroides.

Finalmente la MT-1V | un isomero recientemente descubierto, es expresado en epitelios
estratificados (Ashner,1996).

Las caracteristicas mas importantes de las MTs son el alto contenido de metales, la
composicion de aa ( 20 cisteinas de 61laa y ausencia de aa aromaticos), la afinidad y la
dependencia de metales (Cu,Hg> Cd> Zn) y su estabilidad térmica.(Sato & Bremmer 1993).
Estos autores en un extenso trabajo de revision citan 25 referencias de estudios
experimentales donde los inductores de las metalotioneinas protegen contra dafos
oxidativos diversos tales como radiaciones ionizantes o inducidos por drogas citotoxicas

generando la formacion de radicales libres (ver tabla 1).
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Sustancias
con actividad Tipo de dafio Referencias
protectora oxidativo
Ceruloplasmina formacién de peroxinitrito Swain et al.
endotelial (19%94)
en aterosclerosis
7 nitroindazole .
(inhibidor de la NO- Modelo MPTP Predborski
Sintetasa) (1996)
Bis3,5- Di_
isopropilsalicitato radiaciones ionizantes Sorenson (1984)
- Cu++
S OD Edema e infarto cerebral Chan (1991)
Dexametasona y Modelo MPTP ROJ(&ISQAZL?I){IOS
Cadmio
MT Radiaciones ionizantes Aschner (1996)
MT Exposicion al frio
DPenicilamina Pacientes con Parkinson Mizuta (1993)
avanzado
Penicnaﬂﬁna; formacion de peroxinitrito Whiteman
5,aminosalicilato; (1996)

y paracetamol

Parkinson idiopatico

Parkinson Study
IMAO-B Group (1989)
(Selegilina v PSG (1993)
lazabemida)

Tabla 1: Diferentes sustancias con actividad protectora demostrada

contra el dafio oxidativo.
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Posteriormente se realizé en nuestro laboratorio un estudio con cadmio y dexametasona
como protectores en la intoxicacion por MPTP, demostrando una mayor concentracion de
metalotioneinas estriatales por efecto del metal y el esteroide.( Rojas& Rios1997).

Las hipotesis funcionales sugeridas por los actuales avances en la investigacion sobre las
metalotioneinas son expuestas y detalladas por Aschner (1996):

1.- Las MT sirven para secuestrar y/o liberar iones metalicos esencialmente en la
homeostasis del cobre y del Zn

2.- Las MT pueden regular la biosintesis y la actividad de metaloproteinas dependiente de
Zn como factores de transcripcion

3.- Las MT protegen contra los efectos citotoxicos de especies reactivas de oxigeno,
radiaciones ionizantes, drogas anticancerosas electrofilicas y mutageénicas y metales. En
efecto, los genes de la MT son inducidos a nivel transcripcional por una variedad de fuentes
de estrés tales como metales, hormonas glucocorticoides, agentes oxidantes, gjercicio

extenuante, exposicion al frio e irradiaciones.

b) La superoxido-dismutasa (SOD) en las enfermedades neurodegenerativas.

Las células eucariotas que incluyen a las neuronas y la glia contienen 2 distintas clases de
proteinas que catalizan la depuracion de radicales superdxido (O,-) formando peroxido de
hidrogeno y oxigeno:

'Oy~ + 0= + 2H+ > H:0: + Oz

Ambas clases son llamadas superoxido-dismutasas (SOD). Una de ellas es un homodimero
de peso molecular 32,000 compuesto de 2 subunidades que contienen una mol de cobre y
zinc (CuZn-SOD), anteriormente llamada cerebrocupreina.

La otra es un tetramero de PM : 80,000 que contiene manganeso (MnSOD) y esté localizada
en la matriz mitocondrial (forma particutada), mientras que la CuZn-SOD se encuentra
principalmente en el citoplasma. También se hd descrito una forma extracelular cuprica de
SOD. (Prohaska 1987). Varios estudios recientes sugieren que la ZnCu-SOD tiene un papel

de defensa antioxidante en el cerebro.
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El radical libre superdxido es poco reactivo por si mismo y no causa dafio directo serio. Sin
embargo, en presencia del oxido nitrico { el radical mas difundible en €l organismo) se
produce el peroxinitrito (ONOO.- ) muy dafiino a nivel celular. Se demostré que el
7-nitroindazol, un inhibidor de la oxido nitrico sintetasa protege contra la neurotoxicidad de
la MPTP (Przedborski 1996)
En la enfermedad de Alzheimer hay evidencia de que los iones metdlicos inducen, via
radicales libres, a la proteina precursor del amiloide (APP) (Multhaup 1997). Los autores de
este trabajo lo demuestran a partir de la siguiente secuencia de reacciones bioquimicas:
Reaccion de Haber-Weiss:

Fe/Cu
‘0O + H:0: » "OH + OH-+ O
La reaccion de Fenton:
Fe+ + H:O: - Fex+ + OH + OH-
...y su equivalente con el cobre como metal de transicion:
Cu+ +H:0: - Cu+~ +OH.+OH-

{ Finalmente el siguiente modelo de ecuaciones para la produccion de ia APP

SOD-Cu+++ H20: —» SOD-Cu+ + O:-+ 2H+
SOD-Cu+ + H:0: - S()[){:U+HLC“4)+()PL
APP-Cu+ + H:0: - APP-Cuw(.OH)+OH-)

La esclerosis lateral amiotrofica es otra enfermedad neurodegenerativa | en este caso
de la motoneurcna, en el cerebro, el tallo cerebral y en el cuerno anterior de la médula
espinal. 10% de los casos se transmiten con herencia dominante ( forma familiar de la
enfermedad). De estos casos, el 20% se asocia con una mutacion en el gen que
codifica para la ZnCu-SODI1, el homodimero de 153 aminoacidos con un canal
cargado positivamente. Este sitio activo que contiene el cobre, atrae a los radicales
superoxidos para convertirles en peroxido de hidrogeno como lo hacen la catalasa y la

glutation-peroxidasa. Existen 2 reportes en la literatura, de una disminucion de la
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actividad SOD1 en CSF en la esclerosis lateral amiotrofica (Brown 1995). Los
posibles mecanismos de muerte neuronal en este padecimiento son:

e una disminucion de la afinidad de la proteina mutante para Cuy Zn

o la nitracion de la tirosina { SO+NO — ONQOO )

e formacion de radicales libres hidroxilo (OH)

e apoptosis 6 muerte celular programada geneticamente.

La actividad de la SOD particulada se encuentra mucho mas elevada en la sustancia
nigra que en el cerebelo humano (Saggu 1989)

En la sustancia negra parkinsonica existe una disminucion del glutation, asi como una
deficiencia esencialmente del complejo I mitocondrial mientras la concentracion de
MnSOD mitocondrial esta aumentada. Se supone también que existe un efecto de la
disminucion del glutation sobre la SOD (Seaton 1996).

La administracion de esteroides aumenta la actividad de la SOD en tejido cerebral de
la rata, mientras en el animal gonadectomizado dicha actividad se reduce
significativamente. ( Pajovic 1996) .

En la enfermedad de Parkinson la peroxidacion lipidica significativamente elevada en
la sustancia negra sugiere que el tejido nigral esta constantemente expuesto a los

radicales libres derivados del oxigeno. La SOD citosolica protege contra esta

toxicidad catalizando la dismutacién de los aniones ‘O . (Ceballos,1990)
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5) Sintesis de la revision:

Con base en los hallazgos de la literatura, podemos suponer que la homeostasis

cerebral del cobre y de las cuproproteinas pueda estar alterada en la enfermedad de

Parkinson, por las siguientes razones:

Las cuproenzimas (CP, COX, SOD, MT) regulan las reacciones oxidativas en
el cerebro.

Las cuproproteinas intervienen en varios niveles del metabolismo de la
dopamina (Tirosina hidroxilasa, Dopamina beta hidroxilasa)(Prohaska 1987)
El cobre se encuentra en concentraciones tisulares bajas en ganglios basales de
los parkinsonianos post mortem, asi como en el modelo experimental de la
enfermedad. (Dexter 1991,Rios 1995).

Fl cobre se encuentra elevado en el LCR (Pall 1987). (probablemente en
forma ionizada, libre).

Enzimas cuprodependientes como la COX, o indirectamente como la NADH
se encuentran deficientes en la enfermedad (Schapira et al. 1990, Nakagawa
H. er al. 1992, Dimauro 1993).

La ceruloplasmina, principal transportador de Cu permite el paso del metal
por 1a barrera hematoencefalica y por su actividad ferroxidasa, la movilizacion
del hierro cerebral. Su deficiencia a nivel dei SNC, donde también se sintetiza
(Harris 1995, Patel 1997), podria explicar los elevados depositos de hierro en
la substantia nigra parkinsonica, tal como ocurre en los pacientes que sufren

de aceruloplasminemia.
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OBJETIVOS:

El estudio tiene como objetivo principal el mostrar la participacién del cobre, metal
esencial y de transicion, en una enfermedad caracterizada por la presencia de
reacciones oxidativas generalmente dependientes de metales. El cobre tiene un papel
en la activacion de varias enzimas, algunas como la COX, deficientes en la
enfermedad de Parkinson, otras tales como la superoxido dismutasa (SOD) poco
estudiadas en dicha enfermedad. Nos interesamos particularmente en la
ceruloplasmina (CP), principal transportador de cobre que tiene también una actividad
enzimatica ferroxidasa. Tratamos de corroborar que el cobre reportado como elevado
en el LCR de los pacientes con Parkinson lo esta en forma libre (ionizada) lo que
coincidiria con una disminucién en la actividad de la ceruloplasmina.

En resumen queremos:
1) Medir las concentraciones de cobre en LCR
2) Presentar evidencia original de que el cobre estd aumentado en su forma libre en el
LCR del enfermo con Parkinson.
3) Buscar una deficiencia en cuproproteinas con significancia estadistica y quizas
clinica midiendo la actividad ferroxidasa de la CP, la actividad SOD ( que depende de
Cu) y las concentraciones de MT.
4) Estudiar estas variables en el paciente tratado con levodopa, para saber si son
diferentes de las del paciente no tratado, 6 si se correlacionan con una mejoria clinica
del paciente tratado.
5) Finalmente, con nuestros resultados poder disefiar estrategias para promover una

actividad neuroprotectora basada en el metabolismo del cobre y de las cuproproteinas.
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METODOS:

Se realizé un estudio de casos y controles hospitalarios donde se evalud el estatus del
cobre y cuproproteinas en el LCR de pacientes con enfermedad de Parkinson y
controles del mismo grupo de edad. Es, por lo tanto, un estudio observacional,

comparativo,transversal y prolectivo.

SELECCION DE CASOS Y CONTROLES:

Con base en un tamaiio de muestra calculado con un error o de .05, potencia de 80%,
rango de cuproraquia segun Pall de 1.8 y diferencia de .30, de 25 casos y 25
controles, se reclutaron durante 18 meses los casos nuevos de enfermedad de
Parkinson no tratados con L-DOPA, procedentes de la clinica de Parkinson-
discinesias del Instituto Nacional de Neurologia M.V.S. Se selecciono al azar
igualmente una muestra de pacientes tratados con levodopa de la misma clinica en
busca de posibles alteraciones del cobre y sus cuproproteinas en LCR, atribuibles al
farmaco.

La seleccién de los controles se hizo de manera aleatoria en la consulta externa del
I.N.N.N. con pacientes que no presentaban datos de infeccion, patologia tumoral o

neurodegenerativa.

CRITERIOS DE INCLUSION:

m Tener enfermedad de Parkinson (Parkinson primario o idiopatico)

m Edad de 39 a 79 afios.

m Dar su consentimiento informado antes de entrar al estudio.

m Tomografia cerebral y/o [RM normal, con excepcion de una eventual atrofia
cortico-subcortical leve o moderada (el estudio es solicitado rutinariamente
antes de la primera revision del paciente en consulta externa).

m Examen citoquimico del LCR: acelular con proteinorraquia en rango normal

® Ausencia de sindrome inflamatono.

m En el grupo no tratado con L-DOPA, Gnicamente se aceptan tratamientos

antidepresivos y / 6 biperidene hasta 4 mg/d.
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CRITERIOS DE EXCLUSION:
B No aceptacion del estudio.
B Pacientes sometidos a tratamiento antioxidante, quelantes de metales,
esteroides 6 quimioterapia anticancerosa.
m Suplementacion dietética con oligoelementos o tratamientos multivitaminicos.

8 Contraindicaciones para la puncion lumbar

CRITERIOS DE ELIMINACION:

® Puncién lumbar traumatica ( con muestras de LCR que contuvieron sangre)

B Infeccion 6 patologia intercurrente.

INTEGRACION DEL GRUPO CONTROL:

Este grupo se compuso de 29 pacientes dei Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia M.V.S. que cumplen con los mismos criterios de inclusion y exclusion a
excepcion de tener enfermedad de Parkinson u otra patologia neurodegenerativa y

tienen P.L. 6 mielografia solicitada por parte de la consulta externa.

CONSIDERACIONES ETICAS:

Todos los pacientes dieron su consentimiento aclarado para la realizacion de las
manipulaciones y la consuita de neurologia como parte del estudio. Los controles
debian tener una P.L. 6 mielografia solicitada anteriormente y fueron informados de
que se les tomaria una muestra suplementaria de 4 cc. Esta (ltima se reahzod

Gnicamente si la raquiomanometria fue superior a 12 cm de H20.

MATERIALES Y REACTIVOS:

El estudio fue realizado a nivel institucional con el apoyo de la jefatura de la consuita
externa, del laboratorio de analisis clinicos para la medicion de las muestras y del
Departamento de Neuroquimica de la Subdireccion de lnvestigacion, en donde se
determinaron todos los datos de laboratorio variables en este estudio. En este ultimo
Departamento se conté con la infraestructura siguiente para el proyecto:
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Equipo:

m Espectrofotometro de absorcion atémica Perkin-Elmer 3110, con horno de
grafito P-E modelo HGA-600 y automuestreador AS-60.

m Espectrofotometro UV-visible Beckman DU-6.

B Equipo basico de laboratorio: balanza analitica, potenciometro, centrifuga
refrigerada,  ultra-centrifuga, refrigeradores vy congeladores  para
almacenamiento de muestras.

W 5 ratas aduitas de bioterio para puncion intracardiaca (5cc cada una), bocal de
anestesia ¢/cloroformo.

B Material de computacion pentium IBM con Windows 95, paquetes Excel, y

SPSS, con conexion a la red Internet (con Medline, Netscape, mailbox)

Reactivos:

B Nitrato de plata, acido nitrico, acido perclérico, agua desionisada,
antioxidantes (mercaptoetanol, metadisulfito), EDTA, Sulfato ferroso de
amonio, tiocianato, metanol de las marcas E.Merck y Mallinckordt.

B Para la fabricacion de soluciones amortiguadoras (buffers) : glicina, acetatos,
carbonato de sodio ,Tris-HCI, fosfato de potasio de la marca Sigma Chemical
CG.

® para curvas de calibracion: Estandares de cobre 1000ppm , nitrato de plata,

SOD-1 Sigma- sulfato ferrico- Metalotioneina-1 Sigma.
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A) RECOPILACION DE LOS DATOS:

a) Datos clinicos:

Todos los pacientes fueron sometidos a un examen neurologico y general. Los datos
clinicos se dividieron en datos sociodemograficos, — médicos en general y
neurolégicos. Estos tltimos inciuyeron la aplicacion de las escalas de Hoehn y Yahr y
la UPDRS( ver anexos) para cuantificar la sintomatologia de la enfermedad de
Parkinson y estratificar clinicamente a los pacientes ( Hoehn & Yahr 1967, Fahn

1987).

Todos los pacientes incluidos en la consulta externa de la Institucion contaron con
analisis de laboratorio de rutina (BH, QS, PH, serologia HIV, EGO) solicitados por
este servicio.

Las punciones lumbares fueron realizadas por médicos residentes de neurologia y
neurocirugia con muestras colectadas en tubos de plastico previamente lavados con

acido nitrico {para evitar contaminacion externa por metales).

b) Analisis de laboratorio:

La medicion del cobre total en ¢l LCR, se efectud por medio de un espectrofotometro
de absorcion atomica Perkin-Elmer 3110, con horno de grafito P-E modelo HGA-600
y automuestreador AS-60.

La cuantificaciéon de la CP se hizo por la técmca enzimatica (Amaud e al. 1988,
Tanabe,1984).

Esta tltima, consiste en medir la actividad ferroxidasa de la proteina
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Fundamento: En presencia de CP se obtiene la transformacion del Fe™ en Fe'™.

Técnica de medicion de la actividad feroxidasa en LCR:

e FEn un tubo Eppendorf, a 100 ul de LCR se agrega

e 200 p! de solucién amortiguadora de acetato (0.3M, pH 6).

¢ Después de una incubacion de 5 minutos a 30° de agregan

e 100 i de solucion de sulfato ferroso de amonio (0.01M) preparado en el momento
con agua desoxigenada con gas nitrogeno.

e Las muestras se incuban nuevamente a 30° C durante 5 min.

o Se detiene la reaccion con 200 ul de acido perclorico 1.25M.

e Se centrifugan las muestras en una microfuga Beckman por 3min a 10000RPM.

e El Fe™ del sobrenadante {450 pl) produce una reaccion colorida rojiza con una
solucion de tiocianato SM (450 pl).

e E! complejo se analiza por espectroscopia de luz visible monitoreado a 450nm

La técnica se aplico a nuestras muestras después de haber analizado varios grupos de
5 repetidos hasta obtener un coeficiente de variacion < 7% con LCR de pacientes

controles.
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Técnica de medicion de la MT por saturacion de plata:

Basada en la técnica descrita por Scheuhammer ef al. (1986) para medir MT tisular se
realizo lo siguiente con el LCR de nuestros pacientes:

e Fundamentos: Se explotan las dos propiedades de la proteina MT:
e GRAN AFINIDAD PARA LA PLATA (ASI COMO LA HEMOGLOBINA)
¢ TERMOESTABILIDAD (A ALTAS TEMPERATURAS)

Preparacién del hemolizado:

W Se realiza una puncion transcardiaca de sangre de rata , 5 cc en tubo previamente
heparinizado al 1%.

Se agrega solucion de KCl al 1.15% y se agita suavemente.

Se centrifuga a 3000 RPM durante 5 minutos

Se cambia 2 veces el sobrenadante

Se resuspende en el mismo volumen de solucion de TRIS a 30mM, pH 8

Se centrifuga a 10 000 RPM durante 10 minutos

Se pasa el hemolizado (sobrenadante) a otro tubo y se conserva a -70°C

Técnica de saturacion de plata propiamente dicha:
En diferentes tubos de plastico se agregoé 100, 200, 300, 400, 500 y 700uL de LCR
para determinar la cuantidad necesaria.
con 200uL de buffer de glicina 0.5M a pH=8.5

y 250uL de plata (Ag™) a 20 ppm
Se incuba durante 5 minutos
Se agrega 200uL de hemolizado y se agita
Se sumergen durante 2 minutos en agua hirviendo y posteriormente se centrifuga a 5000
RPM durante 10 minutos.
Se desecha el coagulo y se somete nuevamente el sobrenadante a lo 2 ultimos pasos
Ej ultimo sobrenadante se analiza en_absorcion atémica para medir la concentracion de
plata que corresponde al metal fijado a la MT:
B 7 aitomos de Ag por molécula de MT
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Técnica de medicion de la actividad SOD en el LCR

Fundamento: Capacidad de la SOD para inhibir la oxidacion espontanea de la adrenalina
para producir adrenocromo. { Misra'y Fridovich 1972)

Mezcla: 0.3 mM de adrenalina bitartrato acidificada a pH 2 con HCI

0.1 mM de EDTA
0.2 M de carbonato de sodio Na2CO3 pH 10.2 a 30°C

Volumen de la mezcla: 3 ml
Volumen del preparado: 300ml

Solucion A: 50ml con 45mg de adrenalina pH 2
y 12,44 mg de EDTA

Solucién B: 250m! con 1.59 gr. de carbonato de Calcio
Afiadir 50 pl de LCR puro a la mezcla de 0.5ml de solucion A y 2.5ml de solucion B

Se le la absorbancia por espectrofotometria de luz visible monitoreada a 480 nm
en los tiempos 0, 30 seg, 60seg. Y 90 seg
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B) ANALISIS ESTADISTICO:

Los datos numéricos en escala continua se analizaron exploratoriamente para buscar
si se cumplen los supuestos de normalidad y homocedasticidad, usando métodos
analiticos y graficos (grafica de caja y diagrama de tallo y hoja).

En caso de tener dos muestras independientes y homogéneas con las variables
biologicas, se analizaron los dos grupos para encontrar si hay o no diferencia
estadisticamente significativa en las medias con el uso de la prueba t de Student ¢ la U
de Mann-Whitney en el caso de no existir distribucion normal. ( Daly 1991)

También se realizo un analisis de vanianza 6 su equivalente no paramétrico (prueba de
K-W) para comparar mas de 2 grupos

En el caso de las variables categoricas o susceptibles de categorizarse, se aplicaron
pruebas de independencia usando tablas de contingencia.

Se realizo un analisis de regresion logistica tomando como vanable dependiente el
diagnostico de caso no tratado 6 de control. (Feinstein 1996)

Finalmente, también se realizé un anilisis de regresion multiple tomando como
variable dependiente el estadio clinico, y como variable independiente los resultados
de los analisis de cobre y cuproproteinas. Asi como de manera mnversa, tomando la
variable actividad ferroxidasa en LCR como dependiente y un set de variables clinicas

como independientes para buscar su respectivo impacto sobre la variable biologica.
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RESULTADOS:

Se estudi6 una poblacion de 82 pacientes ambulatorios distribuidos de la

siguiente forma:

e 29 controles (35.4%) procedentes de las clinicas de ortopedia, oto-neurologia,
oftalmologia y cefalea esenciaimente.

e 36 casos con Parkinson idiopatico no tratado con levodopa que representan el
86% de la incidencia bianual de estos casos que acuden a nuestra Institucion y
el 43.9% de nuestra serie.

e 17 pacientes con Parkinson tratados con mas de 399 mg de levodopa por dia,
durante un minimo de 6 meses y que representaron el 20.7% de nuestros
pacientes.

Se analizaron las diferentes variables clinicas expresadas en escalas dimensionales
como la edad en afios, el tiempo de evolucién clinica de la enfermedad de Parkinson
en afios, el puntaje total en la Escala Unificada de la Enfermedad de Parkinson

UPDRS, el puntaje de la actividad diaria en la UPDRS y el puntaje en la subescala

motora (ver anexos); una variable clinica en escala ordinal fue el estadio segun Hoehn
y_Yahr; finalmente 3 variables dicotomicas 6 binanias fueron el género, el tabaquismo

positivo de mas de 5 unidades en paquetes-afio y la procedencia rural con uso de agua

de pozo. Las variables biologicas continuas como son: la actividad ferroxidasa en

LCR, la proteinorraguia total , el cobre total en LCR y la actividad SOD .

Cada variable fue sometida a un analisis exploratorio identificando los indicadores de
tendencia central (promedio, moda, mediana) y de dispersion a saber: la desviacion
estandar, la varianza y el error estandar del promedio, un indicador dependiendo a la
vez de la desviacion estandar de la poblacion y dei tamafio de la muestra.

(Glanz,1997).
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CONTROLES CASOS Gr.tratado
VARIABLES no tratados con L-Dopa p
no =29 ni =36 n2=17
Edad 57.96 (2.2) 62.7 ( 1.61) 59.7(2.32) |NS
Sexo 48 % 71 % 59 % NS
masculino
tabaquismo 20.7 % 28% 176 % 0.06
NS

procedencia 21 % 64 % * 47 % 0.0025
rural *
tiempo de
evolucion 4.6 afos(0.6) 6.6(1.1) NS
estadio
Hoehn &Yahr 0 2.11 2.29 NS
UPDRS

49.66 (3) 554 (3.8)° |NS
UPDRS
escala motora 28.8 (1.5) 292 (1.9)° |NS
UPDRS
actividad 17.2 (1.37) 19.0 (1.9)° |NS
diaria

* X cuadrada © antes de la toma de L-DOPA

Tabla 2: VARIABLES CLINICAS. Promedios y errores estandar, proporciones asi como
la significancia de la diferencia entre los tres grupos.
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La representacion grafica en diagramas de caja permiti6 identificar facilmente los
eventuales valores aberrantes y el histograma con curva de distribucion proporcioné

la kurtosis y el sesgo de la distribucion.

La proporcion de pacientes por edad y género en los diferentes grupos, no presentd
diferencia significativa (tabla 2). En los 3 grupos: control, caso y Parkinson tratado, los
promedios de edad fueron respectivamente de 57.96 , 62.7 y 59.7 aiios y el sexo masculino
representd el 48, 71 y 59%. La procedencia rural representd el 21, 64 y 47% con
predominancia significativa en los pacientes con Parkinson (grupo 1y 2). Ei tabaquismo
positivo, por el contrano, fue mayor en el grupo control .En nuestro estudio este resultado
no fue estadisticamente significativo (X? =1.8; p= 0.06)
En los dos grupos de pacientes con Parkinson, con y sin tratamiento con L-DOPA, el tiempo
de evolucién de la enfermedad tuvo un promedio de 4.6 y 6.6 afios, respectivamente, sin
diferencia estadisticamente significativa.
El grupo de pacientes no tratados con L-DOPA fue estratificado por estadio funcional de
Hoehn y Yahr:

*9 pacientes presentaron el estadio clinico 1 (con temblor de reposo unilateral)

*14 presentaron el estadio 2 ( con temblor bilateral)

*13 el estadio 3 ( con pérdida de los reflejos posturales)
En el grupo tratado con L-DOPA también encontramos pacientes en los estadios 1,2
y 3 (2, 8 y 7 casos respectivamente). Los promedios y EE de la escala UPDRS figuran
en la tabla 2. La prueba de igualdad de varianza de Levene con p=0.57 para la
UPDRS, p=0.41 para la actividad diaria y p=0.69 para la escala motora, nos permitic
comparar los promedios con la prueba paramétrica t de Student. No hubo diferencia
significativa para ninguna de las 3 variables. La correlacion de Pearson entre estas 3
variables resultd cerca del +1 lo que implica una p<0.0001. La correlacion de estas
variables clinicas con el tiempo de evolucion de la enfermedad también fue

significativa. Se representan los resultados en la siguiente matriz
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EVOLUCI

DAYLACT

HYYS

MOTORSS

UPDRS

EVOLUCI

1.0000
( 82)
P= .

L1232
{ 82)
.000

.7342
( 82)
P= .000

.5014
( 53)
P= .000

.5231
{ 53)
P= .000

{(Coefficient / (Cases)

Matriz de correlacion de Pearson

- Correlation Coefficients

DAYLACT HYYS MOTORSS
L1232 .7342 .5014
{ B2) ( 82) { 53)
P= .000 P= .000 pP= .000
1.0000 .9468 .8666
{ 82) { 82) ( 53)
P= . p= .000 = .000
. 9468 1.0000 .8421
( B2) { BZ2) { 53}
p= .000 P= . P= .000
.8666 .8421 1.0000
{ 53) ( 53) ( 53)
P= .000 p= .000 p= .
. 9188 .8252 L8382
{ 53} ( 53) { 53}
P= .000 p= .000 pP= .000

/ 2-tailed Significance)

a) Analisis del cobre total y de la actividad ferroxidasa de la CP
La actividad ferro-oxidasa de la ceruloplasmina en el grupo control tuvo un promedio de
0.78 (EE=0.07) lo que corresponde a 0.026 unidades d Fe(II1). En el grupo de Parkinson no
tratado el promedio fue de 0.45 (EE=0.03) 6 0.015 unidades de Fe(1II) (EE=0.002) (Fig.6).
En todos los casos, la CP no mostro una distribucion normal (Fig 4), por lo que se aplico
una prueba estadistica no paramétrica , la U de Mann-Whitney para comparar casos y
controles. La diferencia fue significativa con p<0.001. El grupo 3 (tratado con LD) no
mostro diferencia significativa con los controles (tabla 3). El anélisis comparativo de los 3

grupos mediante pruebas no paramétricas a saber de Kruskal-Wallis :
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UPDRS

.5231
( 53)
P= .000

.9188
{ 53)
P= .000

.8252
( 53)
P= .000

.8392
( 53)
p= .000

1.0000
53)

: EVOLUCI: tiempo de evolucion del Parkinson,
DAYLACT: actividad diaria en la UPDRS, MOTORSS: puntaje en la subescala
motora de la UPDRS, HYYS: puntaje en la escala de Hoehn y Yahr,




- - - - Kruskal-Wallis 1-Way Anova
Mean Rank Cases
50.98 27 CASO =0 = Controles
27.23 35 CASO =1 = Parkinson no tratado
44 .90 15 CASO = 2 = Parkinson tratado con LD

77 TOTAL
Chi-Square D.F. Significance Chi-Square DF. Significance
18.4775 2 .0001 18.4787 2 .0001

Posteriormente mediante un analisis ROC, se buscé un punto de corte entre las curvas de
distribucion de la actividad ferroxidasa de la CP encontrandolo a .44 unidades de

absorbancia (6 0.013 unidades de Fe(I1T)). Efectivamente tomando como variables cerulo

<0.44= 1y >0.44=0 y caso(0,1) se realizd una prueba X* pareada de McMenar que resultod
como el coeficiente de correlacion altamente significativa, es decir que las dos variables no
son diferentes.:

Chi-Square D.F. Significance

15.2105 1 .0001
Encontramos correlaciones significativas entre la variable cerulo y
e el tiempo de evolucion del Parkinson (n=77, coeficiente de Spearman = -0.287, p=0.006)
o ¢l estadio Hoehn y Yahr (n=77 coeficiente de Spearman = -0.32, p=0.002)
s la proteinorraquia (n=49 coeficiente de Spearman = 0.28, p=0.033)
Fl cobre total medido en LCR fue de 4.65 pg/L (+ 2.76 DS) en los controles,  5.0389
( +3.89) en el grupo no tratado y  4.2071 (+ 3.12) en el grupo tratado, lo que no

represento diferencia significativa entre los grupos.

-32-




Con el fin de establecer una relacion entre el Cu total y la actividad ferroxidasa de la CP, se
calcul6 un cociente que refleja de manera indirecta la fraccion libre de cobre en el LCR :

Cu total/ ferroxidasa CP. Este cociente de cobre libre se encuentra efectivamente aumentado

en el grupo Parkinson no tratado (tabla 3, fig.7) aunque con poca significancia estadistica
(p=.0561 con prueba de Mann-Whitney).

Finalmente encontramos en este grupo una correlacion significativa entre el estadio de
Hoehn y Yahr y el cociente de cobre libre { coeficiente de Spearman = 0.25, p=0.027)

En un analisis de regresion multiple tomando como variable dependiente LOGCER a saber
el logaritmo de la actividad ferroxidasa de la CP y como variables dependientes el set de
variables clinicas obtuvimos alta significancia del modelo por alto impacto de las variables

tabaquismo y actividad motora sobre la actividad ferroxidasa:

Dependent Variable.. LOGCER
Block Number 1. Method: Enter
TABAC RURAL EVOLUCI HYYS DAYLACT MOTORSS
Variable(s) Entered on Step Number

1. MOTORSS : subescala motora de la UPDRS
2. RURAL
3. TABAC
4. EVOLUC!
5. HYYS
6.. DAYLACT : actividad diaria
Multiple R 62038
R Square 38549
Adjusted R Square 29975
Standard Error 17091
Analysis of Variance
DF Sum of Squares Mean Square
Regression 6 18797 A3133
Residual 43 1.25609 .02921
F = 449583 Signif F= 0013
—-—--—e—-eneewe Variables in the Equation —~-=sr=rrere-mr-a-
Variable B SEB Beta T Sig T
TABAC 363744 091783 488059 3.963 0003
RURAL 001329 051426 .003245 026 9795
EVOLUCI 007647 007457 147748 1.025 3109
HYYS 106687 067560 399903 1.579 1216
DAYLACT 005906 .007146 221567 826 4131
MOTORSS -016119 006241 -.739125 -2.583 0133
(Constant) -.260568 .08v311 -2.918 0056
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VARIABLES |CONTROLES CASOS no Tr. Gr.tratado p
n=26 n=35 n=14
Cobre total
ng/L 4.65 (0.5) 5.04 (0.66) 42 (0.8) NS
Actividad
Ferroxidasa |.7864 (0.07) 454 {0.03)* 73 (0.1) .0000
de la CP
(absorbancia)
Cociente de
cobre libre 7.25 (1.0) 11.64 (1.48)* 8.42 (2.6) 0561
(Cu/FOx)
* Prueba U de Mann Whitney
VARIABLES CONTROLES CASOS Gr-Tratado p
no tratados con L-Dopa {(KW-ANGVA)
Proteinas n=18 n=19 n=12 NS
totales 41,72 36.6 44
(+ 4 EE} (2.3) (S)
actividad
SOD n= 23 n=26 n=14 0.039
25 (5) 18 (3) 41(7) * 4k

Tabla 3: VARIABLES BIOLOGICAS. Promedios y errores estandar asi como la
significancia de la diferencia entre los grupos.
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Fig.4: Histograma con curva de distribucion de la variable
actividad enzimatica de la ceruloplasmina
en controles (CERCONTR) v en Parkinson no tratado (CERCASO)
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ABSORBANCIA
=N

CC=099 B=555 p=0.000
100 0 100 200 300 400 500 600
MICROMOL de Fe+++ por Litro

Fig.5: Curva de unidades de absorbancia en funcion de la concentracion en
Fe+++ producida en presencia de CP.
CC = coeficiente de correlacion de Pearson
B = la pendiente de Y=BX
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b) Actividad de la Superoxido-dismutasa en el LCR

Se estandarizo la técnica de medicion de la actividad superoxido-dismutasa para LCR
segln la descripcion de Misra y Fridovich (1971) y la aplicamos a los grupos Control,
Parkinson idiopatico no tratado y Parkinson tratado con LD, esperando encontrar una
diferencia significativa entre grupos.

Para la medicion de la actividad SOD de los LCR se encontrd el problema de que
muchos liquidos anteriormente descongelados revelaban una actividad reducida en
relacion con la actividad SOD de muestras no descongeladas por lo que decidimos
estudiar unicamente a los aliquotas que no habian sido previamente manipuladas.

Del grupo control CASO 0, n=29 pacientes se analizaron 23 muestras

del grupo de casos sin levodopa CASO 1, n=36, se analizaron 26 muestras

de los casos tratados con levodopa CASO 2, n=17 se analizaron 14 muestras.

El porcentaje de inhibicién (de la autoxidacion de la epinefrina) al minuto fue la
variable mas consistente, ya que después del minuto, la actividad de la enzima se
vuelve erratica. Presentamos el resultado del analisis de esta vanable en los 3 grupos
de pacientes en la tabla 3, la figura 7 y finalmente en la prueba no paramétrica de

Kruskal-Wallis:

*** ANALYSIS OF VARIANCE ***

Dependent Variable PCINHIB1(porcentaje de inhibicion al minuto)
by CASO (0,1,2)

Value Label Mean Std Dev Sum of Sq Cases
0 .24652 24269 1.29572 23
1 .17615 19115 91342 26
2 .40357 29237 1.11127 14
Within Groups Total 25238 .23524  3.32041 63
Source SSquares d.f. MSquare F Sig.
Between Groups 4719 2 2359 4.2635 .0186
Within Groups 3.3204 60 .0553

Eta= .3527 Eta Squared = .1244

39—



----- Kruskal-Wallis 1-Way Anova
Mean Rank Cases
31.57 23 CASO=0
26.90 26 CASO=1
42.18 14 CASO =2

Chi-Square D.F. Significance
6.4506 2 .0397

La actividad SOD se encuentra reducida en el LCR en la enfermedad de Parkinson
no tratada con levodopa. No encontramos una diferencia significancia en analisis
bivariado. {p=0.07)

El analisis de varianza tomando en cuenta también al grupo tratado con levodopa
revela una prueba de K-W con p= 0.039.

Se encontraron correlaciones clinico-bicldgicas significativas entre la actividad SOD*
y ¢l puntaje de la subescala motora de la UPDRS en los casos con Parkinson no
tratado asi como entre la relacién actividad SOD/proteinorraquia y la subescala

motora en el mismo grupo de pacientes:

PCINHIB1*  -0.5058 PCINHIBI/PROT -0.4546
(n=26) (n=26)
p= 011 p= 017
MOTORSS MOTORSS
~40-
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Fig.9: Transformacién logaritmica de la variable actividad CP en controles
¢l histograma de abajo muestra la normalizacion de la distribucion
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Std. Dev = .23
Mean = .26
N=27.00

act SOD en 'controles

6§ —-— - .

M Sid. Dev = .27
Mean = -.51
N =19.00

Log (act SOD en controles)

Fig.10: Histograma con curva de distribucion de la variable “actividad promedio de

) - . ° - v o . -
SOD” en controles. En el histograma de abajo se representa la transformacion logaritmica
para normalizar la chstribucton,
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En regresién logistica tomando como variabie dependiente el Dx de caso no tratado

(1) 6 de control (0) y el set de variables biolégicas se establecié un modelo con ajuste

significativo del cobre y la actividad ferroxidasa en el LCR.

Dependent Variable.. CASO
Beginning Block Number 0.
Initial Log Likelihood Function
-2 Log Likelihood 40.168047

* Constant is included in the model.
Beginning Block Number 1. Method: Enter

Variable({s) Entered on Step Number

1. CERULO
CUTOTAL Cobre total en LCR
INDIC Cu total/ ceruloplasmina
PCINHIB1 act SOD
PROTRRAQ

22617
20.636

-2 Log Likelihood
Goodness of Fit

Chi-Square

Model Chi-Square 17.551 5 0036
Improvement 17.551 5 .0036

Classification Table for CASO
Predicted
0 1
o] 1
Observed+------- Fommmene +
0O O | 11| 3| 7857%

Percent Correct

1 1 | 3] 12| 80.00%

Overall 79.31%

df Significance

—————————————————————— Variables in the Equation ------=------rr-r--rmm-

Variable B S.E. Wald df
CERULO -61.9665 27.7281 49943 1
CUTOTAL 69186 3.2580 4.5096 1
INDIC -3.2570 1.5348 4.5032 1
PCINHIB1 3.1504 3.2334 9493 1
PROTRRAQ -.0895 .0555 26058 1
Constant  32.7751 14.0375 5.4514 1

Sig

.0254

.0337

0338
.3299
.1065
0196

R

-.2730
.2500

-.2496
0600

-.1228

Exp(B)

.0000
1010.950
.0385
23.3465
9144

El coeficiente B representa en impacto de la variable sobre el diagnodstico de caso o de

control. El indice de Wald es equivalente a una X*? con un grado de libertad (df), R el ajuste
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de la variable y el exponencial de R, la razén de momios ¢ odds raftio . Una actividad de la
CP reducida y el cobre total elevado son las variables que mas se ajustan al diagnostico de

enf. de Parkinson no tratada en este modelo de regresion logistica.

¢) Medicion de la concentracion de MT por técnica de saturacién de plata:

El estudio piloto con 5 muestras analizadas 3 veces mostrd una rango de plata de 0.001 a
1.2pg/L y un coeficiente de variacion muy elevado. Los resultados se reportaron en varias
ocasiones fuera del rango de calibracion aunque la curva de plata se realizd con
concentraciones muy bajas de AgNOQOs 25, 50, 100, 200 y 400 ppb (partes por billon)
Concluimos que esta técnica no tiene la sensibilidad suficiente para detectar la proteina en
LCR.

Se adapt6 una técnica de HPLC recientemente descrita por Ait Qukhatar (1996), en breve:
se prepararon 2 fases: A: metanol puro sonicado y B: un buffer de fosfato de potasio a

6.8 g/L.  Mediante un cromatografo equipado con sistema de liberacion de solvente y
detector UV monitoreado a 254nm, una columna macrosphere C-18 5U, se reahzo la
elucion con los siguientes parametros: flujo:1.2ml/min;,  tiempo de corrida 12 min;
inicialmente con porcentaje de solucion A:5%, hasta 23% a los 12 min. Tiempo de lavado
con sol. A 100%: Smin.

Se inyectaron sucesivamente 3 soluciones estandar de MT-I Sigma con mercaptoetanol
5mM como antioxidante.

Obtuvimos un pico a 4.61min con las 3 diluciones 6.25, 12.5 y 25 pg/ml. Los resultados

estan representados en la figura 11.
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DISCUSION.

La actividad ferroxidasa de la ceruloplasmina en LCR esta significativamente reductda
( 40%) en la enfermedad de Parkinson no tratada con L-DOPA, lo que da una
explicacton posible de los depositos excesivos de hierro encontrados en la substantia
nigra de los pacientes con Parkinson, ya que la forma ferrica Fe(11l) producida en
presencia de CP es la forma movilisable. La baja concentracién en cobre tisular en
estas areas se puede relacionar con la falta de retencion por la ceruloplasmina. Se ha
descubierto recientemente que la sintesis de CP también se induce en el SNC (Harris
1995, Patel 1997).

Tanto el cobre total como la fraccion ionizada (de bajo peso molecular) ha sido
reportada elevada en el LCR de parkinsonianos no tratados con levodopa ( Pall
1987) lo que podria explicarse por la disminucién de la capacidad de las
metaloproteinas para fijar el metal. En nuestro estudio, la concentracion de cobre total
en el LCR se encontro discretamente elevada en la Parkinson no tratado, mientras que
la relacion Cu/ferroxidase se correlaciont significativamente con la progresion de la
enfermedad, lo que sugiere un aumento de la concentracion de cobre no fijado a la
ceruloplasmina en el LCR de los enfermos con Parkinson no tratado con L-DOPA.
En presencia de L-DOPA, los iones de cobre forman complejos con la catecolamina,
que aceleran la captacion del metal por la neurona (Sotomatsu 1990, Hartmann
1992, Bonnet 1994, Crowe 1996). Esto podria explicar el restablecimiento de valores
normales del cociente de cobre ionizado en el LCR de los parkinsonianos tratados con
este farmaco asi como quizds, el mantenimiento de los procesos oxidativos asociados
con el catabolismo de la dopamina.

Encontramos una reduccion de la actividad ferroxidasa en el LCR desde los estadios
mas precoces de la enfermedad (H&Y 1) . Esto sugiere que el defecto existe antes de
la revelacion clinica de la enfermedad v podria estar relacionado con el desarrollo del
Parkinson. Loefller ef al. (1996) reportaron un aumento de la concentracién de CP en

algunas regiones cerebrales de Parkinson post mortem. Este aumento puede ser
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consecuencia del tratamiento substitutivo de los sujetos ya que la mayoria de ellos
estaban manejados con levodopa.

La actividad SOD, 6 actividad de otra proteina protectora contra el dafio oxidativo, se
midié por la técnica de autoxidacion de la adrenalina. Esta actividad enzimatica se
hallé ligeramente reducida en el LCR en la enfermedad no tratada (p=0.07) mientras
se eleva significativamente en aquellos tratados con levodopa.

Se sabe que el dafio protéico y al DNA es, como la peroxidacion lipidica, una
consecuencia del estrés oxidativo (Jenner 1996). La deficiencia enzimatica puede ser
originada a nivel transcripcional 6, como el déficit en complejo I mitocondrial, ser
consecuencia del daiio ocasionado en membranas (mitocondriales, reticulo endotelial
etc.) y especificamente de la sustancia negra.

;Que pasa en presencia de levodopa? El metabolismo en dopamina y sus subsecuentes
transformaciones enzimaticas y autoxidaciones (Fig.2 y3) son potenciales promotores
del estrés oxidante que pueden llevar al dafio neuronal nigral. La levodopa es toxica
en cultivos neuronales y, en sinergia con hierro (y cobre), contribuye a la muerte
neuronal dopaminérgica. También reducepor si misma, la actividad del complejo 1
mitocondrial in vitro (Przedborski 1993).

El importante aumento de la actividad SOD en el grupo tratado con levodopa ( no
reportado anteriormente) se puede explicar por los siguientes mecanismos posibles:
induccion de la sintesis de la enzima por estrés oxidante mayor, mayor avance de la
enfermedad, mayor metabolismo energético en las células restantes, aumento de la
produccion de RLO por oxidacion de las catecolaminas especialmente de la

dopamina.

En el caso de la metalotioneina, la técnica de saturacién con plata no tuvo la
sensibilidad suficiente para usarla en la medicion de concentracion de MT en el LCR,
por lo que decidimos iniciar la estandarizacion de la técnica de cromatografia de

liquidos de alta resolucion ( HPLC ) para estudios futuros (Ait Ukatar 1997). (Fig.11)
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En cuanto a las dos otras cuproproteinas, especialmente la CP, tienen - como se
sospecho al formular la hipotesis - una actividad reducida en LCR de enfermedad de
Parkinson idiopatica no tratada y se relacionan con la gravedad clinica, por lo que
estas mediciones podrian ser indicadoras de mal prondstico cuando estan reducidas .
Las escalas funcionales de la enfermedad de Parkinson a saber la clasificacion de
Hoehn & Yahr y la UPDRS se utilizan mundialmente y han sido validadas por
diferentes equipos, es decir que se han demostrado su consistencia, exactitud,
precision y reproducibilidad . (Feinstein, 1983)

Estudios futuros nos permitiran determinar si un constructo con las variables
biologicas, un rango especial 6 un punto de corte nos ayude a disefiar una prueba
pronostica o diagndstica tomando en cuenta que se requeriria una técnica
automatizada para evitar la variabilidad intra (de un dia al otro) e interobsevador.
También habra que considerar que las proteinas son facilmente inducibles, es decir
poco especificas, por lo que habra que establecer claramente la lista de criterios y de
confusores que controlar en estudios futuros.

Nuestros resultados nos llevan igualmente a aplicar estas mediciones en otras formas
de patologia neurodegenerativa .

El hecho de que dos cuproproteinas presenten disminucion en su actividad enzimatica
sugiere que la enfermedad de Parkinson cursa con un déficit de la cantidad de cobre
unido a sus proteinas. Estos hallazgos contribuyen a sustentar un ensayo clinico
controlado con inductores de dichas proteinas (ver tabla 1) en los pacientes con

Parkinson desde los estadios mas precoces de la enfermedad.
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CONCLUSIONES.

e Este trabajo pone en evidencia una reduccion del 40% de la actividad ferroxidasa
en el LCR de pacientes con Parkinson idiopatico no tratado con L-DOPA, desde
los estadios mas precoces de la enfermedad. La mayor proporcion de esta actividad
se fleva a cabo por accion de la ceruloplasmina del SNC.

e Fl cobre total se encuentra elevado de manera no significativa en nuestra serie de
enfermos con Parkinson no tratado.

e El cociente de cobre libre esta elevado en este grupo de Parkinson no tratado
comparado con los controles y de manera proporcional a la gravedad clinica de la
enfermedad.

e El tratamiento con L-DOPA de los pacientes con Parkinson aumenta la actividad
ferroxidasa hasta niveles parecidos a los controles.

e En la enfermedad de Parkinson no tratada existe una disminucion de la
proteinorraquia total que no es estadisticamente significativa en nuestra serle.

e El aumento de la proteinorraquia total en el grupo tratado con L-DOPA también
resultd no significativo.

e En un modelo de regresion multiple tomando la actividad ferroxidasa como
variable dependiente, se Ajustan con alta significancia estadistica las variables
independientes: tabaquismo positivo y el resultado de la valoracion motora.

e En un modelo de regresion logistica tomando como variables dependiente el
diagnostico de caso { no tratado con L-DOPA) o control, se ajustan todas las
variables biologicas que hemos medido en el LCR con mayor impacto de la
actividad ferroxidasa, del cobre total y de la proteinorraquia total.

e La actividad de otra enzima protectora contra radicales libres, la SOD, esta
reducida en el LCR del grupo con Parkinson idiopatico no tratado, mostrando una

correlacién significativa con el estadio de gravedad clinica de la enfermedad.
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» En los pacientes bajo tratamiento con L-DOPA la actividad SOD aumenta

significativamente con el avance clinico del Parkinson.
e La técnica de saturacion de plata usada para medir la concentracion de

metalotioneina en estudios experimentales no tiene la sensibilidad suficiente para

ser aplicada en el LCR de nuestros pacientes.
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ANEXOS:

1.- Indice de abreviaciones
2.- Carta de consentimiento informado
3.- Escala de Hoehn y Yahr
4 - Escala funcional UPDRS

5.- Video-grabaciones de referencia
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Grado de incapacidad clinica del
Parkinson primario

Estadios I-V segiin Hoehn y Yahr (1967)

Estadio I: Manifestaciones unilaterales, generalmente con poca o
ninguna incapacidad.
Duracién; promedio 3 afios (+ 7DE)

Estadio II: Manifestaciones bilaterales o de linea media sin
trastorno del equilibrio.
Duracién: 6 afios (+ 6.9)

Estadio III: FEl primer signo es la disminucion de los reflejos
posturales. Se observa inestabilidad cuando el paciente se da la
vuelta o cuando es empujado en posicion de pie, con los pies juntos
y los ojos cerrados. El paciente tiene cierto impedimiento funcional
pero puede vivir independiente.

Duracion: 7 afios (+ 6.3)

Estadio IV: Enfermedad plenamente manifestada, muy
incapacitante. El paciente puede todavia levantarse y caminar pero
con mucha dificultad.

Duracion: 9 afios (+ 7.2)

Estadio V: Confinado a silla de ruedas o cama.
Duracion: 14 afios (+ 3.4)

(N=183 pacientes)




ESCALA UNIFICADA PARA LA ENFERMEDAD DE PARKINSON

(UPDRS)

Instrucciones:

Esta escala esta disefiada para registrar la informacién acerca de los sintomas del
paciente y su funcionamiento. Con excepcién del examen motor, las tareas se
califican de acuerdo a la informacién disponible para el examinador, basados tanto
en la observacién clinica como en o referido por el paciente, en la semana anterior
inmediata. El examen motor debera ser calificad de acuerdo al estado del paciente
en el momento de la consulta. Es conveniente anotar el tiempo transcurrido desde
la Gltima dosis de cualquier medicamento antiparkinsoniano.

1. Examen motor, conducta y talante

0 1 2 3 4
1. Trastorno ninguno leve, alteraciones alteracion de la gran alteracion gran pérdida
intelectual de la memoria memoria con de la memona de la memoria
con recoleccidn desorientacion con desorienta- con orientacion
parcial de y poca dificultad  cién para tiempo  solo para per-
eventos para mane)ar y a menudeo de sona, incapaz

problemas com-

plejos, tunciona

en casa con ayu-
da ocasional.

iugar, gran alte-
racién para re-
solver problemas
mas, requiere
mucha ayuda
para su cuidado
personal, no
puede perma-
necer solo.

de efectuar
juicios o re-
salver proble-

. 2. Alteraciones ningunoa ensofiaciones alucinaciones alucinaciones alucinaciones
del pensamiento "benignas” con de ocasionales persistentes
{debido a demencia retencion de la a frecuentes o o psicocis
o a intoxicacion introspeccion iluciones sin florida
medicamentosa) introspeccion

puede interferir

en las actividades

diarias

3. Depresion ninguna periodos de depresion depresinon depresion

tristeza o culpa sostenida sostenida sostenida
mas frecuentes {una semana con sintomas con sintomas
de lo normal, o mas) vegetativos vegetativos
nunca mas de insomnio, o ideacidn
un dia anorexia, pér- o intento

dida de pesoy suicida

del interés




0 1 2 3 4
4. Motivacion e normal menos animado  pérdide de la pérdida de la pérdida com-
e iniciativa que en general iniciativa o iniciativa o plet de la mo-

mas pasivo deslienterés en desienterés en tivacion

actividades actividades

electivas diarias

Il. Actividades de la vida diaria (determinacion para on y off)

Se celifican cada apartado para los periodos on y oft por separado

5. Lenguaje

normal

levernente afecta-
do sin dificultad
para ser entendido

moderadamente
afectado, atgunas
veces se le pide

que repita las
praciones

gran afeccion, fre-
cuentemente se
e pide gue repita
ias oraciognes

no se le entiende
la mayor parte
del tiermpo

6. Salivacion

normal

exceso de saliva
en la boca, sobre-
todo en la noche

exceso de saliva
en cantidad media
con salida minima

gran exceso de
de saliva con
salida por la boca

requiere de
panuelo
constanemenie

7. Deglucion

normal

se ahoga
raramente

se ahoga
ocasionalmente

requiere dieta
blanda

requiere sonda
nasogastrica
o gastrostomia

8. Escritura

normal

lenta o pequena
se entienden
todas las letras

lenta o peguena
son legibies

no todas las letras
la mayoria de
de las letras

no son legibles

9.Manejo de
cubiertos

normal

lento y torpe no
requiere ayuda
alimentos, re-
quiere alguna
ayuda

puede cortar la
mayoria de los
puede alimentarse
ientamente

la comida debe ser

requiere ser

10. Vestido

normal

algo lento, no
requiere ayuda

asistencia oca-
gional, con los
botones vy las
mangas

cortada por alguien alimentado
requiere considera- requiere

ble ayuda, puede ayuda
realizar algunas total

cosas solo

11. Higiene

normal

algo lentc, no
requiere ayuda
o es muy lento
en su aseo
personal

requere ayuda
para baharse,
lavarse, peinarse
e ir al bano

requiere asistencia
para bafarse,

requiere sonda
de Foley y
otras ayudas
mecanicas




requiere ayuda

12. Movimiento normal  aigo lento v puede voltearse  puede iniciar &l
al estar acostado torpe, no reguiere en la cama solo y movimiento total
ayuda sjustar sus cober- pero no com-
tores pero con pletarlo
gran dificultad
13. Caidas no raramente ocasionales en promedio mas de una
menos de una una al dia al dia
una al dis
14. Paralisis en la no tatamente ocasional frecuents caidas frecuen-
marcha tes desde la
paralisis
15.Marcha normal  poca difi dificul- gran difi no puede
cultad tad mode cultad caminar
puede mo rada.re- reguiere
vers los quiere po ayuda.
brazos ca ayuda.
o tender
a arras-
trar ios
pes,
16.7em- ausente leve y no moderado severs, interfiere
blor frecuente puede mo- interfie en la mayo
lestar al re en mu rig de las
paciente, chas acti activida--
vidades des.
17.Sinto ninguno ocasion frecuen- Sensacio dolor into
mas sensi al,pares e pares nes dolo ierable.
tivos re- tesia, tesia y rosas fre
laciona-- disestesia diseste cuentes.
dos al ¥ poco sia.
Parkinson dolor.

11.- EXAMEN MOTOR

Se califica a cada apartado en base al estado del paciente durante el examen, las visitas
subsecuentes deben ser a la misma hora del dia y con inrervalos similares entre las dosis.

18.Lengua
e

normal

leve pér-
dida de
ia expre-
sion.dic-
cién o vo
lumen.

aprosodia
se entien
de,

gran alte
racion
con difi
cultad
para ser
entendi-
do.

no se le
entiende.




0 1 2 3 4
19.Expre normal  hipomimia disminu- hipomimia fascies
sion minima cién de moderada inexpresi

la expre va
sion fa
cial.
20.Tem- ausents leve moderado moderado gran ampli
blor de y no fre en ampli en ampli tud presen
reposo cuente, tud y per tud pre- te la ma-
sistente sente la yor parte
o modera mayoer par del tiem
do en am te del po.
plitud tiempo.
pero in
termiten
te.
21.Tem- ausente leve,pre moderado moderado gran ampli
blor de sente du en ampli en ampli tud inter
accion o rante la tud se wd se fiere con
postural accion. presenta presenta la alimen
durante al fijar tacién.
accién la arti
culacién
y duran-
te la ac
cion.
22.Rigi ausente leve o s0 leve a mo gran rigi gran difi
dez’ lo se de- derado dez,se cultad,los
tecta obtienen arcos de
cuando todos mavimiento
se acti- los arcos se obtie-
va pot de movi nen con
imita miento. dificultad
cion y
otras
movimien
tos.
23.Golpes normal  lento,con lento,se gran afec no puede ’
con el de reduccién fatiga cion difi completar
do** en la am- pronto cultad la tarea.
plitud. puede frecuente
detener para ini
el mowvi ciar el
miento. movimien
to.

* Rigidez, calificado en la movilidad pasiva de las articulaciones mayores con el paciente relajade en posicion sentado, ei signo

de rueda dentada no debe ser tomado en cuenia.

** Golpes con el dedo, el paciente golpea el putgar con el indice en sucesidn rapida con la mayor amplitud pesible, se explora

cada mano por separado.

=+ +* Movimientos de las manos, el pacients abre y cierra las manos en sucesion rapida con la mayor amplitud posible, se

explora cada mano por separado.



0 1 2 3 4
24 Movi- normal lento,con lenta,se gran afec no puede
mientos amplitud fatiga cion difi comple-
de las reducida pronto cultad fre tar la
manos puede de cuente pa tarea
il tener e ra iniciar
mowvimien el movi-
to. miento o
lo detie
ne.
25.Movi normal lento,con lento, se gran afec no puede
mientos amplitud fatiga cign difi completar
de las reducida. pronto cuitad pa la tarea
manos al puede de ra ini-
ternos y tener el ciar el
rapidos”* movimien movimien
to. toolo
detiene.
26_Agi- normal ienta, iento, se gran afec no puede
lidad con ampli fatipa cion difi completar
con los tud redu- pronto cultad la tarea.
pies. cida. puede de- frecuente
.. wener el para ini-
movimien ciar el
10. movimien
to.
27.levan- normal lento,pue- se empuja tiende & incapaz
tarse de de reque- a si mis- caer ha- de levan
la silla rir mas mo con cia a- tarse.
de unin los bra- tras y
tento, Zos sobre puede
el asien tratar de
10. levantar
se mas de
una vez
pere lo
logra sin
ayuda.
28.Postu ligere- definiti- muy incli flexion
ra normal mente en vamente nado con marcada
erecto corvado anormal, xilosis con anar
puede ser puede in puede in- malidad
normal pa clinarse clinar ha de la
ra una hacia al cia algan posture
persona gun lado. lado. extrema.
anciana




29.Marcha normal camina camina gran no puede
lentamen con difi trastor caminar
te puede cultad pe no de la ni con
acortar ro requie marcha, ayuda.
los pasos re poca requieire
no hay ayuda, de asis-
marcha puede ha- tencia
festinan- ber poca
te o pro- marcha
pulsiva. festinan
te, pasos
cortos o
propul-
sidn.
30.Estabi normal retrapul ausencia muy ines incapaz
lidad pos sion, se de refie- table, de perma
utral®** " recupera postural tiende a necer de
sin ayuda puede perder el pie.
caer si balance
no lo de esponta
tiene el neo.
examina
dor.
31.Bradi ninguna ientitud lentitud moderada lentitud
cinesia minima se con pocos lentitud marcada
del cuer- les da a movimien- con poca con poca
po. los mowi- 1os que amplitud amplitud
mientos son defi- de! movi del movi
un carac- nitivamen miento. miento.
ter dekhi- te anorma
berado es les, la
posible amplitud
la ampli- esta redu
tud redu- cida.
cida.

* Movimientos de las manos alternos y rapidos, mowvimientos de pronacion-supinacién de las manos, vertical u honzontal con ta
mavyor amplitud posible, ambas manos simultaneamente.

** Agilidad con los pies, el pacietne golpea el 1alén, en el suelo en rapida sucesién levantando todo el tiempo, la amplitud debe
ser de 3 pulgadas (7.5 mm).

«++ | gvantarse de la silla, el paciente intenta levantarse de una silla con respaldo de madera o metal con los brazos cruzados
sobre el pecho.

*+ ¢ *Estabilidad postural, respuesta al desplazamiento subito posterior producido al empujar por los hombros al paciente
mientas éste se encuentra parada con los ojos abieries y los pies ligeramente separados, se prepara al paciente.




1V.- Comph'caciones de la terapia (en la semana pasada).
1.- Disquinesias

o] 1 2 3 4
Qué proporcion esta presente durante el dia (Informacién' Histdarical.
32. Dura ninguna 1-25% 26-50% 51-75% 76-100%
cién del dia det dia dei dia del dia

Que tan incapacitantes son las disquinesias? {Informacién histérica, puede ser modificade durante el examen),

33.Inca no inca poco inca incapaci granin completa-
pacidad pacitan pacitante dad mode capaci mente in-

tante rada dad capacitan

te.

Que tan dolorosas son las disquinesias
34 Disqui no hay leve moderada severa incapaci-
nesias do tanie,
larosas
35. Disto no si
nia tem-
prana

B.- Fluctuaciones clinicas

36.Los periodos off son predecibles de acuerdo al tiempo de la dltima dosis.

no si

37. Los periodos off son predecibies de acuerdo al tiempo de la dltima dosis

no si

38.Alguno de los periodos off sobreviene repentinamente por ejemplo en segundos?

no i

*Bradicinesia del cuerpo e hipocinesia, se combinan lentitud. duda al iniciar &) movimiento, disminucién del movimiente de los

brazos, poca amplitud y disminucion de los movimientos en general.



39.Qué proporcién del dia se encuentra el paciente en periodo “of{™ en promedio?

ninguna 1-25% del 26-50% 51-75%
del dia del dia del dia

76-100%
del dia

40.E] paciente tiene anorexia, nausea o vomito.

no si

41 _El paciente presenta alteraciones del suefio, por ejemplo hipersomnia o somnolencia?

no si

42.El paciente presenta hipotension ortostatica?
no si

Registre la presion arerial, frecuencia cardidca y peso en la forma de lenado.

Fahn, S. Elton Rl. Members of the UPDRS Development Comitiee. Unified Parkinson “s Disease rating
scale. In: Fahn, S. Marsden CD CalneDB Goldstein M. eds. Recent Develpments in Parkinson s

disease Vol. 2, Florham Park, NJ Macmilan Health Care information, 153-164, 1987
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Klawans HL, Goetz Ch G & Tanner CM
Common Movement Disorders

Chicago Raven Press 1988
IBSN 088167 312-9

UPDRS Motor Scale
Raven Press 1989 by the
Movement Disorders Association
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