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l. RESUMEN

La enfermedad de Parkinson (EP) se caracteriza por la pérdida de neuronas
dopaminérgicas en la sustancia nigra. Fisiopatologicamente, se ha asociado a un
proceso neuroinflamatorio, con infiltracion de células periféricas del sistema inmune
a sistema nervioso central y alteraciones en la respuesta inmune periférica. Se han
observado efectos del tratamiento dopaminérgico en células inmunes, ya que éstas
expresan receptores a dopamina. El objetivo del presente trabajo fue caracterizar la
respuesta inmune en pacientes bajo tratamiento con levodopa y/o pramipexol. Se
reclutaron 10 pacientes y 10 controles, se analizaron clinicamente al afio y a los dos
afios de iniciar tratamiento. Se realizaron analisis de poblaciones inmunes por
citometria de flujo y determinacion de citocinas plasméticas por ELISA. En la
respuesta reguladora, incrementaron células Tregs activas y Trl, asi como células
dendriticas tolerogénicas ILT3+ durante el seguimiento. Disminuyeron las células
Bregs, B funcionales, células plasmaticas y CD8+regs. En la respuesta
proinflamatoria, disminuyeron las poblaciones de células Thl, Th2 y Thl7, e
incrementaron monocitos no clasicos y clasicos, M1-like y células dendriticas
activas HLA-DR+. El tratamiento con pramipexol y levodopa se asocio a incremento
de la respuesta reguladora y a disminucién de la respuesta proinflamatoria.
Levodopa incrementé mediadores de la respuesta proinflamatoria. Los hallazgos de
este trabajo sugieren que la administracién de la combinacién de ambos farmacos
en pacientes con EP podria restaurar el balance entre la respuesta proinflamatoria
y reguladora, posiblemente contrarrestando la neuroinflamacion y de esta forma,

mejorar la calidad de vida de los pacientes.



I. INTRODUCCION

1. Enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson (EP) es la segunda patologia neurodegenerativa mas
frecuente a nivel mundial después de la enfermedad de Alzheimer. Inicia en la edad
adulta, entre los 40 a 60 afios, su curso es progresivo y discapacitante (1).

Se conocen diversos factores de riesgo para el desarrollo de la EP, siendo el mas
importante, la edad; es por ello, que al incrementar el nUmero de adultos mayores
también ha incrementado la prevalencia de esta patologia. Por otro lado, otros
factores de riesgo importantes los constituyen la exposicién a pesticidas, solventes
y metales (2); ademés de los factores genéticos como las mutaciones en el gen
PARK2 o en LRRK2; que, a pesar de estar asociados a la enfermedad, no se
consideran la causa de la forma idiopatica de la misma (3).

1.1 Epidemiologia

En 2016 se reportd que 6.1 millones de individuos a nivel global presentaron la
enfermedad, en comparacion con 2.5 millones de personas que la padecian en
1990. En 2016, 52.5% de los pacientes con EP fueron hombres. La prevalencia de
la enfermedad incrementa después de los 50 afios y cursa con un pico entre los 85
y los 89 afos (2). Se ha estimado la prevalencia de la EP entre 0.3 y 1% en mayores
de 40 afos e incrementa al 2% en mayores de 60 afios. En la Figura 1 se observa
la prevalencia de la patologia a nivel mundial. En México, se ha estimado una
incidencia entre 40 a 50 casos por 100,000 personas/afio. Asi mismo, es la cuarta

causa de consulta en el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia (1).
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Figura 1. Prevalencia estandarizada por edad de la enfermedad de Parkinson por 100,000
habitantes por localizacion, en 2016. ATG=Antigua and Barbuda. FSM=Federated States of
Micronesia. Isl=Islands. LCA=Saint Lucia. TLS=Timor-Leste. TTO=Trinidad and Tobago. VCT=Saint
Vincent and the Grenadines. Tomado de: GBD 2016 Parkinson’s Disease Collaborators. Global,
regional, and national burden of Parkinson’s disease, 1990—2016: a systematic analysis for the Global
Burden of Disease Study 2016. Lancet Neurology, 2018.

1.2 Fisiopatologia

La EP se caracteriza por la pérdida de neuronas productoras de dopamina,
principalmente en la sustancia nigra pars compacta (SNpc) dentro del mesencéfalo.
La dopamina (Figura 2) es uno de los principales neurotransmisores dentro del
sistema nervioso central. Interviene en multiples funciones como cognicion,
comportamiento, control de movimiento, regulacién de la funcién cardiovascular y

regulacion endocrina. Ademas, es el precursor de la noradrenalina y adrenalina.
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Figura 2: Férmula quimica de la dopamina. Tomado de:
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Dopamine#section=2D-Structure



La dopamina ejerce sus efectos mediante su union a receptores dopaminérgicos
(DR) que se clasifican del receptor D1 al D5. En cuanto a su funcién motora, este
neurotransmisor actla en dos vias que se proyectan desde el nicleo estriado
dorsal. Cada via tiene efectos opuestos a su contraparte en la ejecucion de los
movimientos (4). En la via directa, las neuronas espinales expresan el receptor D1
y se dirigen hacia la sustancia nigra pars reticulata (SNpr) y envian conexiones al
globo palido interno. La funcién de esta via es liberar a las motoneuronas superiores
de su inhibicidon ténica. En la via indirecta, las neuronas espinales expresan
receptores tipo D2 y envian sus proyecciones principales al globo palido externo; se
proyectan al nicleo subtaldmico y a la porcién ventral del tAlamo y regresan al globo
palido interno de donde se dirigen a la SNpr y ejercen la funcién inhibitoria sobre las
motoneuronas superiores. Entonces, se puede considerar que la via indirecta actia
como “freno” en la funcién normal de la via directa y de esta manera es posible el
control de los movimientos finos. Las vias excitatorias e inhibitorias se describen en

la Figura 3.
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Figura 3: Vias directa (A) e indirecta (B) en el sistema de los nlcleos de la base. Tomado de: Purves
D, Augustine GJ, Fitzpatrick D, et al., editors. Neuroscience. 2nd edition. Sunderland (MA): Sinauer
Associates; 2001. Circuits within the Basal Ganglia System. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK10847/

La SNpc envia sefiales dopaminérgicas excitatorias al globo palido interno e
inhibitorias al globo pélido externo mediante la via indirecta. En condiciones
normales, estos efectos dopaminérgicos disminuyen el flujo inhibitorio de los

nucleos de la base e incrementan la excitabilidad de las motoneuronas superiores.



En la EP, la destruccion de neuronas dopaminérgicas de la SNpc ocasiona que la
funcion inhibitoria de los ganglios de la base sea anormalmente alta, por lo que la
activacion de las motoneuronas superiores y la corteza motora mediante el talamo
no puede llevarse a cabo. La deplecion de dopamina en estos circuitos explica la
mayor parte de los sintomas en la EP, particularmente la dificultad al iniciar el

movimiento y, una vez iniciado, la dificultad para detenerlo (4).

1.3 Manifestaciones clinicas

Tradicionalmente, la EP ha sido considerada como un desorden propiamente motor,
sin embargo, ahora se sabe que se trata de una condicion compleja que incluye
otras manifestaciones no motoras que pueden detectarse en etapas tempranas (5).
En la EP se reconocen tres manifestaciones motoras cardinales que pueden
presentar los pacientes en quienes se iniciara el protocolo diagnostico que se
describird posteriormente. Estas manifestaciones cardinales consisten en:
1. Bradicinesia: definida como lentitud de movimiento y disminucién en la
amplitud o velocidad en movimientos continuos.
2. Rigidez: se define como resistencia al movimiento pasivo, sin que refleje falla
en la relajacion.
3. Temblor en reposo: se trata de un temblor de 4 a 6 Hz en un miembro en

reposo, que se suprime al iniciar movimiento.

Anteriormente se consideraba a la inestabilidad postural como otro de los sintomas
cardinales, sin embargo, éste se presenta en fases tardias de la patologia y ademas

no se considera como criterio para el diagndstico segun la Sociedad de Trastornos



del Movimiento (Movement Disorder Society - Parkinson’s disease (MDS-PD)) (6)
(Anexo A).
A partir de estos sintomas cardinales se han propuesto tres subtipos clinicos de la
EP:

2. Tremorico dominante

3. Rigido-acinético

4. Dificultad de la marcha con inestabilidad postural

A pesar de que esta clasificacion es reconocida, puede que no sea suficientemente
atil al evaluar a un paciente, dado que la progresion es variable. Sin embargo, se
conoce que el subtipo tremaorico dominante tiene mejor prondstico y una progresion
mas lenta que los otros tipos (7).

En la EP se pueden encontrar otros sintomas motores concomitantes como
hipomimia, disartria hipocinética, disfagia, sialorrea, sacadas hipométricas, vision
borrosa, micrografia, distonia, xifosis, escoliosis, dificultad para voltearse en la
cama, festinacion y congelamiento de la marcha, que incrementan el deterioro en la
calidad de vida de los pacientes (8).

Por otro lado, existen sintomas no motores que le otorgan la complejidad
sintomatica mencionada a la EP; entre ellos, las alteraciones olfatorias (hiposmia),
constipacion, alteraciones del suefio REM y depresién pueden presentarse antes
gue los sintomas motores y en pacientes que los padezcan debera mantenerse
vigilancia estrecha ante la aparicién de sintomas sugestivos de la enfermedad. Sin
embargo, dentro de los sintomas ya mencionados, otros conllevan a mayor

discapacidad a los pacientes. Entre ellos destacan la disfuncién cognitiva y



demencia que se presentan en fases tardias de la enfermedad. Ademas,
alucinaciones, suefios vividos, insomnio, fatiga, somnolencia diurna, disfuncién

autondémica con nicturia y dolor comunmente asociado a distonias (9).

1.4Diagndstico

En la actualidad, el diagnostico de la enfermedad de Parkinson se realiza
clinicamente, aunque el diagnostico definitivo lo otorga el estudio histopatoldgico.
Anteriormente, el diagnéstico clinico se basaba en los Criterios de Enfermedad de
Parkinson del Banco de Cerebros del Reino Unido; sin embargo, estos mismos
fueron revisados y actualizados por la MDS-PD (6).
En el Anexo A se describen los criterios de soporte, de exclusion y banderas rojas
definidos por la MDS-PD (6).
Una vez que se ha establecido la presencia de parkinsonismo por medio de los
sintomas cardinales ya descritos se procede a aplicar los siguientes criterios:
El diagnostico de la EP clinicamente establecido requiere:

e Ausencia de criterios absolutos de exclusion

e Al menos dos criterios de soporte

e Ausencia de banderas rojas

El diagndstico de EP clinicamente probable requiere:
e Ausencia de criterios absolutos de exclusion
e Presencia de banderas rojas contrapuestas con criterios de soporte:
e 1 bandera roja — 1 criterio de soporte

e 2 banderas rojas — 2 criterios de soporte



e No se permiten més de dos banderas rojas para esta clasificacion

Existen métodos diagndsticos por imagen que pueden llevarse a cabo para
establecer un diagndéstico exacto. Estos se utilizan en caso de que el paciente no
cumpla los criterios clinicos o0, que no cuente con una buena respuesta a tratamiento
dopaminérgico.

Entre los estudios de imagen confirmatorios encontramos la resonancia magnética
con espectrometria o volumetria; tomografia por emision de un solo fotén con 123I-
FP-CT (DaTscan) en la que se puede observar degeneracion de la via nigroestriatal

y la tomografia por emisién de positrones con [18-F]-fluorodopa (Figura 4) (10).

['®F]-Dopa Uptake

£8, pe

' o .’ " ‘ 0.;:"'

Healthy control Early Parkinson Advanced Parkinson

Figura 4: Imagenes axiales de una Tomografia por Emision de Positrones (18F-DOPA PET) a
través del estriado. Se muestra un control sano (izquierda), un paciente con EP idiopatica en fase
temprana (centro) y un paciente con EP en fase tardia (derecha). Conforme avanza la enfermedad,
la captacion del radiomarcador es menor. Tomado de: Booth, T. C., Nathan, M., Waldman, A. D.,
Quigley, A.-M., Schapira, A. H., & Buscombe, J. (2014). The Role of Functional Dopamine-
Transporter SPECT Imaging in Parkinsonian Syndromes, Part 1. American Journal of
Neuroradiology, 36(2), 229-235.
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1.5Escalas para la evaluacién en la progresiéon de la enfermedad

Ademas de los criterios diagndsticos, en la valoracion de pacientes con EP se
utilizan dos escalas validadas en las que se determina el estado clinico y la
progresion de la patologia.

e Movement Disorder Society — Unified Parkinson’s Disease Rate Scale (MDS-
UPDRS): La escala MDS-UPDRS es la mas ampliamente utilizada para la
valoracion clinica integral de los pacientes con EP, asi como para determinar
los beneficios relacionados con el tratamiento. La escala se divide en cuatro
partes: La Parte | evalla las experiencias no motoras de la vida diaria
(maximo 13 puntos), la Parte Il experiencias motoras de la vida diaria
(méaximo 13 puntos), la Parte Il exploracion motora (maximo 33 puntos) y la
Parte IV complicaciones motoras (6 puntos maximo) (11) (Anexo B).

e Hoehny Yahr (H&Y): La escala de Hoehn y Yahr se utiliza para estimar de
forma general la disfuncién motora y discapacidad en pacientes con EP. De
acuerdo con el Movement Disorder Society Task Force Report, la puntuacion
de la escala se relaciona con las alteraciones de la via nigroestriatal en
neuroimagen, asi como con la puntuacion del MDS-UPDRS. El estadio 1
clasifica a los pacientes con enfermedad unilateral. En el estado 2 de Hoehn
y Yahr, los pacientes se mantienen clinicamente estables, con enfermedad
bilateral a pesar de los cambios en el tratamiento. A partir del estado 3 de
Hoehn y Yahr, los pacientes presentan mayor inestabilidad motora a pesar
de la modificacion en el tratamiento o inicio de levodopa, asi como mayor

riesgo de demencia; ademas, se ha visto que disminuyen sus tasas de
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supervivencia (12). En el estadio 4 los pacientes se encuentran con
discapacidad severa, aunque son capaces de mantenerse de pie sin ayuda.
Finalmente, en el estadio 5 permanecen en una silla de ruedas o en decubito si

no tienen ayuda (Anexo C).

1.6 Tratamiento

En la practica clinica, los tratamientos disponibles para la EP son Unicamente
sintométicos y aparentemente no revierten o retrasan la progresion de la
enfermedad.

Existen cinco clases de farmacos con efecto antiparkinsoniano: levodopa (L-DOPA),
agonistas dopaminérgicos (DAs), inhibidores de la monoaminoxidasa tipo B (MAO
B), amantadina y anticolinérgicos.

La levodopa y los agonistas dopaminérgicos tienen la finalidad de suplir la ausencia
de dopamina en los ndcleos de la base. Levodopa lleva a cabo esta funcion como
precursor de dicho neurotransmisor; por otro lado, los agonistas dopaminérgicos
actian sobre receptores de dopamina activando su funcion. Los inhibidores de la
MAO contrarrestan el metabolismo de la dopamina, la amantadina disminuye las
discinesias asociadas a levodopa y los anticolinérgicos disminuyen el temblor en
reposo.

a) Levodopa: es el tratamiento de eleccion en pacientes mayores de 65 afios y en
pacientes con sintomas moderados a severos. Es el precursor inmediato de la
dopamina; al ingerirla por via oral es capaz de cruzar la barrera hematoencefalica

donde es réapidamente captada por neuronas dopaminérgicas y convertida en

12



dopamina. Las formulaciones de este farmaco se realizan combinandolo con un
inhibidor de la descarboxilasa de L-aminoacidos periférica para evitar efectos
adversos sistémicos como nausea, vomito e hipotension ortostatica y lograr que la
levodopa llegue a sistema nervioso central atravesando barrera hematoencefalica.
Los inhibidores de la descarboxilasa mas utilizados son: carbidopa y benserazida
(23).

La formula quimica de levodopa (Figura 5) es CoH11NOa, su peso molecular es de
197.19 g/mol, también se le conoce como dihidroxifenilalanina. Se solubiliza en

acido clorhidrico 0.3N, su coeficiente de particiéon (LogP) es de -2.39 y su pKa de

2.32 (14).
"
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Figura 5: Formula quimica de levodopa. Tomado de:
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Levodopa#section=2D-Structure

Farmacocinéticamente, la levodopa se absorbe rapidamente en intestino delgado
en ayuno, alcanza concentraciones maximas en 15 a 60 minutos, se metaboliza por
la catecolmetiltransferasa (COMT) en 3-O-metildopa. Se elimina por via renal en
forma de dopamina y acido homovanilico y su vida media (t ¥2) es de alrededor de

1 a 3 horas (13). El tratamiento con levodopa debe de iniciarse con las dosis méas
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bajas posibles e incrementarla poco a poco; la mayoria de los pacientes tienen
adecuado control sintomatico con alrededor de 300 a 600 mg/dia de levodopa; sin
embargo, si un paciente no mejora dramaticamente con dosis de 1000 a 1500
mg/dia, se debera dudar del diagnostico de EP idiopatica. Por otro lado, los efectos
adversos mas comunes de la levodopa son discinesias, fluctuaciones motoras y
disminucién del efecto con la misma dosis después de 5 a 10 afios de iniciar
levodopa, por lo que aun existe el debate entre iniciar el tratamiento con levodopa
de forma temprana o retrasarlo hasta que sea completamente necesario. Sin
embargo, hay que tener en cuenta que levodopa es mas eficaz para el control
sintomatico que los agonistas dopaminérgicos (15).

b) Agonistas dopaminérgicos: estos farmacos proveen una alternativa segura y
equivalente a la levodopa en pacientes con EP menores de 65 afios. Se utilizan
como monoterapia en fases iniciales de la enfermedad y entre ellos encontramos a
los DAs no derivados de ergotamina como pramipexol, ropinirol y rotigotina; cada
uno con diferentes afinidades a los cinco distintos tipos de receptores
dopaminérgicos. Su administracion puede conllevar la presencia de diversos
efectos adversos como alucinaciones, edema, ndusea y alteraciones en el control
de impulsos como comportamiento sexual compulsivo, compras compulsivas y
apuestas patologicas hasta en 50% de los pacientes, lo que da lugar a la suspensién
de su uso.

Pramipexol: es un potente agonista de receptores D2/D3, se absorbe rapidamente
y alcanza concentraciones plasmaticas maximas en 1 a 2 horas; tiene una

biodisponibilidad del 90% y se elimina practicamente sin cambios por via renal.
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La formula quimica del pramipexol (Figura 6) es C10H17N3S. Su peso molecular es
de 211.327 g/mol, es soluble en agua a una concentracion de 3900 mg/L a 25°C.

Su LogP es de 0.4 y tiene dos valores de pka: 4.65y 10.31 (16).

Figura 6: Formula quimica de pramipexol. Tomado de:
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Pramipexole#section=2D-Structure

La union de pramipexol a receptores D2-like (D2, D3 y D4) provoca su activacion.
Estos receptores estan acoplados a la proteina G Gai que directamente inhibe la
formacion de cAMP al inhibir la enzima adenilato ciclasa y disminuye la activacion
de la protein cinasa A. Se ha observado que la inhibicion de adenilato ciclasa
disminuye la actividad de la enzima tirosina hidroxilasa en los receptores
presinapticos, con el consecuente decremento de la secrecion de dopamina por
parte de las neuronas nigroestriatales. Por otro lado, activa la proteina calcineurina
fosfatasa y desfosforila a la proteina DARPP-32. Gracias a esta desforforilacion, la

activacion de los receptores D2-like estimula la locomocion (17).
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La dosificacion de pramipexol debe iniciar con 0.125 mg tres veces al dia e ir
aumentando semanalmente la dosis hasta llegar a un maximo de 4.5 mg diarios
(18).

Inhibidores de la MAO B: indicados como monoterapia en pacientes con sintomas
iniciales y muy leves de EP, en etapas avanzadas se pueden utilizar como
coadyuvantes de levodopa. Entre ellos se encuentran: selegilina (dosis: 5 mg dos
veces al dia) y rasagilina (dosis: 1 mg cada 24h) (19).

Amantadina su mecanismo de accion es incierto, sin embargo, se considera
adecuado para pacientes con temblor en reposo como sintoma predominante
(dosis: 100-300 mg/dia) (20).

Anticolinérgicos: trihexifenidilo (dosis: 5-10 mg/dia) y benztropina (dosis: 0.5-2
mg/dia). Pueden utilizarse en pacientes con temblor predominante en quienes no
sea tan marcada la presencia de bradicinesia o alteraciones en la marcha y sean

menores de 65 afios (21).

1.7Patologia

La alteracion principal que se ha encontrado en cerebros de pacientes posmortem
con EP es la pérdida de neuronas dopaminérgicas en la SNpc que conlleva
deplecién de dopamina y disrupcion de la comunicacion entre las vias del talamo y
la corteza motora, lo que se caracteriza clinicamente como parkinsonismo. Al
momento en el que se presenta la primera alteracion clinica se considera que se

han perdido al menos 60% de las neuronas dopaminérgicas en la SNpc (22).
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A pesar de que se han dilucidado factores genéticos y ambientales que contribuyen
al desarrollo de la EP, ain no se conoce la causa exacta. Sin embargo, se han
identificado algunos elementos caracteristicos de la patologia como
neuroinflamacién, estrés oxidativo, asi como mal plegamiento y agregacion de la
proteina a-sinucleina (a-syn) que lleva a la formacién de cuerpos de Lewy intra 'y
extracelulares.

En 2003, Braak propuso la hipotesis que la enfermedad de Parkinson idiopatica
inicia cuando productos de microbios no especificados entran en contacto con
neuronas olfatorias o entéricas; lo que promueve la agregacion de a-syn, la cual se
dispersa por el sistema nervioso central a través del bulbo olfatorio y el nervio vago.
Eventualmente, la a-syn alcanza la sustancia nigra y posteriormente la corteza
cerebral (Figura 7). Se ha demostrado que los agregados oligoméricos y fibrilares
de a-syn son neurotéxicos; ademas, esta teoria est4 apoyada clinicamente por la
presencia de hiposmia y constipacibn como sintomas no motores iniciales de la

enfermedad, que coinciden con los sitios de entrada descritos por Braak (23).
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Figura 7: Teoria de Braak. Los agregados de [I-syn se dispersan desde las neuronas entéricas u
olfatorias hacia el sistema nervioso central a través del bulbo olfatorio o el nervio vago (3-4).
Eventualmente los agregados de alfa sinucleina llegan a la sustancia nigra. Tomado de: Carmen D.
Rietdijk, Paula Perez-Pardo, Johan Garssen, Richard J. A. van Wezel and Aletta D. Kraneveld.
Exploring Braak’s Hypothesis of Parkinson’s Disease. Frontiers in Neurology, February, 2017,
volume 8, article 37.

Por otra parte, existen otras teorias que pretenden explicar la degeneracion
neuronal, entre ellas, deficiencia en la protedlisis, disfuncion mitocondrial o
metabolismo anormal de hierro (24). Adicionalmente se han identificado anticuerpos

dirigidos contra antigenos asociados a la EP, como anticuerpos anti-melanina, o-
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syn y gangliosido GM1 (25). Es probable gue todas estas teorias contribuyan en
mayor o0 menor medida a la patogénesis de la enfermedad. Sin embargo, una de las
teorias mas estudiadas y que podria fungir como blanco terapéutico es aquella en

la que se menciona que la EP cursa con una base neuroinflamatoria.

2. Neurodegeneracion y neuroinflamacion en la Enfermedad de Parkinson
2.1Mecanismos propuestos en la génesis de la neurodegeneracion de la

enfermedad de Parkinson

La neurodegeneracion puede entenderse como el conjunto de factores involucrados
en la muerte neuronal; en el caso de la EP, muerte de neuronas dopaminérgicas.
En el contexto de esta patologia, la conjuncion de diversos mecanismos podria
explicar el proceso de muerte neuronal. En los pacientes con EP, el estrés oxidativo
se considera uno de los factores subyacentes claves para la disfuncion celular. Las
neuronas dopaminérgicas son proclives a desarrollar estrés oxidativo, dado que
enzimas como tirosina hidroxilasa y monoaminooxidasa generan especies reactivas
de oxigeno (ROS). Por otra parte, se ha observado que la pérdida de la funcién de
PARKY incrementa el estrés oxidativo y la disfuncion mitocondrial, lo que conlleva
disfuncion en los complejos | y Il de la cadena respiratoria con deterioro de la
respiracion mitocondrial y produccién de ROS (26).

Las ROS ocasionan degradacion de componentes celulares como lipidos, proteinas
e incluso ADN, con consecuencias como la peroxidacion de lipidos, que ocasiona
ruptura de membrana mitocondrial y disfuncion de organelos celulares. La pérdida

de la integridad de la membrana mitocondrial ocasiona activacion de proteinas
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proapoptéticas como Bax y Bak, que promueven la formacion de un complejo de
citocromo C con Apaf-1y caspasa-9, lo que lleva la activacion de esta Ultima; la cual
activa a caspasa-3 que ocasiona fragmentaciéon del ADN y formacion de cuerpos
apoptéticos con la consecuente muerte celular (27).

A su vez, el estrés oxidativo mitocondrial lleva a la oxidacion de dopamina que
reduce la actividad enzimética de la glucocerebrosidasa, un marcador de disfuncién
lisosomal. Se ha considerado que esta disfuncion conlleva la incapacidad de
degradacion de a-syn con formacion de agregados de esta proteina que son
hallazgos patologicos caracteristicos de la enfermedad y a su vez, se han visto
implicados en la disfuncion del proteasoma (28).

Por otra parte, el envejecimiento, la exposicion a pesticidas, a solventes organicos
y a monoxido de carbono, juegan un papel muy importante en la génesis de la
neurodegeneracion, ya que incrementa la vulnerabilidad de las neuronas

dopaminérgicas al estrés oxidativo (26).

2.2. Neuroinflamacion

La neuroinflamacién se define como la respuesta inflamatoria que ocurre dentro del
cerebro o la médula espinal. Es mediada por la produccion de citocinas,
guimiocinas, ROS y segundos mensajeros que son secretados por células
residentes del sistema nervioso central (SNC) como la glia (microglia y astrocitos),
células endoteliales y células inmunes periféricas. Este proceso puede conllevar el
reclutamiento de otras células inmunes, edema, dafio tisular y potencialmente,

muerte celular. Sin embargo, la neuroinflamacion tiene aspectos positivos y
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negativos, dependiendo del grado en el que se presente y su finalidad en el proceso

fisiologico o patologico que se encuentre en el SNC (Figura 8) (29).
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Figura 8: Aspectos positivos y negativos de la neuroinflamacion. Izquierda: aspectos positivos de la
neuroinflamacién como vigilancia inmune, memoria, aprendizaje, remodelacién posterior a lesion y
pre-condicionamiento inmune. Derecha: aspectos negativos de la neuroinflamacién como lesién en
SNC, estrés social, envejecimiento y neurodegeneraciéon. Tomado de: DiSabato, D. J., Quan, N., &
Godbout, J. P. (2016). Neuroinflammation: the devil is in the details. Journal of Neurochemistry, 139,
136-153.

Los aspectos positivos de la neuroinflamacion pueden observarse en procesos
transitorios como comunicacion celular, mediada por interleucina IL-1f, desarrollo
de memoria y aprendizaje mediada por la interaccion de neuronas y linfocitos
productores de IL-4, asi como microglia productora de IL-1p y remodelacién tisular

posterior a una lesion. En cuanto a los aspectos negativos, la activacion de la
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microglia conlleva secrecion de citocinas proinflamatorias como IL-1, IL-6 y factor
de necrosis tumoral (TNF)-a, quimiocinas como CCL2, CCL5 y CXCL1y ROS, que,
en conjunto, provocaran reclutamiento de células inflamatorias periféricas que
conllevan lesion tisular, dafio neuronal, decremento en la plasticidad neuronal e

incluso alteraciones cognitivas (29).

2.3Papel de la glia en el desarrollo de la enfermedad de Parkinson

Existe numerosa evidencia que demuestra que la inflamacién sostenida, la
infiltracion de linfocitos T y la activacion glial son caracteristicas comunes tanto en
pacientes como en modelos animales de la EP y juegan un papel vital en la
degeneracion de las neuronas dopaminérgicas (30).

En 1988, McGeer y cols. encontraron en tejidos humanos postmortem de SNpc la
presencia de microglia activada, sugiriendo por primera vez la participacion de la
neuroinflamacién en la patogenia de la EP, ya que la microglia es considerada la
célula inmune residente del SNC por excelencia (31). Estas células pueden
activarse hacia dos fenotipos distintos, la microglia M1 que se considera
proinflamatoria por las citocinas que secreta, como TNFa, IL-1f, IL-6, IL-12 y ROS.
Por otra parte, la microglia tipo M2 se considera antiinflamatoria por su capacidad
de secretar citocinas como IL-10, factor de crecimiento transformante (TGF)p, IL-4
e IL-13 (32).

La presencia de proteinas mal plegadas (como a-syn) en el microambiente del
parénquima cerebral, inducen la activacion de la microglia hacia un fenotipo M1 por

sefializacion via (TLR4). Esta activacion a largo plazo induce significativamente la
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expresion de citocinas proinflamatorias que contribuyen a la degeneracion de las
neuronas dopaminérgicas en la via nigroestriatal (33).

También se ha encontrado que, en la EP, los astrocitos juegan un papel importante
en la neuroinflamacion. Fisiol6gicamente, estas células se encargan de mantener la
homeostasis en la neurona y el microambiente del SNC, sin embargo, se ha
observado que, posterior a la activacidon microglial sostenida, los astrocitos se
activan en respuesta a citocinas proinflamatorias amplificando la neuroinflamacién
y, por tanto, el incremento de la muerte de células dopaminérgicas en la SNpc (34).
Por otro lado, se ha observado que las mutaciones en el gen PARK7 (DJ-1) que se
encuentra principalmente en astrocitos, decrementa el ingreso de glutamato a estas
células, lo que permite que dicho neurotransmisor se encuentre en mayor
concentracion de forma extracelular, contribuyendo a la neurodegeneracion.
También se ha observado que, al incrementar las concentraciones extracelulares
de a-syn, esta proteina puede ser endocitada por los astrocitos y ocasionar
disfuncion en ellos y como consecuencia alteraciones en la barrera

hematoencefélica (35).

2.4Papel de los linfocitos T en el proceso neuroinflamatorio

Ademas de esta respuesta mediada por células residentes de SNC, en la EP se ha
dilucidado que los linfocitos T contribuyen de manera fundamental a la
neurodegeneracion de células dopaminérgicas. En condiciones fisioldgicas, estas
células, y otras estirpes inmunes, se encuentran alrededor del parénquima cerebral,

en el espacio perivascular que se continla con el espacio subaracnoideo y que esta
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en contacto con los vasos linfaticos meningeos. El espacio perivascular se
encuentra en estrecho contacto con la barrera hematoencefalica (BHE), la cual
incrementa su permeabilidad por pérdida de uniones estrechas conforme aumenta
la edad de los sujetos y esto permite el paso de células inmunes a través de la BHE.
Ademas, se ha encontrado que, durante la neuroinflamacién, hay mayor expresion
de integrinas en los linfocitos T e incrementa la expresion de la molécula de
adhesion intercelular-1 (ICAM-1) y de la molécula de adhesion celular vascular-1
(VCAM-1) en las células endoteliales que conforman la BHE (36).

Se ha demostrado infiltracién de células T activadas a la SNpc en modelos murinos
y presencia de linfocitos T CD8+ y CD4+ en cortes de SNpc de pacientes
postmortem con EP. La activacién de células T puede deberse a que antigenos
como a-syn sean reconocidos por células presentadoras de antigeno y presentados
a linfocitos T naive que se activaran, proliferaran y finalmente llegaran a sistema
nervioso por las vias ya comentadas. En la SNpc se han encontrado
predominantemente linfocitos T CD8+ y en menor medida linfocitos T CD4+. De
estos Ultimos, se ha reportado presencia de linfocitos Thl, Thl7 y células T
reguladoras; los primeros son capaces de producir IFNy que a su vez activara a la
microglia hacia un fenotipo M1. Por otro lado, se ha descrito que las células T
reguladoras reprimen la produccién de ROS por la microglia inducida por formas
nitradas de a-syn, sin embargo, también se ha observado que existe una
desregulacion en la funcion de las células T reguladoras en la EP y ésta promueve
la activacidon microglial y por tanto la neurodegeneracion de las células

dopaminérgicas (37).
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3. Respuestainmune periférica en la Enfermedad de Parkinson

Ademas de las alteraciones ya mencionadas a nivel de SNC, particularmente en la
SNpc, se han descrito cambios en la inmunidad periférica en pacientes con EP,
aungue la influencia de estos en la génesis o progresion de la enfermedad no se
tiene del todo entendida hasta la fecha.

A nivel periférico se ha reportado que existen alteraciones en linfocitos T CD4+,
particularmente decremento en su frecuencia (37), asi como reduccion del radio de
linfocitos T CD4+:CD8+ debido a que disminuyen los porcentajes de células T
cooperadoras (Th) e incrementan las células T citotoxicas (Tc) (38). Sin embargo,
se ha observado que la respuesta inmune en pacientes con EP se torna hacia un
fenotipo Thl, ya que se demostré que el radio de células productoras de
IL4:interferén (IFN)y estaba disminuido (39).Por otro lado, se han reportado
incrementos en células T de memoria (CD4+CD45R0O+) respecto a células T naive
(CD4+CDRA+) (38); lo que sugiere que la inmunidad periférica en la EP consiste en
una respuesta previamente activada donde las células Thl productoras de IFNy
deben jugar un papel importante durante la progresién de la patologia.

En cuanto a las células T reguladoras, existe controversia entre dos estudios (Chen,
2018 y Rosenkranz, 2007): en uno de ellos, donde se incluyeron 30 pacientes y 33
controles, las células CD4+FOXP3+ se encontraron disminuidas en pacientes con
la EP (36), sin embargo, en otra determinacion de células CD4+CD25+CD127- en
113 pacientes y 96 controles, no se encontré diferencia significativa en esta
poblacién entre grupos (40). Cabe destacar que en ambos estudios los pacientes

recibian tratamiento con levodopa.
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Nuestro grupo de investigacion recientemente encontré en pacientes con EP
virgenes al tratamiento, una disminucion significativa de subpoblaciones de células
T reguladoras entre éstos y controles pareados (41), lo que indica que la patologia
puede inducir alteraciones en la respuesta inmune reguladora sistémica y esto
podria tener alguna implicacion a nivel central.

Finalmente, se ha reportado que existe disminucién en las poblaciones de células
B y células Natural Killer (NK) en pacientes con EP, asi como de células dendriticas
(42); sin embargo, existen otros fenotipos inmunes que no han sido estudiados,

principalmente los reguladores.

4. Receptores de la dopamina en células inmunes

En la actualidad, la dopamina se considera uno de los principales neurotransmisores
del SNC, y se involucra en distintas funciones como cognicion, comportamiento,
control del movimiento, regulacion endocrina y de la funcion cardiovascular. Se
considera que las células nerviosas son su principal fuente, sin embargo, ahora se
sabe que los linfocitos y otras células inmunes son capaces de sintetizar y secretar
dopamina (43).

Como ya se mencion0; se conocen cinco tipos de receptores dopaminérgicos,
nombrados D1R, D2R, D3R, D4R y D5R que se agrupan en dos familias: D1-like y
D2-like. Se ha encontrado que la mayor parte de las células del sistema inmune
expresa estos receptores.

Los receptores D1-like incluyen a D1R y D5R. Estos se acoplan a proteina Gas

activan la via adenilato ciclasa y a su vez el incremento de cAMP y posteriormente
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la fosforilacion de la proteina DARPP-32, lo que conlleva la inhibicion de la proteina
fosfatasa-1 (PP-1) e incremento en las concentraciones intracelulares de Ca?* con
la consecuente fosforilacion del factor de transcripcion CREB. Esta via se ha visto
implicada en la inhibicion de la proliferacion y citotoxicidad de linfocitos T CD4+ y
CD8+ (Figura 9) (17)(44)(45).

La familia de receptores D2-like incluye a D2R, D3R y D4R, que al unirse a la
proteina Gai inhiben la produccion de cAMP con la consecuente desfosforilacion de
la proteina DARPP-32 y reduccion del factor de transcripcion CREB, que se ha
asociado a un efecto regulador en linfocitos T, lo que sugiere modulacién de los
linfocitos T mediante la accion de dopamina en receptores D2-like y en la via CAMP-

CREB (Figura 9) (17)(45).

Figura 9: Mecanismos de transduccion de sefiales acoplados a las familias D1 y D2 de receptores
dopaminérgicos. AC, adenilil ciclasa; AMPc, monofosfato ciclico de adenosina; ATP, trifosfato de
adenosina; ADP, difosfato de adenosina; DAG, diacilglicerol; IP3, 1,4,5-trifosfato de inositol; PIP2,
4,5-difosfato de fosfatidilinositol; PKA, cinasa de proteina activada por AMPc; P, fosforilacién; PKC,
cinasa C de proteina. PLC, fosfolipasa C. Tomado de: Bahena Trujillo, R., Flores, G., & Arias-
Montafio, J. A. (2000). Dopamina: sintesis, liberacién y receptores en el SNC. Revista Biomédica,
11(1), 39-60. Retrieved from http://revistabiomedica.mx/index.php/revbiomed/article/view/218/230.
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La presencia de los cinco tipos de receptores dopaminérgico esta absolutamente
demostrada en células inmunes. La estimulacién o bloqueo de estos receptores es
clave en la funcion que ejercen las células inmunes.

La expresion de los receptores D3R y D5R es estable y siempre detectable en los
leucocitos de todos los individuos, mientras que la expresion de D2R y D4R es
variable. La expresion del receptor D1R ha sido demostrada en células T efectoras
y células T reguladoras, células dendriticas, macrofagos y microglia. En células B
se ha encontrado mayor expresién de receptores D2R-D5R que en otras células
inmunes.

Se ha demostrado que los receptores D2R/D3R son capaces de inducir la activaciéon
de células T mediante dopamina. Asi mismo, se sabe que la activacion de estos
receptores estimula la secrecion de citocinas antiinflamatorias como IL-10. Por otra
parte, la activacion de receptores D1R/D5R conlleva secrecion de citocinas
proinflamatorias como TNFa. (46).

La dopamina ejerce una funcién autocrina/paracrina en células T reguladoras. La
estimulacién de receptores D1-like en estas células induce su regulacion a la baja 'y
decrementa la produccion de IL-10 y TGFp (43).

El conocimiento de la modulacion de células inmunes a través de la accion de
dopamina mediante sus receptores confiere la posibilidad de modificar la respuesta
inmune a través del tratamiento dopaminérgico para la enfermedad de Parkinson

(principalmente levodopa y agonistas dopaminérgicos como pramipexol).
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5. Efecto del tratamiento dopaminérgico en la respuestainmune

El tratamiento de la EP se ha considerado puramente sintomatico. Sin embargo,
tras el descubrimiento de la presencia de receptores dopaminérgicos en las células
inmunes, se ha intentado entender el efecto farmacoldgico de levodopa y agonistas
dopaminérgicos en la respuesta inflamatoria. De esta manera, se podrian descubrir
otros mecanismos que pudieran contribuir a la mejoria clinica en estos pacientes.
Como se ha comentado, la levodopa es la piedra angular en el tratamiento de la EP
y se han demostrado sus efectos en el sistema inmune, como disminucion de
células esplénicas productoras de INFy en un modelo murino de EP tras cursar con
tratamiento sostenido (47). De forma contraria, otros estudios han demostrado que
levodopa incrementa la respuesta proinflamatoria. En 29 pacientes con EP, tratados
con levodopa, se observd incremento significativo de las células NK aunque
contrastantemente, se observé disminucion de las células Thl (48). Por otro lado,
se encontré que la administracion de levodopa a 60 pacientes incrementé las
concentraciones plasmaticas de TNFa (49) y de forma interesante, se encontré que
carbidopa (inhibidor de la descarboxilasa de L-DOPA) periférica que se administra
junto con levodopa) bloquea la expresion de CD25 y CD69 en linfocitos T CD4+ y
CD8+; inhibiendo de esta forma su proliferacion (50). Los hallazgos anteriores
demuestran que levodopa es capaz de inducir una respuesta proinflamatoria, sin
embargo, también puede ocasionar disminucién de células inmunes y este efecto
pudiera ser dosis dependiente (46).

Es poco comun encontrar pacientes con monoterapia basada en agonistas

dopaminérgicos, sin embargo, existen modelos murinos que describen el efecto

29



antiinflamatorio de estos farmacos. En un estudio, se indujo lesion de la SNpc en
ratones “wild type” (WT) mediante la administraciéon de 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine (MPTP) y posterior a la administracién de quinipirole (agonista
dopaminérgico de receptores D2R) y se observé disminucion de las citocinas IL-1p,
TNFa e IL-6 en muestras de tejido de SNpc (51).

El agonista dopaminérgico mas empleado en la actualidad es el pramipexol. Existen
estudios que demuestran el efecto antiinflamatorio de este farmaco en modelos
murinos. Uno de ellos demostré que durante la administracién simultanea de MPTP
y pramipexol, se presenté supervivencia de neuronas dopaminérgicas (tirosina
hidroxilasa+ (TH+)) en cortes de putamen y nucleo caudado debido a que el efecto
del téxico fue antagonizado por pramipexol (52). También se demostrd disminucién
significativa de edema subcutaneo, lesion tisular e infiltracion de neutroéfilos a las 24
horas de la administracion de pramipexol en ratas a las que se indujo previamente
inflamacion (53). Por otro lado, se ha demostrado el efecto antioxidante del
pramipexol en un cultivo de neuronas dopaminérgicas (MES 23.5) tratadas con 6-
hidroxi-dopamina (6-OHDA) (toxico que induce deplecion de neuronas
dopaminérgicas) y pramipexol, en las que se encontré incremento celular de
glutation, glutation peroxidasa y catalasa (54).

Ademas, el efecto antiinflamatorio del pramipexol ha sido demostrado en otras
patologias, como en un modelo de encefalitis autoinmune experimental (EAE), en
el que después de 40 dias de administracion de pramipexol 1mg/kg/dia, se observa
la disminucion en la produccion de citocinas proinflamatorias IL-17, IL-13 y TNFo en

nédulos linfaticos (55). En un modelo murino de depresion inducida por LPS, se
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encontré que la administracion de pramipexol en dosis de 1mg/kg/dia por 7 dias
disminuy6 las concentraciones plasmaticas de IL-1p y los sintomas relacionados
con la depresion (56).

Lo anteriormente mencionado demuestra que pramipexol cuenta con efectos
antinflamatorios tanto a nivel central como en células inmunes periféricas, que
podrian contrarrestar el efecto proinflamatorio del tratamiento con levodopa.

En la mayor parte de los pacientes con EP se administra tratamiento combinado, el
cual ha mostrado también efectos sobre las células inmunes periféricas como
disminucion de linfocitos CD4+CD25+ en pacientes con EP tratados con pramipexol
y levodopa. También se ha reportado un decremento en concentraciones
plasmaticas de TNFa, IL-6 e IL-8 (57). Otro estudio mostré que, en 56 pacientes
tratados con levodopa o agonistas dopaminérgicos, los fenotipos Th2 y Th1l7
periféricos se encuentran disminuidos; en cuanto al fenotipo Thl, no se encontraron
diferencias entre pacientes y controles (58). Finalmente, en un estudio mas, con
pacientes tratados con levodopa y pramipexol, se encontr6 que las células
CD11c+HLA-DR+ disminuyen con respecto a los controles y a los pacientes no
tratados (59). Lo anterior sugiere que el tratamiento combinado reduce la respuesta
proinflamatoria periférica en pacientes con EP.

El estudio de la respuesta inmune reguladora periférica en pacientes bajo
tratamiento ha sido escaso. Se ha descrito disfuncion de las células T reguladoras
a nivel periférico. Se conoce que estas células producen altas concentraciones de

catecolaminas (dopamina, noradrenalina y adrenalina). Se ha observado que las
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catecolaminas inducen la deplecion de células T reguladoras CD4+CD25+ mediante
un efecto autocrino/paracrino a través de receptores D1-like (43).

El estudio de las células reguladoras en pacientes con EP bajo tratamiento
dopaminérgico mostré que en pacientes que recibieron levodopa y pramipexol no
se encontraron diferencias en las células T reguladoras entre pacientes y controles
(58). Por otro lado, se encontré que las células T reguladoras activas y naive se
encontraron disminuidas en pacientes tratados con ambos farmacos comparados
contra controles (57). Este contraste coincide con lo que previamente fue
mencionado en pacientes sin tratamiento (60). Ademas, nuestro grupo de trabajo
encontré que, en pacientes sin tratamiento dopaminérgico, las subpoblaciones de
células T reguladoras clasicas, activadas y Trl estaban disminuidas respecto a los
controles y después de un afio, el tratamiento promovio la recuperacion de los
porcentajes de estas células (61). Finalmente, un estudio reciente demostré que las
células CD8+ reguladoras en sangre periférica son decrementadas por accion de
dopamina y por el agonista de receptores D1-like SKF-38393 (62).

Por tanto, se ha observado disfuncién de células T reguladoras en pacientes con
EP que podrian recuperarse posterior al tratamiento dopaminérgico, siendo una
clave importante para el control del proceso neuroinflamatorio y de la
neurodegeneracion.

Como se mencion6 con anterioridad, la estimulacién de receptores D1-like induce
deplecion de células reguladoras (43) y los receptores D2-like actian en forma
contraria a los primeros (44), por lo que, es posible que la proliferacion de células
reguladoras se incremente al estimular los receptores D2-like con pramipexol, ya

gue este farmaco es un agonista de este tipo de receptores.
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[I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La EP es uno de los trastornos neurodegenerativos mas frecuentes a nivel mundial,
con altos indices de discapacidad y deterioro en la calidad de vida en los pacientes
gue la padecen.

Se conoce que el proceso neurodegenerativo se relaciona en gran medida con la
neuroinflamacion y por ello el sistema inmune puede jugar un papel muy importante
en la patogenia de la enfermedad tanto a nivel central como periférico.

Se han descrito alteraciones inmunes periféricas en los pacientes con EP que
pudieran relacionarse con el tratamiento con levodopa y/o pramipexol que reciben
los pacientes para el control de su sintomatologia.

Sin embargo, aun no se han descrito ampliamente las modificaciones que lleven a
cabo los farmacos como levodopa o la combinacion de levodopa y pramipexol en
las poblaciones inmunes efectoras y reguladoras en estos pacientes, por lo que el
conocimiento de la accion de estos farmacos en el sistema inmune nos permitiria

regular la respuesta inflamatoria en beneficio de los pacientes con EP.

V. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ El tratamiento con levodopa o la combinacion levodopa y pramipexol en pacientes

con enfermedad de Parkinson modifica la respuesta inmune periférica?

V. JUSTIFICACION

La EP cuenta con una prevalencia mundial de 0.3% en pacientes mayores de 40
afios, con una incidencia anual de 8 a 18.6/100,000 personas. El tratamiento
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farmacologico ha mostrado eficacia en el control sintomatico de la enfermedad. Sin
embargo, actualmente se conoce que dicha patologia cuenta con una base
neuroinflamatoria, ademas de alteraciones en el sistema inmune periférico. A pesar
de que se ha determinado que el tratamiento dopaminérgico modifica las células del
sistema inmune periférico, no se ha demostrado el efecto de levodopa o la
combinacion de pramipexol y levodopa en la respuesta inflamatoria, lo que permitiria
el desarrollo de nuevas estrategias de tratamiento que actlen sobre la patogenia de

la enfermedad en estos pacientes.

VI.  HIPOTESIS
e Ha: EIl tratamiento combinado con pramipexol y levodopa incrementa la
respuesta inmune reguladora periférica, mientras que levodopa la disminuye

en pacientes con EP.

* Ho: El tratamiento combinado con pramipexol y levodopa no incrementa la
respuesta inmune reguladora periférica, mientras que levodopa no la

disminuye en pacientes con EP.

VIl.  OBJETIVOS

Objetivo general
e Determinar el efecto del tratamiento con levodopa o la combinacion de

pramipexol y levodopa en el estado clinico y en el perfil inmunolégico de

pacientes con EP a uno y dos afios de seguimiento.
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Objetivos especificos

Determinar el estado clinico de los pacientes con EP tratados con
pramipexol y/o levodopa a uno y dos afios de seguimiento.
Determinar los fenotipos de células proinflamatorias y reguladoras en
pacientes tratados con pramipexol y/o levodopa y controles a uno y
dos afios de seguimiento.

Determinar el perfil de citocinas reguladoras y efectoras en pacientes
tratados con pramipexol y/o levodopa y controles a uno y dos afos de
seguimiento.

Determinar la relaciébn que existe entre la dosis administrada de
pramipexol y/o levodopa, el estado clinico y el perfil inmunolégico en

pacientes y controles con seguimiento a uno y dos afnos.

VIll. MATERIAL Y METODOS

- Tipo de estudio

Se llevo a cabo un estudio piloto, observacional, descriptivo, longitudinal,

prospectivo, en una muestra de pacientes con EP tratados con pramipexol y/o

levodopa a uno y dos afios de seguimiento.

- Universo del estudio

Pacientes diagnosticados con EP en diversos estadios clinicos de la enfermedad

gue acudieron al Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia Manuel

Velasco Suarez.
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- Tamaio de muestra

Este estudio fue piloto por lo que el muestreo fue por conveniencia incluyendo
inicialmente a 33 pacientes y 22 controles, sin embargo, durante el seguimiento
hubo una considerable pérdida de sujetos de investigacion, por lo que se
seleccionaron 10 pacientes y 10 controles pareados por edad y sexo.

Los controles fueron sujetos adultos sin enfermedad de Parkinson u otras patologias
neuroldgicas que pudieran tener enfermedades crénico-degenerativas controladas
y que no tomaran antiinflamatorios esteroideos.

En la siguiente tabla se describen los criterios de seleccion de los pacientes.
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- Criterios de seleccion

Criterios de inclusiéon

Criterios de exclusioén

Criterios de

eliminacién

Mayores de 18 afios

Diagnostico de EP

idiopética en el INNN

Tratamiento con

pramipexol y/o levodopa

Parametros de laboratorio
(BH, QS, perfil hormonal,

perfil viral) normales

Firma de consentimiento

informado

Menores de edad

Negativa a participar en

el estudio

Comorbilidades croénico-
degenerativas no
controladas,
enfermedades
autoinmunes,
infecciosas o cancer
Tratamiento para otras
enfermedades
neuroldgicas distintas a

la EP.

Falta de continuidad en
el seguimiento del
estudio

Suspension de
tratamiento con
pramipexol y/o levodopa
Inicio de tratamiento con

esteroides
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- Variables del estudio

Variable Tipo Clasificacion Clasificacion
operacional estadistica

Dosis de Independiente 1.5-4.5 mg/dia Cuantitativa
pramipexol discreta
Dosis de Independiente 250-1000 mg/dia Cuantitativa
levodopa discreta
Estado clinico Dependiente UPDRS. Cualitativa
del paciente (ver Anexo B). Ordinal

Estados de Hoehny

Yahr

(ver Anexo C).
Fenotipo Dependiente % subpoblaciones de:  Cuantitativa
inmunoldgico de Linfocitos T continua
poblaciones reguladores
celulares CD8+ reguladores
periféricas Células B reguladoras

Monocitos clasicos, no

clasicos e intermedios

TH1

TH2

TH17

Células dendriticas
Perfil de Dependiente Concentracion Cuantitativa
citocinas plasmatica de : continua

Citocinas
proinflamatorias
IFNy, IL-1, IL-4, IL-12,

IL-6, IL13, IL-17A, GM-

CSF, TNFa.
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Citocinas
antiinflamatorias
IL-10, TGF-B e IL-35.

- Material y métodos especificos

Este estudio deriva de un protocolo de investigacién autorizado por el comité de
ética del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia Manuel Velasco Suérez
(Anexo D) en el que se analiz6 el perfil inmunoldgico en una cohorte de pacientes
con EP sin tratamiento. En el presente se estudiaron las variables ya mencionadas
en la misma cohorte de pacientes al afio y a los dos afios de haber iniciado el

tratamiento con levodopa y/o pramipexol.

Valoracion clinica

Los pacientes fueron tratados por dos afios con pramipexol y/o levodopa. Los
pacientes tratados con levodopa recibieron una dosis diaria en rango entre 250 —
1000 mg. Los pacientes tratados con pramipexol recibieron una dosis diaria de 1.5
a 4.5 mg. Se realizaron valoraciones clinicas en pacientes y controles al afio y a los
dos afios de seguimiento. Los pacientes fueron valorados con la escala Hoehn y
Yahr y tanto pacientes como controles fueron valorados con las escalas UPDRS,
Shwab-England (Anexo E) y el inventario de depresiéon de Beck (Anexo F). Se
obtuvieron muestras de sangre periférica de pacientes y controles en ambos
momentos del seguimiento y se determind perfil bioquimico, hormonal, biometria

hematica y marcadores de inflamacion aguda.
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Andlisis del fenotipo de poblaciones inmunorequladoras

En ambos momentos del seguimiento se obtuvieron muestras de sangre periférica
de pacientes y controles. Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC)
se obtuvieron por medio del gradiente de Ficoll-Hypaque.

Posteriormente, las células fueron marcadas con anticuerpos especificos para
determinar su inmunofenotipo.

El andlisis del fenotipo de las diferentes poblaciones inmunes se realiz6 por
citometria de flujo. Para el analisis de las células T reguladoras se definié una region
de la expresioén de los linfocitos CD4+ contra granularidad de los linfocitos. La misma
region se definié para el analisis de células CD8+. Para el analisis de la poblacion
correspondiente a las células B reguladoras se definié una regiéon en donde se
expresen las células B, igualmente, se definié una regién donde se expresan los
monocitos para su analisis y para el andlisis de células dendriticas se definié una
region que expresara éstas en un cuadrante talla contra granularidad.

La definicion de cada uno de los fenotipos estudiados se describe en la Tabla 1:

Tabla 1: Definicién de fenotipos analizados por citometria de flujo

Fenotipos reguladores

Células T reguladoras

Células T reguladoras supresoras CD4+CD25+FOXP3+CD127-
T regs activas CD4+CD45R0O+FOXP3H!

No T regs CD4+CD45R0O+FOXP3MED
Resting T regs CD4+CD45R0O-FOXP3tow
Trl CD4+CD25ML-10+

Th3 CD4+CD25""TGFp+

Células CD8+ reguladoras

CD8+ citoliticas CD8+CD56+CD161-

CD8+ regs CD8+CD28-FOXP3+

CD8+ funcionales CD8+CD45R0O+IL-10+CCR7+
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Células B reguladoras
Células plasmaticas

Células plasmaticas productoras de IL-

10

B regs funcionales

B regs funcionales productoras d IL-10
Células B regs

Células dendriticas tolerogénicas
B7.H1+DCs

CD19-CD138+
CD19-CD138+IL10+

CD24+CD38+
CD24+CD38+IL10+
CD19+CD5+CD1d+FOXP3+IL10+

CD11c+B7.H1

SLAM 1+ DCs CD11c+SLAM 1+

ILT3+ DCs CD11c+ILT3+

CD205+ DCs CD11c+CD205+
Monocitos

Monocitos no clasicos CD16+CD14toW

Monocitos no clasicos productores de
IL-12

Monocitos no clasicos con expresion
de HLA-DR

Monocitos no clasicos productores de
IL-10

Monocitos intermedios

Monocitos intermedios productores de
IL-12

Monocitos intermedios con expresion
de HLA-DR

Monocitos intermedios productores de
IL-10

Monocitos clasicos

Monocitos clasicos productores de IL-
12

Monocitos clasicos con expresion de
HLA-DR

Monocitos clasicos productores de IL-
10

Monocitos M1-like

Monocitos M2-like

CD16+CD14L°VIL12+
CD16+CD14"OWVHLA-DR+
CD16+CD14OW|L10+

CD16+CD14H!
CD16+CD14HL-12+

CD16+CD14"HLA-DR+
CD16+CD14HL-10+

CD16-CD14
CD16-CD14ML-12+

CD16-CD14""HLA-DR+
CD16-CD14MIL-10+
CD16"'CD14"'CD163"°WHLA-
DRHIL12+

CD16*°VCD14"'CD163"'HL-DRMOWIL-
10+

Fenotipos proinflamatorios

Células dendritics activas
HLA-DR+ DCs

CD40+ DCs

CD86+ DCs

CD80+ DCs

Células T CD4+ proinflamatorias
Células Th1l productoras de IFNy

CD11lc+HLA-DR+
CD11c+CD40+
CD11c+CD86+
CD11c+CD80+

CD4+Tbet+IFNy+



Células Thl productoras de TNFa CD4+Thbet+TNFo+

Células Th2 productoras de IL-13 CD4+GATA3+IL-13+
Células Th2 productoras de IL-4 CD4+GATAS3+IL-4+
Células Th17 productoras de IL-17 CD4+RORy+IL-17+
Células Th17 productoras de IL-6 CD4+RORy+IL-6+

Andlisis del perfil de citocinas

Para analizar la respuesta proinflamatoria periférica se midieron las siguientes
citocinas por ELISA: TNFa, IFNy, IL-12p70, IL-1p, IL-4, IL13, IL-6 e IL-17A. También

se analizaron las citocinas antiinflamatorias I1L-10, TGF-$ e IL-35.

- Andlisis estadistico

Se realizé el analisis descriptivo de las variables demograficas de pacientes y
controles. Se determinaron las frecuencias de género, edad, comorbilidades,
sindrome clinico y el tratamiento antiparkinsoniano. Se determin6 la media y
desviacion estandar de las puntuaciones de las escalas UPDRS, Hoehn y Yahr
Shwab-England y el inventario de depresidbn de Beck, fenotipos inmunes
reguladores y efectores y citocinas plasmaticas. Se realiz6 la prueba de normalidad
Shapiro-Wilk para cada variable y para el andlisis bivariado se realiz6 t de Student
pareada o0 no pareada o U de Mann-Whithey o prueba de Wilcoxon segun
correspondiera. Finalmente se realizaron correlaciones entre los fenotipos inmunes,
el perfil de citocinas, el estado clinico de los pacientes (por Hoehn y Yahr y UPDRS)
y la dosis de los farmacos recibida. Para el andlisis estadistico se utiliz6 el programa

Graph Pad Prism 7.
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IX. RESULTADOS

- Valoracion clinica

Los resultados de las variables demograficas y las comorbilidades de pacientes y
controles, asi como los sintomas no motores en pacientes se muestran en la Tabla
2. En cuanto al tratamiento otorgado a los pacientes, al afio, 33.33% tomaban
Unicamente pramipexol, 38.09% uUnicamente levodopa y 28.57% tomaban la
combinacion de ambos farmacos. A los dos afios de seguimiento se observo que
los pacientes que Unicamente recibieron pramipexol representaron soélo el 20%,
mientras que 40% tomaron sélo levodopa y el otro 40% la combinacion de ambos
farmacos.

- Determinacién de escalas durante el seguimiento en pacientes y

controles

La parte | de la escala UPDRS mostr6 incremento significativo en pacientes
respecto a controles al afio y a los dos afios de seguimiento. Por otra parte, las
escalas UPDRS II, lll y Total, asi como Shwab-England mostraron incremento
significativo en pacientes respecto a controles a la inclusion, al afio y a los dos afios
de seguimiento (Figura 10).

No se encontraron diferencias significativas entre pacientes y controles en la
determinacién de la escala UPDRS IV y el inventario de depresion de Beck ni a la

inclusion, al afio o a los dos afios de seguimiento.
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- Determinacion de escalas entre pacientes durante el seguimiento

Respecto a la escala Hoehn y Yahr, no se encontraron diferencias significativas
entre los pacientes a la inclusion, al afio o a los dos afios de seguimiento (2.5+0.816,
1.7+£1.398 y 2.05+0.985, p = 0.104, p = 0.171, p = 0.569 respectivamente). En las
escalas UPDRS Il y UPDRS Total se observo disminucion significativa en la escala
entre pacientes a la inclusion y a los dos afios de seguimiento (Figura 10).

Para analizar de forma mas detallada el efecto del tratamiento en los pacientes a lo
largo del seguimiento se llevo a cabo la estratificacion de estos de acuerdo con el
tratamiento recibido (levodopa y la combinacién de pramipexol con levodopa o solo
pramipexol). En cuanto al analisis de las escalas estratificadas por tratamiento
(Hoehn y Yahr, UPDRS I, UPDRS II, UPDRS Ill, UPDRS Total y Shwab-England),
se encontré incremento de la puntuacion de estas entre pacientes y controles, sin
embargo, no se encontraron diferencias entre tratamientos (Figura 11).

No se encontraron diferencias significativas entre pacientes en las escalas UPDRS

IV y el inventario de depresion de Beck.
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Tabla 2: Variables clinicas, sintomas asociados a la Enfermedad de Parkinson y comorbilidades.

Inclusioén 1 afo 2 anos

Controles Pacientes Controles Pacientes Controles Pacientes

(n =10) (n =10) (n =10) (n =10) (n = 10) (n =10)
Edad”™ 55+11.60 55+10.93 55.5+11.73 56.6+11.15 56.42+10.35 57.6+11.22
Valor de p para 0.860 0.833 0.814
Edad
Hombre:Mujer ¥ 50:50 50:50 50:50 50:50 50:50 50:50
indice de masa 26.54+4 51 27.16+5.92 27.55+4.58 27.13+3.62 27.17+4.38 26.87+5.68
corporal (IMC)A
Valor de p para IMC 0.795 0.548 0.963
Tiempo de NA 3.67+2.5 NA 4.67+2.5 NA 5.56+2.65
evolucion de los
sintomas”?

Sintomas no motores¥

Sialorrea NA 20 NA 40 NA 40
Alteraciones del NA 50 NA 40 NA 40
suefo
Hiposmia NA 50 NA 20 NA 20
Constipacion NA 20 NA 30 NA 30
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Comorbilidades¥

Diabetes mellitus 0 20 20 0 20 0
tipo 2

Hipertension 10 30 20 30 20 30
arterial sistémica

Dislipidemia 10 10 20 10 20 10
Sindrome NA 70:30 NA 80:20 NA 70:30

tremoérico:acinético¥

ADatos expresados como el valor promedio + DE; ¥Datos expresados como porcentaje (%)
NA: No Aplica



Figura 10: Valoracion mediante escalas durante el seguimiento
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Figura 10. Escalas durante el seguimiento en pacientes y controles Media con rango de las escalas H&Y, UPDRS |, UPDRS
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Las diferencias significativas se muestran con el valor de p. 47



Figura 11: Escalas estratificadas por tratamiento
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Figura 11. Escalas estratificadas por tratamiento. Media con rango de las escalas H&Y, UPDRS |, UPDRS II, UPDRS lIlI,
UPDRS IV, UPDRS Total y escala de Shwab-England e inventario de depresion de Beck entre pacientes estratificados por
tratamiento (levodopa o pramipexol y levodopa).

Las diferencias significativas se muestran con el valor de p.
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- Poblaciones inmunes reguladoras entre pacientes y controles alo largo

del seguimiento

El andlisis de poblaciones reguladoras (células T reguladoras, células CD8+
reguladoras, células B reguladoras y células dendriticas tolerogénicas) entre
pacientes y controles Unicamente demostré disminucion significativa de las células
T reguladoras activadas y las células Trl en pacientes respecto a controles a la
inclusion (Figura 12a). En el seguimiento no se observaron diferencias significativas
entre pacientes y controles en estas poblaciones celulares.

El resto de las poblaciones reguladoras analizadas no mostré diferencias
significativas entre pacientes y controles durante el seguimiento

- Poblaciones inmunes reguladoras en el seguimiento de pacientes

El andlisis de subpoblaciones de células T reguladoras arrojé que el porcentaje de
células T reguladoras activas incrementa significativamente en los pacientes al afio
y a los dos afios de seguimiento comparados con la inclusion. Las células Trl
incrementaron en pacientes al afio de seguimiento respecto a la inclusion. Por el
contrario, las células Th3, disminuyen en pacientes a los dos afios de seguimiento
comparadas con las células a la inclusién y al afio de seguimiento (Figura 12a). La
estratificacion de pacientes por tratamiento recibido mostré decremento significativo
en las células Th3 de pacientes tratados con pramipexol o la combinacion de
pramipexol y levodopa a los dos afios de seguimiento comparados con el afio de
seguimiento (Figura 12b). Ademas, se encontr6 una correlacion negativa
estadisticamente significativa entre el porcentaje de células Th3 y la dosis diaria de

pramipexol recibida (Figura 12c).
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El analisis de las células CD8+ reguladoras, mostrd que la subpoblacién de células
CD8+regs (CD8+CD28-FOXP3+) incremento significativamente en pacientes al afio
de seguimiento respecto a la inclusion. Sin embargo, a los dos afios de seguimiento,
esta subpoblacion disminuyd significativamente respecto a la inclusion y el afio de
seguimiento (Figura 13a). El andlisis estratificado mostré que en ambos grupos de
tratamiento (levodopa y la combinacién de levodopa y pramipexol), las células
CD8regs disminuyeron a los dos afos respecto al afio de tratamiento (Figura 13b).
En cuanto a las subpoblaciones de células B, las células plasmaticas y las células
B funcionales disminuyeron en pacientes a los dos afios de seguimiento respecto a
la inclusibn y el afio de seguimiento. Las células Bregs disminuyeron
significativamente en pacientes al afio y a los dos afios de seguimiento respecto a
la inclusion (Figura 14a). El analisis estratificado por tratamiento mostré que en los
pacientes que recibieron la combinacion de farmacos al afio de seguimiento tuvieron
un incremento significativo de las células B funcionales respecto a aquellos tratados
con levodopa; sin embargo, bajo tratamiento con la combinacion, a los dos afios de
seguimiento se observé disminucidén significativa del porcentaje de esta
subpoblacion respecto al afio de tratamiento (Figura 14b).

Las células dendriticas tolerogénicas mostraron que la subpoblacién de células
CD11c+B7.H1+ incrementaron en pacientes al afio de seguimiento respecto a la
inclusion. Las células CD11c+ ILT3+ incrementaron en pacientes a los dos afios de
seguimiento respecto a la inclusién (Figura 15a). El andlisis por grupos de
tratamiento mostré que las células CD11c+SLAM1F+ disminuyeron a los dos afios
en pacientes tratados con levodopa respecto a controles. Estas células

incrementaron en pacientes tratados con pramipexol o la combinacion respecto a
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los pacientes tratados con levodopa igualmente a los dos afios de seguimiento
(Figura 15b).
El analisis de otras poblaciones reguladoras no mostrd diferencias significativas

durante el seguimiento (Figuras 12 a 15).
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Figura 12: Células T reguladoras

Figura 12a: Células T reguladoras durante el seguimiento
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Figura 13: Células CD8 reguladoras

Figura 13a: Células CD8 reguladoras durante el seguimiento
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Figura 14: Células B reguladoras

Figura 14a: Células B reguladoras durante el seguimiento
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Figura 14b: Células B reguladoras estratificadas por tratamiento
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Figura 15: Células Dendriticas tolerogénicas
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- Poblaciones inmunes proinflamatorias entre pacientes y controles a lo

largo del seguimiento.

Se encontré incremento significativo en células Th2 productoras de IL-13 y
productoras de IL-4 en pacientes respecto a controles a la inclusion. Por otra parte,
se encontré incremento significativo en células Th1l7 productoras de IL-6 en
pacientes respecto a controles a un afio de seguimiento (Figuras 16y 17).

- Poblaciones inmunes proinflamatorias en el seguimiento de pacientes

El andlisis de las células Thl productoras de IFNy mostré decremento significativo
en pacientes a los dos afios de seguimiento respecto a la inclusion. En cuanto a las
células Thl productoras de TNFa, se encontré decremento de éstas en pacientes a
los dos afios de seguimiento comparados con el afio de seguimiento (Figura 16a),
asi mismo, estas células disminuyeron en pacientes tratados con pramipexol o la
combinacion de farmacos a los dos afios comparados con el afio de seguimiento
(Figura 16b).

Los linfocitos Th2 productores de IL-13 disminuyeron en pacientes a los dos afios
de seguimiento respecto a la inclusion (Figura 16c).

Las células Th17 productoras de IL-17 disminuyeron en pacientes a los dos afios
de seguimiento respecto a la inclusién y al afio de seguimiento. Las células Th17
productoras de IL-6 disminuyeron en pacientes a los dos afos de seguimiento en
comparacion con el afio de seguimiento (Figura 17a). Estas células incrementan
bajo tratamiento con pramipexol o la combinacion de farmacos respecto a controles

al aflo de seguimiento (Figura 17b).
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Finalmente, las células dendriticas HLA-DR+ incrementaron significativamente al
afo y a los dos afios de seguimiento respecto a la inclusiéon (Figura 17c). También
se encontrd una correlacion positiva entre el porcentaje de estas células y la dosis
de levodopa diaria que recibieron los pacientes (Figura 17d).

El analisis de otras poblaciones de células dendriticas activas no mostré diferencias

significativas durante el seguimiento (Tabla 3).

Figura 16: Poblaciones inmunes proinflamatorias

Figura 16b: Células Th1
estratificadas por tratamiento
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Figura 17: Poblaciones inmunes proinflamatorias

Figura 17a: Células Th17 durante el seguimiento Figura 17b: Células Th17 estratificadas por
tratamiento
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- Monocitos en pacientes y controles durante el seguimiento

La comparacion entre pacientes y controles mostré incremento significativo en
monocitos no clasicos totales, monocitos clasicos productores de IL-12 y monocitos
clasicos que expresan HLA-DR a los dos afios de seguimiento (Figura 18 y Figura
19).

- Monocitos en pacientes a lo largo del seguimiento

Se realizo el analisis de poblaciones de monocitos no clasicos, intermedios y
clasicos y sus subpoblaciones productoras de IL-12, HLA-DR e IL-10.

El andlisis de monocitos no clasicos mostré que estas células incrementan en
pacientes a los dos afios de seguimiento comparadas con la inclusion (Figura 18a).
Esta poblacién incrementa al afio de seguimiento en pacientes tratados con
pramipexol o la combinacién de farmacos al afio de seguimiento en comparacion
con controles (Figura 18b). Los monocitos no clasicos productores de IL-12
incrementan en pacientes tratados con la combinacion en comparacién con los
controles al afio de tratamiento (Figura 18b). Los monocitos no clasicos HLA-DR+
incrementan a los dos afios de seguimiento en pacientes tratados con levodopa
respecto a los tratados con pramipexol o la combinacién (Figura 18b).

Por otra parte, los monocitos intermedios y los monocitos intermedios HLA-DR+
disminuyeron en pacientes tratados con pramipexol o la combinacién de farmacos
respecto a los tratados con levodopa al afio de seguimiento (Figura 19).

Los monocitos clasicos totales y los monocitos clasicos que expresan HLA-DR
incrementaron significativamente en pacientes al afio y a los dos afos de

seguimiento respecto a la inclusion. Los monocitos cléasicos productores de IL-10
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incrementaron en pacientes a los 2 afios de seguimiento respecto a la inclusion y al
afio de seguimiento (Figura 20a). En pacientes tratados con levodopa a los dos afios
comparados contra controles incrementaron los monocitos clasicos totales, HLA-
DR+ e IL-10+ (Figura 20b). Se encontré una correlacion negativa y estadisticamente
significativa entre los monocitos clasicos totales y la dosis diaria de pramipexol
recibida por los pacientes (Figura 20c).

Finalmente, los monocitos M2-like y M1-like incrementaron en pacientes a los dos
afios de seguimiento respecto a la inclusién (Figura 2l1a) y se encontré una
correlacion significativa y negativa entre estas células y la dosis de pramipexol que
recibieron los pacientes (Figura 21Db).

El andlisis de otras subpoblaciones de monocitos no mostr6 diferencias

significativas durante el seguimiento (Tabla 4).

60



Figura 18: Monocitos no clasicos

Figura 18a: Monocitos no clasicos durante el seguimiento
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Figura 18a: Monocitos no clasicos estratificados por tratamiento
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Figura 18. Monocitos no clasicos. 18a. Media con rango de monocitos no clasicos totales. 18b. Medias con rango de
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Figura 19: Monocitos intermedios estratificados por tratamiento
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Figura 20: Monocitos clasicos

Figura 20a: Monocitos clasicos durante el seguimiento
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Figura 20c: Correlaciones entre monocitos clasicos y dosis de tratamiento
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Figura 20. Monocitos clasicos. 20a. Media con rango de monocitos clasicos totales, IL-12+, HLA-DR+ e IL-10+ durante el seguimiento. 20b. Media con rango de monocitos clasicos
totales, IL-12+, HLA-DR+ e IL-10+ estratificados por tratamiento. 20c. Correlaciones entre monocitos clasicos y monocitos clasicos HLA-DR+ con la dosis diaria de tratamiento. Las
diferencias significativas se muestran con el valor de p.



Figura 21: Monocitos M1-like y M2-like

Figura 21a: Monocitos M1-like y M2-like durante el seguimiento
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Figura 21b: Correlacion de monocitos M1-like y dosis diaria del tratamiento.
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Tabla 3: Células dendriticas activas

Ctrl inc* PD inc* Ctrl 1 afio* PD 1 afio* Ctrl 2 afios*  PD 2 afios* + ++ +++ ++++ +H+++
HLA-DR+ DCs 48.96+14.92  38.13+18.8 58.01+16.36  58.02+17.7 57+12 64.74+14.17 0.171 0.998 0.215 0.005 0.005 0.392
CD40+ DCs 4.239+3.077  7.95+8.416 13.62+17.15 9.324+7.156 5.538+4.487 7.017+5.461 0.573 0.912 0.526 0.641 0.812 0.417
CD86+ DCs 56+14.92 49.52+22.19 64.79+18.31 57.13+22.59 62.57+10.39 63.96+16.14 0.469 0.415 0.824 0.329 0.293 0.617
CD80+ DCs 21.83+£10.48 17.92+7.842 32.58+17.65 27.67+12.13 18.72+13.11 31.49+15.87 0.394 0.478 0.072 0.088 0.132 0.437

+ valor de p para Ctrl vs PD a la inclusion
++ valor de p para Ctrl vs PD al afio de seguimiento

+++ valor de p para Ctrl vs PD a los dos afios de seguimiento

++++ valor de p para PD inc vs PD al afio de seguimiento
+++++ valor de p para PD inc vs PD a los 2 afios de seguimiento
++++++ valor de p para PD 1 afio vs PD 2 afios
*Datos expresados como media + DE.
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Tabla 4: Subpoblaciones de monocitos

Ctrl inc*

PD inc*

Ctrl 1 year*

PD 1 year*

Ctrl 2 years*

PD 2 years*

++

+++

++++

+++++

++++++

IL-12 producers’ Non-
classical monocytes
HLA-DR producers’
Non-classical
monocytes

IL-10 producers’ Non-
classical monocytes
Intermediate
monocytes

IL-12 producers’
Intermediate
monocytes

HLA-DR producers’
Intermediate
monocytes

IL-10 producers’
Intermediate
monocytes

0.324+0.322

1.15+0.766

1.041+0.938

3.43+2.117

0.253+0.143

3.352+2.082

2.256+2.16

0.514+0.430

0.860+0.782

1.639+1.258

2.71+£2.235

0.528+0.455

2.671+2.246

1.336+1.584

0.318+0.161

1.418+0.752

1.387+0.610

5.183+4.551

1.052+1.265

5.151+4.532

3.337+3.115

0.834+0.801

2.007+1.094

1.835+1.122

5.476+4.501

0.867+0.483

5.453+4.487

3+2.943

0.343+0.46

1.166+0.683

1.996+1.001

4.391+2.837

0.592+0.344

4.279+2.812

2.991+2.294

0.254+0.141

1.407+0.606

2.568+1.644

4.921+3.276

0.742+0.589

4.749+3.197

2.395+1.786

0.277

0.497

0.244

0.480

0.086

0.501

0.315

0.062

0.185

0.281

0.905

0.720

0.968

0.684

0.616

0.413

0.630

0.703

0.497

0.731

0.525

0.945

0.109

0.668

0.173

0.351

0.167

0.275

0.130

0.130

0.232

0.080

0.378

0.100

0.131

0.071

0.228

0.275

0.726

0.610

0.696

0.999

+ valor de p para Ctrl vs PD a la inclusion
++ valor de p para Ctrl vs PD al afio de seguimiento

+++ valor de p para Ctrl vs PD a los dos afios de seguimiento

++++ valor de p para PD inc vs PD al afio de seguimiento
+++++ valor de p para PD inc vs PD a los 2 afios de seguimiento
++++++ valor de p para PD 1 afio vs PD 2 afios
*Datos expresados como media + DE.
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- Citocinas plasmaticas estratificadas por grupo de tratamiento

En cuanto al andlisis de citocinas plasmaticas se encontré incremento de IFNy e IL-
17 en pacientes respecto a controles al afio de seguimiento. La concentracion de
IL-13 y de TGFp disminuy6 en pacientes respecto a controles al afio de seguimiento
(Tabla 5).

Se realiz6 el andlisis de citocinas plasmaticas al afio de seguimiento entre los dos
grupos de tratamiento: pacientes tratados con levodopa y pacientes tratados con
pramipexol o la combinacién de pramipexol y levodopa. En cuanto a las citocinas
proinflamatorias, se encontré que IFNy incrementa en pacientes de ambos grupos
respecto a controles. La concentracién de IL-17 incrementa igualmente en ambos
grupos de pacientes respecto a controles (Figura 22). En cuanto a las citocinas
antiinflamatorias se encontr6 que las concentraciones de TGFB disminuyen en
pacientes tratados con la combinacion respecto a los controles (Figura 22). El
analisis del resto de las citocinas no mostro diferencias significativas entre ambos

grupos.

Figura 22: Citocinas plasmaticas estratificadas por tratamiento
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Figura 22: Citocinas plasmaticas. Concentracion plasmatica [pg/mL] de IFNy, IL-17A'y TGFp de pacientes y controles estratificados por

tratamiento al afio se seguimiento. Diferencias estadisticamente significativas se muestran con el valor de p. 67



Tabla 5: Citocinas plasmaticas

Ctrl inc* PD inc* Ctrl 1 year* PD 1 year* + ++ +++
Citocinas proinflamatorias
TNFa 20.95+24.88 16.43+10.44  5.95+2.123 16.21+25.74 0.516 0.510 0.322
IFNy 3.428+2.168 5.816+7.308 0.533+0.661 5.531+3.71 0.836 <0.0001  0.557
IL-12p70 0 0 0 0 ND ND ND
IL-13 0 0.471+1.071  20.76%£20.78 2.334+£5.552 0.474 0.031 0.500
IL-4 0.516+1.89 0.036+0.115 1.012+3.035 4.49+13.26 0.474 0.861 0.500
IL-18 0 0 0 0 ND ND ND
IL-17 1954+1486 201841335 5.578+5.097 1539+1431 0.920 0.005 0.553
IL-6 0 0 0.443+1.33 8.369+22.39 0.999 0.500 0.500
Citocinas antiinflamatorias
IL-10 2.147+1.009 2.593+1.182  2.303+0.671 2.978+2.026 0.376 0.617 0.492
TGFB 3704+1476 4547+416.6 4645+2091 4287+340.4 0.481 0.017 0.322
IL-35 6.683+£18.97 0.964+3.05 12.01+21.9 13.42+40.32 0.737 0.759 0.750

+ valor de p Ctrl vs PD a la inclusién

++ valor de p Ctrl vs PD al afio de seguimiento

+++ valor de p PD inc vs PD al afio

ND: No Determinado
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X. DISCUSION

La finalidad de este estudio fue determinar la respuesta clinica e inmunolégica en
una cohorte de pacientes tratados con levodopa y/o pramipexol al afio y a los dos
afos de haber iniciado dicho manejo y la comparaciéon de estos contra controles
pareados por edad y sexo.

La valoracion clinica mediante la determinacion de escalas demostré que los
pacientes cursan con puntajes significativamente mas altos en la escala UPDRS y
Shwab-England respecto a los controles, lo que sugiere que, en una valoracion
integral, como ofrece el UPDRS los pacientes muestran mayor deterioro en el
estado cognitivo y sus actividades de la vida diaria (UPDRS |y Il) en comparacion
con controles sin patologia (11). Por otra parte, la escala Shwab-England, es una
herramienta mediante la que se asienta la pérdida de la independencia y de las
actividades de la vida diaria en los pacientes con enfermedad de Parkinson. En este
estudio, el incremento de su puntuacidén en pacientes contra controles concuerda
con lo encontrado en el UPDRS 1I; los pacientes con enfermedad de Parkinson
cursan con pérdida de la capacidad de realizar actividades de la vida diaria y de su
independencia (63).

En cuanto a la respuesta clinica en el seguimiento de pacientes, se encontré mejoria
en el UPDRS Total y la parte motora de éste después de dos afios de seguimiento,
ademas en esta cohorte, la ausencia de diferencias significativas entre tratamientos
en la escala Hoehn y Yahr, UPDRS y Shwab-England sugieren eficacia similar de
ambos farmacos, a pesar de que la literatura reporta que levodopa es mas efectivo

gue pramipexol en el control de los sintomas motores de pacientes con EP (64). Por
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otra parte, después de dos afios de seguimiento, encontramos que los pacientes
permanecieron con una puntuacién en Hoehn y Yahr menor de 3, lo que sugiere
gue el tratamiento logr6 mantener la estabilidad en la sintomatologia de los
pacientes y disminuy6 el riesgo de progresion a demencia (12).

Este estudio sugiere que levodopa y la combinacién de pramipexol y levodopa
ejercen efecto en células inmunes a nivel periférico. Sin embargo, dada la
administracion conjunta de levodopa y carbidopa (inhibidor de la descarboxilasa de
L-DOPA periférica), podria pensarse que no puede existir efecto de este farmaco a
nivel periférico. Se ha encontrado que, posterior a la administracién de 500 mg de
levodopa, se detectan niveles plasmaticos de dopamina de 3.08+0.40 ng/mL, lo que
pudiera ejercer el efecto que hemos descrito en las células de la respuesta inmune
(65).

El hallazgo de decremento de células T reguladoras (Tregs activas y Trl) en
pacientes comparados con controles Unicamente a la inclusion sugiere que el
tratamiento dopaminérgico (levodopa y/o pramipexol) pudiera ocasionar
recuperacién de estas células hacia niveles comparables con controles sin la
patologia neurodegenerativa. Este resultado podria relacionarse con el tratamiento
con pramipexol, ya que, de acuerdo con lo encontrado por Izumi y colaboradores en
2007, el pramipexol disminuye la muerte neuronal al reducir el contenido intracelular
de dopamina (66). Es posible que el incremento en células Tregs activas y Trl se
deba a la disminucion de la concentracion intracelular de dopamina, como sugiere
zumi, 2007.

El incremento de células T reguladoras activas y TR1 en pacientes bajo tratamiento

podria sugerir que la estimulacion de receptores D2/D3 por pramipexol incremento
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estas poblaciones reguladoras, como ha sido descrito por Levite en 2012 (46), sin
embargo, interesantemente, observamos el comportamiento contrario en las células
Th3, que disminuyen en pacientes tratados con pramipexol. Es posible, que, de
acuerdo con la teoria de Cosentino, et al, 2007 (43), la estimulacién de receptores
dopaminérgicos D2/D3 incremente la accion autocrina/paracrina de la dopamina en
estas células (particularmente en receptores D1), lo que ocasionaria decremento
paradojico de este fenotipo y su produccion de TGF como fue encontrado en dicho
estudio.

Existen escasos estudios que reporten el comportamiento de otras poblaciones
reguladoras, sin embargo, Nasi y cols. en 2019 reportaron que el tratamiento con
un agonista D1 decrement6 las células CD8+ reguladoras (62), lo que concuerda
con lo encontrado en nuestro estudio. Ademas, también se ha observado que el
tratamiento con carbidopa (un inhibidor de L-DOPA descarboxilasa periférica) que
es coadministrado con levodopa bloquea la expresion de CD25 y CD69 en linfocitos
T CD4+ y CD8+; inhibiendo de esta forma su proliferacion (50). Este mecanismo
pudiera explicar la disminucién de linfocitos T CD8+ reguladores.

En cuanto a las células B reguladoras, la disminucion de sus subpoblaciones
(células plasmaéticas, Bregs y células B funcionales) puede explicarse por el efecto
de la levodopa (las células B funcionales de pacientes tratados solo con levodopa
disminuyeron al afio en comparacion con los pacientes tratados con la combinacion
de farmacos) sobre receptores D1-like, que ha demostrado decremento de

poblaciones reguladoras y de la secrecion de IL-10 por éstas (46).
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El estudio de las células dendriticas en la enfermedad de Parkinson ha sido escaso,
en particular en cuanto a fenotipos tolerogénicos, sin embargo, se ha reportado en
un modelo murino de EP, que la estimulacion de células dendriticas de médula 6sea
con GM-CSF incrementa su diferenciacion hacia poblaciones reguladoras que
inducen la activacion de linfocitos T reguladores (67). En nuestros hallazgos, el
incremento de células dendriticas SALM1F+ se asocié al tratamiento combinado
con pramipexol, lo que sugiere que el efecto previamente descrito pudiese darse
también con este agonista dopaminérgico. Por otra parte, se sabe que las células
dendriticas tolerogénicas, como aquellas que expresan ILT3 incrementen la
induccién de linfocitos T reguladores (68). De esta forma se podria relacionar el
incremento encontrado en las células dendriticas tolerogénicas ILT3+ y el aumento
de células Tregs activas y Trl.

Durante el seguimiento de pacientes, las subpoblaciones de células Thl
disminuyeron durante el seguimiento, en particular las productoras de TNFa
tratadas con la combinacion de farmacos, lo que sugiere que este fendmeno puede
relacionarse con un efecto del pramipexol, ya que la estimulacion de receptores
D2/D3 disminuye las poblaciones inmunes efectoras periféricas (46).

A la inclusién, las células Th2 productoras de IL-13 e IL-4 incrementaron en
pacientes respecto a controles, contrario a lo reportado por Baba y colaboradores
en 2005, quienes encontraron disminucion de células Th2 productoras de IL-4
comparadas con células Thl productoras de IFNy en pacientes con EP, aunque

cabe mencionar que los pacientes de su cohorte fueron tratados con levodopa y
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agonistas dopaminérgicos y a la inclusién, nuestros pacientes fueron virgenes al
tratamiento (39).

Las células Th2 productoras de IL-13 disminuyeron durante el seguimiento en
pacientes a los dos afos, lo que concuerda con el estudio de Baba, 2005
previamente mencionado, donde, en pacientes tratados con levodopa y agonistas
dopaminérgicos las subpoblaciones de células Th2 disminuyeron (39).

Por otra parte, las células Thl7 productoras de IL-6 incrementaron en pacientes
respecto a controles al afio de iniciar tratamiento dopaminérgico. Este fenémeno
puede ser explicado por la teoria de Contreras, 2006 (69), en donde se observé que
la estimulacién de receptores dopaminérgicos en células Th naive dirige su
diferenciacion y proliferacion hacia un fenotipo Th17.

Existen pocos estudios que reconozcan la produccion de IL-6 por parte de células
Th17. Se sabe que estas células requieren IL-6 para su diferenciacidén. Sin embargo,
en un modelo experimental de formacién de granuloma por paracoccidiodomicosis
se encontr6 que la ausencia de IL-6 producida por células Th17 incrementa el riesgo
de produccién del granuloma. Lo anterior sugiere que IL-6 producida por células
Th17 es importante en el control de infecciones cronicas (70).

De forma interesante encontramos que las subpoblaciones de células Thl7
disminuyeron durante el seguimiento. Anteriormente se habia propuesto que la
estimulacién dopaminérgica por receptores D3 incrementa la diferenciacion y
proliferacion de células Th17 (69); sin embargo, nuestros resultados sugieren que
el incremento intracelular de dopamina pudiera ser deletéreo para estas células, ya

gue altas concentraciones de este neurotransmisor provocan estrés oxidativo al ser
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metabolizado por la MAO, produciendo H202 y esto explicaria el decremento
después de dos afios de tratamiento dopaminérgico (71).

Por otra parte, nuestros hallazgos en cuanto a la disminucién de células Th2 'y Th17
estan en concordancia con lo descrito por Kustrimovic, 2018 (58), donde explica que
este decremento puede deberse a una parcializacion de la respuesta Thl en
pacientes con enfermedad de Parkinson, teoria igualmente propuesta por Baba,
2005 (39).

Las células dendriticas proinflamatorias HLA-DR+ incrementan durante el
seguimiento y proporcionalmente con la dosis de levodopa administrada en nuestro
estudio. Este resultado contradice el hallazgo de Ciamarella en 2013, donde
encontraron dichas células disminuidas en pacientes tratados con la combinacién
de levodopa y agonistas dopaminérgicos (59), lo que sugiere que, en nuestro
hallazgo, su incremento pudiera estar relacionado con la administracion de
levodopa, dada la correlacion positiva y significativa que describimos.

El incremento de monocitos no clasicos y subpoblaciones de monocitos clasicos en
pacientes después de dos afios de tratamiento sugiere que el tratamiento
dopaminérgico estimula la proliferacion de estas células. En 2014, Grozdanov
encontré incremento de monocitos clasicos con alta expresion de la via FAS en
pacientes con enfermedad de Parkinson tratados con levodopa. Al inhibir esta via
el radio monocitos no clasicos:monocitos clasicos increment6 (72). Ademas, en el
estudio de Macchi y cols. en 2015 se asocio la presencia de incremento de la via
FAS en monocitos con disminucion de los niveles periféricos de dopamina (73). Por
tanto, en nuestro estudio, el incremento de poblaciones de monocitos clasicos

puede ser explicado por la sustitucion de la ausencia de dopamina en pacientes
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tratados durante el seguimiento y la inhibicion de la via FAS en estas células
explicaria el incremento de monocitos no clasicos.

Retomando los hallazgos de Grozdanov, 2014 y Macchi, 2015 (72)(73), el
incremento en los monocitos no clasicos puede deberse a la inhibicion de la via
FAS/FASL por la sustitucibn de dopamina en estas células con el tratamiento
dopaminérgico. Por otro lado, el hallazgo de incremento en monocitos clasicos
asociado a tratamiento con levodopa igualmente es concordante con el estudio de
Grozdanov (67), quien describi6 este fendmeno en pacientes tratados con levodopa
y agonistas dopaminérgicos; por lo que se puede sugerir que el tratamiento con
levodopa incrementa los monocitos clasicos periféricos, al igual que nuestro
hallazgo en monocitos intermedios. Por otra parte, el incremento en monocitos M1-
like se relaciona con decremento en la dosis de pramipexol, por lo que es posible,
gue al igual que las otras subpoblaciones de monocitos, tanto los monocitos M1-like
y M2-like incrementen sus porcentajes gracias al tratamiento con levodopa.
Finalmente, el andlisis por grupos de tratamiento de citocinas plasmaticas sugiere
incremento de citocinas proinflamatorias (IFNy e IL-17) debido a los farmacos con
accion dopaminérgica (48)(69), mientras que en cuanto a TGFf, su disminucion
concuerda con los hallazgos anteriormente descritos para la subpoblacién de
células Th3.

En resumen; nuestros hallazgos sugieren que el tratamiento con la combinacién de
levodopa y pramipexol se podria asociar al incremento en la respuesta inmune
reguladora. De ésta, se ha descrito que las células T reguladoras pueden infiltrar

SNC en pacientes con enfermedad de Parkinson para modular a la microgliay a la
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respuesta proinflamatoria montada en esta patologia (36). Si bien, las células
dendriticas tolerogénicas no se han encontrado en SNC de pacientes con EP, es
posible que, al ser estimuladas por ambos farmacos, pudieran establecer
diferenciacion de linfocitos T hacia una respuesta reguladora que mediaria el
regreso a la homeostasis inmune en esta enfermedad. Igualmente se demostré que
pramipexol es capaz de modular la respuesta inmune proinflamatoria como se ha
sugerido en diversos estudios (51)(52)(53).

Por otra parte, el tratamiento con levodopa decrementé la respuesta reguladora, lo
que confirma hallazgos de estudios anteriores (46)(62) y, de forma interesante se
asoci6 al incremento en células dendriticas activas y a monocitos clasicos, ambos
tipos celulares relacionados con la activacién de la respuesta proinflamatoria.
Ademas, se ha observado que los monocitos son células capaces de infiltrar barrera
hematoencefalica y de esta manera promover la neuroinflamacién en los pacientes
con EP (36).

En la Figura resumen se observa la relacion entre el tratamiento administrado a los
pacientes durante el seguimiento y el incremento o disminucién de subpoblaciones
inmunes reguladoras y proinflamatorias, asi como el posible desenlace

fisiopatolégico y clinico podria obtenerse a partir de estos resultados.
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XI. CONCLUSIONES

El tratamiento con pramipexol y levodopa mejoré el estado clinico de los pacientes
determinado por las escalas aplicadas a dos afios de seguimiento. Esta mejoria
clinica pudiera estar relacionada con el incremento en la respuesta reguladora en
los pacientes que recibieron la combinacion pramipexol/levodopa. Este trabajo
sugiere que el tratamiento combinado puede ser mejor que el tratamiento con
levodopa o pramipexol por separado, ademas que se ha descrito que pramipexol es
un farmaco menos eficaz que levodopa para el control motor de los pacientes con
EP y ocasiona efectos adversos poco tolerados por los pacientes.

El tratamiento con levodopa se ha podido asociar al incremento de células que
promueven respuesta proinflamatoria, mientras que, la combinacién de pramipexol
y levodopa demostré incrementar células reguladoras y disminuir ciertos fenotipos
proinflamatorios. Los hallazgos de este trabajo sugieren que el tratamiento
combinado con levodopa y pramipexol es el mas indicado para los pacientes con
EP, ya que ambos farmacos podrian devolver el balance entre respuesta reguladora
y proinflamatoria. Lo anterior sugiere que el tratamiento combinado tiene el potencial
de contrarrestar la neuroinflamacién asociada a pacientes con EP para mejorar su

calidad de vida desde el proceso fisiopatolégico de la enfermedad.
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XIII.

ANEXOS

Anexo A

Criterios clinicos para el diagnostico de Enfermedad de Parkinson de la MDS
Criterios de soporte

1.

2.
3.
4

Respuesta benéfica clara y dramatica a tratamiento dopaminérgico (>30%
de mejoria en UPDRS Ill o mejoria descrita por paciente o cuidador
primario). Fluctuaciones clinicas on/off marcadas, pueden ser predecibles
Presencia de discinesias inducidas por levodopa

Temblor en reposo de un miembro (documentado)

Pérdida olfatoria 0 denervacion cardiaca en scintigrafia con
metaiodobenzylguanidina.

Criterios absolutos de exclusion

1.

N o

©

Trastornos cerebelosos (ataxia, marcha cerebelar), trastornos
oculomotores cerebelosos (nistagmus evocado sostenido, sacadas
hipermétricas).

Paralisis supranuclear vertical descendente de la mirada o enlentecimiento
selectivo de sacadas verticales.

Diagnéstico de demencia frontotemporal, afasia progresiva primaria en los
primeros 5 afios de la enfermedad

Parkinsonismo restringido a miembros inferiores por mas de tres afios.
Tratamiento con un antagonista de receptores de dopamina o un agente
depletor de dopamina en dosis y tiempo consistentes con parkinsonismo
por farmacos.

Ausencia de respuesta observable a altas dosis de levodopa

Pérdida sensitiva cortical inequivoca (grafestesia, esterognosia), apraxia
ideomotora, afasia progresiva.

Neuroimagen funcional normal del sistema presinaptico dopaminérgico
Documentacion de wuna condicion alternativa que pueda causar
parkinsonismo y sea mas probable que la EP.

Banderas rojas

1.

2.

Rapida progresion en la alteracion de la marcha que requiere uso de silla
de ruedas en menos de 5 afios de evolucion de la enfermedad

Ausencia de progresion de sintomas motores en 5 afios a menos que se
relacione con el tratamiento

Disfuncién bulbar temprana

Disfuncion autondémica severa en los primeros 5 afios de evolucion:
hipotension ortostética, retencidn urinaria o incontinencia.

Disfuncion inspiratoria

Caidas recurrentes (> 1 al afio) por alteracion del equilibrio en los primeros
3 anos.

Distonias o contracturas desproporcionadas en manos o pies en los
primeros 10 afos.

Ausencia de los sintomas no motores comunes en los primeros 5 afos
(hiposmia, alteraciones del suefio REM, depresion o disfuncién autondémica)
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9. Signos piramidales o hiperreflexia no explicada por otra causa
10. Parkinsonismo bilateral simétrico

Anexo B

“ESCALA UNIFICADA PARA LA ENFERMEDAD DE PARKINSON”
UNIFIED PARKINSON’'S DISEASE RATING SCALE (UPDRS)
PROYECTO DE INVESTIGACION CLINICA: 95/14
EFECTO DEL TRATAMIENTO CON AGONISTAS DOPAMINERGICOS
EN LA RESPUESTA INMUNOMODULADORA DE PACIENTES CON

ENFERMEDAD DE PARKINSON

& DATOS DEL PACIENTE

Nombre:
Medico tratante
Numero de expediente: Edad: Fecha:
MUESTRA 6 Meses 1 Afo 1 Afo 6 Meses 2 Afos 2 Afos 6 Meses 3er Afo
INICIAL

PARTE |. ESTADO MENTAL, CONDUCTAY ESTADO DE ANIMO (Referido a la semana previa)

Afeccion intelectual 0 Ninguna
1 Leve (olvido evidentes con recuerdo parcial de algunos hechos sin otras dificultades)
2 Moderada pérdida de memoria con desorientacion y cierta dificultad para la resolucién de
problemas complejos. Deterioro funcional leve, aunque evidente, en el domicilio, con necesidad
de ayudas ocasionales
3 Pérdida grave de memoria con desorientacion temporal y a menudo espacial, severa dificultad
para resolver problemas
4  Perdida grave de memoria, conservando solamente la orientacién personal. Incapacidad de emitir
juicios o resolver problemas. Requiere mucha ayuda en el cuidado personal. NO SE PUEDE
QUEDAR SOLO.
Trastorno del pensamiento 0 Ninguno
(por demencia o toxicidad 1 Suefios vividos
farmacolégica) 2 Alucinaciones "benignas" conservando la capacidad de discernir
3 Alucinaciones o delirios ocasionales o mas frecuentes sin capacidad de discernir, pueden interferir
con las actividades cotidianas.
4 Alucinaciones o delirios persistentes; “psicosis activas” INCAPACIDAD PARA CUIDAR DE SI MISMO
Depresion 0 No hay depresion
1 Periodos de tristeza o culpabilidad superiores a lo normal, aunque nunca mantenidos durante mds
de unos dias o una semana
2 Depresion mantenida durante 1 semana o mas
3 Depresion mantenida + Sintomas vegetativos (insomnio, anorexia, abulia, pérdida de interés y
pérdida de peso)
4 Depresion mantenida + Sintomas vegetativos + Pensamientos o intentos de suicidio
Motivacién / iniciativa 0 Normal
1 Menos enérgico de lo habitual, mas pasivo
2 Pérdida de iniciativa o desinterés en actitudes no rutinarias
3 Pérdida de iniciativa o desinterés en actividades de la rutina diaria
4 Aislado, pérdida completa de la motivacién
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PARTE Il. ACTIVIDADES DE LA VIDA DIARIA (referido a la semana previa)
Lenguaje hablado 0 Normal
1 Levemente afectado, sin dificultad para ser comprendido
2 Moderadamente afectado (a veces hay que pedirle que repita cosas para entenderle)
3 Severamente afectado(frecuentemente se le pide que repita las cosas)
4 Ininteligible la mayor parte del tiempo
Salivacién 0 Normal
1 Exceso de saliva en la boca. Leve pero evidente; puede tener babeo nocturno.
2 Moderado exceso de salivacion, puede tener babeo minimo
3 Marcado exceso de saliva; cierto grado con babeo
4 Marcado babeo que requiere uso constante de pafiuelo
Deglucién 0 Normal
1 Rara vez se atraganta
2 Se atraganta ocasionalmente
3 Requiere comida blanda
4 Requiere alimentacion por sonda nasogastrica o gastrostomia (no come por via oral)
Escritura 0 Normal
1 Levemente pequeia o lenta
2 Moderadamente lenta o pequefia pero todas las palabras son legibles
3 Severamente afectada, no son legibles todas las palabras
4 La mayoria de las palabras son ilegibles
Cortar alimentos / manejar 0 Normal
utensilios 1 Lento y poco hébil pero no necesita ayuda
2 Puede cortar la mayoria de alimentos, aunque con poca habilidad y lentitud. Para algunos
necesita ayuda
Le deben cortar la comida, pero puede alimentarse solo lentamente
Necesita que lo alimenten
Vestir Normal
Lento, pero sin ayuda
Ocasionalmente necesita ayuda (abrochandose los botones, poniéndose las mangas)
Necesita considerable ayuda aunque puede hacer algunas cosas solo
Necesita ayuda completa
Higiene Normal

Lento pero sin requerir ayuda

Necesita ayuda con la ducha o el bafio o es muy lento en las actividades higiénicas

Necesita ayuda para lavarse, cepillarse los dientes, peinarse, ir al bafo

Necesita ayuda completa, uso de sonda Foley para orinar u otra ayuda mecanica

Darse la vuelta en la cama /
ajustar las sabanas

Normal

Lento y poco habil pero sin requerir ayuda

Puede darse la vuelta en la cama solo o ajustar las sdbanas pero con gran dificultad

Puede intentarlo pero no llega a darse la vuelta o ajustar las sabanas solo

Necesita ayuda completa

Caidas sin relacién al
“freezing”
(Fenémeno de congelacion)

Ninguna

Rara vez

Se cae ocasionalmente menos de una vez al dia

Se cae con promedio una vez al dia

Se cae mas de una vez por dia

Caidas por “Freezing” al
caminar

Normal

Rara vez aparece congelacion al caminar, puede haber titubeo al inicio

NRPROP WNRPRLROPLPWNRPERPROPRWNPRIOPWINRELRODPLPW

“ Congelacion ocasional en el curso de la marcha
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Congelacion de la marcha

“ Congelacion frecuente al caminar, causando caidas ocasionales

Frecuentes caidas por “congelacion de la marcha

Caminar

Normal

Leve dificultad, tiende a arrastrar las piernas o no balancea los brazos

Moderada dificultad pero requiere poca o ninguna ayuda

Intensa afectacion de la marcha que requiere ayuda

No puede caminar incluso con ayuda

Temblor (queja sintomatica

de cualquier parte del
cuerpo)

Ausente

Leve e infrecuente, no molesta al paciente

Moderado, molesto para el paciente

Intenso, interfiere con muchas actividades

Marcado, interfiere con la mayoria de las actividades

Molestias sensoriales
relacionadas con el
parkinsonismo

Ninguna

Ocasionalmente tiene insensibilidad(entumecimiento), hormigueo o leve dolor

Frecuentemente tiene entumecimiento, hormigueo o dolor pero no preocupante

Sensacion de dolor frecuente

APIWINFP O PR WNRPERPRIOPWNPREROPW

Dolor insoportable

PARTE lll.  EXPLORACION MOTORA

Lenguaje hablado

Normal

Leve pérdida de expresidn, diccion, volumen de la voz

Mondtono, mal articulado pero comprensible, moderadamente alterado

Marcada dificultad, dificil de entender

Ininteligible

Expresion facial

Normal

Leve hipomimia, puede considerarse inexpresion normal ( cara de jugador de poker)

Disminucion discreta pero claramente anormal de la expresion facial

Moderada hipomimia, labios separados en algunas ocasiones

AP WINPFRP OIDWNEL O

Cara fija (de mascara), labios separados 0.6 cm 0 mas con pérdida acusada o completa de
expresion facial

Temblor de reposo

Cara

Ausente

Leve e infrecuente

De amplitud leve y continuo o moderada y aparicién intermitente

Moderado en amplitud y presente la mayor parte del tiempo

Marcada amplitud y presente la mayor parte del tiempo

ESD

Ausente

Leve e infrecuente

Leve en amplitud y persistente o moderado en amplitud pero intermitente

Moderado en amplitud y presente la mayor parte del tiempo

Marcada amplitud y presente la mayor parte del tiempo

ESI

Ausente

Leve e infrecuente

Leve en amplitud y persistente o moderado en amplitud pero intermitente

Moderado en amplitud y presente la mayor parte del tiempo

Marcada amplitud y presente la mayor parte del tiempo

EID

Ausente

Leve e infrecuente

Leve en amplitud y persistente o moderado en amplitud pero intermitente

Moderado en amplitud y presente la mayor parte del tiempo

Marcada amplitud y presente la mayor parte del tiempo

Ell

Ausente

RPIOIP WINIFRIOPWNPRIOPRPWNPRIOPPWNIEL O

Leve e infrecuente
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Leve en amplitud y persistente o moderado en amplitud pero intermitente

Moderado en amplitud y presente la mayor parte del tiempo

Marcada amplitud y presente la mayor parte del tiempo

Temblor
postural /accion

ESD

Ausente

Leve, presente con accidn

Moderado en amplitud, presente con accién

Moderado, presente con accion y manteniendo la postura

Marcado en amplitud, interfiere con la alimentacién

ESI

Ausente

Leve, presente con accidn

Moderado en amplitud, presente con accion

Moderado, presente con accidon y manteniendo la postura

Marcado en amplitud, interfiere con la alimentacién

Rigidez (explorado pasivamente, paciente relajado y sentado, ignorando rueda dentada)
** Movimiento en espejo (sacudidas involuntarias que se producen de forma simultédnea al

movimiento voluntario de los musculos homélogos contralaterales)

Cuello

Ausente

Leve o se activa con movimientos en espejo ** u otros

Leve/moderada

Marcada, pero se obtiene movimiento en toda su amplitud facilmente

Severa, el rango de movilidad se obtiene con dificultad

ESD

Ausente

Leve o se activa con movimientos en espejo** u otros

Leve/moderada

Marcada, pero se obtiene movimiento en toda su amplitud facilmente

Severa, el rango de movilidad se obtiene con dificultad

ESI

Ausente

Leve o se activa con movimientos en espejo** u otros

Leve/moderada

Marcada, pero se obtiene movimiento en toda su amplitud facilmente

Severa, el rango de movilidad se obtiene con dificultad

EID

Ausente

Leve o se activa con movimientos en espejo** u otros

Leve/moderada

Marcada, pero se obtiene movimiento en toda su amplitud facilmente

Severa, el rango de movilidad se obtiene con dificultad

Ell

Ausente

Leve o se activa con movimientos en espejo ** u otros

Leve/moderada

Marcada, pero se obtiene movimiento en toda su amplitud facilmente

Severa, el rango de movilidad se obtiene con dificultad

Prueba punta de dedos

« finger taps »
Golpear pulgar contra indice en rapida

sucecion con la mayor amplitud

Derecha

Normal

Leve enlentecimiento y/o reduccién en amplitud

NP ORIWINIRIOP WINIFLRPOIRWINRFRPROPWNPREROPWNRFRIOPMWNEROPWINPRODPPWN

Moderada dificultad. Fatiga clara y precoz, puede haber detenciones en el movimiento
ocasionales

w

Severa dificultad. Frecuente titubeo al iniciar el movimiento, se detiene en los movimiento
efectuados

Puede apenas realizarlos

Izquierda

Normal

Leve enlentecimiento y/o reduccién en amplitud

NIRrIOl b

Moderada dificultad. Fatiga clara y precoz, puede haber detenciones en el movimiento
ocasionales

Severa dificultad. Frecuente titubeo al iniciar el movimiento, se detiene en los movimiento
efectuados

Puede apenas realizarlos

Mov

imie

nto

de
man

Derecha

Normal

Leve enlentecimiento y/o reduccién en amplitud
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2 Moderada dificultad. Fatiga clara y precoz, puede haber detenciones en el movimiento
ocasionales
3 Severa dificultad. Frecuente titubeo al iniciar el movimiento, se detiene en los movimiento
efectuados
4 Puede apenas realizarlos
lzquierda 0 Normal
1 Leve enlentecimiento y/o reduccién en amplitud
i 2 Moderada dificultad. Fatiga clara y precoz, puede haber detenciones en el movimiento
ocasionales
3 Severa dificultad. Frecuente titubeo al iniciar el movimiento, se detiene en los movimiento
efectuados
4 Puede apenas realizarlos
L= Derecha 0 Normal
?§ g = | { == 1 Leve enlentecimiento y/o reduccién en amplitud
S 58 2 Moderada dificultad. Fatiga clara y precoz, puede haber detenciones en el movimiento
= f> é / ocasionales
_-% § § : ) 3 Severa dificultad. Frecuente titubeo al iniciar el movimiento, se detiene en los movimiento
T3 g £ ‘ I\ efectuados
_% § :‘.; g 4 Puede apenas realizarlos
e g § é lzquierda 0 Normal
g g2 1 Leve enlentecimiento y/o reduccién en amplitud
% § _r;& 2 Moderada dificultad. Fatiga clara y precoz, puede haber detenciones en el movimiento
5 EE ocasionales
g § 3 Severa dificultad. Frecuente titubeo al iniciar el movimiento, se detiene en los movimiento
S 32 efectuados
4 Puede apenas realizarlos
T B
% g % Derecha 0 Normal
g § % 1 Leve enlentecimiento y/o reduccién en amplitud
3 S ;—é_ 2 Moderada dificultad. Fatiga clara'y precoz,' puede haber detenciones en el movimiento
SEg, ocasionales
Q9 5 € 3 Severa dificultad. Frecuente titubeo al iniciar el movimiento, se detiene en los movimiento
¢ 2 OE) efectuados
©ggg
Z g s 4 Puede apenas realizarlos
3 % P 3 lzquierda 0 Normal
328 > 1 Leve enlentecimiento y/o reduccién en amplitud
g ﬁ E 2 Moderada dificultad. Fatiga clara y precoz, puede haber detenciones en el movimiento
T o g ocasionales
2 E % 3 Severa dificultad. Frecuente titubeo al iniciar el movimiento, se detiene en los movimiento
£ § g efectuados
< 4 Puede apenas realizarlos
Levantarse de unasillaconlos 0 Normal
brazos cruzados 1 Lento, o puede necesitar mas de un intento
2 Se levanta apoyandose con los brazos de la silla
3 Tiende a caer hacia atrds, puede necesitar varios intentos pero puede levantarse sin ayuda
4 Incapaz de levantarse sin ayuda
Postura 0 Normal, erecto
1 Levemente inclinado, no totalmente erguido, podria ser normal para una persona mayor
2 Anormal. Postura encorvada, puede que se incline ligeramente hacia algun lado
3 Severa inclinacion con cifosis, puede inclinarse moderadamente hacia un lado
4 Marcada flexidn con postura extremadamente anormal
0 Normal
1 Camina lentamente, puede alternar con pasos cortos pero sin balanceo o festinacion (pasos de

duda)Arrastra los pies
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2 Camina con dificultad, con poca o sin ayuda, algln balanceo, pasos cortos arrastra los pies
3 Afectacidn severa de la marcha, necesita ayuda frecuente
4 No puede andar alin con ayuda
Estabilidad postural (prueba de retropulsién) 0 Normal
Se empuja al paciente de manera subita hacia
atras dando un tirén sobre los hombros 1 Retropulsidn. Se recupera sin ayuda
sl Sl 2 Ausencia de respuesta postural, se caeria si no lo evita el examinador
3 Muy inestable, tiende a perder equilibrio espontaneamente
4 Inestable para mantenerse de pie sin ayuda
Bradicinesia / hipocinesia 0 Nada
(combina lentitud y duda 1  Minima lentitud, movimientos con carécter deliberado, podria ser normal, posible disminucién
marcha, disminucion del de amplitud
braceo, pequefia amplitud, 2 Leve lentitud y escasez de movimientos que son definitivamente anormales, hay disminucion en
pobreza de movimientos la amplitud de movimientos de forma alternada
durante la marcha) 3 Moderada lentitud, disminuye la amplitud de movimientos
4 Marcada lentitud, escasez de movimientos, disminuye la amplitud de movimientos

PARTE IV. COMPLICACIONES DEL TRATAMIENTO

A) DISCINESIAS

Duracion 0 Ninguna
(éQué proporcién de las hrs 1 1-25% del dia
despierto estdn presentes las 2 26 — 50% del dia
discinesias?) 3 51 —75% del dia
4 76 — 100% del dia
0 No son incapacitantes
Discapacidad 1 Ligeramente incapacitantes
¢Hasta qué punto producen 2 Moderadamente incapacitantes
discapacidad las discinesias? 3 Gravemente incapacitantes
4 Incapacidad total
Dolor 0 No son dolorosas
¢Hasta qué punto producen 1 Dolor leve
dolor las discinesias? 2 Dolor moderado
3 Dolor severo
4 Dolor extremo
Presencia de distonia matutina 0 No
1 Si
B) FLUCTUACIONES CLINICAS
¢Aparecen algunos periodos 0 No
“off” de forma PREDECIBLEen 1 Si
relacién con las tomas de
medicaciéon?
0 No
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Aparecen algunos periodos 1 Si
“off” de forma IMPREDECIBLE
en relacion con las tomas de
medicacion?
¢éAlgunos de los periodos “off” 0 No
se instauran de forma SUBITA
(en pocos segundos)? 1 Si
é¢Qué proporcién de las horas 0 Ninguna
de vigilia esta el paciente en 1 1-25% del dia
situacion “off” como 2 26 — 50% del dia
promedio? 3 51— 75% del dia
4 76 — 100% del dia

C) OTRAS COMPLICACIONES

¢Tiene el paciente anorexia, 0 No
nauseas o vomitos? 1 Si
¢Tiene el paciente algln 0
trastorno del suefio, tal como No
insomnio o hipersomnolencia? 1 Si
¢Tiene el paciente sintomasde 0 No
ortostatismo? 1 Si
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Anexo C
“ESCALA MODIFICADA HOEHN Y YAHR”

PROYECTO DE INVESTIGACION CLINICA: 95/14
EFECTO DEL TRATAMIENTO CON AGONISTAS DOPAMINERGICOS
EN LA RESPUESTA INMUNOMODULADORA DE PACIENTES CON
ENFERMEDAD DE PARKINSON

& DATOS DEL PACIENTE

Nombre:
Medico tratante
Namero de expediente: Edad: Fecha:
MUESTRA 6 Meses 1 Aho 1 Ao 6 Meses 2 Anos 2 Anos 6 Meses 3er Afio
INICIAL

ESTADIO

ESTADIO O Ningun signo de enfermedad

ESTADIO 1 Enfermedad unilateral

ESTADIO 1.5 Afectacion unilateral y axial

ESTADIO 2 Enfermedad bilateral, sin alteraciéon del equilibrio

ESTADIO 2.5 Enfermedad bilateral leve, con recuperacion en la prueba de
retropulsiéon

ESTADIO 3 Enfermedad bilateral leve a moderada; cierta inestabilidad
postural, fisicamente independiente

ESTADIO 4 Discapacidad severa; aun capaz de caminar o permanecer de
pie sin ayuda

ESTADIO 5 Permanece en una silla de ruedas o en decubito si no tiene
ayuda
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Anexo D

Autorizacion por el comité de ética del Instituto Nacional de Neurologiay
Neurocirugia
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"2014. Ao del escritor Octavio Paz”

OFICIO N° CEN108/14
ASUNTO: PROTOCOLO 85/14
México, D.F., 11 Diciembre del 2014,

DRA. LAURA ADALID PERALTA
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Estimada Dra. Adalid Peralta;
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de Investigacion en el cual nos comunica que el Protocolo de Investigacién N° 95/14
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PROGRESION DE LA ENFERMEDAD DE PARKINSON EN PACIENTES TRATADOS
CON AGONISTAS DOPAMINERGICOS”", fue aprobade por el Comité Cientifico
requiniéndose e! analisis y aprobacion de este Comité para los efectos consiguientes, Le
comunicamos que los aspectos relativos al Valor Social, la Validez Cientifica, el
Consentimiento Informado, la Relacién Riesgo Beneficio y la Seleccion Equitativa de la
Muestra han sido considerados como adecuados por lo que se da por APROBADO e!
protocolo en cuestion para los efectos a que haya lugar.
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DR. ANTONIO
PRESIDENTE DEL
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Anexo E

“ESCALA DE ACTIVIDADES DE LA VIDA DIARIA DE SCHWAB &
ENGLAND”

PROYECTO DE INVESTIGACION CLINICA: 95/14
EFECTO DEL TRATAMIENTO CON AGONISTAS DOPAMINERGICOS
EN LA RESPUESTA INMUNOMODULADORA DE PACIENTES CON
ENFERMEDAD DE PARKINSON

& DATOS DEL PACIENTE

Nombre:
Medico tratante
Ndmero de expediente: Edad: Fecha:
MUESTRA 6 Meses 1 Aho 1 Afo 6 Meses 2 Anos 2 Anos 6 Meses 3er Afio
INICIAL

ninguna dificultad.

90% Completamente independiente. Capaz de realizar todas las tareas con
cierto grado de lentitud, dificultad o alteracion. Podria tardar el doble de
tiempo. Comienza a ser consciente de su dificultad.

80% Completamente independiente para realizar la mayor parte de las tareas.
Tarda el doble. Consciente de sus dificultadas y lentitud.

7 No es totalmente independiente. Mayor dificultad con ciertas tareas. En

algunas tarda tres o cuatro veces del tiempo habitual. Tiene que invertir
gran parte del dia en realizar las tareas.

60% Cierto grado de dependencia. Puede realizar la mayor parte de las tareas,
pero con mucha lentitud y mucho esfuerzo. Errores; algunas tareas

imposibles.

50% Més dependiente. Ayuda para la mitad de las actividades, més lento, etc.
Dificultades con todo.

40% Muy dependiente. Puede ayudar en todas las tareas, pero pocas las logra
hacer solo.

30% Con esfuerzo, de vez en cuando hace unas pocas actividades solo o las
empieza solo. Necesita mucha ayuda.

100% Completamente independiente. Capaz de realizar todas las tareas sin
lentitud, dificultad o alteraciones. Esencialmente normal. No aprecia
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20% No hace nada sélo. Puede ayudar algo en algunas actividades. Muy
invalido.
Totalmente dependiente, indefenso. Completamente invalido.

0% No mantiene adecuadamente funciones vegetativas como la deglucion,
funcion vesical o intestinal. Postrado en cama.
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Anexo F

PROYECTO DE INVESTIGACION CLINICA: 95/14

EFECTO DEL TRATAMIENTO CON AGONISTAS DOPAMINERGICOS
EN LA RESPUESTA INMUNOMODULADORA DE PACIENTES CON

ENFERMEDAD DE PARKINSON

Inventario de Depresion de Beck (BDI)

En este cuestionario aparecen varios grupos de afirmaciones. Por favor, lea con atencion
cada una. A continuacion, sefiale cual de las afirmaciones de cada grupo describe mejor
como se ha sentido durante esta Ultima semana, incluido en el dia de hoy. Si dentro de un
mismo grupo, hay mas de una afirmacién que considere aplicable a su caso, marquela
también. Asegurese de leer todas las afirmaciones dentro de cada grupo antes de efectuar la

eleccion, se puntuara (0-1-2-3)

& DATOS DEL PACIENTE

Nombre:
Medico tratante
Ndmero de expediente: Edad: _ Fecha:
MUESTRA 6 Meses 1 Afio 1 Afio 6 Meses 2 Afos 2 Afos 6 Meses 3er Afio
INICIAL
1)
o No me siento triste
o Me siento triste
o Me siento triste continuamente y no puedo dejar de estarlo
o Me siento tan triste o tan desgraciado que no puedo soportarlo

2)

O O O O

3)

o O O O

4)

No me siento especialmente desanimado de cara al futuro
Me siento desanimado de cara al futuro

Siento que no hay nada por lo que luchar

El futuro es desesperanzador y las cosas no mejoraran

No me siento como un fracasado

He fracasado mas que la mayoria de las personas

Cuando miro hacia atras, lo Unico que veo es un fracaso tras otro
Soy un fracaso total como persona

Las cosas me satisfacen tanto como antes

No disfruto de las cosas tanto como antes

Ya no tengo ninguna satisfaccion de las cosas
Estoy insatisfecho o aburrido con respecto a todo
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5)

O O O O

6)

O O O O

7)

O O O ©

8)

O O O O

9)

O O O ©

10

-

O O O O

11

N

o O O O

No me siento especialmente culpable

Me siento culpable en bastantes ocasiones

Me siento culpable en la mayoria de las ocasiones
Me siento culpable constantemente

No creo que esté siendo castigado
Siento que quiza esté siendo castigado
Espero ser castigado

Siento que estoy siendo castigado

No estoy descontento de mi mismo

Estoy descontento de mi mismo

Estoy a disgusto conmigo mismo

Me detesto

No me considero peor que cualquier otro

Me autocritico por mi debilidad o por mis errores
Continuamente me culpo por mis faltas

Me culpo por todo lo malo que sucede

No tengo ningln pensamiento de suicidio

A veces pienso en suicidarme, pero no lo haré
Desearia poner fin a mi vida

Me suicidaria si tuviese oportunidad

No lloro mas de lo normal

Ahora lloro mas que antes

Lloro continuamente

No puedo dejar de llorar aunque me lo proponga

No estoy especialmente irritado
Me molesto o irrito mas facilmente que antes
Me siento irritado continuamente

Ahora me irritan en absoluto cosas que antes no me molestaban

No he perdido el interés por los demds

Estoy menos interesado en los demds que antes
He perdido gran parte del interés por los demds
He perdido todo el interés por los demas
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13)

O O O O

15

-

O O O O

16

-

O O O O

17

~

O O O O

18

-~

O O O O

19

-

O O O O

20)

Tomo mis propias decisiones igual que antes

Evito tomar decisiones mas que antes

Tomar decisiones me resulta mucho mas dificil que antes
Me es imposible tomar decisiones

No creo tener peor aspecto que antes
Estoy preocupado porque parezco envejecido y poco atractivo

Noto cambios constantes en mi aspecto fisico que me hacen parecer poco atractivo

Creo que tengo un aspecto horrible

Trabajo igual que antes

Me cuesta mas esfuerzo de lo habitual comenzar a hacer algo
Tengo que obligarme a mi mismo para hacer algo

Soy incapaz de llevar a cabo ninguna tarea

Duermo tan bien como siempre

No duermo tan bien como antes

Me despierto 1-2 horas antes de lo habitual y me cuesta volverme a dormir

Me despierto varias horas antes de lo habitual y ya no puedo volverme a dormir

No me siento mas cansado de lo normal
Me canso mds que antes

Me canso en cuanto hago cualquier cosa
Estoy demasiado cansado para hacer nada

Mi apetito no ha disminuido

No tengo tan buen apetito como antes
Ahora tengo mucho menos apetito

He perdido completamente el apetito

No he perdido peso ultimamente
He perdido mas de 2 kilos
He perdido mas de 4 kilos
He perdido mas de 7 kilos

No estoy preocupado por mi salud

Me preocupan los problemas fisicos como dolores, etc; el malestar de estdmago o los catarros

Me preocupan las enfermedades y me resulta dificil pensar en otra cosa

Estoy tan preocupado por las enfermedades que soy incapaz de pensar en otra cosa
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No he observado ningiin cambio en mi interés por el sexo
La relacidon sexual me atrae menos que antes

Estoy mucho menos interesado por el sexo que antes

He perdido totalmente el interés sexual

Una calificacién de 0 a 13: sin depresion

Una calificacion de 14 a 19: depresion leve

Una calificacién de 20 a 28: depresién moderada
Una calificacidn de 29 a 63: depresion severa
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