-

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS \—]a(cultad
UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL de F alf mac ia
ESTADO DE MORELOS FACULTAD DE FARMACIA Conocimiento al servicio de la salud

“DETERMINACION DE METALOPROTEINAS
SERICAS EN PACIENTES CON ENFERMEDAD DE
PARKINSON TRATADOS CON SUPLEMENTO DE

COBRE”

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:

MAESTRO EN FARMACIA

PRESENTA:

DIRECTOR DE TESIS: DR. ANTONIO MONROY NOYOLA
DIRECTOR DE TESIS: DRA. MA. DE LOS ANGELES ARACELI DIAZ RUIZ

L.F. ANABEL FONSECA GONZALEZ

CUERNAVACA, MORELOS MAYO 2018



-
%ulmd

de Farmacia

Conocimiento al servicio de la salud

El presente trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Neuroquimica, del Instituto
Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velazco Suarez” (INNN), en
colaboracion con el Laboratorio de Neuroproteccion y Anédlisis Clinicos, de la
Universidad Auténoma del Estado de Morelos (UAEM), bajo la direccién del Dr.
Antonio Monroy Noyolay la Dra. Ma. De los Angeles Araceli Diaz Ruiz.

Durante la elaboracion de esta tesis se contd con los fondos de los proyectos
CONACYT a través del Protocolo No. 117/14 y SEP/CONACYT 257092 ademas de la
beca de maestria No. 741529.



DEDICATORIA

A mi madre por siempre confiar en mis decisiones;
A mi esposo por siempre confiar en mi,
A mi hermana por su cari o infinito;
A Bren por el apoyo y animo que me inspira,
A mi Director de Tesis por su compromiso;
A la Dra. Mireya por su invaluable apoyo durante tiempos dificiles;
Al Dr. Sergio por el tiempo regalado;

A Dios por la oportunidad.



11
1.2
1.3
1.4
15
151
152
153
154
1.6
16.1

1.7
1.7.1
1.7.2
1.7.3

1.8

2.1
2.2
221

INDICE GENERAL
RESUMEN

SUMMARY

INDICE DE FIGURAS
INDICE DE TABLAS
ABREVIATURAS
INTRODUCCION

Marco Histérico de la Enfermedad de Parkinson (EP)
Epidemiologia

Etiologia de la EP
Fisiopatologia

Sintomas Cardinales de la EP
Temblor en reposo
Bradicinesia

Rigidez

Inestabilidad Postural
Diagnostico

Etapas en la Valoracion Clinica

Sintomas motores

Criterios diagndsticos

Tratamiento

Complicaciones de la terapia farmacoldgica
Sintomas no motores

NEUROQUIMICA DEL CEREBRO
Especies Reactivas del Oxigeno (EROs)
Fuentes de EROs

Fuentes Exdgenas

VI

Vi

© O 0 0 N N N o b~ w o w

11
13
14
15

18
18
18



2.2.2
2.3.

23.1
2.3.2
2.4
2.5

3.1
3.1.1
3.1.2

3.1.3
3.14
3.2

~N~ o o b

7.1
7.2
7.2.1
7.2.2
7.3
7.4
7.5
7.6
7.7
7.8

Fuentes Endogenas

Equilibrio entre especies reactivas del Oxigeno vy
Antioxidantes

Antioxidantes Enzimaticos

Antioxidantes no Enzimaticos

Metales de Transicion

Vinculo entre el Cobre y Hierro con la EP
ANTECEDENTES

Biomarcadores en EP

Contenido de Glutation Reducido (GSH)

Actividad de Superoxido Dismutasa de Cobre y Zinc
(Cu/ZnSOD)

Actividad Ferroxidasa de la Ceruloplasmina (Cp)
Cobre Total y Libre

Suplementacién con Cobre

JUSTIFICACION

HIPOTESIS

OBJETIVOS

MATERIAL Y METODOS

Disefio del estudio

Poblaciéon y muestra

Criterios de inclusion

Criterios de exclusion

Determinacion de la actividad ferroxidasa de la Cp
Actividad de Cu/ZnSOD

Determinacion de GSH y GSSG

Cobre total y cobre libre

Transaminasas ALT/ AST

Andlisis estadistico

19
20

21
23
24
25

27
27
28

28
28
29
32
34

36

38
38
39
40
41
41
42
42
43
43



8.1

8.2

8.3

8.4
8.5

9.1
9.2
9.3
9.4

10
11
12
13

RESULTADOS

Andlisis comparativo de los biomarcadores en controles
sanos vs niveles basales de pacientes con EP.

Andlisis comparativo de las transaminasas hepéaticas,
albumina y proteinas totales del grupo Control vs pacientes
con EP

Resultados de grupo por nimero de visita

Nivel de Seguridad del suplemento

Resultados pacientes suplementados vs placebo
DISCUSION

Concentracion plasmatica de GSH/GSSG
Actividad de las enzimas dependientes de cobre
Concentracion de cobre total y libre

Nivel de transaminasas hepaticas y estudios
complementarios

CONCLUSIONES
PERSPECTIVAS
BIBLIOGRAFIA
ANEXOS

45

46

47

53
56

63
64
65
65

68
70
72

81



RESUMEN

La Enfermedad de Parkinson (EP) es la segunda enfermedad neurodegenerativa con
mayor incidencia después de la Enfermedad de Alzheimer, y sus sintomas cardinales
caracteristicos son el temblor, la lentitud al iniciar un movimiento, la rigidez y la inestabilidad
postural también llamada falta de equilibrio. El origen de los sintomas de la EP se debe a
una pérdida progresiva de las neuronas dopaminérgicas (70%), localizadas en la substantia
nigra pars compacta asociada a una denervacion dopaminérgica del estriado. En la
actualidad, la terapia eficaz es el reemplazo dopaminérgico (Levodopa), y debido al uso
continuo acaba perdiendo efectividad y generando discinesias como efecto secundario.
Hasta el momento los tratamientos existentes estan enfocados solo al alivio de los
sintomas. En la busqueda de un tratamiento neuroprotector eficaz se han realizado
estudios que integran quelantes de hierro sin que estos tengan un efecto positivo en la
progresion de la enfermedad; otros estudios se enfocan en utilizar un suplemento de sulfato
de cobre como un activador de enzimas dependientes de este metal que permitan la
disminucion del estrés oxidante. Por esta razén y tomando en cuenta los estudios previos
en animales donde el resultado fue satisfactorio en este estudio se administré a un grupo
de pacientes con el suplemento de cobre y otro grupo con placebo y se compararon los
resultados. Los métodos consistieron en determinar las concentraciones de antioxidantes
como el glutatiéon reducido y oxidado ademas de obtener las actividades de las enzimas
dependientes de cobre y a su vez monitorizar las concentraciones de cobre libre y total por
medio de tres visitas a lo largo de un semestre. Nuestros resultados mostraron que la
administracibn de un suplemento de sulfato de cobre no genera cambios sobre la
concentracion de GSH/GSSG, ni afecta de manera significativa la actividad de la enzima
Cu/ZnSOD. Asimismo, la actividad de la ceruloplasmina se mantuvo inalterada. Por su
parte, la concentracion de cobre libre en el plasma de los pacientes, si mostré6 una
disminucion, a diferencia de los niveles de cobre total, los cuales no mostraron cambios
significativos. EI monitoreo continuo de los pacientes a través del analisis del perfil de
funcionamiento hepatico, demostré que todos sujetos permanecieron dentro de un rango
normal. Es importante mencionar que los estudios clinicos son largos y costosos por lo que
este estudio permite fortalecer a la investigacion clinica y a su vez muestra una idea de
qgue marcadores pueden agregarse a la investigacion para de esta manera obtener

resultados mas concretos.



ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) has the second place of incidence among the neurodegenerative
diseases, only after Alzheimer's disease. Its cardinal symptoms include tremor,
bradykinesia, rigidity and postural instability. Motor expression of PD have their origin in the
accelerated neuronal loss of dopaminergic neurons (70%), located within the substantia
nigra pars compacta related to striatal dopaminergic denervation. The Levodopa
administration is still considered as the mainstay treatment for PD. Nevertheless, its
continuous use may exert undesirable secondary effects, which includes dyskinesia.
Nowadays, most of the drugs often used are directed to alleviate Parkinson’s disease
symptoms, but they are unable to change the neuronal loss rate. Some studies have

Our results showed that copper sulfate administration had no effect, neither on the plasma
antioxidants levels, nor on the Cu/ZnSOD activity. Moreover, its administration failed to
increase the ferroxidase activity of ceruloplasmin of been conducted in order to achieve
neuroprotection. These studies include the administration of iron chelators or the
administration of copper sulfate pretreatment in mice exposed to PD experimental models.
Since copper sulfate pretreatment demonstrated to be able to activate be able to exhibit a
reduction on oxidative stress, we decided to design a double-blind controlled by placebo
trial on patients with PD. Our results include the analysis of oxidative stress biomarkers as
reduced and oxidized glutathione content, as well as the measurement of the activity of
copper-dependent enzymes, in concomitance with the continuous monitoring of plasma
levels of free copper and also compared with the total copper content, for the 3 consecutive
visits of patients occurred within a 6 months period. Free copper but not total plasma levels
of patients showed to be reduced. Total plasma levels for all patients showed to be
unaltered. Besides, the continuous liver function profile assessment showed that all
subjects were ranked within normal values. It is important to mention that the clinical studies
are long and expensive. Our study provides relevant information that supports the idea of

continue the study of biomarkers in order to obtain more concrete results.
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Mientras el cerebro sea un misterio,
El universo continuard siendo un misterio.

SANTIAGO RAMON Y CAJAL



INTRODUCCION
C——

1. Introduccidén

La enfermedad de Parkinson (EP) es un padecimiento reconocido principalmente por cuatro
sintomas cardinales; el temblor en reposo, bradicinesia, rigidez e inestabilidad postural.
Esta enfermedad es progresiva y afecta la capacidad motriz mediante la degeneracion
irreversible de las neuronas dopaminérgicas localizadas en la sustancia nigra pars
compacta que a su vez manda proyecciones al cuerpo estriado dando como resultado una
disminucion en la concentracion de dopamina en esta region. En la actualidad no existe
cura ni algun tratamiento capaz de cerebral detener la pérdida acelerada de las neuronas
dopaminérgicas de la SNc. Sin embargo, existen diversos estudios orientados a obtener
una respuesta neuroprotectora, a través del tratamiento con nuevas formulaciones. Se
considera actualmente como una enfermedad multifactorial que involucra la participacion
de diversos procesos entre los que se destacan excitotoxicidad, apoptosis, radicales libres,
dafo mitocondrial y uno o todos desencadenan la muerte neuronal. Durante muchos afos
de investigacion se ha buscado relacionar pardmetros bioquimicos con la progresion y
efecto de posibles tratamientos neuroprotectores, sin que hasta el momento se tengan un
resultado concluyente, por lo que en nuestro estudio clinico se realiza la medicién de
algunos parametros en plasma antes y durante la administracion de un suplemento de
cobre. El cobre es propuesto en esta investigacion como un neuroprotector debido a
evidencias que lo relacionan como un cofactor metalico de enzimas que favorecen la
reducciéon de ROS, ademas de la alteracién en el trasporte de este metal. La EP como
muchas enfermedades se presenta con mayor incidencia en la edad avanzada y este metal
en las regiones cerebrales antes mencionadas (ganglios basales) esta disminuido y es la
region de deterioro de dicha enfermedad. El elemento metdlico principal es este estudio,
esta relacionado con la concentracién del hierro y coexisten en un delicado equilibrio y bajo
condiciones patolégicas se presenta un desequilibrio antioxidante en las enzimas
dependientes de cobre como la Cu/ZnSOD y también se puede reflejar indirectamente en
los antioxidantes glutatién oxidado y reducido. Por lo que la evaluacion de evaluacion de la
capacidad de neuroproteccion fue determinada mediante el andlisis del estado oxidativo y

la concentracion de cobre en el plasma de los pacientes.
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1.1 Marco histérico de la Enfermedad de Parkinson (EP)

El primero en describir esta enfermedad fue el médico James Parkinson en su documento
“Un ensayo sobre la paralisis agitante” en el afio de 1817, pero no fue hasta finales del
siglo XIX que Jean-Martin Charcot la denominé Enfermedad de Parkinson (Goetz, 1986).
Méas tarde, en 1919, Konstantin Tretiakoff publicé la relacion de la enfermedad con
inclusiones a las que llamo6 “Cuerpos de Lewy”. Y en 1950, Arvid Carlsson y O.
Hornikyewicz reportaron por primera vez que una disminucién en las concentraciones de

dopamina era la causa de la enfermedad (Goedert, Spillantini, et al,2012).

1.2 Epidemiologia

La enfermedad de Parkinson es considerada a nivel mundial como el segundo trastorno
neurodegenerativo mas frecuente después de la enfermedad de Alzheimer (Balderas,
Moreno, et al, 2013). Se estima que un millén de personas en Estados Unidos son
afectadas: 0.3% en la poblacién general y 3% en los individuos entre 65-90 afios de edad
(Casamitjana et al., 2007). En paises desarrollados se busca relacionar las cifras
epidemiolégicas de la EP con los posibles factores de riesgo, un metaanalisis realizado en
el afio 2014 (tablal) encontré que este padecimiento aumenta su prevalencia con la edad
y que la regién geogréfica en donde mas se presenta es Europa, Norte América y Australia,
ademas es mas comun en hombres en una proporcion de 134 por 100.000 en relacién a
las mujeres con una proporcién de 41 por 100.000 (Pringsheim, Jette, et al, 2014). Por
otro lado, en México esta patologia se encuentra entre las causas de mortalidad de adultos
mayores a 65 afios (DGIS, 2010). Su incidencia es de 40 a 50 casos por cada 100,000
habitantes/ afio; afecta al 1% de la poblacion mayor de 65 afios. Sin embargo, existen
también formas juveniles en las que los sintomas se presentan antes de los 50 afios. Segun
el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velazco Suarez” es la cuarta
causa de consulta y se tiene considerado que en dos décadas se duplique el niumero de
incidencias, lo que conlleva a un problema de salud publica a futuro (CENETEC., 2010). En
México la prevalencia es aproximadamente de 100 a 300 por 100 mil habitantes y una

incidencia de 10.7 por 100 mil habitantes (Estrada-Bellmann, et al, 2011).
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Tabla 1. Prevalencia en Enfermedad de Parkinson por rango de edad (Pringsheim et al., 2014)

GRUPOS DE TODOS LOS ESTUDIOS CON ESTUDIOS CON
EDAD ESTUDIOS CALIDAD 7+ CALIDAD <7
40-49 41 No es posible el No es posible el

estudio estudio
50-59 107 156 82
55-64 173 220 99
60-69 428 503 383
65-74 425 572 317
70-79 1807 1277 980
80+ 1903 2498 1607
En general 315 571 251

1.3 Etiologia de la EP

La causa de la Enfermedad de Parkinson es desconocida, pero se considera una
enfermedad multifactorial e involucra factores genéticos y ambientales. Por un lado se
producen alteraciones genéticas que siguen un modelo de herencia Mendeliano, en el que,
se han identificado mutaciones en diferentes genes; entre los genes mutados se encuentra
a-sinucleina, cuya funcibn esta involucrada en el almacenamiento y en la
compartimentacion de neurotransmisores, asi como en el reciclaje de vesiculas sinapticas
(Tatton et al., 2003). En la Tabla 2 se incluye una lista de los genes implicados en la
enfermedad y cuya funcion esté ligada en todos los casos al metabolismo de las neuronas

dopaminérgicas.

Tabla 2. Resumen de los genes implicados en las formas hereditarias de EP

LOCUS GEN PATRON DE HERENCIA
Park 1y Park 4 a Sinucleina Dominante
Park 2 Parkina Recesivo
Park 3 Desconocido Dominante
Park 5 UCHL-1 Dominante
Park 6 PINK-1 Recesivo
Park 7 DJ-1 Recesivo
Park 8 LRRK2 Dominante
Desconocido Recesivo

Park 9
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En cuanto a la hipotesis ambiental, esta patologia esta relacionada con la exposicion a
toxinas dopaminérgicas. Esta teoria sienta sus bases en el hallazgo de la neurotoxina
MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina) y que actualmente es considerada como el
mejor modelo bioquimico de la enfermedad (Langston et al,1983). Otra via de toxicidad a
través de una molécula enddgena podria relacionarse con el metabolismo de la dopamina
que genera metabolitos neurotoxicos como: 6-Hidroxidopamina  (6-OHDA),
Tetrahidroisoquinolina (THIQ) y neuromelanina. (Cohen, 1984; Hare and Double, 2016). Por
su parte, la inhibicion del complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial, podria ser causa
de la sobreproduccién de EROs (Nicklas et al , 1987).

Synuclein  DJ-1 7 Parkin -
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Figura 1: Procesos relacionados con la Neurodegeneracion en la Enfermedad de
Parkinson. Mientras que el dafio oxidante y la disfuncién mitocondrial son considerados como
mecanismos que participan, se ha sugerido que la acumulacién de proteinas “mal plegadas” 6
“truncadas” podrian jugar un papel clave en la neurodegeneracion, aunque ain no es posible
determinar con precisioén el mecanismo desencadenante. Las mutaciones patogénicas pueden
inducir directamente conformaciones anormales de proteinas, como el caso especifico de la alfa-
sinucleina, dafiando tanto a la maquinaria celular empleada para marcar las proteinas
defectuosas como alterando las vias de degradacion de las mismas (proteosoma) (Dauer and
Przedborski, 2003).
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1.4 Fisiopatologia

Las manifestaciones clinicas se presentan cuando ha muerto el 70% de las neuronas
dopaminérgicas de la sustantia nigra pars compacta lo que provoca una disminucién del
70 al 90% de la dopamina estriatal (Dauer-Przedborski, 2003). Las neuronas nigrales se
localizan en el mesencéfalo. Esta estructura consta de dos porciones, una posterior y de
apariencia oscura, compuesta por gran cantidad de neuronas con melanina (pars
compacta) y otra anterior, mas clara, con muchas menos neuronas y que posee alto
contenido de mielina (pars reticulata). En la EP se produce la muerte acelerada de las
neuronas dopaminérgicas de la zona pars compacta, que inervan sobre todo al estriado
(ndcleo caudado y putamen) y que forman en conjunto la via nigroestriatal (figura 2). Las
neuronas sobrevivientes contienen una acumulacién de material en su interior formado por
agregados proteicos insolubles que reciben el nombre de cuerpos de Lewy (Jankovic,
2008). Existe un equilibrio entre los niveles de dopamina; encargada de generar de manera
precisa y modulada la ejecucion de los movimientos finos, y la acetilcolina que coordina y
provee a los musculos de la capacidad de contraccion necesaria para realizar los demas
movimientos. Este desbalance se ve reflejado mediante la hipercinesia caracteristica del
Parkinson (temblor de reposo).

Figura 2. Substantia nigra pars compacta y la via nigro estriatal: GPe: Globo palido externo;
GPi: Globo palido interno; NsT: Nicleo subtalamico; SNc: Substantia nigra pars compacta.

[ 6
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1.5 Sintomas cardinales de la EP.
Desde su primera descripcion, James Parkinson denoté los sintomas cardinales
caracteristicos de la enfermedad y estos se mantienen en la actualidad; temblor en reposo,

bradicinesia, rigidez e inestabilidad postural (Parkinson J,Sherwood Neely, 1817).

1.5.1Temblor de Reposo

El temblor en reposo es el sintoma mas comun y facil de reconocer en este tipo de
pacientes, inicialmente se presenta unilateral y con la progresion se puede hacer bilateral
se observa en los miembros distales (manos) y también acontece en los labios, menton,
mandibula y piernas. Se denomina de reposo ya que desaparece una vez que se inicia una
accion y durante el suefio (Shulman, Singer et al, 1996). Generalmente puede confundirse
con un temblor esencial no obstante la evidencia indica que este puede ser un factor de
riesgo para padecer EP (Jiménez-Jiménez et al, 2012). En un estudio Hughes y
colaboradores informé que el 69% de los pacientes expuso el temblor al inicio de la
enfermedad y que el 75% de los pacientes obtuvo el temblor en el trascurso de esta; el 9%
perdid el temblor en la fase final y solo el 11% nunca lo ha presentado (Martin, Loewenson
et al, 1973).

1.5.2 Bradicinesia

Se refiere a la lentitud para ejecutar los movimientos. Es un indicador distintivo de trastorno
en los ganglios basales, aunque no es considerada como privativa del Parkinson
(Giovannoni et al, 1999). Se identifica por la dificultad para iniciar y ejecutar un movimiento,
realizar tareas simultaneas y secuenciales; como caminar. En ocasiones puede impedir
tareas que requieran control de motor fino, lo que impedira al paciente realizar actividades
de la vida cotidiana como: abotonarse la camisa o el uso de utensilios para su alimentacion.
Otras de las manifestaciones de la bradicinesia incluyen la pérdida de movimientos
espontaneos y gestos; puede depender de estado de animo. (Francois, Vingerhoets et al,
1997).
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1.5.3 Rigidez

Es caracterizada por un incremento de la resistencia, se acompafa del fendmeno de
“‘Rueda Dentada” asociado al temblor, se exacerba al caminar y se alivia al sentarse (Azher-
Jankovic, 2005). La camptocormia esta referida en la Enfermedad de Parkinson
principalmente pero también puede presentarse en otras patologias que incluyen: distonias
y miopatia del tronco extensor; la deformidad se determina por una postura anormal de
inclinacion del tronco, principalmente cuando se esta de pie o sentado (Melamed,Djaldetti,
2006).

1.5.4 Inestabilidad Postural

La inestabilidad postural es la pérdida de reflejos posturales y generalmente suele
manifestarse durante las etapas mas tardias de la enfermedad. Se considera la causa
principal de caidas en estos pacientes y contribuye al riesgo de fractura de cadera (Williams
et al, 2006). En un estudio se identificd, que el tiempo promedio desde los sintomas iniciales
a la primera caida fue de 108 meses en pacientes con EP en relacion con otras patologias.
Otros factores que influyen en la aparicién de la inestabilidad incluyen a: la hipertensién
ortostatica, los cambios sensitivos relacionados con la edad y la integracion de los estimulos
visuales, vestibulares y propioceptivos (Bloem, 1992). Un estudio posterior revelé que el
38% de los evaluados experimentaron caidas y el 13% cay6é mas de una vez a la semana.
Como se esperaba, la frecuencia de caidas se correlacioné directamente con la gravedad

de los sintomas (Koller, Glatt et al, 1989).Figura 3.

Figura 3. Camptocormia en un paciente con Parkinson (Jankovic, 2008)
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1.6 Diagnostico

Hasta el momento, el diagnoéstico de la enfermedad de Parkinson se basa en la exploracion
clinica pues no se cuenta con marcadores bioldégicos o examenes de gabinete que la
establezcan in vivo; existe un gran nimero de escalas usadas para evaluar el deterioro
motor, no motor y la discapacidad de los pacientes con Parkinson, aunque la mayoria no
se han evaluado en la fiabilidad y validez. En estadios tempranos el diagnéstico es dificil y
se ha descrito que existe un margen de error del 5-10% , por lo que para el diagnéstico
definitivo de enfermedad de Parkinson se requiere la existencia de uno o mas de los
sintomas cardinales previamente descritos, la respuesta a la administracion de levodopa
de al menos una dosis diaria de 1 g durante el transcurso de un mes y que esta produzca
un marcado grado de mejoria clinica de por lo menos 30% en la escala unificada de la
enfermedad de Parkinson modificada(UPDRS), y la duracion de la mejoria debe ser de un
afio o mas. Los estudios de neuroimagen no confirman el diagndéstico clinico, sin embargo
permiten diferenciar de otras patologias, por ejemplo la TAC (tomografia computarizada) es
atil para identificar hidrocefalia normotensa o lesiones vasculares. La IRM (imagen por
resonancia magnética) en campo alto ha resultado comun para estudiar a los pacientes con
Parkinson ya que es posible detectar alteraciones en la Substantia nigra y pars reticulata,
ademas se pueden observar depdsitos de hierro es estas estructuras. El PET (tomografia
por emisién de positrones) utilizando fluorodopa ayuda a determinar la captacién de esta
en los ganglios basales y aun que es un estudio mas preciso su costo impide que sea
realizado a todos los pacientes con sospecha de la enfermedad (Estrada-Bellmann et al,
2011).

1.6.1 Etapas en la Valoracion Clinica

Existen escalas especializadas dedicadas a valorar a pacientes con sospecha de padecer
la enfermedad de Parkinson y su uso se limita a hacer el diagnostico previo a la
presentacion de los sintomas motores. Este modelo se utiliza para tener una mejor
comprension de como desplegar la tecnologia de diagnéstico de manera mas eficiente, y
fundamentalmente en el desarrollo de tratamientos que modifican el curso de la enfermedad
y que seran mas eficaces cuando su uso se inicia en etapas tempranas. La piramide PARS
(Parkinson’s disease at risk sindrome/ Sindrome de riesgo en la enfermedad de Parkinson)
representa las cuatro etapas que preceden a la EP clinicamente manifiesta (Figura 4). Este

modelo refiere que hay un gran ndmero de individuos que tienen una predisposicion a
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desarrollarla, pero solo una fraccién de progreso en cada nivel sucesivo, es decir el nimero

de individuos que la desarrollan clinicamente es una pequefia fraccién del grupo de riesgo.

Pre- diagnostico

Pre- Fisiologico

Figura 4. Esquema de la pirdmide PARS (Parkinson’s disease at risk sindrome/

Sindrome de riesgo en la enfermedad de Parkinson) (Siderowf & Lang, 2012).

a) Pre-Fisiologica: En esta fase los pacientes no tienen evidencia de padecer Parkinson,
pero poseen una caracteristica, como una mutacion genética que le confiere un alto riesgo
a desarrollarla en el futuro. El riesgo impartido dependera del gen implicado, incluso
individuos con cierto historial de exposicion ambiental como plaguicidas (Ltcking et al.,
2000).

b) Pre-Clinica: Se refiere a cambios fisiol6gicos detectados usando biomarcadores en
ausencia de cualquier caracteristica clinica en pruebas de neuroimagen (18F-DOPA; PET).

c) Pre- Motor: Los pacientes en esta fase tienen sintomas no motores que son
caracteristicas clinicas reconocibles como: la disminucién del sentido del olfato, depresion,
sintomas neuropsiquiatricos, y del suefio, que a menudo preceden a los sintomas motores.
Aunque estas caracteristicas no son universales estan presentes en diferentes grados en

la mayoria de los pacientes con EP (Miiller et al , 2002).
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d) Pre-Diagndstica: En esta fase se presentan los sintomas clasicos de la EP y
caracteristicas clinicas, pero no cumplen con los criterios diagnostico; hay un deterioro
cognitivo leve, que no necesariamente correlaciona para esta patologia. En la actualidad se
utiliza como biomarcador la determinacion de transportadores de dopamina y si existe
deficiencia en estos se pasa a la confirmacion de la enfermedad (Hughes et al, 1992). La
prueba de respuesta a levodopa es un examen clinico que se basa en el suministro de
medicamentos dopaminérgicos para evaluar la respuesta que tienen en aquellos
pacientes que presentan problemas motores, y forma parte de los estudios de
diagnostico que se utilizan para evaluar la posibilidad de pardlisis supranuclear
progresiva, es decir ayuda en el diagnostico diferencial respecto a la enfermedad
de Parkinson, en la que la respuesta a la levodopa suele ser mas alta (Seiffert
Czernek et al, 2017).

1.7 Sintomas Motores

1.7.1 Criterios Diagndésticos

El diagndstico diferencial de la EP idiopatico, considera descartar la presencia de cualquiera
de los otros tres tipos de sindrome Parkinsénico: el parkinsonismo secundario o adquirido,
el parkinsonismo heredo-degenerativo y sindrome multisistemas (parkinsonismo y demas
sindromes) (Gelb et al, 1999). Existen diversos criterios dirigidos a distinguirlos. Dichos
criterios fueron creados por el Banco de Cerebros de la Sociedad Britanica de Estudio de
la EP (Parkinson's Disease Society Brain Bank (UKPDSBB), considerada con un porcentaje
del 90% de certeza diagndstica (tabla 3).

11
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Tabla 3. Criterios clinicos empleados por el Banco de Cerebros de la Sociedad
Britanica para el diagnéstico de la EP.

Paso 1. Diagnéstico de Parkinsonismo

Bradicinesia: al menos uno de los sintomas clinicos cardinales:
- Rigidez
- Temblor de reposo 4-6 Hz
- Inestabilidad postural

Paso 2. Criterios de exclusion
- Evolucion no progresiva
- Lesiones encefalicas por traumatismos
- Encefalitis
- Regresion de los sintomas
- Toma de neurolépticos u otros farmacos similares
- Crisis Oculégiras
- Paralisis supranucleares
- Estrictamente unilateral
- Signos cerebelosos
Paso 3. Al menos 3 de los siguientes criterios de apoyo de caracter
prospectivo
- Inicio unilateral
- Asimetria persistente afectando mas el lado inicial
- Enfermedad progresiva
- Excelente respuesta a levodopa (70-100%)
- Discinesias graves por levodoterapia
- Respuesta a levodopa mantenida durante més de 5 afios
- Cuadro clinico de por lo menos 10 afios de evolucion

A pesar de la precision diagnoéstica de la aplicacién de dichos criterios, es considerado aun
como indispensable la confirmacion del diagnéstico a través de la autopsia (Visanji, Marras,
2015). Una vez diagnosticada la enfermedad, existen diferentes escalas de evaluacién
dirigidas hacia la obtencion de caracteristicas que permitan determinar el avance y /o
gravedad de los sintomas que caracterizan a una enfermedad. Esto permitird establecer de
manera fehaciente el potencial de los tratamientos administrados a un paciente. Entre las
escalas mas frecuentemente utilizadas se encuentran: La escala de Hoehny Yahr, la escala
de actividades de la vida diaria de Schwab & England, la escala unificada para la evaluacién
de enfermedad de Parkinson (Unified Parkinson’s Disease Rating Scale; UPDRS), asi

como el cuestionario de calidad de vida en la EP (PDQ-39) (Rodriguez-Violante et al, 2014).
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1.7.2 Tratamiento de la EP.

El tratamiento de eleccién para la EP se basa en la administracién de levodopa/carbidopa
(Sinemet), dirigido a compensar la drastica disminucién en el contenido de dopamina
estriatal. Asimismo, el &rbol de decision del tratamiento farmacolégico de la EP incluye la
administracion de agonistas dopaminérgicos, inhibidores de la enzima Monoaminooxidasa
(MAO B) principalmente, asi como inhibidores de la COMT. La Levodopa es capaz de
atravesar la BHE pero para asegurar que no sea metabolizada a nivel periférico por la
enzima dopamina decarboxilasa o la catecol-O- metiltransferasa (COMT) (Tarsy, 2006),
suele administrarse en combinaciones que faciliten y aseguren su llegada al cerebro. El
principal inconveniente del uso prolongado de la Levodopa radica en el desarrollo de
complicaciones motoras, como las discinesias. En cuanto a los agonistas dopaminérgicos,
éstos suelen ser indicados durante las primeras fases de la enfermedad, de manera
concomitante con la administracion de iIMAOSs, y se encuentran dirigidos a controlar la
rigidez y la bradicinesia. Los agonistas dopaminérgicos estimulan directamente a los
receptores dopaminérgicos, independientemente de la concentracion de dopamina
presindptica y tienen una vida media mas larga que la levodopa (Levine et al., 2003). Se ha
comprobado que el uso en monoterapia de los agonistas dopaminérgicos, frente a la
levodopa, reduce el riesgo de desarrollo de complicaciones motoras y discinesias, a
expensas de peores resultados en la mejoria de las funciones motoras (Miyasaki et al,
2002). Sin embargo, su monoterapia es considerada Gtil durante los estadios iniciales con
la finalidad de retrasar el momento de usar la terapia con levodopa. Otros farmacos
comunmente recetados son los anticolinérgicos, dirigidos para mejorar el temblor de reposo
y la rigidez de los pacientes con EP (Goetz et al, 2005); al regular los niveles de acetilcolina,
éstos suelen tener efectos positivos sobre la cognicion de los pacientes. Finalmente, los
inhibidores de la COMT (catecol-O-metiltrasferasa) y la MAO B (monoamino oxidasa B),
aumentan la biodisponibilidad y la vida media de la levodopa. Estan indicados en el
tratamiento de la EP avanzada en combinacion con la Levodopa, lo que permite reducir la
dosis administrada de levodopa para controlar la presencia de sus principales sintomas
motores como la Amantadina (Levine et al., 2003). Reportes previos aseguran que su
administracion aumenta la vida media de la Levodopa hasta en un 75%, sin aumentar los
“pico de dosis”, manteniendo unos niveles de farmaco mas estables, lo que permite una
reduccion de la dosis diaria de un 30% a un 50% (Tarsy, 2006).

De manera alternativa, aquellos pacientes que no responden al tratamiento farmacolégico

convencional, sufren de intervenciones neuroquirtrgicas. Algunas de ellas se basan en la
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insercion de electrodos de estimulacion, frecuentemente en el nucleo subtaldmico y, en
menor medida, en el palido. Al igual que el tratamiento farmacoldgico, la estimulacion
cerebral profunda parece reducir significativamente los sintomas motores (Figueiras-
Méndez et al, 2009). Otras aun més invasivas van dirigidas a la reseccion del tejido palidal
cuyo proposito es lesionar la via indirecta del circuito motor. (Cahan et al, 2018; Olanow ,
2002).

1.7.3 Complicaciones Motoras del tratamiento farmacoldgico:
Discinesia tardia.

Las discinesias son movimientos involuntarios anormales particularmente en cara y cuello,
ante situaciones de estrés o durante la ejecucion de tareas manipulativas finas. Como antes
mencionamos, la levodopa es el farmaco de eleccion en el tratamiento de la EP. Sin
embargo, su respuesta no se correlaciona ni con la severidad de los sintomas ni con el
tiempo de evolucion de la enfermedad (Levine et al., 2003); y la mayoria de pacientes
desarrollan discinesias y/o fluctuaciones motoras después de cinco afios de haber iniciado
el tratamiento (Iravani,Jenner, 2011). Las discinesias tardias son eficazmente controladas
a través de la reduccion de la dosis de levodopa, por lo que la eficacia se ve limitada. Las
complicaciones motoras se presentan en el 50% de los pacientes tratados por cinco afios
con levodopa y en mas del 80% de los tratados por mas de diez afios (Minsal, 2010). Las

discinesias relacionadas con la levodopa que se presentan de manera mas frecuente son:

a) Discinesia: "on": Los movimientos involuntarios (corea, movimientos disténicos,
mioclonias), coinciden con el periodo de mayor movilidad, porque suelen aparecer cuando
la levodopa alcanza su mayor efecto, lo que se refleja como el momento en el que los
niveles del medicamento alcanzan su nivel maximo, o bien pueden estar presentes durante

todo el periodo de beneficio motor, sin cambios en su intensidad.

b) Discinesias bifasicas: Se definen como movimientos involuntarios, que aparecen
inmediatamente al inicio y final del beneficio motor, inducido por una dosis aislada de
levodopa. La presentacion bifasica no necesariamente ocurre en todos los pacientes y
pueden estar solamente presentes en una fase del ciclo. Estas aparecen preferentemente
en las extremidades inferiores, particularmente en el lado mas afectado por la enfermedad
y en la mayoria de los casos suelen presentarse como movimientos lentos repetitivos

alternantes.
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c) Discinesias “off": Habitualmente coincide con niveles plasmaticos bajos de levodopa.
Su localizacion més frecuente es en las extremidades inferiores, adoptando posturas
dolorosas en flexién plantar e inversion del pie, junto con flexion plantar de los dedos, a
excepcion del primer artejo que suele estar en extension. En una gran proporcion de
pacientes, esta ocurre por la mafiana, antes de recibir la primera dosis de levodopa del dia,
por lo que también se la conoce como "distonia matutina". Sin embargo, puede aparecer
durante el dia, coincidiendo con los periodos de pérdida del efecto de la medicaciéon (OFF,

particularmente durante la tarde (Clarke, Moore, 2005).

1.8 Sintomas no Motores

Estos sintomas anteceden a los motores y se presentan en el 90% de los pacientes. Se ha
descrito que hay un margen de error diagndstico que va del 5 al 10% (Estrada-Bellmann,
2011) en la medicion de estos pardmetros. Siendo el mas comun de los no motores los
sintomas de dafio gastrointestinal observada en el 90% de los casos (Visanji,Marras, 2015).
En cuanto al tratamiento, se ha constatado la eficacia de neurolépticos atipicos (Clozapina
o0 Quetiapina), para el control de los sintomas psicoticos. La rivastigmina como un
anticolinérgico ha demostrado mejoria en la cognicion de estos pacientes. Cabe mencionar
gue estos tratamientos deben administrarse de manera concomitante a la administracion

del tratamiento de eleccién para EP (levodopa/carbidopa) (Stern, Lang,2012) tabla 4.
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Tabla 4. Sintomas no motores de la Enfermedad de Parkinson

Alteraciones Neuropsiquiatricas Deterioro  cognitivo,  Trastornos  afectivos
(ansiedad y depresidn) y psicosis.

Estrefiimiento, hipotensién ortostatica, sudoracion,
Disfuncién autonémicos seborrea, Disfuncion esfinteriana, disfuncion sexual, y
alteraciones en la termorregulacion.

Sensacion de entumecimiento, tirantez y rigidez.
Disfunciones Sensoriales

Insomnio, fragmentacién del suefio, hipersomnia y

Trastornos del Suefio trastornos de conducta del suefio REM como:
pesadillas, conductas motoras vigorosas y ausencia
de atonia muscular (De Riquer, 2013).

Vision borrosa, dificultad para la convergencia y la
Alteraciones de los Nervios Craneales mirada vertical y disfuncion olfatoria.

Otras alteraciones Pérdida de la masa corporal




2. NEUROQUIMICA DEL CEREBRO

El cerebro es un blanco del estrés oxidante, por lo que esta adecuadamente equipado
con sistemas de defensa antioxidante capaces de prevenir el dafio en cascada. El
estrés oxidante, la disfuncién mitocondrial, la agregacion de proteinas, y la inflamacion
constituyen el complejo estado patolégico que favorece la muerte neuronal en las
enfermedades neurodegenerativas. Las intervenciones terapéuticas actuales estan
basadas en un conocimiento de la biologia redox y pretenden ser una alternativa para

combatir la muerte neuronal acelerada en la Enfermedad de Parkinson.
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2.1 Especies Reactivas del Oxigeno (EROs)

Un radical libre es una especie quimica definida que tiene en uno o mas electrones
desapareados en su ultimo orbital, lo que lo convierte en un compuesto altamente inestable,
con gran capacidad de transformar casi cualquier molécula o inclusive de generar otros
radicales libres a través de una serie de reacciones quimicas en cadena (Halliwell, 1994).
Una vez liberados, éstos se aparean rapidamente con un electrén desapareado uniéndose
a otro radical libre o arrancando un electréon a una estructura molecular adyacente no
radical, con el fin de estabilizarse. Los sistemas biolégicos precisan de Oxigeno para
sobrevivir. los nutrientes que provienen de la dieta son también oxidados para la obtencién
de energia. Al conjunto de radicales libres derivados del Oxigeno se les denomina “especies
reactivas del oxigeno” (EROs). Asimismo, existen especies reactivas nitrogenadas
conocidas como Especies Reactivas del Nitrégeno (ERNOS) e incluso Especies Reactivas
del Azufre.

La reduccion parcial de la molécula de Oxigeno genera estas especies formando el
Peroxido de Hidrégeno (H20y), el radical superoxido ( O,—) y el radical Hidroxilo (OH")
(Halliwell-Gutteridge, 2015). A concentraciones moderadas y dada su limitado tiempo de
vida media, los radicales libres se desempefian como mediadores en la regulacion de
multiples procesos fisiolégicos (Packer-Wirtz, 1995), como mediadores en los factores de
crecimiento (Sundaresan-Yu et al, 1995) o vasodilatadores como en el caso del Oxido
Nitrico. Sin embargo, su liberacién excesiva, provoca dafio a una gran cantidad de
componentes celulares y ponen en peligro la sobrevivencia de los organismos aerébicos
(Droge, 2002).

2.2 Fuentes de EROS
El organismo esta expuesto a los efectos de los radicales libres derivados del Oxigeno

Freeman en el afio 1982 clasifica su produccién en fuentes de tipo exdégeno y enddgeno.

2.2.1 Fuentes exégenas

a) Agentes antineoplasicos: Como la bleomicina, adriamicina y algunos antibiéticos que
dependen de grupos quinoides o de union a metales para su actividad (Deno et al, 1982).
b) Factores ambientales: contaminantes aéreos fotoquimicos, hiperoxia, pesticidas, humo

de tabaco, solventes, e hidrocarburos aromaticos. Estos agentes poseen radicales libres o
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se convierten en radicales libres por medio del metabolismo celular y procesos de

desintoxicacion (Mason, 1982).

2.2.2 Fuentes enddgenas

La célula por si misma tiene fuentes de produccion de radicales libres.

a) Auto-oxidacion de pequefias moléculas: La célula contiene una gran variedad de
componentes solubles que tienen capacidad de oxidacion y reduccién, como por ejemplo
los tioles, catecolaminas y flavinas entre otras. En todos los casos el radical primario que
se forma es el radical superéxido por la reduccién del O, (Baccarini, 1978), y el Peréxido de
Hidrégeno como producto secundario, a partir de la dismutacion del radical superéxido.

b) Enzimas solubles y proteinas: Enzimas como la xantina oxido-reductasa, aldehido
oxidasa y la flavin protein deshidrogenasa generan radicales libres durante su ciclo
catalitico (Massey et al, 1989).

c) Cadena de trasporte electrénico mitocondrial: En tejidos sanos la fuente principal de
radicales libres son las mitocondrias, pues son responsables de mas del 90% del consumo
de oxigeno celular necesario para vivir. La mayor parte del perdxido de hidrogeno
mitocondrial proviene de la dismutacion del radical superéxido (Boveris-Chance et al, 1972).
La generacioén de radicales en la mitocondria se produce cuando los transportadores de la
cadena respiratoria (localizados en la membrana mitocondrial interna) estan reducidos
(Turrens-Boveris, 1980). De los cuatro complejos existentes se tiene evidencia de
produccién de radicales en el complejo |, como posibles generadores los centros de hierro-
sulfurados (Boveris-Cadenas, 1976) y en el complejo 1l aun se debate si el generador es la
semiguinona o el citocromo b (Herrero-Barja, 1997).

d) Membrana plasmatica: Los radicales libres generados extracelularmente deben cruzar
la membrana plasmética antes de reaccionar con otros componentes celulares y por esta
razén inician reacciones toxicas en la misma. Los acidos grasos de la membrana y las
proteinas transmembranales poseen aminoacidos oxidables que pueden ser alterados por
el atague de los radicales libres. Las reacciones modifican las propiedades de las
membranas, de modo que cambian su fluidez, aumentan su permeabilidad, disminuyen
sus funciones secretoras e inhiben algunos procesos metabdlicos celulares (Freeman-
Crapo, 1982).Un claro ejemplo es la enzima NAD(P)-oxidasa presente en la membrana de

las células fagociticas.
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e) Metales: Catalizan las reacciones de Oxido/reduccion, y debido a la capacidad de
combinarse con el Oxigeno estimulan la produccion de radicales libres. Esto es debido a la
naturaleza electronegativa del Oxigeno en combinacién con la electropositividad de los
metales. Se considera a los metales como la fuente mas importante de radicales del

Oxigeno.

2.3 Equilibrio entre especies reactivas y los antioxidantes

La sobreproduccion de radicales libres en el organismo se encuentra controlada mediante
una gamma de antioxidantes de origen enddgeno (glutation, albumina, transferrina y
ceruloplasmina), y exdgeno como la vitamina E, C y carotenoides; estos se obtienen por
medio de la dieta. Estos se clasifican de acuerdo con su mecanismo de accién en: primarios,
secundarios o terciarios (tabla 5). Algunos actdan por un Unico mecanismo, pero existen

algunos que pueden tener acciones combinadas (Kumpulainen et al, 1999).

Tabla 5. Clasificacion de los antioxidantes de acuerdo con su mecanismo de accion

Primarios Impiden la formacién de radicales libres (quelantes de metales
de transicion).

Interrumpen la reacciébn de propagacion por inactivacion (acido
Secundarios ascorbico) o desplazan a las especies reactivas de oxigeno (mayoria
de enzimas antioxidantes).

Reparan el dafio causado a las moléculas o eliminan aquellas que se
Terciarios has estropeado.

Por definicién, una sustancia antioxidante es aquella que, a concentraciones relativamente
bajas, es capaz de competir con otros sustratos oxidables y, por tanto, retrasar o inhibir la
oxidacion de dichos sustratos ( Halliwell, 1994). Esta definicibn contempla tanto a los

antioxidantes enziméaticos como los no enzimaéticos.
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2.3.1 Antioxidantes enzimaticos

Son componentes celulares y su funcion especifica es neutralizar a diversas especies
reactivas, ejemplo de ellas son: superéxido dismutasa, la ceruloplasmina, y la enzima

glutation peroxidasa.

a) Superdxido dismutasa (SOD): Es considerada como la primera linea de defensa en
contra del radical superéxido. Lo transforma en Peroxido de Hidrogeno y agua. En los
mamiferos existen tres isoformas: la forma Cu/Zn-SOD citosolica, la Mn-SOD (mitocondrial)
(Halliwell, 2009) y la forma Cu/Zn-SOD extracelular. La forma citosélica, también puede
presentarse en los espacios mitocondriales, en los peroxisomas y en el ndcleo (Grisham et
al, 1986) y la forma extracelular se expresa solo en algunas células y tejidos como células
vasculares, pulmon y plasma. (Hink et al., 2002;K6hler -Triebskorn, 2013).

b) Cu/ZnSOD o SOD1: Es una enzima dimérica. Cada unidad monomérica contiene un
sitio activo de un cobre y un zinc unidos mediante un puente con el imidazol de la histidina
(Figura 4). El cobre cambia entre los estados de oxidacién Cu*? /Cu*® durante la catélisis,
mientras que el Zinc desempeiia un papel en la estabilidad global de la enzima y facilita la
independencia del pH en la actividad (Hough-Hasnain, 2003).

Figura 5: Estructura de la CuZnSOD: se muestran los sitios de cobre y zinc en su forma reducida
en forma de esferas de color azul y naranja, unidos al puente histidina imidazol (L. GILAU*, n.d.)

El mecanismo generalmente aceptado de catdlisis para CuZnSOD segun Tainer implica la
reduccion ciclica y la reoxidacion del cobre por moléculas sucesivas de superdxido. En la
reduccion de Cu*? por el anién superoéxido, la His 61 se disocia del cobre y se protona. La
molécula de agua coordinada se desplaza, produciendo un sitio de tres coordenadas Cu*t.
A continuacion, el cobre se re oxida mediante una segunda molécula de superdxido
mediante la donacién de protones a partir de la His61 y agua dando como resultado la

liberacion de peroxido de hidrégeno y agua (Murphy-Strange, 1997).
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0;~ + SOD-Cul(ll) = SOD-Cu(l) + O,
SOD-Cu(l) + 03~ + 2H" = SOD-Cu(ll) + H,0,

¢) Glutation peroxidasa (GPx): Esta enzima reduce el Peréxido de Hidrégeno o el
Hidroperdxido organico a agua y alcohol, respectivamente. Para ello, utiliza en ambos casos
al glutatién reducido (GSH) como donante de electrones (Halliwell, 2009). La GPx es
Selenio-dependiente y es especifica para GSH, ya que lo necesita para poder realizar su
funcién, oxidandolo a glutatién oxidado (GSSG). Se localiza en el citosol, la mitocondria y
en la membrana celular. La reaccion necesaria para recuperar los niveles de GSH a partir
del GSSG es catalizada por la enzima glutation reductasa (GR) que consume NADPH para

regenerar el GSH. (Figura 6).

H,0, \ ﬁ GSSGI\%) NADP
GPX GR
2H0 M&I 2GSH M&I NADPH

Figura 6. Ciclo de oxidacién- reduccién de GSH

La GR tiene una distribucion similar a la de la GPx. Aungque esta enzima no es considerada
como una enzima antioxidante, su funcion es esencial para que la enzima glutatién

peroxidasa realice adecuadamente su labor antioxidante.

d) Ceruloplasmina: es sintetizada en el higado y secretada como una a- glicoproteina a
nivel plasmatico. Pertenece al grupo de las multi-cobre oxidasas, posee tres sitios de union
para cobre con caracteristicas espectroscopicas y funcionales diferentes (Figura 7).
Cataliza la reduccion de una molécula de Oxigeno en forma de agua, sin liberar al ambiente
a los radicales libres. Se considera la trasportadora mas especifica y eficiente de cobre en
la circulacion sanguinea. Posee una actividad ferroxidasa, por lo que participa en la
homeostasis del hierro. Es por esta razon que se le atribuye una actividad antioxidante. En

la circulacion se encuentra tanto en su forma de apoenzima como en forma de holoenzima;
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la primera corresponde a la enzima sin actividad, mientras que la segunda es la enzima

activa, debido a la presencia/ausencia del cobre en su sitio catalitico (Hellman-Gitlin, 2002)
figura 7 . En el cerebro, es sintetizada por los astrocitos, donde esta anclada a la membrana
plasmatica y unida a glucosil fosfatidil inositol. La ceruloplasmina glial esta intimamente
ligada al flujo de hierro del cerebro porque, como en el higado, la ceruloplasmina oxida el
hierro transportado por la transferrina para ser almacenado posteriormente por la ferritina
(Patel-David, 1997). Es importante resaltar que la albumina también es la proteina mas
abundante en el plasma, encargada de transportar al cobre sanguineo, y posee poder

antioxidante, ya que participa como la quelante de metales (Miller, 1998)

Cobre tipo |

aall Cobre tipo |

Cobre trinuclear:
Tipo Il y lll

Figura 7: Estructura de la ceruloplasmina. Se muestran los cobres de tipo LI, y Ill, asi como el

sitio de grupo de cobre trinuclear (Hellman-Gitlin, 2002)
2.3.2 Antioxidantes no enzimaticos

Este tipo de antioxidantes se unen a los radicales libres, y los transfieren de sitios donde
pueden provocar graves dafios a compartimentos celulares donde sus efectos sean menos
drésticos o bien, los transforman en radicales menos agresivos (Betancourt-Rule et al,
2000). Ejemplo de ellos son: el glutation reducido (GSH), la vitamina C (acido ascoérbico), la

vitamina E (a-tocoferol), entre otros.

Glutatién Reducido (GSH): Esta formado por el tripéptido a-glutamil-cisteinil-

glicina; y es la fuente de grupos tioles no proteicos mas abundante en la célula
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aproximadamente de méas del 90%; (Meister, 1995). El GSH es sintetizado en el higado por

la acciéon de dos enzimas, a-glutamil cisteina sintetasa y la glutation sintetasa (Meister-
Anderson, 1983). Tiene dos caracteristicas fundamentales: la presencia de grupos tioles
provenientes de la cisteina y la presencia de un enlace a-peptidico. Ya que es un tripéptido,
su ingesta no influye en los niveles celulares. Una de las funciones antioxidantes mas
importante es la eliminacion de H,O,y peroxidos organicos en la reaccion catalizada por la
GPx mediante la que se origina glutation oxidado (GSSG) y se restaura el glutatién reducido
(GSH). También esta implicado en la reduccion de varios antioxidantes celulares como la
vitamina E. El GSSG se mantiene a niveles bajos y aumenta con el envejecimiento en el
higado, los rifiones y el cerebro (de la Asuncion et al., 1996) mientras que el GSH
contribuye al mantenimiento del estado redox celular, al cual son sensibles las proteinas,
cambiando su funcién y/o conformacion ante cambios en el estado redox, siendo mas
susceptibles a la degradacion (Droge, 2002). En la medida en que se mantienen los tioles
proteicos de las proteinas, éstas son capaces de conservar su conformacion y regular
actividades enzimaticas metabdlicas importantes, lo que evita la formacién de disulfuros

mixtos y puentes disulfuro.

2.4 Metales de transicion

Los iones metalicos son componentes esenciales de una amplia variedad de procesos
biol6gicos de sistemas vivos por lo que las alteraciones en el almacenamiento, transporte
y manipulacion celular de ciertos metales de transicion han sido especialmente evaluadas
en la EP. Estudios post mortem realizados en el tejido cerebral de pacientes que fallecieron
con EP demuestran alteraciones en los niveles de hierro y cobre en los ganglios basales
(Dexter et al., 1989). Estos descubrimientos son especialmente importantes debido a que
ambos metales estan involucrados en la generacién y propagacion de las EROs debido a
sus propiedades redox (Hozumi et al., 2011). En el Sistema Nervioso, los metales dirigen
varias funciones celulares y actividades fisiol6gicas importantes. Por ejemplo, el hierro es
esencial para la sintesis de ADN, la neurotransmision, la mielinizacioén, la activaciéon del
oxigeno, el transporte de electrones mitocondriales y el metabolismo (Halliwell, 2006). Los
ganglios basales por su parte, son sitios sensibles a la degeneracion debido a su alto
contenido de metales (hierro y cobre), en conjunto con la presencia de una alta actividad
metabdlica, que facilita la generacion de radicales libres y otras EROs como el que da

peroxido de hidrégeno (Donaldson-Barbeau, 1985).
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2.5 Vinculo entre el Cobre y Hierro con la EP.

El cobre es un metal traza con una concentracion media de 1.4-2.1 mg / kg en individuos
sanos y se absorbe facilmente de la dieta a través del intestino delgado (2 mg / dia) (Lan-
Chen et al , 2016). Tanto el cobre como el hierro estan involucrados en la generacion y
propagacion de las EROs debido a sus propiedades redox a través de la reaccion de Fenton
(Figura 8), y es especialmente importante en areas cerebrales que metabolizan aminas
biolégicas como la dopamina, ya que el peréxido de hidrégeno es un subproducto de la
acumulacion de hierro y podria estar vinculada con la disminucion de la actividad
ferroxidasa, llevada a cabo principalmente por la cuproproteina ceruloplasmina; cuya
actividad enzimética se ha visto disminuida en pacientes con la EP (Hozumi et al, 2011;
Martinez-Hernandez et al, 2011). El cobre podria estar relacionado directamente con el
metabolismo del control del hierro y el aumento de este metal en los ganglios basales
indicaria que el cobre no se estd manipulando correctamente por las cuproproteina
neuronales y/o no se trasporta correctamente lo que altera los niveles de los sistemas
antioxidantes dependientes de cobre (Tapiero et al, 2003 ). En condiciones normales, el
cobre plasmatico es trasportado por la ceruloplasmina con una porcién minoritaria

transportada por albumina, transcupreina y otros aminoacidos (Davies et al., 2014).

Cu(l)+ H.0, —* Cu (Il)+ OH+ °OH

Fe**+H30:—) Fe**+0H"+ OH -

Figura 8: Reaccion de Fenton
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3. ANTECEDENTES

La presente tesis esta orientada al dafio por medio del estrés oxidante; de esta manera
se busca relacionar a las especies reactivas de oxigeno con todos los componentes
involucrados en esta patologia. Y aunque se basa en esta teoria centralmente es

imposible que otras teorias se entrelacen entre si.



ANTECEDENTES

3.1 Biomarcadores en EP

La busqueda de biomarcadores biolégicos que logren explicar la fisiopatologia y evolucion

de la EP han centrado sus esfuerzos en el empleo de modelos murinos (in vivo e in vitro),
y con el avance de las investigaciones, éstos marcadores se han empleado en estudios
clinicos controlados. La teoria del estrés oxidante se apoya en evidencias previas de la
literatura entre las que se encuentran los cambios en algunos de sus biomarcadores mas
importantes.

3.1.1 Contenido de Glutatién reducido (GSH)

La evidencia indica que los niveles de este antioxidante se encuentran disminuidos en los
pacientes con EP (tabla 6) en comparacién con los controles (voluntarios sanos)(Boll et al.,
2008; ( Boll et al, 2008; Yuan et al., 2015). Respecto al Glutation oxidado (GSSG) en
pacientes con Parkinson estéd aumentado en comparacion los controles (Elokda et al, 2010)

Tabla 6: Biomarcadores del estado redox de pacientes con EP VS controles sanos

Antioxidantes Control EP (n=64) Valor
(n=40) referencia por
sujetos sanos?

79.3+63.6 22.2+19.0*** 81.0+35.0
GSH pmol/L

147.3+35.2 128.0+ 43.0* 155.4+41.3

GPx U/L

171.1+3.9 161.0+10.0*** 174.5+5.0
CAT, U/mL

122.3+22.5 93.5+23.7*** 124.2+23.6
SOD U/mL

GSH: Glutation reducido, GPx: Glutation peroxidasa, CAT: catalasa, SOD: superéxido dismutasa. Test
de Mann Whitney para GSH, GSH-Px, CAT y SOD. * p<0.05 comparados con control. *** p< 0.001
comparados con control 2.(Yuan et al., 2015)
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3.1.2 Actividad de Superéxido Dismutasa de Cobre y Zinc (Cu/ZnSOD)
La actividad de esta enzima de pendiente de cobre en los pacientes con Parkinson se

encuentra disminuida en comparacion con los voluntarios sanos ( Boll et al., 2008; Halliwell,
2006).

3.1.3 Actividad ferroxidasa de la ceruloplasmina

La disminucion en la actividad ferroxidasa de la Cp ha sido reportada tanto para el modelo
murino de administracion de MPP+, como en pacientes con EP coincidiendo en el resultado.
(Boll et al, 2008; Grolez et al, 2015; Martinez-Hernandez et al., 2011; Yapur et al, 2007). La
actividad de dicha enzima se encontré disminuida significativamente con respecto a los
controles (Boll et al, 2008)

3.1.4 Cobre Total y Libre

En estudios previos se determiné el cobre en regiones cerebrales especificas, mediante un
método de gabinete. Estos estudios reportaron una disminucién importante de este metal y
un aumento significativo de hierro en las mismas zonas (Martinez-Hernandez et al., 2011).
Posteriormente, nuestro grupo de estudio realiz6 la determinacion del contenido de cobre
libre y cobre total por medio de espectrofotometria de absorcion atémica con horno de
grafito, en muestras de liquido cefalorraquideo en pacientes con enfermedad de Parkinson
y observaron un aumento en el contenido de cobre libre. Lo que corrobora lo reportado
previamente, y que coloca al aumento en el contenido de cobre libre como un posible
marcador biolégico, al compararlo con otras enfermedades neurodegenerativas entre las
gue se incluyeron a la ELA, AD y HD (Boll et al, 2003).
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Figura 9: Contenido de cobre libre en enfermedades neurodegenerativas. Concentracion de
cobre libre en el LCR en pacientes diagnosticados con una enfermedad neurodegenerativa en el
INNN. ANOVA seguido de Dunnett vs controles sin diferencias excepto para el grupo de pacientes
diagnosticados con EP (PD) p = 0.007. ALS: Esclerosis Lateral Amiotréfica, HD: enfermedad de
Huntington, PD: Enfermedad de Parkinson, AD: enfermedad de Alzheimer. ( Boll et al., 2008)

3.2 Suplementaciéon con Cobre

Los estudios en las primeras fases de investigacion se realizaron en ratones y de estos se
pudo obtener una idea mas clara de si este podria ser tomada como un tratamiento de
neuroproteccion; utilizando el modelo de MPP+ las ratas fueron ministradas con
pretratamiento de cobre y posteriormente se sacrificaban para determinar las
concentraciones de cobre en la substantia nigra. Asimismo, se determiné la actividad de
las enzimas antioxidantes (Martinez-Lazcano et al, 2014; Rios et al, 1995; Rubio-Osornio
et al, 2009). En pacientes, existen reportes de suplementacion de cobre a varones con
problemas cardiovasculares, para su posterior valoracion de las y actividades enzimaticas
antes y después del tratamiento, para poder dilucidar si el cobre aumentaba la eficacia de
la ceruloplasmina (Disilvestro et al, 2012; Disilvestro et al, 1997; Jones et al, 1997). Este
estudio concluyd que aumentaba la actividad de la Cp como respuesta al suplemento,

ademas de ser un tratamiento seguro para el uso en humanos.
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Figura 10: Actividad ferroxidasa de la Ceruloplasmina. Los datos estan en Unidades/L+ SEM.
Las mediciones se realizaron antes y después del placebo o suplementos pre y post cobre durante
8 semanas. * Significativamente diferente de la prueba t pareada previa al valor, P <.05. (Disilvestro

et al, 2012)
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JUSTIFICACION

La Enfermedad de Parkinson es una patologia neurodegenerativa de caracter progresivo
gque aumenta en prevalencia en grupos de edad avanzada y representa un importante reto
epidemiolégico por el gran impacto funcional al que conlleva. El tratamiento actual de la
enfermedad es sintomatico. Sin embargo, la administracién sostenida del tratamiento de
eleccion pierde efectividad a lo largo del tiempo, con riesgo de aparicion de efectos
secundarios indeseables y un deterioro continuo de la calidad de vida de los pacientes,
que culmina en una discapacidad funcional completa. La busqueda de medicamentos o
suplementos para modificar el curso clinico de la enfermedad o las alteraciones
fisiopatoldgicas que la representan, no han mostrado hasta el momento ser exitosos. Los
avances en los ultimos 20 afios en el entendimiento de la relacién entre los procesos
neurodegenerativos y alteraciones en el metabolismo del hierro cerebral, han abierto la
posibilidad de atacar uno de los posibles procesos iniciales que podrian conducir a la
disfuncion y muerte celular. La movilidad del hierro cerebral depende de proteinas
transportadores para su transformacién y acarreamiento, y el cobre es un mediador
fundamental en este proceso. Recientemente, modelos experimentales y tejido cerebral de
pacientes con Enfermedad de Parkinson mostraron un descenso en la actividad en algunas
de estas proteinas. Modelos animales han demostrado que la induccion de dichas
proteinas depende de cobre, y que la administracion de sus suplementos impacta también
en su capacidad motora. Por esta razoén, la presente tesis busca documentar el impacto del
tratamiento con suplementos de cobre por via oral en pacientes con Enfermedad de
Parkinson, y la valoracién de su capacidad para modificar la tasa de estrés oxidante, a

través de la activacion de enzimas dependientes de cobre.
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La disminucién en la actividad de los biomarcadores (GSH, Cp y SOD) en pacientes con
enfermedad de Parkinson idiopatico, tendrd un aumento significativo en aquéllos que
reciban el suplemento con cobre, en comparacién con los indices obtenidos de muestras
de pacientes que reciban el suplemento con placebo. Por su parte, el contenido plasmatico
de cobre libre en los pacientes bajo tratamiento con suplementos de cobre, estara
disminuido con relacion a los niveles obtenidos para pacientes que reciban el tratamiento

con placebo.
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OBJETIVO

Objetivo general

Evaluar el efecto del suplemento de sulfato de cobre en la progresion de la disfuncién de
algunos biomarcadores bioguimicos antioxidantes en pacientes con Enfermedad de
Parkinson idiopético, y compararlo con pacientes bajo tratamiento con placebo. Asimismo,
se pretende vigilar y consignar los efectos adversos asociados al uso del suplemento de
sulfato de cobre a través del andlisis de la funcidn de enzimas hepéticas y la integracion de
un formato de reporte de caso. De la misma manera, realizaremos una comparacién de los
resultados obtenidos a partir de un grupo control (integrado por voluntarios sanos, sin
diagndstico de EP) que compararemos con muestras basales de los pacientes con EP, para

confirmar la ausencia de fallas en el estado redox preexistentes de nuestros controles.

Objetivos especificos

1. Cuantificar los niveles plasméaticos de la actividad ferroxidasa de la Ceruloplasmina
mediante un método enzimético.

2. Cuantificar los niveles plasméticos de Glutation en su forma oxidada y reducida.

3. Cuantificar los niveles plasmaticos de la actividad de Superéxido dismutasa dependiente
de Cobre/Zinc, mediante estudios cinéticos.

4. Cuantificar los niveles plasmaticos de cobre libre por espectrofotometria de absorciéon
atémica con horno de grafito.

5. Cuantificar los niveles en sangre completa de cobre total por espectrofotometria de
absorcion atdmica con horno de grafito y automuestreador.

6. Cuantificar los niveles plasmaticos de las transaminasas hepdéticas ALT y AST y otras

proteinas (albumina, proteinas totales) de interés.
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MATERIAL Y METODOS

7.1 Disefio del estudio

Ensayo aleatorizado, doble ciego, controlado con placebo en plasma de pacientes con
Enfermedad de Parkinson idiopatica provenientes de la consulta externa del Instituto

Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez” de la CDMX.

7.2 Poblacién y muestra

Previo al reclutamiento se sometié el protocolo a un comité de ética que aprobd y monitorizé
el estudio durante todo el proceso, a cargo del. Posteriormente se reclutaron 5 pacientes
consecutivos para formar 2 grupos o brazos de tratamiento. También se reclutaron 6
voluntarios sanos como controles. Dos sujetos recibieron el suplemento de sulfato de cobre
en unidades para administracion oral de 4 mg tres veces por dia y 3 sujetos recibieron
placebo con la misma presentacion (Tabla 7). Un Neur6logo especializado en movimientos
anormales utilizé criterios clinicos (la escala del Banco de Cerebros de la Sociedad Britanica
para el diagnéstico de la EP, UPDRS) para el diagnéstico y seleccioén, asi como estudios
paraclinicos (ecografias, TAC, RAM) dentro del diagndstico diferencial durante una visita
de escrutinio. Los estudios paraclinicos forman parte de la evaluacion de rutina para el
proceso diagnostico de la enfermedad. Durante la Visita de Escrutinio, se les invito
verbalmente a participar explicando el tipo y objetivos del proyecto, y se les proporcioné
una copia del documento “Carta de Consentimiento Informado” por escrito con la
descripcion detallada del proyecto, asi como de su participacién, incluyendo el nimero de
visitas (3), los estudios a realizar y los métodos para la vigilancia de posibles efectos
adversos durante el tiempo de estudio, haciendo hincapié en el hecho de que a partir de
esa fecha y en cualquier momento del estudio, podian declinar su participacion y retirarse
del estudio. En caso de acceder a participar, los pacientes firmaron el Consentimiento
Informado en presencia de 2 testigos. Los pacientes fueron codificados con un nimero de
registro, que sirvid para la aleatorizacion de sus tratamientos e inclusion en cualquiera de
los 2 grupos o brazos. Los pacientes, médicos, y el resto de participantes en la evaluacién
y seguimiento de los pacientes fueron cegados al grupo o brazo que pertenecen. Durante
la visita inicial, asi como de las subsecuentes a los 3 meses y 6 meses, se tomaron muestras
de sangre periférica en 4 tubos (2 con heparina de 5mly 2 tubos con EDTA de 3ml), la toma
de muestras fue realizada por personal especializado del Laboratorio Clinico del Instituto

Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez”.
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Una vez obtenida la muestra, los tubos centrifugados a 2,500 rpm durante 10 minutos para
después alicuotar y separar el plasma, que se mantuvo en ultra congelacion (-70 °C) en

contenedores por separado de acuerdo al tubo del que provenian.

Al momento de su evaluacion, las muestras fueron analizadas en conjunto.

Tabla 7. Caracteristicas de los sujetos que participaron en este estudio

SUJETO SEXO EDAD DIAGNOSTICO # DE VISITAS FUMADOR
1 Masculino 56 Parkinson 2 SI
2 Femenino 58 Parkinson 3 NO
3 Masculino 45 Parkinson 3 NO
4 Femenino 40 Parkinson 1 NO
5 Masculino 63 Parkinson 3 Sl
6 Masculino 40 Control 1 NO
7 Femenino 45 Control 1 NO
8 Femenino 50 Control 1 NO
9 Femenino 43 Control 1 NO

10 Masculino 56 Control 1 NO
11 Masculino 41 Control 1 NO

7.2.1 Criterios deinclusion

a) Pacientes que cumplan con los criterios clinicos para una probable enfermedad de
Parkinson del Banco de Cerebros de la Sociedad Britanica para el diagnéstico de la EP
provenientes de la consulta externa del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia
“Manuel Velasco Suarez”.

b) Diagnostico de enfermedad de Parkinson dentro de los 5 afios antes de la visita de
revision.

c) Edad de 30 afios o0 mayor.

d) Pacientes que decidan aceptar y firmar el consentimiento informado del estudio.
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7.2.2 Criterios de no inclusion

a) Declinacion del consentimiento informado

b) Parkinsonismo debido a medicamentos incluyendo neurolépticos, alfa-metildopa,
reserpina, metoclopramida o acido valproico.

Uso de antioxidantes o inhibidores del al MAO-B (como Selegilina o Rasagilina),
suplementos de vitaminas o minerales.

¢) Otros desordenes parkinsénicos.

d) Historia de Enfermedad Vascular Cerebral.

e) Cambios en la medicacion dopaminérgica en los ultimos 60 dias antes de la Visita Inicial
0 Basal.

f) Otras enfermedades graves, incluyendo enfermedades psiquiatricas o hepatopatias
cronicas o agudas.

g) Pacientes con una enfermedad cardiovascular, vascular periférica o cerebrovascular
activa.

h) Anormalidades clinicas severas en los estudios de laboratorio o electrocardiograma en
la Visita de Escrutinio o en la Visita Inicial o Basal.

i) Uso de Metilfenidato, Cinarizina, Reserpina, anfetaminas o inhibidores de la MAO-A
dentro de los 6 meses anteriores a la visita Inicial.

j) Dosis inestables de terapias para el Sistema Nervioso Central o Periférico (p.ej.
antidepresivos, antiepilépticos, inmunomoduladores e inmunosupresores).

k) Uso de supresores de apetito dentro de los 60 dias anteriores a la Visita Inicial.

I) Historia de epilepsia activa dentro de los Ultimos 5 afios.

m)Participacién en otros estudios de medicamentos o drogas en investigacién dentro de
los 30 dias anteriores a la Visita de Escrutinio.

n) Historia de terapia electroconvulsiva.

0) Historia de cirugia cerebral para enfermedad de Parkinson.

p) Historia de enfermedad estructural cerebral como un trauma previo que causara dafio
detectado por una tomografia computada o Imagen de Resonancia Magnética, hidrocefalia
0 neoplasia cerebral previa.

g) Embarazo
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7.3 Determinacion de la actividad ferroxidasa de la Cp

Esta determinacion fue descrita en los afios 80 (Arnaud P, Gianazza E, 1988) para suero
fue adaptada y validada en el laboratorio de neuroquimica para su analisis ( Bollet al., 1999).
La reaccion enzimatica se basa en la capacidad de Cp para transformar Fe?* en Fe®*. En
resumen, se mezclaron 400 pL de muestras de plasma con 800 pL de tampdn de acetatos
(0,3 M, pH 6). Después de la incubacion a 30°C durante 5 minutos, se afiadieron 400 uL de
solucion de sulfato ferroso de amonio 0,01 M recientemente preparada. Las muestras se
incubaron luego durante cinco minutos mas a la misma temperatura; la reaccion de la
mezcla se detuvo con adicion de 800 uL de acido perclorico 1,25 M. Las muestras se
centrifugaron a 8,000 rpm durante 3 min. El hierro férrico producido por la actividad
ferroxidasa se determiné afiadiendo 1000ul de soluciéon de tiocianato de amonio 0,5 M a la
mezcla de incubacién. EI complejo rojo derivado de la formacién del complejo de tiocianato-
Fe (lll) se midi6 a 450 nm espectrofotbmetro de luminiscencia (FLx800 Multimode Lector

BioTex, Houston Texas, USA).

7.4 Actividad de superoxido dismutasa

Se midi6é espectrofotométricamente como se reporté por ( Boll et al, 2003) . Curvas de
calibracion para evaluar fiabilidad del ensayo de actividad SOD se realizaron utilizando
estandares de concentraciones conocidas de Cu / Zn-SOD bovino comprados de Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.). 50 uL de plasma a 2,9 mL de una solucién que contenia
10 mM de azida de sodio, 100 mM de xantina, 10 mM de citocromo c¢ reducido y 1 mM
EDTA en 20 mM de bicarbonato de sodio y 0.02% de Triton X-100, pH 10.2. El ensayo
enzimatico comenz6 con la adicién de 50 uL de una solucién de xantina-oxidasa 3.4 mg /
mL en EDTA 0,1 mM, que induce la produccion de superéxido. Cambios en la absorbancia
de citocromo c¢ se controlaron cada minuto a 550 nm con un espectrofotometro de doble
haz Perkin-Elmer Lambda 20. La unidad de actividad de SOD se definié como la cantidad
de enzima que disminuye la tasa de reduccion del citocromo ¢ en un 50%, como se describe
Boll et al.( Boll, et al, 2003).
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7.5 Determinacién de GSH y GSSG

Se utilizd6 el método reportado previamente por nuestro grupo con el uso de O-
phthalaldehido (OPA) como un fluorescente reactivo (Boll et al, 2014). Las muestras de
plasma se diluyeron 1: 1 (v /v) con PB-EDTA y HsPOy4, los tubos se colocaron en hielo por
10 minutos. Las muestras se centrifugaron a 4°C a 12000 rpm durante 15 minutos para
obtener el sobrenadante para el ensayo de los niveles de GSH y GSSG. Aproximadamente
se afiadieron 900 pL del tampén fosfato-EDTA, pH 8,0, a 125 uL del sobrenadante para
GSH y 50 pL para GSSG con 20 pL de NEM. Las muestras de GSSH fueron incubadas
durante 15 minutos con 50 pL de soluciéon de OPA y las muestras de GSSG se incubaron
con 430 uL de NaOH con 50 pyL de OPA. La fluorescencia se evalué en microcubeta con
lector de fluorescencia a 350 nm de excitaciéon y 420 nm de emisidon, con 90% de
sensibilidad. Para el andlisis de la muestra blanco, sustituimos muestras de plasma con
agua desionizada y fueron tratados como muestras regulares. Se construyeron curvas de
calibracion para glutation reducido y oxidado; las concentraciones se obtuvieron por
interpolacion de las curvas estandar. Los resultados se expresan como mMMGSH,
mMMGSSG.

7.6 Cobre total y cobre libre

Las muestras de analizaron mediante Espectrofotometria de absorcién atdmica con horno
de grafito con automuestreador; también del automuestreador). Para obtener el cobre de
bajo peso molecular, inmediatamente después de descongelar las muestras, se colocé una
alicuota de 400 uL en un dispositivo centrifugo Microcon YM-3 (Millipore Corporation) que
utiliza la membrana de celulosa regenerada hidréfila anisotrépica de baja union de Amicon
capaz de separarse un peso molecular nominal de 3000 Dalton. Después de 70 min se
centrifugaron a 14,000 g. en una centrifuga Eppendorf 5417R con sistema de enfriamiento
rapido, se obtuvieron 300 uL de plasma filtrado, en el que la concentracion de cobre se
midi6 directamente por espectrofotometria de absorcion atomica con horno de grafito y
automuestreador. De las muestras de sangre completa se tomaron los 400 pyL y se
colocaron directamente en las cubetas para determinar mediante absorciéon atémica en
horno de grafito, para obtener la cantidad de cobre total que estaba presente en la muestra

y determina la variacion entre las muestras(Boll et al, 1999).
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7.7 Transaminasas ALT/AST

Para comprobar que el suplemento con cobre no tuvo consecuencias hepatotéxicas sobre
los pacientes como consecuencia del tratamiento crénico, se midio la funcionalidad de las
enzimas ALT/AST (Alanina transaminasa / Aspartato aminotransferasa) en muestras de
suero tomadas antes, y durante tratamiento con CuSO., empleando un kit comercial de
Stanbio Laboratory Inc. (2930 East Houston Street, San Antonio, Texas 78202, EE. UU.)
Los resultados se expresaron como U/L.

7.8 Analisis estadistico

Para evaluar tanto la actividad como la concentracion de los antioxidantes de los voluntarios
y pacientes inicial se consider6 a cada ensayo como un analisis de muestras pareadas y se
realizé una prueba t de student para comparara los grupos entre si. Para la valoracién de
los antioxidantes de los pacientes durante el tratamiento se analizaron con una prueba t-
Student para muestras independientes. Todas las pruebas estadisticas se realizaron con
ayuda del programa SPSS versiébn 20.0. Consideramos un nivel de p< 0.05 como

significativo en las pruebas estadisticas realizadas.
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8.1 Anélisis comparativo de los biomarcadores en controles sanos vs niveles
basales de pacientes con EP.

Se determinaron las concentraciones de antioxidantes en 2 grupos; en los pacientes el

andlisis se realiz6 previo a la toma del suplemento de cobre. Estos andlisis se realizaron

para determinar si el nivel basal de los pacientes con Enfermedad de Parkinson era

diferente a los valores de los voluntarios sanos, de acuerdo con los reportes previos de la

literatura. La medicién se realiz6é en los tubos con heparina debido a que los célculos de

enzimas se pueden ver disminuidas debido a los quelantes de metales como el EDTA (Gelb

et al, 1999). En la tabla se muestran loa valores comparativos entre los dos grupos.

TABLA 8: Biomarcadores en Parkinson inicial vs controles

BIOMARCADOR PARKINSON INICIAL CONTROLES SIGNIFICANCIA
SANOS (PRUEBA DET)
GSH 0.269 = 0.017 0.24+0.01 N.S
GSSG 0.006+0.00 0.0006 +0.00 N.S
GSH/GSSG 462.35+26.29 436.74+48.04 N.S
Cu/ZnSOD 0.39+0.10 0.30+0.13 N.S
CERULOPLASMINA 3.33+0.08 3.41+0.30 N.S
COBRE LIBRE 45.82+7.00 62.02+12.65 N.S
COBRE TOTAL 990.3+887.98 939.53+88.58 N.S
PLASMA
COBRE TOTAL EN 1031.4+132.93 1056.5+£165.96 N.S

SANGRE

N.S: No significativo

Los resultados obtenidos del analisis de las concentraciones de metaloproteinas en plasma

determiné que en no hubo diferencias significativas entre el grupo de pacientes con

Parkinson y el grupo control, como se habia reportado en estudio previos, esto puede

deberse al tipo de muestra en el que se realizo el andlisis.
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8.2 Anadlisis comparativo de las transaminasas hepaticas, albumina y
proteinas totales del grupo Control vs pacientes con EP

De manera preventiva se realizé la determinacion de un perfil de funcionamiento hepatico
de cuatro elementos y se compararon con el grupo de pacientes que participarian en el
estudio, para garantizar el buen funcionamiento del higado y evitar ingresar a algun
paciente que no estuviera en condiciones de recibir el suplemento o placebo. El estudio se
delimité a determinar las transaminasas Alanino aminotransferasa (ALT) y Aspartato
aminotransferasa (AST), ya que estas enzimas muestran mayor especificidad por el higado,
decidimos excluir a la Gamma glutamil transpeptidasa (GGT) por mostrar mayor
especificidad por el tejido pancreatico. Como mencionamos en nuestros antecedentes, la
albumina es una proteina trasportadora de diversos elementos. Posee un segmento en su
estructura capaz de unir al cobre, por lo que de manera complementaria se calcularon sus
niveles (Hanaki, Odani, 2007). Estos resultados fueron comparados entre el grupo control
y pacientes con Enfermedad de Parkinson. Los datos sugieren que los valores de las
transaminasas (ALT, AST) no se ven modificadas en ninglin momento del estudio es decir
no existen diferencias significativas entre los promedios de los grupos, tomando en cuenta
que los controles son voluntarios sanos se determina que lo pacientes no tienen
impedimento para el ingreso al estudio, esto se observa en la tabla 9. El analisis con
respecto a la albimina y las proteinas totales como un posible indicador de la enfermedad
de Parkinson no dan algun indicio de que estén alterados en los pacientes con Parkinson
ya que las medias del grupo control y grupo comparado no son diferentes
significativamente, Estos resultados nos permiten tener conocimiento algun tipo de avance

y amplian nuestro horizonte.

TABLA 9: PERFIL HEPATICO PACIENTES INICIAL VS CONTROLES SANOS

PERFIL HEPATICO PARKINSON CONTROLES SIGNIFICANCIA  VALOR DE

INICIAL SANOS (PRUEBA DET) REFERENCIA
Alanino 16.68+2.63 25.95+ 3.79 N.S 7-41 U/L
aminotransferasa (ALT)
Aspartato 18.22+1.99 24.06%£3.79 N.S 12-38 U/L
aminotransferasa (AST)
Proteinas totales (PT) 7.4+023 7.18+0.13 N.S 6.7-8.6 g/dL
Albumina (ALB) 4.42+0.11 4.33+0.9 N.S 4.0- 5.0 g/dL
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8.3 Resultados de grupo por numero de visita

Una vez comparados los resultados del grupo control y pacientes, se determinaron los
mismos marcadores pero en esta ocasion se realizaron solo para el grupo de los 5 pacientes
por cada namero de visita es decir al inicio, a los tres y a los seis meses; el andlisis se hizo
por grupo sin distinguir a que brazo del estudio pertenecian. Cabe resaltar que cada
paciente visitaba el consultorio mensualmente para hacer la entrega del suplemento y para
en caso de necesidad hacer un reporte de reaccion adversa. Los antioxidantes se
relacionan directamente con el efecto de estrés oxidante en la fisiopatologia de la
enfermedad pues mantienen un equilibrio entre las especies reactivas y la concentracion
de los mismos. Se muestran los resultados del glutation reducido (GSH) al inicio del estudio
y a los tres meses, las medias no muestran una diferencia significativa. No asi para los
resultados de los 6 meses ya que este aumento hasta tres veces con respecto a los valores
iniciales, es decir en las medias se encontrd una diferencia significativa es decir un aumento

del antioxidante a un p<0.05, graficamente esto se puede observar en la figura 11.
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Figura 11. Concentracién de glutation reducido en pacientes con Parkinson. Cada punto
representa el promedio y el error estandar de mM de GSH de cada grupo comparado con t test p **<
0.05; GSH inicial (n: 5) 3 meses (n: 4) y 6 meses(n: 3), determinadas por triplicado. Las muestras se
realizaron en presencia de heparina.

47



RESULTADOS
3

En glutatién oxidado (GSSG) se esperaba que las muestras tuvieran una disminucién en su
concentracion como indicador de estrés oxidante, en nuestro estudio el GSSG inicial (0.06
%) y de 3 meses (0.06%) no detectaron diferencias significativas, en comparacion al de la
concentracion de los 6 meses (295 %) en donde se encontré un aumento significativo en
relacion a las muestras previas, estos resultados no han sido reportado para este modelo,

especificamente la figura lo hace visible (Figura 12).
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Figura 12. Concentracion de glutation oxidado en pacientes con Parkinson. Cada punto
representa el promedio y el error estandar de mM de GSSG de cada grupo comparado con t test p
**< 0.05; GSSG inicial (n: 5) 3 meses (n: 4) 6 meses(n: 3), determinadas por triplicado. Las muestras
se realizaron en presencia de heparina.
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La relacion GSH/GSSG en las muestras como un claro indicador de mejoria del estado
redox en los pacientes, detectd un aumento significativo hasta a los 6 meses en la figura 13
se puede observar lo reportado; lo que podria relacionarse con diversos factores como

ejercicio, tratamientos concomitantes entre otros que en este estudio no fueron analizados.
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Figura 13. Relacion de GSH/ GSSG en pacientes con Parkinson. Cada punto representa el
promedio y el error estandar de mM de GSH/GSSG de cada grupo comparado con t test p **< 0.05;
inicial (n: 5) 3 meses (n: 4) 6 meses(n: 3), determinadas por triplicado. Las muestras se realizaron
en presencia de heparina.

Como anteriormente citamos los antioxidantes son un punto clave en la defensa contra el
estrés oxidante por lo que la dependencia del cobre en la enzimas antioxidantes permiten
evaluar si la actividad en estas se modifica con respecto al tiempo del tratamiento; la
concentracién de (Cu/ZnSOD) en las muestras inicial (39%) disminuy6 en relacién a los tres
meses (30%), es decir no tuvieron diferencias significativas durante este periodo de tiempo,
en comparacion con los resultados del 6to mes (59%) en la actividad ;se encontré un
aumento significativo, es decir la actividad de la enzima aumento con respecto al tiempo
(figura 14).
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Figura 14. Actividad de Cu/ZnSOD en pacientes con Parkinson Cada punto representa el
promedio y el error estandar de Ul de SOD1 de cada grupo comparado con t test p **< 0.05; SOD
inicial (n: 5) 3 meses (n: 4) y 6 meses (n: 3), determinadas por triplicado. Las muestras se realizaron
en presencia de heparina.

La ceruloplasmina es otra enzima dependiente de cobre que permite la oxidacion de hierro
sin la liberacién de especies reactivas, esta siendo la principal funcién a medir en el estudio
ademas de ser la principal trasportadora del cobre cerebral en el liquido cefalorraquideo
(Boll et al, 1999), ademas la disminucién de la actividad esta asociada con funciones
neuroprotectoras lo que la liga con la enfermedad de Parkinson (Otagiri et al, 1999). El
analisis de la actividad de esta enzima arrojé para el primer mes un 341% disminuyendo
para el tercer mes hasta un 333%.Encontrando una disminucién significativa, para los 6
meses con un 415%, esto podria estar relacionado directamente con la disminucion en la

produccion de especies reactivas.
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Figura 15. Actividad ferréxidasa de la Cp en plasma en pacientes con EP. Cada punto
representa el promedio y el error estandar de mM de GSH de cada grupo comparado con t test ** p<
0.05.A) inicial (n: 5) y 3 meses (n: 4). B) Cp3meses (n: 4) y 6 meses (n: 3). Determinadas por
triplicado. Las muestras se realizaron en presencia de heparina.

Un marcador determinante, para la Enfermedad de Parkinson es la medicién de cobre y
hierro, desafortunadamente la medicion in vivo es imposible debido a que la obtencién de
tejido de los ganglios basales solo se realiza post mortem, por otra parte la medicién de
liguido cefalorraquideo es complicada y muy riesgosa, por lo que la toma de muestra
sanguinea es menos invasiva pero los niveles ain con una técnica validada se ven
disminuidos y poco concluyentes; de esta manera se realizé el analisis en las tres formas
de cuantificar al cobre durante la evolucién de los pacientes. El cobre total tanto en plasma
como en sangre no mostro cambios significativos durante el seguimiento de los pacientes

esto se observa en la figura 16.
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Figura 16. Concentracidon de cobre total en plasmay sangre en pacientes con EP. Cada punto
representa el promedio y el error estdndar de pg/L cada grupo comparado con t test ** p< 0.05. Inicial

(n: 5), 3 meses (n: 4), y 6 meses (n: 3). Determinadas por triplicado. Las muestras se realizaron en
presencia de EDTA.

Los resultados de las concentraciones de cobre libre en plasma tampoco mostraron una
disminucién significativa tuvieron diferencias significativas durante el tiempo del estudio
(figura 17).

100 A

80 -

0 T T T
INICIAL 3 MESES 6 MESES

Figura 17. Concentracion de cobre libre en pacientes con Parkinson. Cada punto representa el
promedio y el error estandar de ug/L de cada grupo comparado con t test ** p< 0.05. Inicial (n: 5) y

3 meses (n: 4) y 6 meses (n: 3). Determinadas por triplicado. Las muestras se realizaron en presencia
de EDTA.
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8.4 Nivel de Seguridad del suplemento

Durante todo el estudio, se valoré la ausencia de hepatotoxicidad asociada a la ingesta del
suplemento con sulfato de cobre por medio de un perfil hepatico de cuatro elementos. En
el primer mes de seguimiento, el primer paciente fue dado de baja por falta de compromiso
y dejar de asistir a las visitas programadas. En el tercer mes un paciente mas abandond el
estudio por complicaciones en el pancreas, no relacionado con nuestro protocolo clinico.
En lafigura 18 se observa que en la enzima Alanino Amino Transferasa éstas se encuentran
dentro del rango considerado como normal, es decir que no existen evidencias de dafio

hepatico.
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Figura 18. Concentracién de Alanino aminotransferasa en pacientes con Parkinson. Cada
punto representa el promedio y el error estandar de Ul de ALT de cada grupo comparado con t test.
** p< 0.05; inicial (n: 5) 3 meses (n: 4), 6 meses (n: 3). Determinadas por triplicado. Las muestras se
realizaron en presencia de EDTA.
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La otra enzima determinada en el estudio para garantizar el buen estado del higado de los
pacientes fue la Aspartato Aminotransferasa y su andlisis demostr6 también que los valores
obtenidos se encuentran dentro del rango considerado como normal, (Figura 19) por lo que

se aseguré que los pacientes no tuvieron dafio hepético durante el estudio.
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Figura 19. Concentracion de Aspartato aminotransferasa en pacientes con Parkinson. Cada
barra representa el promedio y el error estandar de Ul de AST de cada grupo comparado con t test.
** p< 0.05; AST inicial (n: 5), 3 meses (n: 4), 6 meses (n: 3). Determinadas por triplicado. Las
muestras se realizaron en presencia de EDTA.

La concentracion de albumina y proteinas totales en los pacientes durante el estudio no
mostraron cambios significativos mediante la prueba T. Los valores se encuentran dentro
del rango considerado como normal para sujetos sanos es decir no encontramos evidencia

en este estudio de alguna alteracién en estas proteinas.
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Figura 20. Concentracion de Albumina y Proteinas totales en pacientes con Parkinson. Cada
barra representa el promedio y el error estandar de Ul de ALB y PT de cada grupo comparado con t
test. ** p< 0.05; PT inicial y ALBinicial(n: 5), 3(n: 4) 6 meses (n: 3), determinadas por triplicado. Las
muestras se realizaron en presencia de EDTA.
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8.5 Resultados pacientes suplementados vs placebo
Se determind la variacion de la concentracién de GSH entre los grupos durante las visitas,
de estos se hace evidente que el comportamiento en ambos grupos es muy similar en las

tres determinaciones.
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Figura 21. Suplementados vs Placebo GSH. Cada barra representa el promedio mM de GSH de
cada grupo comparado. Inicial (n: 5), 3 meses (n: 4) 6 meses (n: 3), determinadas por triplicado. Las
muestras se realizaron en presencia de EDTA.

Los valores de glutation oxidado se mantuvieron bajos hasta el tercer mes pues durante el
sexto hubo un aumento considerable en ambos grupos de tal manera que no es posible
visibilizar los resultados iniciales y de tres meses. En el grupo placebo se observa un ligero

aumento en comparacion con el grupo de pacientes suplementados. Figura 22.
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Figura 22. Suplementados vs Placebo GSSG. Cada barra representa el promedio mM de GSSG
de cada grupo comparado. Inicial (n: 5), 3 meses (n: 4) 6 meses (n: 3), determinadas por triplicado.
Las muestras se realizaron en presencia de EDTA.

La relacién de GSH/GSSG en el analisis de las muestras de los pacientes determin6 que
los pacientes suplementados a los 6 meses tuvieron una disminucién en la concentracion

de los antioxidantes en comparacion con los pacientes que tomaron el placebo.
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Figura 23. Relacién de GSH/GSSG para Suplementados vs Placebo. Cada barra representa el
promedio mM de GSH/GSSG de cada grupo comparado. Inicial (n: 5), 3 meses (n: 4) 6 meses (n: 3),
determinadas por triplicado. Las muestras se realizaron en presencia de heparina.
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La actividad de la enzima SOD en los pacientes suplementados con cobre, muestran a largo
plazo un aumento de su actividad, de manera que la actividad dismutasa de la enzima es

aumentada hasta el sexto mes, esto se hace evidente en la figura 34.
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Figura 24. Actividad Cu/Zn SOD en Suplementados vs Placebo. Cada barra representa el
promedio Ul de Cu/ZnSOD de cada grupo comparado. Inicial (n: 5), 3 meses (n: 4) 6 meses (n: 3),

determinadas por triplicado. Las muestras se realizaron en presencia de heparina.

La actividad ferroxidasa de la ceruloplasmina presenta un aumento en la actividad a partir
del tercer mes y al sexto mes el aumento persiste en el grupo de pacientes que fueron
administrados con suplemento a diferencia de los pacientes que se administraron con

placebo. (Ver la figura 25).
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Figura 25. Actividad de la ceruloplasmina para Suplementados vs Placebo. Cada barra
representa el promedio mM de Fe/ml/min de cada grupo comparado. Inicial (n: 5), 3 meses (n: 4) 6

meses (n: 3), determinadas por triplicado. Las muestras se realizaron en presencia de heparina.

Los resultados de cobre total en plasma en los pacientes suplementados con cobre, no
muestran claras diferencias ni a corto ni a largo plazo, como se puede ver en la figura 36.
Con referencia al cobre total en sangre se observan ligeros cambios a corto plazo (al tercer
mes) en los pacientes suplementados con cobre, en cuanto a los pacientes con placebo su

concentracion se mantiene estable durante el tiempo del estudio.
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Figura 26. Concentracién de cobre total en plasmapara suplementados vs Placebo. Cada barra
representa el promedio ug/L de cobre total en plasma cada grupo comparado. Inicial (n: 5), 3 meses

(n: 4) 6 meses (n: 3), determinadas por triplicado. Las muestras se realizaron en presencia de
heparina.
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Figura 27. Concentracién de cobre total en sangre para Suplementados vs Placebo. Cada barra
representa el promedio ug/L de cobre total en sangre cada grupo comparado. Inicial (n: 5), 3 meses

(n: 4) 6 meses (n: 3), determinadas por triplicado. Las muestras se realizaron en presencia de
heparina.




RESULTADOS
3

El marcador principal en la concentracion de cobre es el cobre libre, ya que en la bibliografia
se demuestra que en los pacientes con Parkinson este esta aumentado; los datos reflejan
gue el grupo suplementado con cobre obtuvo una disminucion desde el tercer mes y
disminuye aun mas al sexto mes después de la toma, para el grupo placebo las

concentraciones se mantienen estables durante el estudio. (Figura 28).
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Figura 28. Cantidad de cobre libre para Suplementados vs Placebo. Cada barra representa el
promedio ug/L de cobre total en sangre cada grupo comparado. Inicial (n: 5), 3 meses (n: 4) 6 meses
(n: 3), determinadas por triplicado. Las muestras se realizaron en presencia de heparina.

61



9. DISCUSION



DISCUSION

9.1 Concentracion plasmética de GSH/GSSG

En este estudio piloto se determinaron las actividades de metaloproteinas y las
concentraciones de cobre libre y total. Hasta el momento debido al nimero de muestra tan
pequefio y el periodo de estudio tan corto, los resultados son parciales y no permiten decir
con certeza si el suplemento tiene efectos positivos en estos biomarcadores a largo plazo,

por lo que el estudio solo es presentado para futuros andlisis.

El resultado de los estudios en los niveles de GSH en plasma de pacientes con Enfermedad
de Parkinson que fueron suplementados con sulfato de cobre, arrojaron una disminucion
de manera casi imperceptible en los niveles de los primeros meses, no asi para el sexto
mes ya que el andlisis enzimético mostré un incremento significativo en los niveles de GSH.
A pesar de que esta aumentado este parametro bioquimico, este resultado no es
concluyente ya que los pacientes controles que fueron suplementados con placebo también
mostraron aumento en las concentraciones de este antioxidante, por lo que este estudio
inicial no relaciona la concentracion de este antioxidante con la suplementacién con cobre.
Esta falta de diferencia podria estar relacionada a la administracion de Levodopa ya que
ambos grupos mantuvieron dicho tratamiento. Estudios clinicos anteriores reportan que las
concentraciones de glutation reducido en los pacientes con enfermedad de Parkinson se
ven disminuida debido al desequilibrio del estrés oxidante como consecuencia de la edad,
y a patologias como, la diabetes mellitus y enfermedades cardiovasculares por lo que es

tomado como un marcador del estatus redox (Bharat et al,2002; Bloomer et al, 2005).

Respecto a los resultados de glutation en su forma oxidada (GSSG), el analisis reflejo
valores por debajo de cero en las muestras inicial y de tres meses, de manera contraria en
el sexto mes la concentracién de GSSG fue mayor, sugiriendo que el aumento se debe a el
estrés oxidante y dicha suplementaciéon de sulfato de cobre podrian no estar relacionado
con las variacion en la concentracion de GSSG debido a que los pacientes suplementados
con placebo también aumentaron los niveles de GSSG en el sexto mes; este aumento en
la concentracion también podria estar relacionado a el ajuste de dosis del tratamiento
(Levodopa) durante el estudio, ya que se ha reportado que este el tratamiento de primera

eleccion es un generador importante de especies reactiva de oxigeno (Elokda et al, 2010)

La relacion entre el GSH/GSSG juega un papel importante en la fisiologia de la célula por
lo que un desequilibrio de este sistema enzimético podria repercutir en el aumento o
disminucién de la vaina mielina y por lo tanto en la buena conduccion de los impulsos

nerviosos (Maher, 2005). La disminucion de esta relacion GSH/GSSG en los pacientes
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suplementados de este estudio podria sugerir una mejoria en el estado redox mediante una
disminucion las cantidad de especies reactivas en la células, pero de manera equivalente
los resultados de los pacientes administrados con placebo misma como un posible efecto

relacionado con el suplemento.

9.2 Actividad de las enzimas dependientes de cobre

Los valores de la actividad de la SOD1 que se determinaron en la visita inicial muestran
una disminucién a corto y esto se relaciona con el decremento de las especies reactivas
aunque la disminucién de las actividad también puede estar asociada a el aumento en la
taza de las especies reactivas dando como consecuencia una inhibicién de la enzima (Bray
et al., 1974) de manera contraria a los 6 meses con la administracién del suplemento se
obtuvo un aumento del 59% lo que se podria a asociar a un aumento en las especies
reactivas que generaron un aumento en la actividad para poder contrarrestar el efecto del
estrés oxidante a largo plazo. También estos resultados revelan que es posible recuperar
e incluso aumentar la actividad hasta en un 29% de esta y a pesar de que es un estudio
piloto dicho aumento no estaria vinculado con el tratamiento de cobre, ya que los resultados
de los pacientes que fueron administrados con placebo también presentan el aumento en
la actividad de la SOD1 en el mismo periodo de tiempo. Como lo afirman varios estudios
donde la suplementacién con cobre de 8 mg por un periodo de 6 meses en personas sanas
no tuvieron ningun cambio significativo en este marcador (Rojas-Sobarzo et al., 2013). Esto
contrapone a lo presentado por otro equipo de investigacion que reporté que en un modelo
murino donde se administraban cobre se daba como efecto la elevacion en la actividad de
la SOD1 (Martinez-Lazcano et al., 2014), y de la misma contrapone al estudio clinico del
afio 2012 que suplementd con cobre a pacientes con enfermedades cardiovasculares y
determiné que habia un aumento en la actividad de esta enzima (Disilvestro, Joseph,
Zhang, Raimo, & Kim, 2012b). El aumento de la actividad puede estar vinculado con el tipo
de muestra y un aumento en los factores que desencadenan el estrés oxidante, ademas

del nimero de muestras presentes en el estudio.

Multiples estudios han reportado una disminucion de la actividad de ferroxidasa de la
ceruloplasmina en los pacientes con la enfermedad de Parkinson, en comparacién con un
grupo control (Boll et al, 2011; Kristinsson, et al,1999). Ya que para su funcionamiento
necesita del cobre, se analizaron las muestras y se encontré que la actividad de los
pacientes suplementados con cobre tuvieron un aumento de la actividad de la

ceruloplasmina (6 meses) mientras que los pacientes tratados con placebo mantuvieron la
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actividad estable. Estos datos que aungque no son concluyentes se puede confirmar que el
uso de este suplemento de cobre podria reactivar la funcién oxidasa sin liberar las especies
reactivas a la célula permitiendo depurar la concentracion de fierro. Contrastando lo que
Diviestro report6é en pacientes con enfermedades cardiovasculares tratados con cobre, en

donde la actividad de esta enzima mostré una aumento significativo (Disilvestro et al, 2012).

9.3 Concentracion de cobre total y libre

Las concentraciones de cobre libre inicial en los pacientes suplementados con cobre fue de
505 % para a los tres meses hubo una disminucion de 168 % y el andlisis a los 6 meses el
porcentaje fue de 19 %, a diferencia de los pacientes que se administraron con placebo, los
cuales presentaron concentraciones de cobre libre estables durante todo el estudio. Y a
pesar de que el andlisis no es concluyente debido al tamafio de la muestra y la duracion se
muestra un avance de los posibles efectos de la administracion de cobre, lo que podria
disminuir la cantidad de especies reactivas que interactian en el sistema del paciente.
Estos resultados sugieren que la suplementacién con cobre podria asociarse al detrimento
de las concentraciones de cobre libre. Esto en oposicién a lo que reporté Rojas-Sobarso
(2013), donde los niveles de cobre libre en los pacientes suplementados con cobre por seis
meses no tuvieron una disminucién significativa. Asimismo, Milne reporta que el
suplemento de cobre no modifica las concentraciones de cobre libre, ni de la ceruloplasmina
en plasma y los considera biomarcadores poco confiables (Milne DB1, 1996). Nuestros
resultados sin embargo, no pueden aun considerarse como definitivos debido a nuestro
tamafio de muestra. El cobre total tanto en sangre como en plasma no tuvo modificaciones
que pudieran considerarse de importancia tanto en el grupo suplementado con cobre como

los de placebo.

9.4 Concentracion de transaminasas hepaticas y estudios complementarios

Los estudios de seguridad al paciente se evaluaron mediante un perfil hepatico de cuatro
elementos; transaminasas, albumina y proteinas totales. No obstante, estudios clinicos
anteriores mostraron que a una dosis de 8 mg /24hrs, no se presentan reacciones adversas
ni hepatotoxicidad (Rojas-Sobarzo et al., 2013). De las dos enzimas analizadas para
descartar hepatotoxicidad la Alanino Aminotransferasa (ALT) y la Aspartato amino
transferasa (AST) se mantuvieron en rangos considerados como normales lo que
comprueba que el suplemento no presento efectos negativos relacionados con la

administracion durante este periodo.
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Son pocos los estudios relacionan la concentracion de albumina con la Enfermedad de
Parkinson, pero en ellos se ha determinado que la concentracion de albamina sérica en los
pacientes esta disminuido en comparacion con el grupo control y que ademas estas
concentraciones estan relacionadas a la evolucion de la patologia (Wang et al., 2017).
Existen estudios que aseguran que la albumina tiene propiedades antioxidantes, por lo que
puede ejercer efectos de neuroproteccion aunque el mecanismo aun no esta claro (Zhang
et al., 2012) Por lo que nuestros resultados preliminares no demostraron cambio durante el
estudio como se habia hipotetizado. Los resultados demuestran también que el contenido
de proteinas totales tampoco cambid tras seis meses de tratamiento por efecto de la

administracion crénica de cobre,
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CONCLUSIONES
(N

El presente estudio es un protocolo piloto por lo tanto hasta el momento debido al nimero
de muestra tan pequefio y el periodo de estudio tan corto, los resultados son parciales y
no permite concluir si el suplemento tiene algun efecto directo en las metaloproteinas

analizadas.

1. La administracion de sulfato de cobre en pacientes mostré un aumento en la
concentracion del GSH.

2. La concentracion de GSSG no disminuyo, por el contrario se elevé lo que puede
sospechar que el cobre podria no ser el responsable de este efecto.

3. La actividad de la SOD1 no mostré un aumento después de la administracion de
cobre por 6 meses.

4. La actividad ferroxidasa de la ceruloplasmina se reactivd con la suplementacion
con cobre a seis meses de tratamiento.

5. El cobre en su forma libre manifesté una disminucién en la concentracion y esta
podria estar relacionada directamente con la administracion del sulfato de cobre
hasta los 6 meses.

6. Las concentraciones del cobre total en plasma y en sangre no presentaron
cambios en relacion al tratamiento con cobre.

7. No se present0 alteracion hepatica a la dosis empleada del suplemento.

8. La albimina sérica no cambid su concentracion durante el estudio.

68



11. PERSPECTIVA



PERSPECTIVAS
(S

A partir de los resultados obtenidos en este estudio, sera de gran importancia aumentar el
namero de pacientes que sean suplementados con cobre, con el propésito de hacer méas
confiables los datos y de obtener una clara idea de como es que la mayoria de los pacientes
reacciona ante el tratamiento.
1. Realizar analisis de marcadores finales de estrés oxidante, para garantizar que el
cobre administrado funciona como un reductor de este (Lipoperoxidacion. T-bars, entre
otros).
2. Medir la cantidad de ceruloplasmina en plasma después de la administracion de
cobre, ya que la actividad dependera también de la cantidad.
3. Hacer mediciones de ferritina y trasferrina séricas durante en estudio, a manera de
monitorear indirectamente el metabolismo del hierro.
4. Realizar la identificacién de proteinas de choque térmico durante el estudio, para

usarse como marcador de estrés oxidante y su progresion.
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ANEXOS
C

Escala de Hoehn & Yahr Modificada

Estadio 1
Afectacion exclusivamente unilateral, sin afectacion funcional o con minima afectacion.

Estadio 1,5
Compromiso unilateral mas afectacion axial:'

Estadio 2
Afectacion bilateral o axial (linea media), sin alteracién del equilibrio.

Estadio 2,5
Afectacion bilateral con recuperacion en el test de pulsion.

Estadio 3
Alteracion de los reflejos de enderezamiento (al dar vueltas o en el test de pulsion). Restriccién
discreta de las actividades laborales, pero puede hacer algunos trabajos. Vida independiente.

Estadio 4
Enfermedad completamente desarrollada, gravemente incapacitante. El paciente aidn es capaz de
caminar y permanecer en pie sin ayuda.

Estadio 4,5
El paciente no puede salir de su domicilio sin ayuda.

Estadio 5
Confinamiento en cama o silla de ruedas, a menos que se le preste asistencia.
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Escala de Actividades de la Vida Diaria de Schwab & England

Porcentaje

Completamente independiente. Capaz de realizar cualquier tarea con

o sin lentitud o dificultad . ... . ... 100
Completamente independiente. Puede tardar el doble de lo normal en realizar una

BT R eAneR An R RS ARG HOR A B E e RAG B EE AEH BEE A8 B EES B REE AEEERRBAREE A0 EEAREAREAAERAS 90
Independiente en la mayoria de tareas. Tarda el doble. Consciente de su dificultad

yenlentecimiento. ... ... ... e 80
No completamente independiente. En algunas tareas tarda tres o cuatro veces mas

delomormal ... .. 70
Alguna dependencia. Puede hacer la mayoria de tareas, pero muy lentamente

y con MUcho eSTUBTZO. .. ... e 60
Mas dependiente. Necesita ayuda en la mitad de las tareas cotidianas. Dificultad

9751 I Lo T 50
Muy dependiente. Sélo puede realizar algunas tareas sin ayuda. Con mucho esfuerzo

puede realizar alguna tarea. Necesita muchaayuda......................coooet 40
Ninguna tarea solo. Grave invalidez . ........... ..o 30
Totalmente dependiente. Puede ayudar algo en algunas actividades................. 20
Dependiente. INValido. ........cooiinii e 10

Postrado en cama. Ciertas funciones vegetativas (esfinteres) alteradas............... 0
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CUESTIONARIO DE CALIDAD DE VDA EN ENFERMEDAD DE PARKINSON

(PDQ — 39) Autores: V.Peto et al, 1995 (Validada en Espafia por P.Marinez Martin et al 1998)

Sefiale con qué frecuencia ha presentado, como consecuencia de la enfermedad de

Parkinson y durante el altimo mes, las siguientes situaciones

1. Dificultad para realizar las actividades de
ocio que le gustaria hacer

2. Dificultad para realizar tareas de la casa (por
ejemplo, efectuar reparaciones, cocinar,
ordenar cosas, decorar, limpieza,...)

3. Dificultad para cargar con paquetes o las
bolsas de la compra

4. Problemas para caminar una distancia de
unos 750 metros

5. Problemas para caminar unos 100 metros

6. Problemas para dar una vuelta alrededor de
casa con tanta facilidad como le gustaria

7. Problemas para moverse en sitios publicos

8. Necesidad de que alguien le acompaiiara
cuando salia a la calle

9. Sensacién de miedo o preocupacion por si se
caia en publico

10. Permanecer confinado en casa mas tiempo
del que usted desearia

11. Dificultades para su aseo personal

12. Dificultades para vestirse solo

13. Problemas para abotonarse la ropa o atarse
los cordones de los zapatos

14. Problemas para escribir con claridad

15. Dificultad para cortar los alimentos.

Nunca

Ocasional-

mente

Alguna
s

veces

Frecuente-

mente

Siempre o
incapaz de
hacerlo (si es
aplicable)
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16. Dificultades para sostener un vaso o una
taza sin derramar el contenido.

17. Sensacion de depresion

18. Sensacion soledad y aislamiento

19. Sensacion de estar lloroso o con ganas de
llorar

20. Sensacion de enfado o amargura

21. Sensacion de ansiedad o nerviosismo

22. Preocupacion acerca de su futuro

23. Tendencia a ocultar su Enfermedad de
Parkinson a la gente

24. Evitar situaciones que impliquen comer o
beber en publico

25. Sentimiento de vergiienza en publico
debido a tener la Enfermedad de Parkinson

26. Sentimiento de preocupacion por la
reaccion de otras personas hacia usted

27. Problemas en las relaciones personales con
las personas intimas

28. No ha recibido apoyo de su esposo/a o
pareja de la manera que usted necesitaba

29. No ha recibido apoyo de sus familiares o
amigos intimos de la manera que usted
necesitaba

30. Quedarse inesperadamente dormido
durante el dia

31. Problemas para concentrarse; por ejemplo,
cuando lee o ve la television

32. Sensacion de que su memoria funciona
mal.

33. Alucinaciones o pesadillas inquietantes

34. Dificultad al hablar

35. Incapacidad para comunicarse
adecuadamente con la gente

36. Sensacion de que la gente le ignora
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37. Calambres musculares o espasmos
dolorosos

38. Molestias o dolores en las articulaciones o
en el cuerpo

39. Sensaciones desagradables de calor o frio

Resultado Total
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