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Contexto

Los estudios de saliva y suero de esta tesis doctoral se integran en el Proyecto
titulado “Andlisis de la presencia de nitro-a-sinucleina anédmala en saliva de enfermos
de Parkinson”, dirigido por Emilio Fernandez Espejo, Catedratico de Fisiologia de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Sevilla, y teniendo como investigadora a
Fatima Damas Hermoso. Los protocolos fueron aprobados por el Hospital Universitario
Virgen Macarena (CEl Macarena, 29/10/2013), y Hospital Universitario Sefiora de Valme
(ref. 10/05/2018), asi como el Comité de Etica de Investigacién de la Junta de Andalucia
(PEIBA; CEI Sevilla Sur, Dictamen ref. 2017.121418738). Se obtuvieron los
consentimientos informados de todos los pacientes, con el modelo oficial de Biobanco
hospitalario de Sevilla. EI consentimiento siguidé la normativa de la Declaracion de

Helsinki (BMJ 1991; 302: 1194).
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Resumen

La fisiopatologia de la Enfermedad de Parkinson idiopatica (EPi) esta relacionada
con diversos procesos oxidativos. Esta tesis se basa en la investigacién de diferentes
sustancias que se hallan en saliva y suero y que participan en dichos procesos. A

continuacion, se expone un resumen de cada uno de los tres estudios llevados a cabo.

Estudio de la deshalogenasa tipo 1 en saliva y suero de enfermos de Parkinson
idiopatico.

Las enzimas deshalogenasas (DEHAL) no han sido estudiadas en los enfermos de
Parkinson, y podrian estar relacionadas con los efectos de estrés oxidativo de la
enfermedad. La enzima DEHAL tipo 1 (DEHAL1) es una deshalogenasa y una
nitrorreductasa, actuando como enzima multifuncional redox. Se expresa en tejidos
relacionados con la Enfermedad de Parkinson (EP) donde se detectan depdsitos de a-
sinucleina (aSyn) de neuronas positivas a tirosina hidroxilasa (TH). En este trabajo, se ha
estudivado la presencia de la enzima DEHAL1 en suero y saliva. Es un estudio
observacional, analitico tipo casos-controles en el que se han valorado 25 pacientes con
EPi y 25 controles, se ha incluido informacién demogréfica y caracteristicas motoras y
no motoras y se han empleado técnicas de Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA).
Los resultados indican que la enzima DEHAL1 salival se relaciona con la sanguinea
(proporcién ~1:250) y, ademas, en los pacientes, se correlaciona de modo inverso con
escalas clinicas de la EP. De este modo, cuanto menores son los niveles de DEHAL1 en
saliva, mayor es la gravedad de la enfermedad, tanto en su vertiente motora como
global (valorado por las escalas Unified Parkinson's Disease Rating Scale [UPDRs] y
Hoehn-Yahr respectivamente). De hecho, los niveles de DEHAL1 salival en sujetos con
enfermedad avanzada (grados 2,5 a 4 de Hoehn-Yahr) son significativamente menores
gue los sujetos con grados tempranos (grados 1 a 2) o sujetos control. Por tanto, los
resultados indican que los niveles de la enzima decrecen con el curso de la enfermedad

y se relacionan con su sintomatologia. Por tanto, ha de existir una progresiva reduccion

27



funcional de la enzima que podria influir en el desarrollo de la EP, probablemente en
fendmenos de estrés halogenativo/nitrativo, localizados en las glandulas salivares. Se
sabe que estos dos tipos de estrés oxidativo participan en la EP, y las gldndulas salivares

cada vez tienen un papel mas importante en la patogenia de la enfermedad.

Estudios sobre a-sinucleina nativa y nitrada en saliva y suero, y su relacion con
caracteristicas clinicas en la enfermedadE de Parkinson idiopatica.

La aSyn es un posible biomarcador de la EP. Hemos valorado el contenido de
aSyn en suero y saliva, y como los niveles de aSyn se relacionan con las caracteristicas
clinicas en cohortes de EPi. En este trabajo se han valorado 56 pacientes con EPi (40
muestras de suero y 27 de saliva) y 20 controles (20 muestras de cada biofluido), y se ha
incluido informacidn demografica y caracteristicas motoras y no motoras. Se han
empleado técnicas bioquimicas de Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) y de
inmunotransferencia o western blotting. Los resultados indican que a) los niveles totales
de aSyn sérica no se correlacionan con ninguna caracteristica clinica de la enfermedad,
b) los niveles en suero y saliva de aSyn no se correlacionan significativamente entre si,
c) los niveles totales de aSyn salival se correlacionan positivamente con las puntuaciones
de UPDRS total y motor (p <0.01), vy d) los niveles totales de aSyn salival son
significativamente mas bajos en pacientes que presentan algin sintoma no motor
(n=15; p<0,0001 respecto a los que no presentan, n=12); los sintomas no motores mas
frecuentes en los pacientes con EPi fueron el estrefiimiento (n=7) y la depresion (n=5).
En conclusién, los niveles séricos de aSyn carecen de utilidad para distinguir
caracteristicas clinicas o para predecir el diagndstico de EP. Sin embargo, el nivel total
de aSyn salival es un biomarcador de facil acceso que podria ser Util para discernir las
caracteristicas clinicas y evolutivas de la enfermedad, asi como la presencia de sintomas

no motores, principalmente estrefiimiento y depresién.
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Estudio de melanina, tirosinasa humana y lactoperoxidasa en saliva y suero de
enfermos de Parkinson idiopatico.

Los nucleos pigmentados del cerebro contienen neuromelanina, que parece
participar en la patogenia de la EP, pero se desconoce el contenido de la melanina no
neuronal (melanina propiamente dicha) en suero y saliva y su papel en la EPi; igual
ocurre con otras sustancias como las enzimas sintetizadoras de melanina, tirosinasa
humana (hTyr) y lactoperoxidasa (LPO). De esta manera, los objetivos de este estudio
fueron investigar las relaciones entre la melanina no neuronal, la hTyr y la LPO en suero
y saliva, asi como su relacién con las caracteristicas clinicas en la EPi. Es un estudio
observacional, analitico tipo casos-controles en el que se han valorado 42 pacientes con
EPi (25 muestras de suero y 21 de saliva) y 20 controles (20 muestras de cada biofluido),
se ha incluido informacién demografica y caracteristicas motoras y no motoras y se han
empleado técnicas de Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA). Los resultados
indican que se detecta melanina, hTyr y LPO en suero y saliva en todos los sujetos, tanto
pacientes como controles, sin diferencias entre los grupos. En cuanto a las correlaciones
clinicas, solo se observa que las concentraciones de hTyr sérica y melanina salival se
correlacionan inversamente con la duraciéon de la enfermedad (p<0,01), sin ninguna
correlacién con otra variable clinica. Estos marcadores proteicos no se correlacionan
entre si. En conclusidn, la melanina, la hTyr y la LPO estan presentes en suero y saliva
tanto en pacientes de EPi como controles. Los niveles séricos y salivares de estos
marcadores carecen de utilidad para distinguir caracteristicas clinicas o para predecir el
diagndstico de EPi. Solamente la melanina salival y la hTyr sérica podrian ser indicadores

periféricos de la duracion de la EPi.
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CAPITULO | — INTRODUCCION

1.1 Enfermedad de Parkinson. Generalidades

La EP es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas frecuente en nuestro
pais tras la enfermedad de Alzheimer. Fue descrita originalmente por James Parkinson
en 1817: “movimiento trémulo involuntario, con debilidad muscular, en parte sin estar
en accion o incluso afectando el normal apoyo, con tendencia al encorvamiento hacia

delante y a acelerar el paso sin motivo; estando los sentidos y el intelecto intactos”.

Cada ano, en Espaiia, se diagnostican unos 10.000 nuevos casos de EP,
afectando al menos a 160.000 personas y a mas de 7 millones de personas en todo el
mundo. La prevalencia y la incidencia de la EP es muy variable. En general, en Europay
Estados Unidos, la prevalencia es mas alta que en el resto de paises y es relativamente
uniforme. En los paises asiaticos, Latinoamérica y Africa es inferior, especialmente en
este ultimo continente. Estas diferencias podrian deberse en parte a factores propios de
la poblacién estudiada (es decir, mayor mortalidad por menores recursos econdmicos).

En general, y teniendo en cuenta todo tipo de estudios, independientemente de
la metodologia utilizada, en paises industrializados la prevalencia en la poblacién oscila
entre el 0,3% y el 1% en personas mayores de 60 afios, y alcanza el 3% en las de 80 afios
0 mas, con tasas de incidencia que varian entre 0,08 y 0,18 por 1.000 personas/afio

(Benito, 2018).

Suele aparecer a partir de la 62 década de la vida y su frecuencia aumenta con la
edad. Es excepcional en edades inferiores a 30 afios (EP juvenil) y poco frecuente entre
los 30-40 afios (EP precoz). En la mayoria de los casos, tiene un curso insidioso y

progresivo durante 10-20 anos hasta desencadenar una invalidez grave o la muerte.
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1.2 Etiopatogenia de la enfermedad de Parkinson

La etiopatogenia es desconocida, pero se considera que es el resultado de la

interaccion de varios factores naturales, genéticos y ambientales.

- Factores naturales:

En condiciones, normales, tenemos una carga de 500.000 neuronas dopaminérgicas en
la sustatancia negra pars compacta. Existe una pérdida neuronal natural por el
envejecimiento que comienza a los 40 afos (4,7% de las células por década de forma
lineal). Esta susceptibilidad a la muerte de neuronas dopaminérgicas parece estar
relacionada con la produccién de radicales oxidativos. No obstante, es improbable que
esta pérdida por si misma y de forma aislada sea la causa, pero si explicaria algunos
parkinsonimos farmacolégicos en ancianos inducidos por farmacos antidopaminérgicos.
En la EP existe un aumento de la pérdida neuronal; el 50-90% de la misma tiene lugar en
los primeros afios de la enfermedad. Ademas, los marcadores dopaminérgicos y
transportadores de dopamina (DAT) manifiestan una denervacién, leve sobretodo en el
putamen el 12 afio posdiagndstico y moderada/intensa a los 3 afios y practicamente
total a partir del 42 afo.

Por otra parte, existe una “selectividad lesional” de las neuronas dopaminérgicas
en la EP, afectando en mayor cuantia a la sustancia negra compacta y en menor
proporcidn a la sustancién gris periacueductal.

Sin embargo, esta degeneracidon neuronal no es solo dopaminérgica, también se

afectan neuronas colinérgicas, noradrenérgicas y serotoninérgicas.

- Factores genéticos:

La mayoria de los casos son esporadicos y se estima que sélo el 8-10% de los
casos tiene un origen genético. Gran parte se transmiten de forma mendeliana, pero en
otros el patron de herencia es desconocido. En algunas formas incluso todavia se

desconoce el gen involucrado. Se detalla en la Tabla 1.
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Tabla 1. Formas de EP monogénicas (modificado de Kalinderi et al. Actualizacién 2017)

PARK Herencia Locus Gen Edad de Caracteristicas Clinicas
inicio

PARK 1 ADo 4q21-22 aSyn 40-50 Inicio precoz
PARK 2 AR 6025.2-27 Parkina 20-40 Inicio precoz
PARK 3 ADo 2p13 é? 60 Tipico
PARK 4 ADo 4921-23 aSyn 30 Inicio precoz
PARK 5 ADo 4p13 UCHL1 50 Tipico
PARK 6 AR 1p35-36 PINK1 20-40 Inicio precoz
PARK 7 AR 1p36 DJ1 20-40 Inicio precoz
PARK 8 ADo 12q12 LRRK2 >50 Tipico
PARK 9 AR 1p36 ATP13A2 <20 Demencia, espasticidad
PARK 10 FR 1p32 é? >50 Tipico
PARK 11 ADo 2q36-37 é? >50 Tipico
PARK 12 Ligada a X Xqg21-25 é? >50 Tipico
PARK 13 ADo/FR 2p12 HTRA2 >50 Tipico
PARK 14 AR 22g13.1 PLA2G6 20-40 Distonia
PARK 15 AR 22q12-13 FBXO7 20-40 Sindrome piramidal
PARK 16 FR 1932 é? >50 Tipico
PARK 17 ADo 16g11.2 VPS35 >50 Tipico
PARK 18 ADo 3927.1 EIFG4AG1 >50 Atipico
PARK 19 AR 1p31.3 DNAIJC6 <20 Atipico
PARK 20 AR 21g22.11 SYNJ1 <20 Atipico
PARK 21 ADo 3g22.1 DNAJC13 >60 Tipico

Abreviaturas: ADo: Autosémica Dominante; AR: Autosdmica Recesiva; FR: Factor Riesgo. Resto
de abreviaturas y nombres oficiales de los genes: véase en el partado: Relacion de Siglas y

Acrénimos

Actualmente se conocen alrededor de unos 21 locus afectados. Los diferentes
tipos de EP se reconocen por el acrénimo PARK. Por lo general, las formas autosémicas
recesivas (AR) estan asociadas a una EP de inicio juvenil, la mas frecuente es la mutacién
del gen parkina (PRKN) que codifica a una proteina con su mismo nombre. La EP
inicio mas tardio vy
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patolégicamente cursa con Cuerpos de Lewy (CL). La mutacién en el gen Leucine-Rich

Repeat Kinase 2 (LRRK2) es la mas frecuente dentro de las formas ADo.

Salvo unas pocas excepciones en algunas poblaciones, menos del 5% de todos
los casos de EP son causados por mutaciones en un solo gen. Por tanto, las pruebas
genéticas permitiran un diagndstico etioldgico preciso solo en la minoria de pacientes.
Dado que no existe un tratamiento especifico para los casos genéticos, el propdsito de
las pruebas genéticas en la EP estd orientado fundamentalmente al paciente y sus
familiares, al asesoramiento con respecto al prondstico de la enfermedad y el riesgo
genético de pacientes no afectados. Los resultados tienen implicaciones psicoldgicas,
social y profesionales por lo que debe ser realizada por un equipo de profesionales que
aporten consejo pretest y después de la prueba. En general, los estudios genéticos no
son realizados en la practica clinica habitual; pero pueden considerarse en pacientes con
EP juvenil, de inicio temprano e historia familiar positiva, con determinadas
manifestaciones atipicas o siempre que exista una importante historia familiar (Miiller

etal, 2016).

- Factores ambientales:

Son multiples los factores externos que se relacionan con una menor o mayor incidencia
de EP.

El tabaco y la cafeina son dos de ellos. Aunque su efecto protector no estd

reconocido, existe una incidencia mayor entre no fumadores y no consumidores de
cafeina (existe la hipdtesis de una menor capacidad de adiccidn en los pacientes con EP
que explicaria esta posible asociacion). En esta misma linea de proteccion, encontramos
el consumo de antiinflamatorios no esteroideos (AINES) y el consumo moderado de
alcohol.

Por lo contrario, existe una mayor incidencia de EP en el ambito rural. Diversos
estudios (Broussolle E y Thobois S, 2002; Kieburtz W, 2013; Pezzoli G y Cereda E, 2013)
sefialan el posible papel etioldgico de la exposicion a herbicidas o insecticidas, consumo

de sustancias téxicas como N-metil-4-fenil-1,2,3,6 tetrahidropiridina (MPTP), rotenona
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(toxico selectivo del complejo mitocondrial), la industrializacién, historia de

traumatismos craneo encefalicos previos e ingesta de aguas de pozos.

Como resultado de la intervencién de estos factores naturales, genéticos y/o
ambientales tiene lugar dos procesos fundamentales en esta patologia:
- la acumulacién de proteinas andmalas, destacando la aSyn, en la sustancia negra
(cuerpos y neuritas de Lewy)

- la muerte neuronal dopaminérgica

La aSyn es una proteina de 140 aminodcidos, con tres regiones diferenciadas. El
extremo amino terminal estd cargado positivamente, el segmento hidrofébico central y
el extremo carboxilo que estd cargado negativamente. Posee cuatro residuos de
tirosina, uno (Y39) cerca del extremo amino y tres (Y125, Y133, e Y136) cerca del
extremo carboxilo. La figura 1 muestra un esquema de la proteina. El mondmero
proteico adopta una conformacion colapsada alrededor del centro hidrofébico. En 2011
se detectd que la aSyn fisioldgica no se encuentra en forma monomérica sino
oligomérica, formando tetrameros, y que en ellos cada cadena adopta una
conformacion alfa-helicoidal (Bartels et al., 2011; Wang et al., 2011). Estos tetrameros
se forman por uniones ditirosinicas entre las cadenas y con dicha disposicion espacial se
localiza la proteina en las neuronas (principalmente en los terminales presindpticos),
pero también en liquido cefalorraquideo, espacio extracelular neuronal y sangre
(Emmanouilidou et al., 2011). En sangre el 99% se encuentra unida a la membrana de
los globulos rojos y el resto en plasma (Barbour et al., 2008). La existencia de aSyn en
diversos fluidos se relaciona con el hecho que dicha proteina puede segregarse por las
neuronas al medio extracelular y transportarse de neurona en neurona, fenémeno que

podria estar involucrado en la progresién de la neurodegeneracién en la EP.
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¥ .

Mondémero Tetramero

Figura 1. a-sinucleina. (Izquierda) estructura plegada del mondmero con los residuos de tirosina
en color. (Derecha) Tetramero con cuatro moléculas de aSyn unidas entre si por residuos de

tirosina.

La principal patologia molecular de la aSyn es la fosforilacién, siendo sus
oligdmeros neurotéxicos; la aSyn andmala se pliega y forma fibrillas insolubles que se
depositan en el citoplasma de las neuronas (Cuerpos de Lewy) y en las neuritas de Lewy.
La aSyn mal plegada tiende a precipitar en forma de protofibrillas, que a su vez
precipitan mas sélidamente en forma de fibrillas, y que constituyen el nicleo del CL. La
aSyn mal plegada también tiende a precipitar en agregados amorfos. La relacion entre
la clinica, la inclusiones proteicas andmalas y muerte neuronal es controvertida. Es bien
sabido, que la clinica motora se relaciona con la pérdida neuronal pero no

necesariamente con la densidad de agregados amorfos.

Los CL, descritos por este autor en 1912, son inclusiones de 5 a 25 micras de
diametro, con un nucleo denso eosinofilico rodeado por un halo palido (Figura2). En el
nucleo denso se detectan depdsitos de proteinas como aSyn, parkina y microfilamentos.
Aunque se ha propuesto que los CL son un mecanismo citoprotector, a través del cual la
célula “aisla” proteinas téxicas, (Hurtig et al., 2000) han demostrado que cuanto mayor
es el numero de CL, mayor es la gravedad de la EP. Los CL se detectan en otros lugares
del sistema nervioso central y periférico: como los plexos intestinales, el bulbo olfatorio,
centros mesencefalicos, y glandulas salivares. Esto sugiere que estamos ante una

enfermedad multisistémica, no afectando Unicamente a estructuras neuroldgicas.
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Figura 2. Cuerpo de Lewy. Neurona de sustancia negra con inclusién o cuerpo de Lewy
caracteristico, con halo claro y centro mas oscuro eosinofilico. Tomado de Ellison,

https://www.brightfocus.org/alzheimers/article/it-alzheimers-disease-or-lewy-body-dementia.

Este hecho ha permitido enumerar una teoria patogénica sobre la EP que afirma
gue es de origen periférico y que podria relacionarse con un patégeno “invasor”. En la
EP tiene lugar una afectacién del sistema nervioso auténomo en las neuronas simpaticas
posganglionares de varios érganos, y de forma caracteristica del corazén, en el que tiene
lugar una denervacidén simpdtica posganglionar que ya estd presente desde fases
premotoras de la enfermedad. Las alteraciones vegetativas que estos pacientes
presentan se podrian explicar por la existencia de CL en los nucleos vagales bulbares, en
los ganglios raquideos simpaticos del plexo cardiaco (lwanaga et al., 1999), y en el
sistema nervioso entérico, lo que se traduciria en una alteracion del transito intestinal,

control vesical, rectal o disfuncién eréctil (Wakabayashi et al., 1990).

Aunque los CL son una caracteristica significativa en la EP, no es especifica;
pudiendo ser encontrados en otras enfermedades (Enfermedad de Alzheimer,
Demencia por CL, Esclerosis Lateral Amiotréfica, Atrofia Multisistema, Sindrome de
Down, Hallervorden-Spatz). Por el contrario, hay tipos de EP como PARK2 o LRRK2 en los

que no se encuentran estos CL en todos los cerebros.
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1.3 Fisiopatologia de la enfermedad de Parkinson

Los ganglios basales estdn formados por un grupo de nucleos subcorticales
relacionados directamente con el inicio y control de los movimientos voluntarios, del
aprendizaje y de las acciones cognitivas y emocionales. Basicamente se dividen en tres
formaciones: neoestriado, paleoestriado y nucleos suplementarios. El neoestriado
comprende el nucleo caudado, el putamen y el nicleo accumbens. El paleoestriado
incluye al globo palido interno (GPi) y externo (GPe). Dentro de los nucleos
sumplementarios destacan el nucleo subtaldmico (NST), sustancia negra (pars compacta
[SNpc] y pars reticulata [SNr]), el drea tegmental ventral, el ntcleo pedunculopontino y
el drea motora mesopontina (Wichmann T et al., 2003). En la figura 3 se muestran los

principales ganglios basales y su localizacién.

Dentro de los ganglios basales, el neoestriado corresponde a la parte
esencialmente receptora, tanto de la informacion cortical como de la modulaciéon de la
proyeccion desde los nucleos dopaminérgicos del mesencéfalo ventral. El GPi y la SNr
constituyen los nucleos de salida de los ganglios basales, que conectan con el resto de
nucleos funcionalmente implicados como los nucleos taldamicos, el nucleo
pedunculopontino y el area motora mesopontina. De esta manera existe una red de
proyecciones dopaminérgicas entre los diferentes ganglios basales. La sustancia negra
compacta ventral proyecta terminaciones dopaminergicas al putamen, mientras que la
dorsolateral lo hace al caudado. El drea tegmental ventral proyecta hacia region

frontobasal y septal (nuicleo acumbens).
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Figua 3. Esquema de los Ganglios basales. Los ganglios basales se sitlan sobre una zona
denominada cuerpo estriado dividida por un haz de fibras, denominado cdpsula interna. Sobre

ésta se van situando los ganglios basales: el nicleo caudado, el putamen, el globo pdlido,

el nicleo subtaldmico y la sustancia negra. En el lado interno de la cédpsula interna se halla

el nicleo caudado (nucleo de la cola) y en su lado externo el putamen (nucleo en forma de
cascara), junto al que se situa el globo palido (una estructura triangular de color gris claro con
una fina capa de sustancia blanca en su mitad que, en ocasiones, se une con el putamen para
formar el nucleo lentiforme). Situado al lado del globo palido, pero mas hacia el interior, se

encuentra el nucleo subtaldmico y, por debajo de este, la sustancia negra.

El papel de los ganglios basales en el control motor normal no esta del todo claro.
La organizacidén anatémica de los ganglios basales sugiere que el control motor normal
puede considerarse como la consecuencia del equilibrio entre la actividad de las vias
directa e indirecta nigroestriada sobre el complejo GPi/SNr. La activacion de estas dos
vias origina efectos antagonicos sobre las neuronas de dicho complejo. Asi, la activacion
de la via directa provoca una reduccion de la actividad neuronal en el GPi/SNr, lo que
desinhibe la proyeccion talamocortical y facilita la realizacién del movimiento iniciado
en la corteza cerebral. Por el contrario, la activacion de la via indirecta conlleva un
incremento de la actividad de las neuronas del GPi/SNr, lo que suprime el movimiento.

Es importante reconocer que el tono del GPi/SNr en condiciones basales es siempre
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elevado, suponiendo un papel primordial inhibitorio de los ganglios basales en el control

normal del movimiento (Rodriguez- Oroz MC, 2011).

La dopamina (DA) ejerce un papel fundamental en el control motor normal y
patoldégico. Como se ha comentado, la DA tiene una funcion doble segln en la via en la
que actle. La estimulacion dopaminérgica ejerce un efecto excitador sobre los
receptores D1 de la via directa (estriado-GPi) mientras que inhibe a los receptores D2
de la via indirecta (estriado-GPe-NST-GPi). El resultado final de déficit dopaminérgico
nigroestriado es una hiperactividad del GPi/SNry una mayor inhibicidn del tdlamo motor

(Figura 6) porque:

B Disminuye la inhibicidn de la via indirecta (Figura 4).

B Disminuye la activacidn de la via directa (Figura 5).
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Figura 4. Esquema de la via indirecta dopaminergica. El circuito indirecto nace de neuronas
putaminales inhibitorias mediadas por GABA y Encefalinas y van hacia GPe con proyecciones
inhibitorias (regién sensoriomotora del NST) y excitatorias (GPi y SNr). El resultado es una
disminucion de la inhibiciédn de la via indirecta teniendo como resultado un aumento de la
supresiéon del movimiento.

Abreviatura: glu, glutamato,; enk, encefainas; GPe, nucleo pdlido externo; GPi, nucleo pdlido
interno; SNR, sustancia negra reticulata; NST, nucleo subtaldmico; NPP, nucleo

pedunculopontino.
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Figura 5. Esquema de la via directa dopaminergica. El circuito directo es una via monosinaptica
inhibitoria mediada por GABA, sustancia P y dimorfina, desde putamen a GPi. El resultado es
una disminucion de la activacion de la via directa teniendo como resultado una disminucién del
movimiento.

Abreviatura: glu, glutamato; SP, sustancia P; GPi, nucleo pdlido interno; SNR, sustancia negra

reticulata; NST, ntcleo subtaldmico; NPP, nucleo pedtunculopontino.
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Figura 6. Fisiopatologia de los ganglios basales en condiciones normales y en el parkinsonismo.
En condiciones normales se activan ambas vias dompaminérgicas obteniendo un equilibrio entre
la inhibicién y la activacion del movimiento. Sin embargo, en la EP existe un desequilibrio con
predominio fundamiental de la via indirecta debido a la disminucion de neuronas
dopaminérgicas de la sustancia negra pars compacta provocando en definitiva una
hiperactividad de las neuronas de salida de los GPi/SNr por estar reducida la actividad inhibitoria
de las neuronas de proyecciones estriatales gabérgicas.

Abreviatura: GPe, nucleo pdlido externo; GPi, nucleo pdlido interno; SNr, sustancia negra
reticulata; SNT, nucleo subtalamico; VLo, nucleo ventral lateral talamico; VApc, nucleo ventral

anterior en su subdivision parvocelular.
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1.4 La enfermedad de Parkinson y el estrés oxidativo

La muerte neuronal en la EP parece ser debida, al menos en parte, a procesos
oxidativos (Jenner, 2003; Dias et al., 2013; Schapira et al., 2014). También influyen la
neuroinflamacion, el envejecimiento y otros mecanismos patogénicos. El estrés
oxidativo se define como una alteracion del balance entre la produccidon de especies
reactivas oxidantes y los mecanismos de defensa antioxidante (Hallwell y Gutteridge,
1999; Jenner, 2003). Puede ser causado por un exceso de especies reactivas (donde se
incluyen las especies reactivas de oxigeno (ERO), especies reactivas de nitrégeno (ERN),
especies reactivas halogenadas y otras), por un defecto de los mecanismos
antioxidantes, o por ambos mecanismos simultaneos (Jenner, 2003; Ferndndez-Espejo,

2004, 2018; Garcia-Moreno et al., 2013; Navarro-Yepes et al., 2014).

1.4.1 Estrés peroxidativo

Dentro del estrés de especies reactivas de oxigeno, destaca el estrés
peroxidativo, que es el relacionado con el agua oxigenada o perdxido de hidrégeno
(H202). El eje principal del estrés peroxidativo es la produccidon excesiva o menor
actividad de ERO, fundamentalmente ién superdxido (O27) y H202. El idon Oz es
producido en la cadena electrénica de la mitocondria o a partir de la nicotinamida
adenina dinucledtido fosfato oxidasa (NADPH-oxidasa [NOX] y normalmente es
“limpiado” por la superdxido dismutasa (SODs) dando lugar a H,0,. Luego, el H,0; es
catalizada en agua por medio de las enzimas antioxidantes glutation-peroxidasa (GPx),
catalasas y peroxirredoxinas. La GPx es una enzima principal del sistema glutation, pues
controla la conversion de glutation reducido (GSH) en glutation oxidado (GSSG). La
glutation reductasa (GR) y la glutation-S-transferasa (GST) también participan en este
sistema. Este sistema del glutatién es sumamente importante en el estado redox, y
actualmente se denomina “Sistema Detoxificante y Antioxidante del glutation” o
“Sistema GSH”. Las vias oxidativas productoras H;0, se representan y explican en la

siguiente figura.

44



Membrana celular

0,

NADPH +H*

H,0

Figura 7. Vias de la homeostasis redox del anién superdxido y el perdxido de hidrégeno que
conducen a la formacidn final de agua. La produccion principal de anidn superdxido (¢ 02—) se
encuentra en la matriz mitocondrial (1) o a través de las enzimas NADPH-oxidasa (NOX) (2). Los
aniones superoxido se catalizan en perdxido de hidrégeno a través de varias dismutasas de
superdxido (SOD): SOD1 o SOD de cobre y zinc del citosol, SOD2 o SOD de manganeso de las
mitocondrias, y SOD3 o SOD extracelular. El perdxido de hidrégeno se convierte luego en agua
a través de catalasas (3), glutation-peroxidasa (GPx) (4) y peroxiredoxinas (PRDxs) (5). La
glutatidon-peroxidasa esta integrada en el sistema de glutation (GSH), donde NADPH actta como
donante de electrones a través de la glutation-reductasa (GR). GSH se transforma en disulfuro
de glutation (GSSG) que desintoxica las células. Las peroxirredoxinas son tiol (SH ~) peroxidasas.
El peroxido de hidréogeno oxida la cisteina de los PRDx a acido sulfénico proteico (SOH ~).

Abreviatura: NADPH, nicotinamida adenina dinucledtido fosfato
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En la EP, los procesos de estrés oxidativo conducen a muerte neuronal, sobre
todo en la sustancia negra. En resumen, las neuronas nigricas dopaminérgicas estdn
expuestas a un ambiente muy oxidativo porque hay un exceso de radicales superdxidos,
H.0;, y dopamina-quinonas, productos de un metabolismo acelerado de la DA. También
hay un exceso de derivados halogenados, como dacido hipocloroso, por accién de
haloperoxidasas. El H,02 en exceso puede dar lugar a radicales hidroxilos citotéxicos, en
una reaccion catalizada por hierro (reaccion de Fenton). Esta reaccidon puede ser
significativa si se reducen los niveles de glutatién o GSH, antioxidante celular, y hay
exceso de hierro en forma de éxido férrico (Fe lll) o de cobre en forma de 6xido de cobre
(Cu 1), como sucede en la EP. La figura 8 describe y explica los procesos oxidativos

exacerbados de estrés peroxidativo en la SN.

Como se observa, el estrés peroxidativo da lugar también a oxidacién acelerada
de la DA, que origina dopamina-quinonas ademas del normal derivado &acido 3,4-
dihidroxifenilacético (DOPAC), sobre todo en SN y nucleos catecolaminérgicos. Estas

dopamina-quinonas son toxicas, y pueden contribuir a la muerte neuronal.

Otra posible via de producciéon de dopamina-quinonas es la oxidacién de la

melanina, sobre todo a partir del metabolismo de la enzima tirosinasa humana (hTyr).

Estas dos moléculas se estudian en esta tesis doctoral.
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Figura 8. Vias alternativas que se activan después del fallo de H202. Como se explicd
anteriormente, la produccion principal de anidn superodxido (¢ O27) se encuentra en la matriz
mitocondrial (1) o a través de las enzimas NADPH-oxidasa (NOX) (2). Los aniones superéxido se
catalizan en peréxido de hidrégeno a través de superdxido dismutasas (SOD). El exceso de
perdxido de hidrégeno o su eliminacion inadecuada conduce a la accién de haloperoxidasas
(HalPQ), enzimas que catalizan la formacién de acidos hipohalosos (HOHal) (3), asi como a la
activacion de la reaccién de Fenton si hay metales de transicion libres (con [n-1] de estructura
electrénica) (4). La reaccion de Fenton conduce a la formacion de especies reactivas como el ion
hidroxilo (¢ OH). Ademas, el exceso de anidn superdxido y H202 dentro de las mitocondrias
activa la reacciéon de Haber-Weiss, otra fuente de especies reactivas (5). Finalmente, en las
neuronas dopaminérgicas, células que mueren en el curso de la EP, hay un metabolismo
acelerado de dopamina, con sobreproduccién de H202 (bajo la accién de monoamino-oxidasas

o MAOQ), dopamina-quinonas y ® O,~, todo empeorando el estrés oxidativo (6).
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1.4.2 Estrés oxidativo por derivados de la melanina

La EP se caracteriza porque hay una degeneracion selectiva de las neuronas
dopaminérgicas pigmentadas del sistema nervioso. La pigmentacién neuronal es
causada por la melanina neuronal o neuromelanina. Parece ser que el Parkinson se
relacionaria con exceso inicial de dopamina, neuromelanina y quinonas de dopamina
(metabolito de dopamina oxidada) en las neuronas de la sustancia negra (Zecca et al.
2002; Wang et al. 2019). La produccion de neuromelanina estaria exacerbada si hay
exceso de DA en el citosol neuronal, y ello da lugar a derivados tipo quinonas de
dopamina que inducen muerte neuronal (Sulzer et al., 2000; Hunot y Hirsch 2003;
Jenner, 2003; Norris et al., 2005; Paris et al., 2007; Zecca et al., 2008; Dias et al., 2014;
Schapira et al., 2014; Navarro-Yepes et al., 2014; Segura-Aguilar et al., 2014; Carballo-
Carbajal et al., 2019). La melanina per se podria participar también en la patogénesis de
la EP (Metodiewa y Dunford, 1991; Sequra-Aguilar 1996; Reszka et al., 1998; Galzigna et
al., 2000).

La hTyr es la enzima principal requerida para la sintesis de melanina (Kérner y
Pawelek 1982; Sanchez-Ferrer et al., 1995; Galzigna et al., 2000; Thompson et al., 2000;
Pan et al., 2011). Su papel en el sistema nervioso y en la EP es discutido (Foley y Baxter
1958; Xu et al., 1997; Tief et al., 1998, Greggio et al., 2005, Hasegawa 2010). Dicha

enzima se estudia en esta tesis doctoral.

La tirosina (Tyr) es uno de los veinte aminoacidos que forman las proteinas. Se
clasifica como un aminodcido no esencial en los mamiferos ya que su sintesis se produce
a partir de la hidroxilacién de otro aminoacido: la fenilalanina. Es un precursor de las

hormonas del tiroides, de las catecolaminas (adrenalina, DA, noradrenalina) y de

la melanina.

En el caso de la DA, la tirosina-hidroxilasa (TH) es la enzima que produce la
hidroxilacion de la Tyr dando lugar a L-3,4 dihidroxifenilalanina (L-DOPA) que a su vez
por carboxilacion (mediada por la descarboxilasa de aminoacidos aromaticos) se

convierte en el neurotransmisor DA como podemos observar en la figura 9.
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Figura 9. Via de sintesis de dopamina en neurona dopaminérgica. La sintesis del
neurotransmisor tiene lugar en las terminales nerviosas dopaminérgicas donde se encuentran
en alta concentracidén las enzimas responsables, la TH y la descarboxilasa de aminodcidos
aromaticos o L-DOPA descarboxilasa. La hidroxilacidn del aminoacido L-tirosina es el punto de
regulacion de la sintesis de catecolaminas en el sistema nervioso central y la TH es la enzima
limitante de la sintesis de la dopamina, la noradrenalina y la adrenalina. La TH es una oxidasa
que utiliza L-tirosina y oxigeno como sustratos y tetrahidrobiopterina como cofactor para

adicionar un grupo hidroxilo al aminoacido para formar L-DOPA

Para la conversién de Tyr a melanina se requiere de la participacién de la enzima
hTyr, como se ha comentado. Los melanocitos normales y las neuronas pigmentadas
como las de la SN, convierten la Tyr a dihidroxifenilalanina (DOPA), ésta se convierte en
dopaquinona y por oxidacion a melanina como muestra la figura 10. Existen dos tipos de

melaninas y tres de pigmentos:
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e Eumelaninas: Es la mas comun. Tienen un color negro o pardo y proporcionan una
coloracién oscura. Contienen azufre.

e Feomelaninas: son pigmentos amarillos o rojizos que aportan mayor cantidad de
azufre que las eumelaninas y producen una coloracion clara.

e Tricocromos (denominados anteriormente tricosiderinas) son pigmentos

producidos por la misma ruta metabdlica que la eumelanina y feomelanina pero

a diferencia de ellas tienen bajo peso molecular. Se los encuentra en algunas

formas de cabello pelirrojo.

La neuromelanina (eumelanina del sistema nervioso) es el pigmento oscuro
presente en las neuronas que recubren cuatro nucleos del cerebro: SNpc, locus
coereleus, el nucleo dorsal motor del nervio vago (nervio craneal X) y la parte media del

nucleo del puente de Varolio. Tanto la SN como el locus coeruleus pueden identificarse

facilmentes en una autopsia debido a su pigmentacion oscura; en los humanos este
nucleo no se encuentra pigmentado en el nacimiento, sino que el pigmento aparece tras
la madurez. La pérdida de color en el nucleo del cerebro se ha observado en ciertas

enfermedades neurodegenerativas.

Intermediario
COOH indol

Eumelaminas
COOH

NO 0
7 - 3070 - X7
NO NH, NO NH, 0 NH,

Tirosina CisteinilDOPA

Cisteina Tricocromos

COOH

Feomelaminas

Figura 10. Via de produccién de la melanina. Tiene lugar en el interior de los melanosomas a
partir de la tirosina. Una sucesion de oxidaciones de tirosina catalizada por la tirosinasa conduce
a la sintesis de DOPA para producir, a continuacién, un compuesto intermediario comun: la
dopaquinona. A partir de este punto, dos vias distintas conducen a la formacién de las

eumelaninas y de las feomelaninas.
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1.4.3 Estrés oxidativo por especies reactivas de nitrégeno

Respecto al estrés de ERN, se debe a un exceso de produccién de éxido nitrico
(NO), generalmente por exceso de superdxido, otras especies reactivas o calcio
citosdlico que estimulen la éxido-nitrico sintetasa (NOS). El NO puede seguir diversas
vias para originar ERN, y las que interesan a esta tesis doctoral y mds importantes son la
nitracién y la S-nitrosilacion.

La nitracion es la formacidn de proteinas 3-nitrotirosinadas, un producto de la
nitracién del carbono-3 de la tirosina. El estrés nitrativo se asocia a diversas patologias
(Ischiropoulos, 2009).

La S-Nitrosilacion es la incorporacién de grupos NO a otra molécula en residuos
de cisteina. Generalmente se debe a la exposicion a triéxido de nitrégeno en presencia
de GSH o a otras proteinas nitrosiladas (trans-nitrosilacién). El NO se une a residuos
sulfidrilos/tioles de proteinas con cisteinas (P-SH) formandose S-nitrosotioles (P-SNO).
Se sabe que existe una S-nitrosilaciéon fisiolégica de alrededor de 171 proteinas
plasmaticas, lo que sugiere que hay un estado redox basal de nitrégeno. El estrés de ERN
daria lugar a la S-nitrosilacién de nuevas proteinas o exceso de S-nitrosilacién de otras.
Este estrés también se asocia a alteracion de la estructura y funcionalidad proteica, asi
como a diversas patologias (Lipton et al., 1993; Stamler, 1994, Nakamura y Lipton, 2011).
La S-nitrosilacion es mediada por nitrosilasas, y es un mecanismo reversible
generalmente controlado por denitrosilasas, tiorredoxinas o el GSH (Anand y Standler,
2012; Benhar et al., 2008). El estrés S-nitrosilativo se puede detectar porque hay
incremento de proteinas S-nitrosiladas (P-SNO) o alteraciones de las enzimas
nitrorreductasas. La DEHAL1 es una enzima nitrorreductasa que se estudia en esta tesis

doctoral.

La nitracidon es importante en la patogénesis de la EP, pues afecta a las proteinas
muy relacionadas con la enfermedad como la aSyn. La a-sinucleina nitrada (3NT- aSyn)
es un importante candidato a biomarcador para el estrés nitrativo en la EP, y se estudia
en esta tesis doctoral. El metabolismo acelerado de la DA también genera varios agentes
nitrativos y puede inducir la agregacion de aSyn (Xu et al., 2002). Las inclusiones de

aSyn en los cerebros de EP pueden marcarse con anticuerpos anti-3-nitrotirosina, lo que
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indica que la aSyn es objetivo de nitracion (Trojanowski et al. 2008). Esta proteina
contiene 140 aminodcidos con cuatro residuos de Tyr (Tyr-39, Tyr-125, Tyr-133, Tyr-
136), que se nitran facilmente, y se sabe que los aminoacidos nitrados pueden modificar
la actividad funcional de la proteina. Por lo tanto, el exceso de nitracion de los residuos
de tirosina de aSyn reduce su unidn a las vesiculas y la tasa de degradacién (Hodara et
al., 2004). La nitracion de los residuos Tyr-39 y Tyr-125/136 aumenta la agregacion de
aSyn, un hecho que se considera importante en la patogénesis de la EP porque la
conversidon de aSyn soluble en forma agregada insoluble es un factor crucial en esta

enfermedad (Yanamandra et al., 2012).

1.4.4 Estrés oxidativo halogenativo

Un tipo de estrés oxidativo de interés para esta tesis doctoral es el halogenativo.
Siguiendo la definicidn cldsica, el estrés halogenativo seria causado por un desequilibrio
entre la producciéon de especies reactivas halogenadas, y los sistemas de defensa
deshalogenantes. Las reacciones de halogenacidn estan mediadas principalmente por
las haloperoxidasas, un grupo de enzimas que catalizan la conversién de H,0; en
oxiacidos halogenados como el acido hipocloroso, tras la incorporacion de haldgenos
(Harrison y Schultz, 1976; Dunforb, 1999).

Las fuentes enzimdticas de H;0; mas importantes son la NADPH oxidasa
(presente en fagocitos sanguineos, microglia, neuronas y endotelio vascular),
monoamino-oxidasas o MAO (MAO-A de neuronas, MAO-B glial y neuronal), ciclo-
oxigenasas (COX), y xantino-oxidasas. Los oxidcidos halogenados principales son el acido
hipocloroso (HOCI), hipobromoso (HOBr), hipoyodoso (HOI) e hipofluoroso (HOF).

Diferentes haloperoxidasas median distintos procesos de halogenacién. La tabla
2 muestra las principales haloperoxidasas y su localizacidn. Las haloperoxidasas de las
células blancas sanguineas y microglia, en concreto, la MPO y la eosinéfilo-peroxidasa
(EPO), median la formacién de HOClI y HOBr como mecanismos defensivos del
organismo. La TPO media la formacién de HOI, y estd presente en la glandula tiroides,
glandulas salivares e intestinales. La LPO cataliza la formacién de HOl e HOBr en mucosas
y liquidos corporales como saliva y leche, e incluso LCR (Ferndndez-Espejo y Jiménez-

Caballero, 2019). La LPO es una enzima de interés para esta tesis doctoral, y se estudian
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sus niveles en saliva y suero. La LPO, ademas de ser una haloperoxidasa, induciendo
derivados halogenados, puede participar en la sintesis de derivados peroxidados de la
dopamina como la melanina.

Los oxiacidos halogenados reaccionan a su vez con aminodcidos, proteinas,
lipidos y aminas bidgenas, dando productos halogenados. Los oxiacidos son degradados
principalmente por deshalogenasas (Harrison y Schultz, 1976; Dunforb, 1999; Witko-
Sarsat et al., 2003; Yap et al., 2007; Curtis et al., 2011). Entre los aminoacidos
halogenados, aquellas que se derivan de Tyr son de sumo interés para la EP, como
clorotirosinas o yodotirosinas, pues estas sustancias han demostrado toxicidad sobre
neuronas de DA (Scholz et al., 2008; Garcia-Moreno et al., 2013). Los aminodcidos
clorados, como clorocisteina o clorolisina, también dafian las neuronas de DA al alterar
las proteinas de membrana (Robaszkiewicz et al., 2008). Dentro de la familia de
proteinas halogenadas destacan las proteinas modificadas por hipoclorito y los
productos proteicos con oxidacién avanzada o AOPP (en inglés advanced oxidation
protein products). Las proteinas modificadas por hipoclorito suelen sufrir procesos de
cloracién en residuos de cisteinas. Las AOPP presentan residuos ditirosinicos clorados
gue forman puentes cruzados, como caracteristica principal (Witko-Sarsat et al., 1996,

1998).

Tabla 2. Principales haloperoxidasas, localizaciones corporales y principales haluros y

seudohaluros que oxidan

Haloperoxidasa Localizacion Haluros y
seudohaluros que
oxidan
Mieloperoxidasa (MPO) Neutréfilos, macréfagos, microglia Cl-,1-,SCN", Br-
Eosindfilo-peroxidasa (EPO) | Eosindfilos, mucosa intestinal Cl-,1-,SCN", Br-
Lactoperoxidasa (LPO) Glandulas salivares, glandulas | I, SCN -, Br-
lacrimares, mucosa gastrica, mucosa
intestinal, células ductales de la mama,
cerebro
Peroxidasa salivar (SPO) Glandulas salivares y lacrimares |-,SCN -, Br-
Tiroperoxidasa (TPO) Tiroides, tejidos extratiroideos I, Br-

Abreviatura: CI': cloruro; Br": bromuro; I': ioduro; SCN': tiociananato (seudohaluro).
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Los oxidcidos halogenados también pueden reaccionar con lipidos, dando lugar
a moléculas altamente oxidantes, asi como con aminas bidgenas, alterando de esta
forma su funcionalidad. La accién sobre lipidos es de amplio espectro, y es capaz de
modificar lipidos vitales para el sistema nervioso (Nusshold et al., 2010). Asi, la accién
sobre el colesterol da lugar a halohidrinas de colesterol y colesterol diclorinado. La
accion sobre fosfolipidos da lugar a halohidrinas y haloaminas. La accién sobre las
glicero-fosfoetanolaminas da lugar a aldehidos grasos halogenados altamente
oxidantes. Los principales derivados halogenados, y que se relacionan con la

neurodegeneracion, se presentan en la tabla 3.

Tabla 3. Principales derivados halogenados que participan en la neurodegeneracion

Tipo de molécula Derivado halogenado
Aminoacidos Cloro-tirosinas, yodo-tirosinas, cloro-cisteina, cloro-lisina
Proteinas Proteinas modificadas por hipoclorito, productos proteicos con

oxidacion avanzada o AOPP, proteinas oxidadas en metioninas

fosfolipidos, haloaminas, clorohidrinas, 2-clorohexadecanal

Lipidos Halohidrinas de cholesterol, colesterol diclorado, halohidrinas de

1.4.5 Las deshalogenasas

En la generacién del estrés halogenativo existe una descompensacion entre la
formacién de compuestos halogenados y la actividad de los mecanismos
deshalogenantes. Entre los mecanismos deshalogenantes se encuentra el sistema del
glutatién, ya descrito, y otros, como por ejemplo las enzimas catalasas (CAT) y DEHAL.
Estas enzimas tipo DEHAL participan en la degradacién de oxiacidos de haldogenos a
hidracidos, y también en la degradacion de haloaminas y haloaminoacidos.

Dentro de las deshalogenasas, destacamos las yodotirosina-desyodasas (IYD).
Estas enzimas presentan 2 isoformas principales DEHAL1 y 1B, y pertenecen al grupo de
enzimas oxidorreductasas, codificadas por el gen IYD en humanos (Ferndndez-Espejo,
2019). Ademas del dominio deshalogenasa, la DEHAL1 posee un dominio
nitrorreductasa, cuya actividad depende de la flavina como grupo protéico (Iglesias et

al., 2014; Moreno et al., 2008). La DEHALL se encarga de la liberacién del yoduro a partir
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de mono y diyodotirosina, proceso que permite la reutilizacidon del yoduro en el proceso
de sintesis de las hormonas tiroideas. También actua en tejidos extratiroideos, como las
glandulas salivares.

La DEHAL1 nativa se encuentra anclada en la membrana celular mediante una
Unica secuencia N-terminal, y emplea el NADPH reductor de forma indirecta a través de
la accion coordinada de una reductasa (Moreno y Visser, 2010). DEHALI1 se sitta en el
cromosoma 6 humano, y se organiza en 6 exones. Su maxima expresion se encuentra en
el tiroides, aunque también lo hace, en niveles mds bajos, en higado y rindn y fluido
gastrointestinal (en esta tesis doctoral se estudia en la saliva). El ARNm de DEHAL1 se
regula por el nucleétido adenosin monofosfato ciclico (AMP estimulado por la
hormona estimulante del tiroides (TSH), asi como por la administracion de yoduro.
Existen varias en el ARNm de DEHAL1 generadas por splicing alternativo. La isoforma A,
que es la mds abundante en el tiroides, codifica la proteina con actividad desyodasa,
mientras que las isoformas B y C, generan formas inactivas (Iglesias et al., 2014).

Como se menciond anteriormente, en los procesos de estrés halogenativo se
produce tanto un exceso de compuestos oxidantes como un déficit en los mecanismos
de proteccién frente a los mismos. La alteracién de la accién deshalogenante resulta de
interés, ya que algunos aminoacidos halogenados, como yodotirosina, parecen ser
sustancias con toxicidad sobre las neuronas dopaminérgicas (Ferndndez-Espejo y Bis-
Humbert, 2018). En esta tesis docotral se estudia los niveles de DEHAL1 en suero y saliva
de pacientes con EP y su relacién con variables clinicas.

Es preciso resaltar que en los pacientes de EP se detectan anomalias de interés
relacionadas con el manejo y metabolismo de halégenos. Ejemplo de ello son, el
incremento en la actividad y/o niveles de haloperoxidasas como TPO y LPO, asi como
disfuncién de DEHAL (Choi et al., 2005; Yap et al., 2007; Nusshold et al., 2010; Navarro-
Yepes et al., 2014, Ferndndez Espejo et al., 2014, Ferndndez Espejo, 2106). Las TPOy LPO
sintetizan halotirosinas, utilizando haloacidos como hipoyodito o hipoclorito como
intermediarios y dadores de halégenos (Navarro-Yepes et al., 2014; Choi et al., 2005;
Ferndndez Espejo et al., 2014). Las DEHAL degradan halotirosinas y halodcidos (Choi et
al., 2005; Moreno y Visser, 2010; Iglesias et al., 2014). En modelos animales de
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parkinson, la eliminacidon de la MPO mejora el cuadro motor y lesional nigroestriado
(Choi et al., 2005).

En la EP se ha determinado una cantidad elevada de MPO en el tejido cerebral
de los enfermos (Choi et al., 2005; Teissman, 2014) o de TPO en suero y de LPO en LCR
(Ferndndez Espejo et al., 2014, 2019). Otros autores han postulado incluso que la LPO
podria detectarse en tejido cerebral (Everse y Coates, 2004). Como se ha comentado, la
LPO puede inducir derivados peroxidados de la DA, como la melanina, la cual, puede
participar también en la patogénesis de la EP (Metodiewa and Dunford, 1991; Segura-
Aguilar 1996; Reszka et al., 1998; Galzigna et al., 2000). En esta tesis doctoral se estudia
la presencia de LPO en suero y saliva de enfermos de EP.

Los pacientes de Parkinson sufren también de estrés halogenativo,
principalmente clorado, a nivel cerebral y diversos fluidos, caracterizado por el exceso
de productos proteicos halogenados, 3-clorotirosina y proteinas y aminas modificadas
por hipoclorito (Choi et al., 2005; Yap et al., 2007; Nusshold et al., 2010; Garcia-Moreno
et al., 2013). La fuente enzimatica principal de agua oxigenada es la NADPH oxidasa. Se
sabe que la NADPH oxidasa esta regulada al alza en la EP (Gao et al., 2003). De hecho,
la hiperactividad de esta enzima facilita la degeneracion en modelos animales de EP
como el de rotenona y el de 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina o MPTP (Gao et
al., 2003). Entre los productos proteicos halogenados, destacan las AOPP. Las AOPP se
detectan en casi 1/3 de pacientes de EP en el LCR, cuando es indetectable en sujetos
sanos (Garcia-Moreno et al., 2013). Las AOPP se pueden conjugar con la albumina sérica
humana (HSA) dando lugar a aductos AOPP-HSA. Estos aductos pueden estimular la
produccién de factores inflamatorios a través de la “activaciéon” de neutréfilos,
monocitos y linfocitos. La rotura andmala de las proteinas halogenadas, mediada por un
sistema ubiquitina-proteosoma alterado, podria dar lugar a su vez a amidas tdxicas para
las neuronas (Mani et al., 2007).

Un reciente articulo, pone de manifiesto que el HOCL puede reaccionar con la
dopamina, y precipitar en forma de agregados clorados similares a la neuromelanina
(Jeitner et al., 2015). Ademas, el HOCI da lugar a cloro-dopamina, sustancia téxica al

menos para el ratén pues dafia la SN de un modo similar al de la MPTP (Jeitner et al,
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2016). Es conocido que en ratones tratados con MPTP, los niveles de proteinas
modificadas por hipoclorito se incrementan en el tejido cerebral (Choi et al., 2005).
También nuestro grupo de investigacion ha aportado otros datos de la existencia
de estrés halogenativo en los pacientes, pues el 30% de los pacientes estudiados
muestran niveles elevados de TPO en suero (Ferndndez Espejo et al., 2014). La
tiroperoxidasa media la sintesis de yodotirosinas y yodoproteinas, aunque no se han
detectado aumentos de estas moléculas yodadas en suero o LCR de los pacientes. La
TPO es abundante en la glandula tiroidea, la cual, ha sido vinculada con la EP por varios
autores. Asi se ha detectado una mayor prevalencia de disfuncidn tiroidea en los
pacientes de EP, y es frecuente detectar denervacién simpdtica en la tiroides, un “sello”
de la enfermedad que ocurre en diversos 6rganos de la economia (Garcia-Moreno y
Chacon, 2002; Matsui et al., 2005; Tandeter et al., 2001; Tipre y Goldstein, 2005).
También la TPO sérica puede tener un origen extratiroideo glandular. Conviene recordar
qgue en la EP existe denervacién simpatica en tejidos glandulares como las glandulas
salivares (Del Tredici y Braak, 2012). Es posible que un exceso de TPO, acido hipoyodoso

y derivados yodados pueda afectar el curso de la EP.

1.4.6 Estrés oxidativo y daio de la sustancia negra

El estrés oxidativo, en sus diversas vertientes, ocasiona dafio en proteinas,
lipidos, ADN/ARN y glucidos en SN. Asi los niveles de proteinas nitradas y carboniladas,
marcadores de oxidacidon proteica, estdn aumentados mas de dos veces en la sustancia
negra de enfermos de EP. Los niveles de hidroperdxidos lipidicos, marcadores de
oxidacion de lipidos, estdn aumentados diez veces. La 8-hidroxiguanosina, un marcador
de ARN y ADN oxidado, también esta aumentada en la SN mas de tres veces.

El fuerte estrés oxidativo en la SN (y otras estructuras) lleva a un plegamiento
anormal de proteinas como la aSyn y la parkina (Wang et al., 2010). La pérdida de aSYN
(que precipita en forma de cuerpos y neuritas de Lewy) también altera la normal funcién
vesicular llevando a un exceso de DA intracelular, que contribuiria a aumentar el estrés
oxidativo. Ademads, la acumulaciéon de aSyn anormal puede saturar y perjudicar la

funcién de la via de la UPP, que como se ha dicho anteriormente, es un sistema celular
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gue normalmente degrada proteinas andmalas, mal plegadas o dafiadas. La
neurodegeneracion se puede explicar por el estrés oxidativo y el plegamiento anormal
de aSyn que conduce a su agregacién y la alteracion de la UPP, aunque otros
mecanismos como disfuncién mitocondrial, citoxicidad e inflamacion parece ser que
también participan. El estudio de posibles alteraciones en los niveles de proteinas como
la aSyn, es un parametro de estudio de gran relevancia para discernir las posibles causas

de la enfermedad y la consecucion de una terapéutica eficaz.

1.5 Clinica de la enfermedad de Parkinson

La clinica de la EP se puede dividir en dos grandes grupos: la motora y premotora. La
motora es la que comunmente define a la EP. En esta fase destacamos la
acinesia/bradicinesia, el temblor, la rigidez y los trastornos posturales (Hoehn M et al.,
1967). Al inicio la afectacion es unilateral, posteriormente se hace bilateral, afecta a
tronco, comienzan el deterioro cognitivo y la dependencia fisica/psiquica y finalmente
se alcanza un grado de demencia con invalidez que culmina con el fallecimiento. Esta
fase motoray progresiva se corresponde con los diferentes estadios de Hoehn-Yahr (ver
Anexos). Ademas, existe una correlacion entre la clinica y la neuropatologia (Del Tredici
K et al., 2002), siendo diferente en la fase premotora y motora como muestra la figura

11.
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CLiINICA

v

v

ETAPA PREMOTORA ETAPA MOTORA
Hiposmia RBD Unilateral Bilateral Bilateral Caidas Demencia
Estrefiimiento Obesidad Acinesia y tronco Deterioro Invalidez
Disuria Depresidn Temblor cognitivo Muerte
Disautonomia Rigidez Dependencia
cardiovascular
I 1] 1l v Vv
Estadios de Hoehn/Yahr
\/ :
-20 afos -10 afios 0 +10 afios +20 afios
Corteza
prefrontal P .
Plexos Sustancia negra Hipocampo Areas Areas asociativas
abdominopélvicos L. coeruleus Amigdala Corteza limbica S OCIativas secundarias
y simpaticos N. del rafe y N. Meynert N. intralaminares Sensitivas Cortezas motora y
Bulbo olfatorio reticulares NPP del talamo terciarias senstiva primarias
ETAPA PREMOTORA ETAPA MOTORA'Y DIFUSA
PATOLOGIA

Figura 11. Esquema de la posible historia natural clinica y patoldgica de la EPi. (Tomado de

Zarranz J.J. Neurologia. ELSEVIER, 62 Ed. 2018).

Abreviatura: NPP, nucleo pedunculopontino

1.5.1 Fase motora y difusa de la enfermedad.

Al inicio pueden ser muy insidiosos, ambiguo y retrasar el diagndstico de la enfermedad.

Las zonas que se principalmente se afectan son diferentes a las de la fase premotora.

Entre ellas destaca la SN (principal afectacién en los sintomas cardinales como el

temblor y la acinesia), el hipocampo y corteza prefrontal (responsables del deterioro
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cognitivo asociado), la corteza limbica (relacionada con los trastornos de
comportamiento) y las areas asociativas secundarias junto con la corteza motora y

sensitiva (promotoras de las apraxias) (Maetzler W et al., 2009).

Temblor. Es el signo mas tipico y mas facilmente reconocido de la enfermedad. El

temblor de reposo a 4-6Hz es la forma mas frecuente de presentaciéon, y durante su

evolucidon ocurre hasta en el 70% de los casos. Se produce por una contraccién
alternante de musculos agonistas y antagonistas.

Es principalmente distal, afecta sobretodo a extremidades superiores y, con
menor frecuencia, labios, mentén, lengua y extremidades inferiores. Es caracteristico
gue desaparezca con el movimiento y que vuelva a aparecer con el reposo posterior. El
clasico temblor de “contar monedas” se produce por un deslizamiento del dedo pulgar
de la mano sobre los otros dedos. El temblor cefélico es raro en la EP por lo que es util
para el diagndstico diferencial con el temblor esencial (Rizzo G et al., 2016).

Puede verse afectado por diversas circunstancias y aumentar con el nerviosismo
o al realizar movimientos repetidos con el miembro contralateral. Es mas evidente en
miembros superiores durante la marcha. Suele desaparecer durante el suefio. Conforme
la enfermedad progresa, se hace mas persistente y aumenta de amplitud.

Muchos pacientes presentan ademas temblor postural o de accién a 6-8hz, suele

ser de grado leve-moderado y se observa sobre todo en estadios avanzados.

Rigidez. Es la resistencia pasiva al desplazamiento de las articulaciones. Encontramos
diferentes tipos: “en tubo de plomo” (aquella sostenida durante todo el desplazamiento
o movimiento completo) y “en rueda dentada” (entrecortada en diente de sierra,
combinacion de rigidez y temblor).

Suele ser mas evidente en los segmentos distales de las extremidades (murecas
y tobillos). El paciente debe estar completamente relajado para su exploracién. Si a
pesar de conseguir esta situacion, no se objetiva la rigidez en la exploracién, podemos
pedir al paciente que ejecute movimientos de activacidn con la extremidad contralateral

(abrir y cerrar la mano) para detectar un aumento de tono muscular.
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Bradicinesia. Se define como la lentitud en la ejecucion del movimiento, con la
reduccidon progresiva de la amplitud y velocidad de los movimientos repetitivos. Se
asocia frecuentemente a la rigidez, disminucién de la voz, inesprexividad facial,
reduccion del parpadeo, micrografia y reduccién de braceo durante la deambulacion.

Las maniobras que cominmente se utilizan para su exploracién son la apertura
y cierre del puiio, la pronosupinacion de la mufieca, el golpeteo con los dedos de la mano
en una superficie, el contar oponiendo el pulgar a los demds dedos de la mano y la
maniobra de tapping Miller-Fisher (oponer y separar el pulpejo del dedo pulgar al del
dedo indice consiguiendo maxima amplitud del movimiento). Para los miembros
inferiores se solicita al paciente que golpee el suelo con la planta del pie intentando
levantarlo al menos un palmo. Mas distalmente se examina la capacidad de golpeteo en
el suelo con la punta de los dedos o con el talon dejando la parte opuesta del pie fija. En
todas estas exploraciones deben evaluarse no sélo la rapidez de ejecucién del
movimiento, sino también su amplitud y ritmicidad.

Podemos hacer referencia a diferentes términos en funcién del grado y tipo de
afectacidén (Rizzo G et al., 2016): |a acinesia seria la dificultad para iniciar un movimiento
y, por tanto, la ausencia del mismo; la hipocinesia seria la disminucién de la amplitud
del movimiento; la acronocinesia, la pérdida del ritmo y, con ello, la dificultad para
realizar movimientos simultdneos y secuenciales; y la bradicinesia, propiamente dicha,

seria la lentitud de los mismos.

Trastornos posturales. Los trastornos posturales no suelen ser evidentes en fases
precoces. El paciente tiende a optar una postura en flexién del cuello y tronco, los brazos
también estdn ligeramente flexionados y mas pegados al cuerpo. Normalmente son un
signo de enfermedad avanzada, pero se puede ver es fases iniciales. Sin embargo, en
otras ocasiones, si la desviacién del tronco (sindrome torre de Pisa) o del cuello hacia
delante (anterocolis) son muy marcadas y precoces pueden ser un sintoma de
parkinsonismo plus como la atrofia multisistema (AMS). Se denomina camptocormia a
la postura de flexion casi total por la cintura durante la bipedestacién (pero si el paciente

se acuesta, la espalda se extiende por completo). Esta presente entre el 6-20% de los
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enfermos, y se relaciona con la gravedad de la enfermedad y con otras manifestaciones

como caidas y deterioro cognitivo.

Trastornos de la marcha. Suele haber dificultad para iniciar y cesar la marcha. Los pasos
son cortos y se pueden acelerar sin control (festinacion) sobre todo si es pendiente hacia
abajo. Los giros son fragmentados y se acompafian de inestabilidad y posibles caidas.
Las caidas suelen ser hacia adelante cuando el paciente festina o se quedan los pies
pegados al suelo (fendmeno de imantacién), o hacia atrds cuando gira o se incorpora de
unasilla. Los trastornos graves suelen ser sintomas tardios. Su aparicién precoz nos debe
hacer pensar en otros parkinsonismos (Postuma RB et al., 2015) como la paraslisis
supranueclear progresiva (PSP). Se pueden acentuar al atravesar una puerta, cruzar un

paso de peatones o un pasillo estrecho.

Otros sintomas menos caracteristicos son (Maetzler W et al., 2009):

Anomalias oculares. Entre ellas destacan: el reflejo glabelar inagotable, el cierre
involuntario de los parpados (befaroespasmo y/apraxia ocular), sacadas hipométricas,
dificultades para la convergencia y mirada conjugada vertical hacia arriba. Las anomalias

oculomotoras graves nos deben hacer pensar en un parkinsonismo plus.

Acatisia. Necesidad imperiosa de moverse que incapacita al paciente para aguantarse
en una postura durante mas de unos segundos, sea sentado, de pie o en la cama. Se
acompafa de un constante desasosiego o ansiedad. Es leve al inicio de la enfermedad,
pero intensa en las fases avanzadas sobre todo en los periodos off o durante la noche.

También es muy frecuente en los parkinsonismos por neurolépticos.

Trastornos del habla. Entre ellos destacamos la hipofonia, palilalia y taquifemia. De
forma genérica, el lenguaje de los pacientes con EP consiste en una voz baja con una
articulacion imprecisa y con estallidos de leguaje rédpido alternando con periodos de

silencio. En algunos pacientes la taquifemia puede incluso empeorar con la levodopa.
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Trastornos del control de impulsos. Suelen verse como complicaciones a diversos
tratamientos en la EP (agonistas dopaminérgicos, levodopa o estimulacién cerebral
profunda). Se manifiesta con comportamientos inadecuados como ludopatia,
hiperfagia, hipererotismo, promiscuidad sexual y cleptomania. Su explicacién
fisiopatoldgica es la disfuncién dopaminérgica en el sistema frontoestriatal

especialmente el izquierdo.

Psicosis. Se manifiestan como alucinaciones visuales, ideas delirantes, falsos
reconocimientos, agresividad y agitacion. Se debe fundamentalmente a la disfuncién de
los circuitos de las funciones ejecutivas, del sistema mesolimbico y las cortezas
asociativas visuoespaciales. Suelen ocurrir en estadios avanzados y como resultados de

varios factores como trastornos del sueno, depresién y deterioro cognitivo.

Demencia. Aproximadamente el 80% de los pacientes con mas de 15-20 afos de
evolucién presenta una demencia subcortical. Los principales factores de riesgo para la
demencia son: edad avanzada, depresidon mayor y acinesia como rasgo predominante.
Sin embargo, la aparicion de demencia precoz debe hacer sospechar de un
parkinsonismo plus, la demencia por CL (DCL). Ambas entidades forman parte del mismo
proceso patolégico, pero con diferencias genéticas y neuropatoldgicas (Rizzo G et al.,
2016). La DCL suele ser una sinucleinopatia mientras que la demencia de EP suele ser
multifactorial (enfermedad vascular, degeneraciones neuronales como EA,
farmacoldgica, extension de aSYN a la corteza cerebral). Hay que tener en cuenta que
una densidad elevada de CL y NL, no se corresponde con un mayor riesgo de demencia

(Postuma RB et al., 2015).

1.5.2 Fase premotora

Estudios SPECT con el radioligando '?3I-loflupano, especifico del transportador
de dopamina (DAT), indican que la EP es una enfermedad de larga duracion. Después de
un andlisis cuidadoso de la caida exponencial del principal pardmetro SPECT, el SUR o
specific uptake ratio, hay un acuerdo que existe una fase premotora que comienza de 4

a 10 afios antes de la aparicion de sintomas motores. Esta fase se caracteriza por la
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presencia de alteraciones no motoras, o “premotoras”, de baja intensidad, en las que
destaca el estrefiimiento, hiposmia/anosmia, desorden del suefio, o disfunciones
sexuales (Fearnley and Lees 1991; Schwarz et al 2004; Reichman, 2017). Muchas
manifestaciones clinicas premotoras son de naturaleza vegetativa, y sugieren una
afectaciéon temprana del sistema nervioso auténomo (disfagia, disartria, hipotensién
ortostdtica, sialorrea, etc) (Fahn y Halliday, 2011). En esta tesis se valoran sintomas no
motores y su relacién con diversas moléculas relacionadas con estrés oxidativo y la EP.
Para ello, se ha empleado una escala premotora que recoge los sintomas no motores
mas frecuentes (ver Anexos).

Por otra parte, la caida exponencial de la sefial SPECT también indica que hay una
fase prodrémica antes de la premotora, que comienza hasta 20 afios antes del
diagndstico motor (Schwarz et al 2004). Esta fase estaria libre de sintomas clinicos, pero
el dafio neuronal ya se ha iniciado. En realidad, cuando aparecen los déficits motores
qgue llevan al paciente a ver al médico, la muerte neuronal en la sustancia negra es

superior ya al 50%.

Los sintomas premotores mas comunes son los siguientes:
Fatiga. Es muy comun la fatiga o el cansancio excesivo con esfuerzos leves. Se acentua

con el calor y se puede combinar con la somnolencia diurna.

Alteraciones vegetativas. El “fallo disautondmico puro” es un sindrome que tiene como
base una sinucleinopatia y que con el tiempo puede evolucionar hacia una EP, AMS o
incluso una demencia. El primer trastorno disautondmico es la pérdida de arritmia

sinusal respiratoria por denervacién cardiaca junto con la hipotensién ortostdtica que

no suelen ser sintomaticas. En ocasiones son causas de sincopes y se relacionan con
mayor frencuencia con la AMS. La disautonomia cardiaca en EP es posganglionar y se
detecta una denervacién cardiaca en el SPECT-MIBG y preganglionar en la AMS (SPECT-

MIBG normal). La hiperactividad del detrusor también es frecuente provocando

polaquiuria con urgencia miccional. Como complicaciones, encontramos las infecciones

urinarias de repeticidn, colicos renales y el reflujo vesicouretral. La sialorrea se debe a

la hipocinesia de la deglucidn. La seborrea se debe al aumento de la secrecion grasa del
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sudor por alteracién de las glandulas sudoriparas, pero también como consecuencia del
tratamiento con levodopa. El estrefiimiento es casi universal en la EP junto con la
gastroparesia; si bien pueden estar presentes antes que la sintomatologia motora,

también pueden ser consecuencia del tratamiento con levodopa. La disfuncién eréctil

es frecuente, pero no es tan precoz ni tan intensa como en la AMS.

Trastornos afectivos. La ansiedad y depresion son los mas comunes. Ambos trastornos
pueden ser reflejo de las alteraciones neuroquimicas (serotoninérgicos) de la

enfermedad como reactivos a las limitaciones propias de la enfermedad.

Hiposmia. Es uno de los sintomas mas caracteristicos y puede preceder en varios afios
a los motores. Desde fases muy precoces, hay depdsitos de aSyn en el bulbo olfatorio,
pero la anosmia se correlaciona mejor con la pérdida neuronal en la via olfatoria central.

Rara vez el paciente lo expresa de forma espontdnea.

Trastornos cognitivos. Son frecuentes en los estadios iniciales de la enfermedad. Afecta
sobre todo a funciones frontales siendo la clinica muy diversa como retraso en la
integracién y ejecuciéon de drdenes y pensamientos aunque las respuestas sean
correctas, dificultades en la planificacion, ejecucién e iniciacién de conductas

voluntarias, disminucién de la fluencia verbal y alteraciéon del aprendizaje y del recuerdo.

Dolor y trastornos sensitivos. Aunque no hay afectacion del sistema nervioso periférico,
es frecuente observar alteraciones sensitivas cinestésicas. Mas del 50% refieren dolor,
entumecimiento, parestesias en brazos, piernas o espalda. El dolor es de tipo
musculoesquelético (bursitis, tendinitis, algias generalizadas) diferenciandolo del

disténico (en periodos off o distonias de la enfermedad).

Alteraciones visuales. Algunas alteraciones en la agudeza visual, contraste o color, son
precoces, subclinicas, y asociadas a alteraciones dopaminérgicas retinianas.
Posteriormente comienzan con alteraciones visuales centrales como la percepcién de

objetos, integracidn visuoespacial, movimiento de las caras, etc.
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Alteraciones del suefio. El suefio tiende a estar fragmentado en fases precoces de la
enfermedad. Es frecuente el suefio REM sin atonia, base del trastorno de conducta del
suefio REM (suefios vividos asociados con comportamientos simples o complejos
durante el suefio REM), que puede preceder en aios a la sintomatologia motora. Con el
avance de la enfermedad, el suefio REM se reduce y son muy frecuentes los
movimientos periddicos de piernas y sindrome de piernas inquietas. Ademas, la calidad
del suefio es baja por coexistencia de diferentes factores: calambres, distonias off,

nicturia.

1.6 Diagnodstico de la enfermedad de Parkinson

El diagndstico de la EP es fundamentalmente clinico. Habitualmente se realiza con
retraso dada la sutil e inespecifica presentacién clinica que puede tener al incio. En la
tabla 4 se muestra las principales patologias con las que se hace su diagndstico
diferencial (Siidemeyer M et al., 2011). Desde el punto de vista clinico, la herramienta
mas usada es la escala UPDRS (ver Anexos) que permite valuar y cuantificar los signos y
sintomas de la EP. Valora el estado motor, cognitivo y las actividades de la vida diaria
del paciente (AVD). Se suele usar junto a otras escalas como la de Hoehn y Yahr vy la
Schwab y England que estiman etapa motora y dependencia en las AVD del paciente

respectivamente (ver Anexos).

La UPDRS consta de 4 partes:
I. Cognicidn, estado de animo y conducta
Il. Actividades de la vida diaria
lll.  Examen motor

IV. Complicaciones del tratamiento en la Ultima semana

La tercera parte, que corresponde al examen motor, es la mas empleada en las
consultas de practica clinica habitual. El resto de informacion se suele obtener en la

anamnesis que se realiza durante la entrevista médica.
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Sin embargo, en muchas ocasiones nos ayudamos de las pruebas
complementarias que nos aproximan al diagndstico con una gran fiabilidad, aunque el
diagnédstico definitivo es anatomopatolégico. Fundamentalmente estas pruebas
complementarias nos permiten excluir otras causas parkinsonianas (Siidemeyer M et al.,

2011).

Tabla 4. Causas de Sindrome rigido-acinético

ETIOLOGIA DEL SINDROME RIGIDO ACINETICO

PRIMARIO

e Enfermedad de Parkinson idiopatico

e Enfermedad de Parkinson genéticamente determinada

e Otras enfermedades neurodegenerativas
o  Atrofia multisistema
o Pardlisis supranuclear progresiva
o Degeneracidn corticosubcortical
o Atrofias palidales progresivas
o Neurodegeneracion con acumulacién de hierro
o Enfermedad Huntington
o Enfermedad de Alzheimer y otras demencias
o Parkinsonismo-distonia hereditarios
o Complejo parkinsonismo-demencia-escleroris lateral amiotréfica de Guam
o Demencia fronto-temporal/Parkinson (genes MAPT, PGN, FUS)
o Ataxias dominantes (SCA2 y SCA3)

SECUNDARIO
e  Postencefalitico
e latrogénico (farmacoldgico)
e  Toxicos exdgenos: manganeso, monoxido de carbono, MPTP, metanol, mercurio
e Parkinsonismo del Caribe
e  Vascular
e Encefalopatia postramatica crénica
e  Metabdlico: hipoparatiroidismo y calcificaciones hereditarias de los ganglios basales
e  Encefalopatia portosistematica

e Enfermedad de Wilson
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Hoy en dia, la neuroimagen convencional como la tomografia computarizada (TC

craneal) y la resonancia_ magnética (RM) craneales son las mads utilizadas, como se ha

comentado antes, para el diagndstico diferencial con otros parkinsonismos como se

muestra en la tabla 5.

Tabla 5. Hallazgos caracteristicos en RM cerebral en EP y parkinsonismos atipicos

EPI | AMS | PSP

RM CONVENCIONAL
Normal ++ - -
Atrofia putaminal - ++ ++
Halo hiperintenso putaminal + ++ +
Hipodensidad putaminal - ++ -
Atrofia pontina y cerebelo-vermiana - ++ +
Cambios de sefial en protuberancia o pedunculo cerebeloso - ++ -
medio, incluido el signo de la cruz y/o del santiaguifio
Atrofia mesencéfalica, incluyendo signos indirectos (silueta del - - +
pinglino o colibri)

PLANIMETRIA
Reduccidn del didametro mensencefalico anteroposterior - + ++
Reduccidn de la proporcidn entre area mesencefalica y pontina - - +++
IMAGENES POTENCIADAS EN DIFUSION
Aumento de la difusividad puntaminal - +++ | ++
Aumento de la difusividad del pedunculo cerebeloso superior - - +++
RM DE 3 TESLAS

Hipodensidad putaminal + +++ +

Nuevos equipos (RM de alto campo) o técnicas especiales (imagenes con

susceptibilidad ponderada o cuantificacion de neuromelanina en la SN) parecen

prometedores, pero se requieren protocolos estandarizados para aumentar su precision

diagnostica.
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Otra técnica que se utiliza (que requiere personal muy cualificado) es la ecografia
transcraneal en la que la SN tiene una importante hiperecogenicidad por acumulacidn
de hierro. Observando este dato en el 87-90% de los pacientes con EPi y en el 8-10% de
los sujetos sanos, con una sensibilidad del 90% y especificidad del 82%. Sin embargo, es
util para diferenciar la EPi el temblor esencial con una sensibilidad del 75-91% y una
especificidad del 84-94% (Ninerola-Baizdn A et al., 2018). Los pacientes con temblor
esencial que tienen este signo en la ecografia transcraneal tienen un riesgo relativo de
7 para desarrollar EPi a los 6 anos. Varios trabajos han mostrado utilidad para el
diagndstico diferencial con otros parkinsonismos plus. Los hallazgos sonograficos mas

relevantes se resumen en la tabla 6.

Tabla 6. Hallazgos sonograficos en el diagnodstico diferencial de los parkinsonismos

degenerativos.

Hallazgos sonograficos

La hiperecogenicidad de la SN sugiere EPI frente a PSP o AMP

La hiperecogenicidad del nucleo lenticular sugiera AMS o PSP frente a EPI

La dilatacién del tercer ventriculo sugiere PSP frente a AMS

La dilatacién del tercer ventriculo, junto a normoecoginicidad del a SN, sugiero PSP

frente DCB (tercer ventriculo normal e hiperecogenicidad de la SN)

La dilatacidn del tercer ventriculo, junto a hiperecogenicidad de la SN bilateral sugiere

DCL

La tomografia por emisidn de positrones (PET) y la tomografia computarizada por

emision _de fotdn unico (SPECT) se han empleado para el estudio del sistema

dopaminérgico pre- y postsinaptico, mediante el desarrollo de radiotrazadores
especificos que permiten estudiar distintos aspectos de la funcion dopaminérgica. Los
radiotrazadores con afinidad por moléculas que participan en la sintesis de dopaminay
por los transportadores de dopamina evaltan la neurona presindptica o nigroestriatal.
Los radiotrazadores con afinidad por los receptores dopaminérgicos valoran Ia

integridad de las neuronas postsinapticas. Se ha demostrado que el DaT esta presente
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exclusivamente en las neuronas que sintetizan dopamina, y por ello es considerado
como un marcador especifico de estas neuronas en el sistema nervioso central.
De los radiotrazadores de DaT utilizados en SPECT, el 1*23-FP-CIT (yodo 123I-loflupano)
es el mas comun (DaTSCAN). Estima la densidad de DaT en las terminales del estriado
(caudado y putamen), siendo un marcador indirecto de degeneracién de la via
nigroestriatal. En los sujetos sanos ofrece una imagen caracteristica del estriado “en
forma de comilla”, mientras que en pacientes con EP se va perdiendo de forma
asimétrica y progresiva “la cola” (putamen) con mayor preservacién de las cabezas de
los caudados (Nifierola-Baizdn A et al., 2018).
En el PET uno de los mas utilizados es la fluorodopa (marcador de la sintesis de dopamina
en la terminal dopaminérgica). Ambos detectan un defecto dopaminérgico presinaptico
pero sin poder distinguir entre los diferentes “parkinsonismos presindpticos” como la
EP, AMS o PSP (Morrish PK et al., 1996).

Mediante otros ligandos como yodo-123 iodobenzofurano (SPECT-IBF) y yodo-
123-benzamina (SPECT-IBZM) se puede evaluar la densidad de receptores D2
postsindpticos (estriatales). Estos receptores estan intactos en la EP pero reducidos en

otros parkinsonismos como AMS, PSP o DCB.

Las técnicas de neuroimagen funcional también permiten el estudio del

metabolismo cerebral mediante PET con ®F-Fluorodesoxiglucosa (FDG). En la EPi existe
un hipermetabolismo del nucleo lenticular (en la porcién dorsolateral del putamen),
tdlamo, protuberancia, cerebelo y corteza sensitivomotora (se normaliza tras el
tratamiento dopaminérgico o con la estimulacion cerebral profunda). En la AMS se
observa un marcado hipometabolismo del putamen, protuberancia y cerebelo; mientras
gue en la PSP el hipometabolismo se encuentra principalmente en el cértex frontal
medial y dorsal, mesencéfalo y protuberancia, ademas de caudado, putamen y talamo.
En la DCB se observa un hipometabolismo cortical frontoparietal y estriatal y taldamico
contralateral al hemicuerpo mas afectado. Esta prueba se realiza Unicamente en
investigacion (Escamilla-Sevilla F et al., 2017).

Podemos observar un resumen de los hallazgos en las diferentes pruebas

neurofuncionales en la tabla 7.
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Tabla 7. Patrones en la neuroimagen funcional (SPECT o PET) de los principales parkinsonismos

degenerativos.

ESTUDIO Sistema Sistema
dopaminérgico dopaminérgico Metabolismo
PATOLOGIA presinaptico postsinaptico D2
EPI Hipocaptacién Captacién normal o Hipercaptacion
aumentada
AMS Hipocaptacion Hipocaptacion Hipocaptacion
PSP Hipocaptacién Hipocaptacién Hipocaptacién
DCB Hipocaptacién Captacién normal o Hipocaptacién
reducida

La gammagrafia cardiaca también se puede utilizar para el diagnéstico diferencial

de otros parkinsonismos. Sin embargo, en la practica clinica habitual no se lleva a cabo
de forma rutinaria. Como se ha comentado anteriormente, se observa una denervacién
en el SPECT-MIBG en la EP y no muestra alteracion en los parkinsonismos. Desde hace
décadas, numerosos estudios han confirmado que hay una afectacién autondmica
cardiaca precoz en la EPI al igual que en otras sinucleopatias, como la demencia con CL.
Sin embargo, no es patognomanica, pues puede ocurrir en otras entidades neurolégicas
(ataxia cerebelo-espinal tipo2), sistémicas (diabetes, hipertensidén arterial, cardiopatia
isquémica, polineuropatias) o por farmacos (betablogqueantes, trazodona,

antidepresivos triciclicos...).

El LCR es otra fuente de estudio (Ferndndez Espejo E et al.,2016). Se han descritos
dos hallazgos importantes (objetos de estudio y mencidn en esta tesis):
- El nivel total reducido de la aSyn nativa en la EP
- La deteccion elevada de aSyn andémala (fosforilada) en la EP y otras
sinucleinopatias
Estos parametros actualmente solo se utilizan en investigacion. Ademas, se trata de una

prueba invasiva que de momento no se realiza de forma rutinaria.
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1.7 Tratamiento en la enfermedad de Parkison

1. 7.1 Primera linea. Tratamiento farmacolégico

La mayoria de los farmacos desarrollados hasta el momento para la EP apuntan
a la sefalizacion de la DA con el fin de aliviar los sintomas motores, motivo de consulta
de los pacientes con EP. El patrén oro para el tratamiento de los sintomas motores es la
levodopa, un precursor de la DA, y lo ha sido desde su introduccion a principios de los
afios 60. Desafortunadamente, el uso a largo plazo de la levodopa (5-10afios) no evita la
progresién de la enfermedad, siendo ineficaz para algunos sintomas que no responden
al estimulo dopaminérgico, asocidndose, en general, con complicaciones que pueden
resultar incapacitantes (Scottish Intercollegiate Guidelines Network, 2010).

Se han desarrollado diferentes agonistas de la dopamina (AD) que
proporcionan un control moderado de los sintomas motores y muestran la disminucidn
de la frecuencia de complicaciones motoras. De este modo, y en dependencia de la edad
y otros factores del sujeto, se recomiendan los AD para la EP en fase temprana, vy, a
medida que la EP progresa y alcanza las fases moderada y severa, realizar un tratamiento

combinado de levodopa y otros farmacos (Escamilla-Sevilla F et al., 2017).

Levodopa. También conocida como L-dopa, es un precursor del neurotransmisor DA.
Posee la capacidad de atravesar la barrera hematoencefalica, mientras que la DA no la
posee, haciéndola ideal como tratamiento para la deplecién de la DA enddgena en la
EPI. Sin embargo, la L-dopa puede ser convertida a DA en el sistema nervioso periférico
por la DA carboxilasa antes de alcanzar el sistema nervioso central. Por lo tanto, es
administrada en combinacidon con inhibidores de la DA descarboxilasa (IDDC) para evitar
la conversién prematura (Tomlison CL et al.,2010). Los IDDC no pueden atravesar la
barrera hematoencefalica, de manera que se inhibe la conversion periférica pero no en
el sistema nervioso central. Al administrase junto con la L-dopa, permiten el tratamiento
con dosis menores de L-dopa. No se asocian efectos adversos propios a los IDDC. Los
efectos adversos comunes de la L-dopa son las complicaciones motoras como se

muestra en la tabla 8.
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Tabla 8. Complicaciones motoras asociadas al tratamiento con levodopa

Desgaste: el tratamiento inicial con levodopa DA proporciona 8 horas de alivio
sintomatico; no obstante, puede haber un efecto de “desgaste” antes de la siguiente
dosis. Después de varios afios de uso y progresion de la enfermedad, el “desgaste”

ocurre mas rapidamente tras la administracién de la dosis

Fluctuaciones motoras: algunos pacientes pueden experimentar fluctuaciones subitas

en el control motor, que pueden no estar relacionadas con el momento de la toma. Este

fendmeno se denomina fluctuacién motora impredecible o fenémeno “on-off”

Discinesias: algunos pacientes experimentan movimientos involuntarios anormales
(discinesias), de los cuales hay multiples tipos, tales como corea o distonia. Los
episodios de discinesia corresponden a picos, depresiones (o ambos) de las
concentraciones plasmaticas de levodopa, y se observan entre los 5-10 afos de

tratamiento

Inhibidores de la catecol-orto-metiltransferasa (ICOMT). Los ICOMT inhiben la accién
de la catecolortometiltransferasa, enzima que degrada neurotransmisores, entre ellos
la dopamina. Se administran siempre en combinacion con L-dopa/IDDC para prolongar
su vida media, pero no se recomienda como monoterapia. Han demostrado ser efectivos
para el tratamiento de las complicaciones motoras del tratamiento con L-dopa por lo
tanto son una herramienta adyuvante en la EP avanzada (Talati R et al, 2009). Los
efectos adversos incluyen orina oscura (anaranjada) y exacerbacioén de los efectos de la

L-dopa.

Agonistas dopaminérgicos (AD). Son pequefias moléculas que activan directamente los
receptores de dopamina, compensando los bajos niveles de dopamina disponibles en el
cerebro de un paciente con EP. Se clasifican en dos tipos: ergéticos y no ergdticos. Los
AD ergos fuerticos son los primeros en desarrollarse, actian sobre multiples receptores
y provocan importantes efectos secundarios. Los AD no ergdticos se desarrollaron
posteriormente, actian sobre menos tipos de receptores y producen menos efectos

adversos. Los AD ofrecen un control moderado de los sintomas motores de la EP y se
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asocian en menor grado con complicaciones motoras por lo que son una buena opcién
para fases precoces y en monoterapia (Poewe WH et al., 2007). En general, se usan como
tratamiento de primera linea para sujetos jovenes con EP en fase inicial y como
tratamiento coadyuvante en la EP en fase avanzada. Los efectos adversos mas
frecuentes son: nduseas, edema, hipotension ortostdtica sintomatica, somnolencia,

trastornos en control de impulsos y alucinaciones.

Inhibidores de la monoaminooxidasa tipo B (IMAO-B). Este grupo farmacoldgico inhibe
la accion de las enzimas monoaminooxidasa tipo B, responsables de la degradacién de
la dopamina. La mayoria de las guias consideran que los IMAO-B mejoran los sintomas
motores por lo que pueden utilizarse en monoterapia en fase iniciales o como adyuvante
en fases tardias. Los posibles efectos adversos son cefalea, depresidn, confusion,

estimulante y exacerbacioén de los efectos adversos de levodopa (Talati R et al, 2009).

Amantadina. Es un agonista débil de los receptores de glutamato NMDA (N-metil-D-
aspartato). No se conoce su mecanismo de accion en la EP, pero podria modular
indirectamente la sefializacion de dopamina mediante la unién y atenuacién de los
receptores de glutamanto NMDA. Parece eficaz como tratamiento adyuvante a L-
dopa/IDDC. Los principales efectos adversos son alucinaciones, confusion, livedo
reticularis, nduseas, edema en miembros inferiores, xerostomia, estreflimiento y visién

borrosa.

Aniticolinérgicos. Son pequefias moléculas que atenuan la sefializacién de la acetilcolina
y fueron los primeros antiparkinsonianos disponibles. Los cientificos postulan que el
equilibrio entre acetilcolina y dopamina es importante para el control motor. Debido a
gue las concentraciones de dopamina caen en los pacientes con EP, la sefializacion
excesiva de acetilcolina contribuye a los sintomas de EP. Aunque la mayoria de las guias
recomienda tentativamente los anticolinérgicos como monoterapia o en combinacion
en fase precoz, si bien advierten que el balance beneficio/efectos secundarios puede ser
desfavorable en muchos casos. Los posibles efectos adversos son de tipo cognitivo,

entre otros (Scottish Intercollegiate Guidelines Network, 2010).
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El resumen del manejo de las diferentes opciones farmacoldgicas en la EP se

muestra en la tabla 9

Tabla 9. Farmacos disponibles para la EP

FARMACO MONOTERAPIA | ADYUVANTE INDICACION

LEVODOPA/IDDC

Levodopa/carbidopa Si Si Todos los sintomas

Levodopa/benserazida Si Si motores

AGONISTAS DOPAMINERGICOS

Pramipexol Si Si Todos los sintomas
Rotigotina Si Si motores
IMAO-B
Selegilina Si Pocos datos | Sintomas precoces, levesy
Rasagilina Si Si fluctuaciones no motoras
Safinamida - Si Adyuvante a Levodopa
ICOMT
Entacapona - Si
Tolcapona - Si Fluctuaciones motoras
Opicapona - Si

INESPECIFICOS

Amantadina Pocos datos Probable Disfuncion de la marchay

discinesia

1.7.2 Segunda linea. Cirugia cerebral

Ningln método quirargico puede curar la EP. La cirugia no puede retrasar la
progresion de la enfermedad o regenerar las células nerviosas dafiadas. Los pacientes
con EP candidatos para la cirugia son generalmente aquellos con sintomas y signos
graves, debilitantes o con efectos graves inducidos por la medicacion. La estimulacion
cerebral profunda (ECP) es la técnica estereotactica actualmente disponible en el

manejo de la EP y permite aliviar la gravedad de los sintomas de temblor, distonia,
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rigidez, lentitud de los movimientos y trastornos de la marcha asociados con la EP. La
ECP se basa en la implantacién quirdrgica de un dispositivo médico que envia una
estimulacion eléctrica hacia areas determinadas cerebrales para coordinar el
movimiento, concretamente al NST y al GPi, si bien algunos estudios han demostrado
eficacia sobre el nucleo ventral intermedio del talamo. En general es preferible la ECP
sobre NST ya que requiere una menor dosis diaria de medicacién dopaminérgica y la
eficacia sobre los sintomas motores es mayor. Los beneficios adicionales de la ECP son
la eliminacidn de la oscilacidn ritmica anormal entre la corteza y los ganglios basales, y
el aumento del flujo sanguineo cerebral, estimulando la neurogénesis (Moro E et al.,

2016; Volkmann J et al., 2013).

1.7.3 Segunda linea. Apomorfina subcutanea

La apomorfina es un agonista dopaminérgico no ergdtico que se sintetiza a partir
de la morfina pero sin las propiedades narcéticas, analgésicas o adictivas. No es efectiva
por via oral al ser ampliamente metabolizada por el higado, por lo que se utiliza via
subcutanea con elevada biodisponibilidad. Pasa rdpidamente la barrera
hematoencefdlica y actla sobre los receptores dopamiérgicos D1 y D2. Su afinidad por
D2 es tan potente como la levodopa. Estd indicada en cualquier paciente con EP que
presenta fluctuaciones motoras y no motoras con el tratamiento oral (Borgemeester RW
et al,, 2016). Existen dos modalidades de administracién: en inyecciones intermitentes
con pluma (eficaces para reducir los periodos off en pacientes con fluctuaciones motoras
y no motoras esporadicas) o como perfusion continua subcutdnea (para mejorar las
fluctuaciones motoras y no motoras y discinesias en pacientes con EP avanzada). Se
precisa adiestramiento del paciente y su cuidador. Como efectos secundarios tipicos de

la apomorfina destacan (Todorova A et al., 2015):

- Nédulos subcutaneos en la zona de inyeccién: son el efecto secundario mas frecuente

y limitante del uso de la apormorfina a largo plazo. Generalmente son leves y de facil

manejo, pero en ocasiones se pueden complicar (paniculitis o abscesos). Su aparicién se
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previene con higiene escrupulosa, rotacién en los puntos de inyeccidn, masaje de la zona
de puncidn y aplicacién de cremas antinédulos.

- Anemia hemolitica autoinmunitaria: infrecuente pero potencialmente grave, por lo
que se aconseja realizar un test de Coombs previo al inicio del tratamiento y de forma

periddica cada 3-6 meses.

1.7.4 Segunda linea. Perfusion intestinal continua

La perfusidn intestinal continua de levodopa-carbidopa consiste en una
suspension acuosa que se administra de forma continua directamente en el duodeno
distal/yeyuno proximal (Poewe W et al., 2015). La medicacidn se almacena en casetes
conectados a una bomba de perfusidon externa y a una sonda gastroduodenal colocada
mediante gastrostomia endoscépica percutanea. Mejora la biodisponibilidad de
levodopa obteniéndose asi unos niveles plasmaticos mas estables respecto a la
administraciéon oral. Se programa para permitir una dosificacién individual
generalmente de unas 16 horas. Estd indicada en pacientes con EP avanzada que
presenta fluctuaciones motoras que no responden a la medicacion oral convencional
mejorando su calidad de vida (Poewe W et al., 2015; Lew MF et al., 2015 ).

Las complicaciones mas frecuentes tienen lugar en la primera semana tras el
inicio del tratamiento y estan relacionadas con el procedimiento quirurgico (dolor y
distension abdominal, enrojecimiento del estoma, estrefiimiento, flatulencia, dolor
orofaringeo). La propia técnica quirurgica tiene sus riesgos como el neumoperitoneo,
peritonitis y las neumonias aspirativas. Hay que tener en cuenta las complicaciones de
los dispositivos que se utilizan como migracion u obstruccion de la sonda, rotura de las
conexiones y fallo de la bomba. Al aumentar la biodisponibilidad de la levodopa, pueden
aparecer sintomas similares al tratamiento con levodopa oral (psicosis, alucinaciones,
discinesias, hipotension ortostatica) que solo requieren un ajuste de la dosis. Otra
complicacién a tener en cuenta es la polineuropatia aguda (pseudo Guillain-Barré
rapidamente progresivas y graves) o crdnica (sensitiva, distal, leve y lentamente
progresiva); pueden aparecer a la semana o hasta 3 afios mas (Merola A et al., 2016).

La fisiopatologia no esta muy clara, pero parece que en las crdnicas hay asociado un
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déficit de vitaminas B12 y B6, niveles altos de homocisteina y dosis altas de levodopa;
en las agudas pueden intervenir también factores metabdlicos, pero sobretodo

mecanismos inflamatorios.

1.7.5 Otras terapias

Una terapia mas reciente es el uso de ultrasonidos aplicados en un punto del
cerebro a alta intesidad y focalizados con el objetivo de una ablacién térmica. Es el
llamado High-Intensity Focused Ultrasound (HIFU). Se empezé utilizando en temblor
esencial pero después se emperazon a tratar pacientes con EP seleccionando el NST. La
ventaja es que no es una intervencién qgirargica, los efectos secundarios son poco
frecuentes y el beneficio es casi inmediato. Sin embargo, algunos expertos consideran
gue se trata de una intervencion ablativa y que no permite ajustes como la terapia con
ECP. Aunque solo se aplicaba unilateralmente por el riesgo de eventos adversos, se esta
empezando a aplicar bilateralmente en dos tiempos (Fox SH et al., 2018; Verschuur CYM
et al., 2019). Puede ser una buena opcién en pacientes con EP aimétrica, tremdrica, con

mas de 70 afios o contraindicacidon para la intervencién quirargica.

Finalmente, otra posibilidad es la radiocirugia con Gamma Knife. El objetivo
de la radiocirugia es la produccion de una lesién necrdtica predicible mediante dosis
muy elevadas de radiacién inonizante, similar a lo que se logra con la radiofrecuencia
(Verschuur CVM et al., 2019). Aunque su uso estd menos extendido, los resultados son

buenos cuando es aplicada por un equipo con experiencia.
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CAPITULO Il - HIPOTESIS

La EP es un trastorno neurodegenerativo progresivo en el que tiene lugar una
degeneracion selectiva de las neuronas dopaminérgicas, en la que influye, entre otros
mecanismos, los procesos oxidativos (Jenner, 2003; Dias et al, 2013; Schapira et al.,
2014). El estrés oxidativo se define como una alteracion del balance entre la produccién
de especies reactivas oxidantes y los mecanismos de defensa antioxidante (Hallwell y
Gutteridge, 1999; Jenner, 2003). En esta tesis nos centramos en diferentes tipos de
estrés oxidativo que pueden participar en la fisiopatologia de la EP y en diversas

moléculas implicadas en el mismo.

Una de ellas son las enzimas DEHAL, deshalogenasas hasta ahora no estudiadas
en los enfermos de Parkinson, que podrian tener un papel importante en relacién al
estrés oxidativo de la enfermedad. La enzima DEHAL tipo 1 o DEHAL1 se expresa en
tejidos relacionados con la EP donde se detectan depdsitos de aSyn y degeneracion de
neuronas positivas a TH, como son las glandulas y pared gastrointestinales (Del Tredici
et al, 2010; Devic et al, 2011; Beach et al, 2013). Su maxima expresion se encuentra en
el tiroides, aunque también lo hace, en niveles mas bajos, en higado y rifidn, ademas del

tracto gastrointestinal.

La aSyn es otra proteina que estudiamos ampliamente. Se puede encontrar en
los fluidos corporales y es un componente importante de las inclusiones de Lewy (Shi et
al, 2014; Goldman et al, 2018). Estos fluidos corporales incluyen LCR, plasma, suero y
saliva, entre otros. Sus niveles en dichos fluidos bioldgicos pueden ser un candidato
prometedor en el diagnéstico de EP en funcidn de la especificidad y la sensibilidad (Atik
et al, 2016). El LCR y el suero sanguineo son fluidos que estdn en contacto cercano con
el tejido cerebral, y son buenos "testigos" de los procesos neurodegenerativos
(Kroksveen et al, 2011; Mollenhauer et al, 2016; Goldman et al, 2018). La saliva, un fluido
de facil acceso, es una fuente interesante de biomarcadores en la EP, porque la patologia
por CL se ha observado en las glandulas salivares (Del Tredici y Braak, 2012; Adler et al,

2014; Vilas et al, 2016). Los estudios demuestran consistentemente que los niveles
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totales de aSyn en LCR se reducen en pacientes con EP respecto a los controles, lo que
podria relacionarse con el proceso de degeneraciéon y muerte neuronal en los nucleos
catecolaminérgicos (Shi et al, 2011; Mollenhauer et al, 2008, 2011, 2013; Hong et al,
2010; Kang et al, 2013; Ferndndez et al, 2013; Andersen et al, 2017; Goldman et al,
2018). Por otro lado, los niveles de aSyn en plasma/suero y saliva en la EP han arrojado
resultados contradictorios (Barbour et al, 2008; Devic et al, 2011; Ferndndez et al. 2013;
Stewart et al, 2014, Shi et al, 2014, Kang et al, 2016; Vivacqua et al, 2016, 2019; Goldman
et al, 2018; Cao et al, 2019). Solo un estudio ha investigado las correlaciones entre el
LCR, el plasma y la aSyn salivar en la EP (Goldman et al, 2018). Este estudio llamado
BioFIND informa que los niveles de aSyn en LCR, plasma y saliva no estan
correlacionados entre si. Varios estudios han examinado la relacién de aSyn de
plasma/suero y salival, con las caracteristicas clinicas motoras y no motoras de la EP
como la estadificacion de Hoehn-Yahr o las escalas UPDR, con resultados contradictorios
(Tokuda et al, 2006; Devic et al, 2011; Vivacqua et al, 2016; Goldman et al, 2018; Cao et
al, 2019). Sin embargo, hasta la fecha, ningiin estudio ha examinado la relacién entre la
aSyn salival y en plasma y las caracteristicas no motoras o de neuroimagen de la EPi. Es
de destacar que sintomas como la hiposmia, el estrefiimiento o la depresion pueden
anteceder en afos a los sintomas motores (Reichmann, 2017), y seria de gran interés

estudiar también su relacion con los niveles de aSyn en los fluidos bioldgicos.

Respecto a la degeneracion neuronal catecolaminérgica que tiene lugar en la EP,
debemos hablar de las neuronas pigmentadas que contienen dopamina. Dicha
pigmentacion es causada por la neuromelanina, y la muerte neuronal de DA en la EP se
relaciona con una disminucién del contenido de neuromelanina en la SN (Zecca et al.
2002; Wang et al. 2019). La sintesis de neuromelanina esta impulsada por el exceso de
dopamina en el citosol de las neuronas de dopamina, y se cree que la sintesis excesiva
de neuromelanina podria desempenfiar un papel en la neurodegeneracion parkinsoniana
(Sulzer et al. 2000; Hunot y Hirsch 2003; Jenner 2003; Norris et al. 2005, Paris et al. 2007;
Zecca et al. 2008; Dias et al. 2014; Schapira et al, 2014; Navarro-Yepes et al, 2014;
Segura-Aguilar et al, 2014, Carballo-Carbajal et al, 2019). Ademas de la neuromelanina,

el cuerpo contiene melanina no neuronal o melanina propiamente dicha, que se
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produce en los melanocitos e incluso en los plexos coroideos. Esta melanina se detecta
principalmente en la piel, la mucosa, el cabello y la sangre. Sin embargo, no se conoce
bien el papel que representa su presencia en suero y saliva en la EP. Ademas, las
anomalias en la melanina se correlacionan con canceres de piel como el melanoma, el
cual se ha relacionado con un mayor riesgo de padecer neurodegeneracidon
parkinsoniana (Pan et al. 2011).

La hTyr es la enzima principal requerida para la sintesis de melanina (Kérner y
Pawelek 1982; Sdnchez-Ferrer et al. 1995; Galzigna et al. 2000; Thompson et al. 2000;
Pan et al. 2011). En el sistema nervioso, hTyr parece no participar en la sintesis de
neuromelanina, y de hecho hay albinos sin hTyr funcional pero con neuromelanina en la
SN (Foley y Baxter 1958). Ademas, la presencia de hTyr en los nucleos pigmentados del
sistema nervioso central es controvertida (Xu et al. 1997; Tief et al. 1998; Greggio et al.
2005; Hasegawa 2010). Algunos autores han detectado la proteina hTyr en el cerebro
humano (Miranda et al. 1984), pero no otros (lkemoto et al, 1998; Tribl et al. 2007). La
hTyr parece no estar relacionada con la EP (Greggio et al. 2005), aunque es llamativo
que la pérdida de funcidn hTyr en el albinismo se ha asociado a un mayor riesgo de EP
(Lubbe et al. 2016).

La sintesis de melanina podria ser llevada a cabo en el cerebro humano y en la
periferia por enzimas distintas de la hTyr. Por ejemplo, las enzimas con actividad
peroxidasa como la LPO y la DA beta-monooxigenasa podrian participar en la formacién
de melanina y neuromelanina (Metodiewa y Dunford, 1991; Segura-Aguilar 1996;
Reszka et al.1998; Galzigna et al.2000). Con respecto a la LPO, se encuentra
principalmente en las secreciones de las glandulas exocrinas, como la leche, las lagrimas
y la saliva, donde protege contra bacterias y hongos (Bafort et al. 2014), y esta
relacionada con la "linea de defensa halogenativa". El exceso de actividad de LPO podria
dar lugar a un aumento de radicales libres de melanina y estrés halogenativo (Reszka et
al. 1998). Se ha encontrado que esta haloperoxidasa esta elevada en el LCR de pacientes
con EP, y se ha propuesto que participa en la neurodegeneracién parkinsoniana (Everse
y Coates 2004; Ferndndez-Espejo, 2019). En esta tesis doctoral se estudia el papel de
estas enzimas relacionadas con la melanina y posiblemente con la EP, tanto en saliva

como suero, dos fluidos periféricos.

81



Las hipdtesis que se plantean en esta tesis doctoral son:

1.

Las enzimas oxirreductasas, en particular la DEHAL1, contribuyen a la generacién
del extrés oxidativo en la EP y pueden relacionarse con las caracteristicas clinicas

y diferentes estadios de la EP.

La presencia de aSyn y sus niveles en suero y saliva son un marcador sensible e
importante en la EPi. Ademds, se correlacionan con las caracteristicas clinicas y

diferentes estadios de la EP.

Existe una asociacién entre los niveles de melanina no neuronal, hTyr y LPO en

suero y saliva con las caracteristicas clinicas y diferentes estadios de la EP.
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CAPITULO Ill - OBJETIVOS

El objetivo principal de esta tesis es:

“Evaluar la presencia, importancia e implicacién de los diferentes tipos de estrés
oxidativo en la fisiopatologia de la EP, asi como analizar el comportamiento de diversas
sustancias proteicas que participan en algln tipo de estrés oxidativo en el sistema
nervioso central y correlacionarlo con las diferentes caracteristicas clinicas y evolutivas

de la enfermedad”.
En base a este objetivo, planteamos unos objetivos secundarios:
1. Analizar la actividad de las enzimas DEHAL1 y correlacionarlo con las

diferentes caracteristicas clinicas y evolutivas de la enfermedad.

2. Analizar la actividad de la aSyn nativa y nitrada y correlacionarlo con las

diferentes caracteristicas clinicas y evolutivas de la enfermedad.

3. Analizar la actividad de la melanina no neuronal, hTyr y LPO y correlacionarlo

con las diferentes caracteristicas clinicas y evolutivas de la enfermedad.

83



84



CAPITULO IV- MATERIAL Y METODO

e Seleccidon de muestra

Planteamos un estudio observacional, analitico tipo casos-controles de practica
clinica. Los pacientes y controles fueron seleccionados de forma aleatoria en los
hospitales Macarena y Valme de Sevilla, dando su consentimiento informado para ser
incluidos. Los pacientes fueron seleccionados de la Unidad de Trastornos del
Movimiento de Neurologia, diagnosticados de EP por neurdlogos expertos en base a
criterios clinicos y de neuroimagen (sefial de ganglios basales en DAT-SPECT). Todos los
pacientes estaban en tratamiento farmacolégico en funcidn de sus necesidades clinicas
consistente en uno o mas agentes dopaminérgicos, tenian una duracidon de la
enfermedad > 3 afios y una edad de aparicion entre los 40 y 75 afios. Para excluir las
formas hereditarias de parkinsonismo, se descartaron aquellos pacientes con familiares
con EP, menores de 40 anos o con sintomas atipicos, siguiendo las recomendaciones de

una guia espafiola para neurdlogos de la EP (Escamilla-Sevilla y Olivares-Romero 2018).

Los sujetos controles, libres de trastornos neuroldgicos conocidos, fueron
seleccionados de voluntarios sometidos a anestesia intradural en la Unidad de Anestesia
del hospital Macarena, bajo la supervisién del Dr. Angel Martin de Pablos, doctor
anestesiélogo. Todos los sujetos controles fueron operados por fractura de cadera,
hernia umbilical o cirugia perianal. La anestesia y la cirugia en si no tuvieron impacto en
los parametros de biofluidos a analizar, porque todos los fluidos corporales se
obtuvieron antes del procedimiento quirurgico. También hubo controles procedentes
de familiares de los pacientes, que no tuvieran alteracidn neuroldgica conocida o
familiar de primer grado con EP. Los controles fueron agrupados por edad y sexo con los

sujetos con EP, y fueron excluidos si tenian un familiar de primer grado con EP.
En el estudio de DEHALL se obtuvieron 25 muestras de pacientes de EPi y 25
sujetos controles. Por motivos técnicos y de metodologia (niveles alto de hemoglobina

en saliva, recogida defectuosa, escasa cantidad), se aceptaron finalmente solo 15
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muestras de suero y 20 de saliva de pacientes y 20 muestras tanto de saliva como de

suero de los sujetos controles.

En el estudio de aSyn nativa y 3-NT- aSyn, se obtuvieron 40 muestras de suero

y 27 de saliva de pacientes y 20 muestras (suero y saliva) de los sujetos controles.

En el estudio de melanina, hTyr y LPO se obtuvieron 25 muestras de suero y
saliva de pacientes, pero se descartaron 4 muestras de saliva debido a una alta
concentraciéon de hemoglobina o problemas técnicos. De esta manera, se aceptaron
finalmente 25 muestras de suero y 21 de saliva de pacientes y 20 muestras tanto de

saliva como de suero de los sujetos controles.

- Informacion demogrdfica y clinica

La informacion demografica se obtuvo directamente de los pacientes. Se incluyd
edad, sexo, indice de masa corporal, educacion (afos) y tratamiento antiparkinsoniano
(levodopa, AD y otros). No se incluyeron las personas que presentaban enfermedades
hepaticas, renales, cardiovasculares o hematoldgicas, cancer, trastornos autoinmunes o
SIDA (los marcadores de suero y saliva pueden estar alterados en tales condiciones).
Ademas, se excluyeron a aquellos sujetos que fueran fumadores, bebedores excesivos
de alcohol o café, segln los criterios especificados a continuacién. El indice de “Fumar”
se definid como el fumador actual que consumia cigarrillos a diario o los fumadores
ocasionales que consumian cigarrillos menos que a diario. El abuso de alcohol se definid
como beber> 210 g de alcohol por semana. Beber café se definié como la ingesta diaria
de café con mas de 300 mg de cafeina al dia (por ejemplo, tres tazas de 45-60 ml de café

expreso).

- Datos clinicos de la EP

Los datos clinicos incluyeron la estadificaciéon de Hoehn-Yahr modificada, la
Escala de calificacidon de la EP unificada UPDRS, la escala modificada de Schwab-England
de actividades de la vida diaria, y un cuestionario no motor realizado para esta tesis

doctoral y que se presenta en anexos (Hoehn y Yahr, 1967; Schwab-England, 1969; Fahn
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y Elton, 1987; Fahn, 2003; Reichmann, 2017). Las escalas UPDRS se pasaron en su
totalidad (parte I-lI-lll-1V). El cuestionario no motor incluyé sintomas como
hiposmia/anosmia, estrefiimiento, depresion, dolor/dolor de cabeza, trastornos
urinarios/sexuales y trastornos del suefio. Se preguntd a los pacientes si sufrian o no uno
0 mas sintomas no motores en el momento de la entrevista y antes del inicio de los
sintomas motores. Se evaluaron también la edad de comienzo de la enfermedad, el afo
de primeros sintomas no motores y la duracién de la enfermedad en afos, segun el

primer sintoma motor referido por el paciente.

Los estudios de referencia Dat-SPECT se realizaron de acuerdo con un protocolo
estandarizado en el Servicio de Medicina Nuclear del Hospital (De Bonilla-Damid et al,
2011). Se utilizé el DaTSCAN, que ha demostrado ser una herramienta de diagndstico
para clasificar el grado de pérdida de células dopaminérgicas. El 123I-loflupano tiene
una alta afinidad de unidn por el transportador presinaptico de dopamina. Se calculé la
uniéon especifica del radioligando o la relaciéon de absorcion especifica (SUR) en el
estriado dorsal, caudado y putamen (Morano y Seibyl, 2003; Schwarz et al, 2004; Crespo
et al, 2008; Maetzler et al, 2009; Varrone y Halldin, 2010; Fang et al, 2015, Nifierola-
Bazdn et al, 2018).

e Recolecciéon de muestras

Todos los fluidos corporales se obtuvieron de 9:00 a 11:00 a.m.

- Recoleccion de suero

Se recogiod suero sanguineo por puncién de la vena cefilica. Se recogieron 5 ml
de sangre en tubos recubiertos de gel para inducir la coagulacién de la sangre y para
obtener suero (Becton Dickinson Vacutainer, Tubo de suero con activador de coagulo,
cat. 368380). El suero se centrifugd a 2500 rpm durante 10 minutos para separar las
células coaguladas y atrapadas, y luego se congelé inmediatamente a -802C en alicuotas

de 0,5 ml.
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- Recoleccion de saliva

Se ha seguido el siguiente protocolo:

Precauciones previas a la recoleccion

1. Entre 30-60 minutos antes de la toma de la muestra no ingerir alimentos ni
bebidas.
2. No fumar ni mascar chicles 30 minutos antes de la toma de la muestra.

3. Evitar productos de cosmética en los labios y zona peribucal el dia de la toma.

Pasos para la recoleccidn

1. Sostener el tubo en posicidn vertical con una mano
2. Llenar el recipiente con saliva (sin contar la espuma) hasta alcanzar la senal del
tubo (aproximadamente 2ml)

3. Utilizar el tapdn para cerrar el tubo herméticamente

Se recogieron 3 ml de saliva en tubos de polipropileno Greiner Bio-One de 5 ml
(Fisher Scientific), y se centrifugaron a 2500 rpm durante 10 minutos para precipitar las
células. Posteriormente, se congelaron alicuotas de 0,5 ml cada una de la porcién liquida
a -809C. La concentracién de hemoglobina en una nueva alicuota de saliva de 0,5 ml se
cuantificd segun lo recomendado (Kang et al. 2013; Goldman et al. 2018), con una
técnica ELISA (kit de detecciéon colorimétrica de hemoglobina, cat. #EIAHGBC,
ThermoFisher Scientific). Aquellas muestras con concentracion de hemoglobina> 1200

mg / ml fueron descartadas.

e Andlisis de bioespecimenes

Las alicuotas de suero y saliva, recuperadas del biobanco de Hospitales de Sevilla, se
descongelaron y fueron sonicadas con solucién homogeneizadora (NaCl 150 mM, HEPES
50 mM, fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1 mM, leupeptina 0,6 um, y Triton X-100 al 1%,
pH 7,4). Con el fin de evitar diferencias por localizacién y uso del analisis, el estudio se
hizo en muestras no descongeladas previamente, en el mismo laboratorio y con el

mismo personal técnico.
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En el estudio de la DEHAL1, se ha evaluado dicha enzima por medio de kits ELISA,
siguiendo las instrucciones del fabricante. Se ha empleado el kit “Human lodotyrosine
Dehalogenase 1 (IYD) Elisa kit, number MBS7217967, de MyBioSource. Cada muestra se

analizé por duplicado con cada kit ELISA (suero, dilucién 1/200; saliva, sin dilucion).

Para el estudio de aSyn nativa y 3-NT- aSyn, el contenido de aSyn en los fluidos se
evalué con un kit de ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzimas disponible
comercialmente (kit ELISA de aSyn humana, cat. YHBO151Hu, Shanghai Yehua Biological
Technology Co., Ltd., China), siguiendo las instrucciones del fabricante. Cada muestra se
analizé por duplicado con cada kit ELISA. Hasta la fecha, no existen kits ELISA para
cuantificar la 3-NT- aSyn por lo que solo se evalué con inmunotransferencia tipo
Western. Las muestras se lisaron en glicerol al 10%, NaCl 137 mM y Tris HCl 20 mM pH
7,5, que contenia inhibidores de peptidasa (aproteinina y leupeptina 1 ug / ml, PMSF 1
mM). Los niveles de proteinas se cuantificaron mediante el método de Bradford. Las
muestras se hirvieron y las alicuotas que contenian 25 pg de proteina cada una se
sometieron a electroforesis en gel de SDS/poliacrilamida. Las proteinas se transfirieron
electroforéticamente a membranas de PVDF. El inmunomarcaje se realiz6 con
anticuerpos primarios para aSyn nativa (anticuerpo monoclonal contra aSYN,
ThermoFischer Scientific, Invitrogen, Syn211, cat. #32-1800), 3-NT-aSyn (anticuerpo
anti-nitro-a/B-sinucleina, clon nSyn12, cat. 36-011, Merck) y B-actina como proteina de
control (anticuerpo anti-beta actina, gato A5316, Merck). Los anticuerpos primarios se
detectaron con anticuerpos secundarios unidos a peroxidasa con quimioluminiscencia
mejorada y autorradiografia. Las densidades de banda de los autoradiogramas
resultantes se cuantificaron utilizando el programa Scion Image para PC (NIH, EE. UU.).
La densidad de las bandas de proteinas se midié en unidades arbitrarias de Scion. Los
valores se dan como proporcidon de la densidad de la banda 3-NT- aSyn versus la

densidad de la banda control de B-actina.

Para el estudio de melanina, hTyr y LPO en saliva y suero de enfermos de EPi, las
concentraciones de melanina, hTyr y LPO se evaluaron con kits ELISA o de

inmunoadsorcidén ligados a enzimas disponibles en el mercado (kit ELISA de melanina
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humana, cat. CSB-E14051h, Cusabio Biotech Co., EE. UU.; Kit ELISA para hTyr, cat.
SEA238Hu, Cloud-Clone Corp., EE. UU.; kit ELISA para LPO, cat. SEA296Hu, Cloud-Clone
Corp., EE. UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante. Cada muestra se analizé por

duplicado (suero, dilucion 1/200; saliva, sin dilucidn).

o Andlisis estadistico

Las comparaciones de variables dicotdmicas se llevaron a cabo con la prueba de x2.
Se compararon dos grupos de variables cuantitativas con la prueba t de Student o la
prueba U de Mann-Whitney si la distribucién era no paramétrica. La normalizacion de
los datos se verificd con la prueba de Shapiro-Wilk. Las correlaciones entre dos variables
dependientes se llevaron a cabo con la prueba de Pearson o la prueba de Spearman en
distribucién no paramétrica. Para evaluar la relacién entre los niveles de las proteinas
estudiadas como la aSyn y el riesgo de EPi al ajustar otras covariables, se realizaron
analisis de regresién logistica que controlan la edad, el sexo y la educacién. Las
covariables fueron los niveles de la proteina estudiada en suero o saliva, y la EPi fue la
variable de resultado. La inclusién de otras covariables se basd en un valor de p <0,05
en el analisis univariado. Se utilizé el software Minitab 16-Addlink para el analisis
estadistico (AddLink soiftware Cientifico, Madrid). Para los 3 experimentos, los

examinadores eran “ciegos” durante el analisis estadistico.

e Aspectos éticos

Se obtuvieron formularios de consentimiento informado de todos los sujetos. Todos
los protocolos fueron aprobados por los consejos internos de ética y cientificos de la
Universidad de Sevilla (CEI 27/05/2010), Hospital Universitario Valme (ref. 10/05/2018),
Hospital Universitario Macarena (CEl Macarena, 29/10 / 2013), y el Comité de Etica en
Investigacion de la Junta de Andalucia (PEIBA; CEl Sevilla Sur, ref.2017121418738). El
consentimiento de los sujetos se obtuvo de acuerdo con la Declaracién de Helsinki (BMJ

1991; 302: 1194). Los documentos se presentan en Anexos.
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CAPITULO V. RESULTADOS

1.Estudio de la deshalogenasa tipo 1 en saliva y suero de enfermos de Parkinson

idiopatico.

e Parametros de la poblacién

Los parametros demograficos y clinicos de las poblaciones se recogen en la tabla 10.
No hubo diferencias significativas entre pacientes y controles en los parametros

comunes.

Tabla 10. Parametros demograficos y clinicos en pacientes con EP y controles

Parametro EP (n=25) | Control (n=25) | P
Edad (afios) 63,9+12,4 65,3+14,5 NS
Sexo, varones n (%) 11 (44) 10 (40) NS
Indice de masa corporal 24,8+5 25,12+5,5 NS
Anos de educacidn 17,1+3,2 17,343,6 NS
Duracién de la EP (afios) 9,3+2,5

Edad de comienzo de la EP (afios) | 57,3+11

Escala de Hoehn-Yahr 2,3+0,8
Schwab-England modificado 86115
UPDRS parte lll (fase on) 25,6114
UPDRS total (I-111) (fase on) 42423
UPDRS parte IV 2,2+3,7

Media + DEM. Abreviaturas: EP, enfermedad de Parkinson; NS, no significativo; UPDRS, Unified
Parkinson’s Disease Rating Scale; DEM, desviacion estdndar de la media; P, probabilidad.
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e Contenido de DEHAL1 en saliva y suero

Los niveles de DEHAL1 en suero y en saliva de enfermos de EP y de controles se

presentan en la tabla 11.

Tabla 11. Contenido y ratio saliva/suero de DEHAL1 en suero y saliva en pacientes con EPi y
sujetos control

Contenido en fluido

EPi Control P
DEHAL1 sérica (ng/ml) 4333,12+1452 (n=15) 4432,8+857,2 (n=20) NS
DEHAL1 salivar (ng/ml 21,4+5,4 (n=20) 23,2+6,1 (n=20) NS
Ratio saliva/suero
EPi Control
DEHAL1 0,0049+0,002 0,0044+0,002 NS

Media + Desviacién estandar. Abreviaturas: EPi, enfermedad de Parkinson idiopdtica; DEHAL1,

Deshalogenasa tipo 1; NS, no significativo; P, probabilidad.

Los niveles de DEHAL1 en saliva y suero indican que no hay diferencias
significativas entre grupos. Segun los valores de la ratio saliva/suero, los niveles de la
enzima en suero sanguineo son unas 250 veces superiores a los de saliva, tanto en
pacientes como controles. Los valores individuales de DEHAL1 en saliva y suero en los

pacientes de EP y en controles se presentan en la figura 12.
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Figura 12. Concentracion individual de la enzima DEHALL1 en (A) suero y (B) saliva en pacientes
con EP y controles. Numero de participantes: pacientes (suero, 15; saliva, 20), controles (20 de
cada grupo de biofluidos). Abreviaturas: DEHAL1, Deshalogenasa tipo 1. La media y la DEM se

representan con lineas continuas.

e Correlaciones clinicas

Se observd una correlacién de Pearson positiva entre los valores de DEHAL1 en saliva
y los de suero (r=0,314, p<0,05). Ello indica que los niveles de DEHAL1 de la saliva
dependen de los niveles en suero sanguineo. La relacidén entre ellas, como se ha dicho,

es de ~1:250.
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Respecto a las escalas clinicas, se observd una correlacidn negativa y significativa
entre los niveles de DEHAL1 en saliva con la escala de Hoehn-Yahr (r=-0,605, p<0,01) y
la escala UPDRS parte Ill (r=-0,291, p<0,05). Estas correlaciones se representan en la
figura 13. Ello indica que los niveles de DEHALL en saliva se relacionan con la clinica
motora de la enfermedad de un modo inverso, o lo que es lo mismo, los niveles salivares
de DEHAL1 disminuyen progresivamente a mayor gravedad de la enfermedad. No se
detectaron otras correlaciones clinicas de la DEHAL1 salival, asi como de los niveles de

DEHAL1 en suero sanguineo.
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Figura 13. Correlaciones entre la enzima DEHAL1 en saliva con las escalas de (A) Hoehn-Yahr
y (B) UPDRS parte Ill o motora, en pacientes con EPi. DEHAL1 en saliva se correlaciona de modo
negativo con los valores de Hoehn-Yahr (r=- 0,605, p<0,01) y con UPDRS motora (r=-0,291,
p<0,05). Abreviaturas: UPDRS, Unified Parkinson’s Disease Rating Scale. NuUmero de

participantes, 20.
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Se analizé con mas detalle las diferencias respecto a la escala de Hoehn-Yahr. Los
pacientes se dividieron en dos grupos, EP temprana (grados 1 a 2, n=8) y EP avanzada
(grados 2,5 a 4, n=12). Se encontré una diferencia significativa (p<0,05) entre los valores
de EP avanzada (18,716,4 ng/ml; mediatDEM) respecto a EP temprana (22,9%4,5 ng/ml)
y controles (23,246,4 ng/ml). Se concluye que los niveles de DEHAL1 disminuyen con el
avance de la enfermedad, y son significativamente menores en los sujetos con grados

avanzados de deterioro. Ello se representa en la figura 14.

DEHAL1 salivar (ng/ml)

EP temprana EP avanzada Controles

Grupo

Figura 14. Niveles en saliva de DEHAL1 (ng/ml) en sujetos con EP temprana, avanzada o
controles. Se observa una disminucidn significativa en sujetos con EP avanzada (grados 2,5a 4
de Hoehn-Yahr). Media + DEM. * p<0,05 respecto a EP temprana y controles. Numero de

participantes: pacientes (EP temprana, 8; EP avanzada, 12), controles, 20.
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2.Estudios sobre a-sinucleina nativa y nitrada en saliva y suero, y su relacion con

caracteristicas clinicas en la enfermedad de Parkinson idiopatica

e Caracteristicas de los participantes

Las caracteristicas demograficas y clinicas principales no fueron diferentes entre los

controles y los pacientes con EP (Tabla 12).

Tabla 12. Parametros clinicos en pacientes con EP y controles

Clinical parameters EP (n=56) | Control (n=20) | P
Edad (Afios) 63,2+15 59.6+17 NS
Género, masculino n (%) 30(53,5) 8 (40) NS
indice de masa corporal 24,312 24,4%3,5 NS
Educacidn (afios) 17,1+43,2 17,443,3 NS
L-Dopa n (%) 14 (25)

Dosis de L-Dopa (mg por dia) 439475

Agonista dopaminérgico n (%) 21 (37,5)

Duracién de la enfermedad (afios) | 11,4+7,5

Edad al inicio de la EP (afios) 55,8+12,9
Etapa Hoehn-Yahr 2,2+0,8
Schwab-Inglaterra modificada 84120
UPDRS parte Il (on) 22,8114
UPDRS total (I-11l) (on) 36,3423
UPDRS parte IV 1,1+2,3

Media + DEM. Abreviaturas: EP, enfermedad de Parkinson; NS, no significativo; UPDRS, Escala

de calificacion de la enfermedad de Parkinson unificada; P, probabilidad.
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e aSyn en pacientes con EP y controles

Los niveles de aSyn nativa en suero y en saliva de enfermos de EP y de controles se

presentan en la tabla 13.

Tabla 13. Concentracion en suero y saliva y ratio saliva/suero de aSyn en pacientes con EPi y

sujetos control

Concentracion de aSyn
EPi Control P
Suero (pg/ml) 102421444317 (n=40) 109643140868 (n=20) | NS
Saliva (pg/ml) 367,7191 (n=27) 362,579 (n=20) NS
Ratio saliva/suero
Epi Control
aSyn nativa 0,005+0,001 0,003+0,002 NS

Media + DEM. Abreviaturas: EPi, enfermedad de Parkinson idiopdtica; aSyn, a-sinucleina; NS,

no significativo; P, probabilidad.

Los niveles de aSyn en suero y saliva no difirieron entre pacientes y controles.

No se encontrd correlacidén entre el contenido de aSyn en suero y saliva (r =.038, NS).

Los valores individuales de la concentracidn de aSyn en suero y saliva se presentan en

la figura 15.
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Figura 15. Concentracion individual de aSyn en (A) suero y (B) saliva en pacientes con EPi y
sujetos de control. La media y la desviacién estandar se representan con lineas continuas.
Abreviatura: aSyn, a-sinucleina. Numero de participantes: pacientes (suero, 40; saliva, 27),

controles (20 de cada grupo de biofluidos)

e Correlaciones clinicas de aSyn sérico y salival

Las ratios aSyn nativa de saliva/suero fueron en pacientes de ~1:200 y en
controles de ~1:300, lo que confirma su falta de correlacion. No se encontraron
correlaciones estadisticas entre los niveles séricos de aSyn y los pardmetros clinicos.
En la saliva, se encontré que el nivel de aSyn salival estaba correlacionado con la
puntuacion motora UPDRS o parte Il (r = +0.542, p = 0.0062) y el UPDRS total (r =
+0.524, p = 0.0086), como se muestra en la Figura 16. La correlacion positiva indica
gue hay un incremento progresivo de los niveles de aSyn salival con el deterioro
motor de la enfermedad, pero sin llegar a existir diferencias significativas.
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Se observd en la saliva (n=27) que la presencia (n = 15) o ausencia (n = 12) de algun
sintoma no motor de los estudiados esta altamente correlacionada con los niveles de
aSyn salival (r = 0.669, p <0.0001). Se empled la escala de sintomas no motores
desarrollada (ver anexos). Se encontré que los niveles de aSyn salival eran
significativamente mas bajos en pacientes que informaron sobre la presencia de
sintomas no motores que en los restantes (con sintomas no motores, 308,2 + 42 pg/ml;
sin sintomas no motores, 425,9 + 89 pg/ml; t = 4,5439, p <0.0001). Los niveles
individuales de aSyn en la saliva en estos dos grupos de pacientes se muestran en la

Figura 17.

Con respecto a los subgrupos de pacientes con sintomas no motores (n=15), el
numero de pacientes que sufren cada uno de ellos fue el siguiente: estrefiimiento, n=8;
depresion, n= 7; hiposmia, n= 2; dolor/dolor de cabeza, n= 3. Los niveles de aSyn en los
dos subgrupos con mayor numero de participantes fueron los siguientes: estrefiimiento,
301,2 + 49 pg / ml; depresién, 310,6 + 42 pg / ml; ambos grupos p <0,001 versus

pacientes sin sintomas no motores y controles).
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Figura 16. Correlaciones entre la aSyn salival y (A) UPDRS total y (B) UPDRS motora o parte
lll, en pacientes con EPi. Abreviaturas: UPDRS, escala unificada de clasificacion de la

enfermedad de Parkinson. Numero de participantes: pacientes, 27; controles, 20.
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Figura 17. Contenido individual de aSyn en saliva en pacientes con EPi con o sin sintomas no

motores. Abreviaturas: aSyn, a-sinucleina.

e Analisis de inmunotransferencia de aSyn nativa y 3-NT- aSyn en saliva

La transferencia Western reveld la presencia de 3-NT-aSyn en la saliva, aparte de la
proteina nativa, tanto en pacientes como controles (Figura 17). No se encontraron
diferencias significativas en las ratios de densidad de aSyn/B-actina y 3-NT-aSyn/B-
actina entre pacientes y controles, como se muestra en la Figura 18. Los valores fueron:
ratio de aSyn/B-actina (unidades Scion), pacientes, 0,61+0,1; controles, 0,58+0,1; ratio

de 3-NT-aSyn/B-actina, pacientes, 0,34+0,1; controles, 0,32+0,1; mediatDEM).

100



El mondmero aSyn posee una masa molecular de ~ 14.4 kDa; sin embargo, las
bandas de proteina aSyn y 3-NT-aSyn se detectaron en puntos de masa molecular que
varian de 50 a 75 kDa, lo que sugiere que la molécula aSyn nitrada esta presente como
una molécula tetramérica. No se detectaron correlaciones clinicas entre la densidad de

bandas de aSyn nativa y 3-NT-aSyn y los parametros clinicos evaluados.

A aSyn saliva KDa aSyn saliva KDa
— — 100
—_— — 75
c— — 0
L= — 37
B-actina B-actina
B 3-NT-aSyn saliva 3-NT-aSyn saliva
— 100
— 75
— 50
o 37

Figura 18. Analisis de inmunotransferencia de (A) proteina aSyn salivar y (B) proteina 3-NT-
asSyn salival. (A) Dos inmunotransferencias representativas de controles y pacientes con EPi
después de la inmunotincidn contra la proteina aSyn y B-actina sérica. (B) Dos
inmunotransferencias representativas de controles y pacientes con EPi después de la
inmunotincidn contra la proteina salina 3-NT-aSyn y B-actina. Abreviaturas: aSyn, a-sinucleina;
3-NT-aSyn, 3-nitrotirosina a-sinucleina; EPi, enfermedad parkinson idiopdtico; c, control; p,

paciente con EP.
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3. Estudio de melanina, tirosinasa humana y lactoperoxidasa en saliva y suero de

enfermos de Parkinson idiopatico

e Caracteristicas de los participantes

No se encontraron diferencias significativas entre las caracteristicas clinicas y

demograficas de los controles y los pacientes con EP, como se muestra en la tabla 14.

Tabla 14. Parametros clinicos en pacientes con EP y controles

Parametros clinicos EP (n=42) Control (n=20) P
Edad (afios) 64,5+£15 65,3+14,5 NS
Género, masculino n (%) 20(42) 8 (40) NS
indice de masa corporal 24,143 24,2+3,5 NS
Educacidn (afios) 17,243,1 17,343,5 NS
L-Dopa n (%) 29 (60)

Dosis de L-Dopa (mg por dia) 608,3+72

Agonista dopaminérgico n (%) 19 (40)

Duracién de la enfermedad (afios)  12+7,4

Edad al inicio de la EP (afios) 56,6113
Etapa Hoehn-Yahr 2,2+0,8
Schwab-England modificada 81423
UPDRS parte Il (fase ON) 21,2+14,9
UPDRS total (I-11l) (fase ON) 34+23
UPDRS parte IV 1,3£2,6

Media + DE. Abreviaturas: EP, enfermedad de Parkinson; NS, no significativo; UPDRS, Escala de

calificacion de la enfermedad de Parkinson unificada; P, probabilidad
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e Contenido sérico y salival de melanina, hTyry LPO

Se detectd melanina en todos los biofluidos, y no se encontré que sus niveles fueran

significativamente diferentes entre los pacientes con EP y los controles. En cuanto a la

hTyr, se encontraron niveles tanto en suero como en saliva, dato importante pues no se

detecta en tejido cerebral humano segun diversos autores. Ademas, se encontré que los

niveles de suero y saliva de hTyr eran similares en pacientes y controles. Por otra parte,

la LPO estaba presente en todos los fluidos. No se encontré que los niveles de LPO en

suero y saliva fueran diferentes entre pacientes y controles. Las ratios saliva/suero de

todas las moléculas fueron similares en pacientes y controles, como se muestra en la

Tabla 15.

Tabla 15. Contenido, ratio saliva/suero de melanina, hTyr y LPO en suero y saliva en pacientes

con EPi sujetos de control

Suero Epi
Melanina (pg/ ml) 89,75+25,8
Tirosinasa (pg / ml) 6,588+2,528
LPO (ng / ml) 1.024+412
Saliva

Melanina (pg / ml) 160,78+26
Tirosinasa (pg / ml) 5,070+3,933
LPO (ng/ ml) 7,0844,3

Relacién saliva/suero

Melanina 1,81+0,85
Tirosinasa 1,23+0,74
LPO 0,014+0,02

Control
78,65%+31,1
5,511+3,005

951,2+394

169,7+22,8
4,457+1,684

7,67%4,1

2,43+0,96
1,21+1,05

0,011+0,01

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

Media + DE. Abreviaturas: EPi, enfermedad de Parkinson idiopdtica; LPO, lactoperoxidasa; NS,

no significativo.
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Los niveles individuales en suero y saliva de melanina, hTyr y LPO se presentan en
las figuras 19 y 20 respectivamente. Se observa que no hay diferencias significativas

entre pacientes y controles.
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Figura 19. (A) Contenido de melanina individual (pg /ml) en suero en pacientes con EPi y
controles. (B) Contenido individual de hTyr (ng /ml) en suero en pacientes y controles. (C)
Contenido individual de LPO (ng/ml) en suero en pacientes con EPi y controles.

Numero de participantes: pacientes, 25; controles, 20. La media y la DEM se representan con

lineas continuas.
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Figura 20. (A) Contenido de melanina individual (pg/ml) en saliva en pacientes con EPi y
controles. (B) Contenido individual de hTyr (ng/ml) en saliva en pacientes y controles. (C)
Contenido individual de LPO (ng/ml) en saliva en pacientes con EPi y controles.

Numero de participantes: pacientes, 21; controles, 20. La media y la desviacién estandar se

representan con lineas continuas.
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e Correlaciones clinicas

La concentracién de hTyr en suero sanguineo se correlacioné inversamente con la
duracién de la enfermedad en afios (r de Pearson=-0,524, p<0,01), como se muestra en
la figura 21A. Ademas, se encontré que la melanina en la saliva se correlacionaba
negativamente con la duracion de la enfermedad (r = -0,688, p <0,01), como se muestra
en la figura 21B. No se encontraron otras correlaciones clinicas. Tampoco se

encontraron correlaciones entre si de las tres proteinas tanto en suero como en saliva.
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Figura 21. Correlaciones entre (A) Tyr y duracion de la EPi, y (B) melanina salival y duracién de

la EPi en aiflos. El nimero de muestras: tirosinasa sérica, 25: melanina salival, 21.
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CAPITULO VI. DISCUSION

Estudio de la deshalogenasa tipo 1 en saliva y suero de enfermos de Parkinson

idiopatico

Resultado principal: Los niveles de DEHAL1 en saliva se correlacionan de modo

inverso con escalas clinicas en pacientes de EPi

Los resultados indican que la enzima DEHAL1 procede principalmente del fluido
sanguineo y, ademas, en los pacientes se relaciona con escalas clinicas de la EP. Asi,
cuanto menores son los niveles de DEHALL en saliva, mayor es la gravedad de la
enfermedad medida con las escalas UPDRS Il y Hoehn-Yahr. Los resultados clinicos
indican que la enzima DEHAL1 en saliva se relaciona de modo inverso con el deterioro
motor de la EP. De hecho, los niveles de DEHAL1 salival en sujetos con enfermedad
avanzada (grados 2,5 a 4 de Hoehn-Yahr) son significativamente menores que los sujetos

con grados tempranos (grados 1 a 2) o sujetos controles.

La enzima DEHAL1 es una deshalogenasa y una nitrorreductasa, o sea, una
enzima redox multifuncional que participa tanto en el catabolismo de deshalogenacién
como en el de desnitracion (Garcia-Garcia et al, 2012; Navarro-Yepes et al, 2013;
Ferndndez Espejo, 2017). Nuestros resultados indicarian que existiria una progresiva
alteracion funcional de la enzima que influye en el desarrollo de la EP, mediante
fendmenos de estrés halogenativo y nitrativo a nivel de las glandulas salivares. Su
cuantificacién en saliva tendria utilidad como marcador bioldgico util para predecir la

gravedad clinica de la enfermedad.

De hecho, las glandulas salivares y la saliva juegan un papel cada vez mas
importante en la busqueda de marcadores de la EP (Goldman et al, 2018). Las glandulas
expresan agregados de aSyn nativa y andmala (fosforilada, glucosilada, etc.) y poseen
CL (Del Tredici et al, 2010; Beach et al, 2013; Vilas et al, 2016; Iranzo et al, 2017). Se cree

actualmente que las glandulas salivares participan de algin modo en el desarrollo de la
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enfermedad (Braak et al, 2003; Beach et al, 2010; Devic et al, 2011; Del Tredici y Braak,
2012).

Otro tema de estudio importante seria la alteracidn de la accién deshalogenante
de DEHAL1 en saliva, con el colateral aumento de productos yodados como las
yodatirosinas. De hecho, en el grupo del profesor Fernandez Espejo se ha observado que
las yodotirosinas son sustancias con toxicidad sobre las neuronas dopaminérgicas

(Ferndndez-Espejo y Bis-Humbert, 2018).

Estudios sobre a-sinucleina nativa y nitrada en saliva y suero, y su relacién con

caracteristicas clinicas en la enfermedad de Parkinson idiopatica.

Resultado principal: El nivel de aSyn nativa salival, no de la sérica, es util para
discernir caracteristicas clinicas de la enfermedad, asi como la presencia de

sintomatologia no motora

En este estudio buscamos discernir las relaciones entre los niveles totales de
aSyn nativa y nitrada en suero y saliva en pacientes con EPi y explorar la posible conexién
del contenido de aSyn nativa y nitrada con caracteristicas clinicas especificas de la

enfermedad.

Primero, no se encontraron diferencias entre los niveles séricos de aSyn nativay
nitrada entre pacientes y controles. Aunque los datos sobre los niveles séricos de aSyn
nativa en la literatura son contradictorios, otros autores ya han observado que no hay
diferencias en este parametro (Barbour et al, 2008; Atik et al, 2016; Goldman et al,
2018). También se encontré que el contenido de aSyn salival es similar en pacientes y
controles parkinsonianos, lo que es consistente con muchos otros estudios (Devic et
al.2011; Stewart et al 2014; Kang et al. 2016; Goldman et al.2018; Cao et al. 2019). Los

datos sobre la presencia de aSyn nitrada en la saliva son novedosos, aunque no se
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observd que hubiera diferencia entre pacientes y controles. Ello indica que hay aSyn
nitrada en la saliva de sujetos sin EP, y que no hay estrés nitrativo en la saliva de los

pacientes, que afecte a la molécula de aSyn.

La ratio saliva/suero de la aSyn nativa es ~1:200 en pacientes y ~1:300 en sujetos
control, indicando que dichas moléculas no se correlacionan entre si entre los sujetos
control y los pacientes. Este resultado es interesante porque el origen de la aSyn salival
no se conoce. Dado que la aSyn puede ser segregada por neuronas (Lee e al, 2005), es
posible que la secrecidn de la aSyn a la saliva proceda de las terminaciones axdnicas. Si
hay una alteracién de origen nervioso en los pacientes, ello explicaria que la ratio sea
mayor en ellos si la aSyn nativa procede de las terminaciones nerviosas. Nuestros datos
apoyan la hipétesis que la aSyn nativa de la saliva procede probablemente de la

inervacién nerviosa de las glandulas salivares.

Con respecto a las correlaciones clinicas, los niveles séricos de aSyn no se
correlacionaron con ninguna caracteristica clinica, de acuerdo también con numerosos
estudios (Goldman et al, 2018, Cao et al. 2019). Por lo tanto, la aSyn en suero no es util

como biomarcador para distinguir la gravedad de la enfermedad.

Sin embargo, ello no ocurre con la aSyn salival. Es de destacar, entre los
resultados obtenidos, que la aSyn total salival se correlacioné directamente con las
puntuaciones de la UPDRS parte Il o motora y la total, asi como con la
presencia/ausencia de sintomas no motores. La mayoria de los autores no han
detectado correlaciones entre aSyn salival y caracteristicas clinicas con las escalas
usuales, excepto Vivacqua y colaboradores (2016) que detectan correlaciones con
UPDRS. Nuestros resultados concuerdan con estos ultimos autores, quizas por similitud
en las metodologias o en las caracteristicas de las muestras empleadas. Podria ser que
la aSyn salival se relacionara de algiin modo en la sintomatologia parkinsoniana de mas
gravedad, sobre todo motora. Como se ha comentado previamente, las glandulas
salivares y la saliva juegan un papel cada vez mas importante en la patologia de la EPi

(Braak et al, 2003; Beach et al, 2010; Devic et al, 2011; Del Tredici y Braak, 2012), y las
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glandulas salivares expresan agregados de aSyn nativa y andmala (fosforilada,
glucosilada, etc) (Del Tredici et al, 2010; Beach et al, 2013; Vilas et al, 2016; Iranzo et al,
2017).

Por otra parte, esta tesis revela, por primera vez en la medida de nuestro
conocimiento, que los niveles bajos de aSyn salival estan asociados con la presencia de
sintomas no motores en los pacientes. Los niveles reducidos de aSyn salival podrian
indicar alguna conexidn entre la clinica no motora de la EP y las alteraciones que causa
la enfermedad en las glandulas salivares. En este contexto, los agregados de Lewy con
aSyn se observan en las glandulas salivares en la EP (Del Tredici y Braak, 2012; Adler et
al, 2014; Vilas et al, 2016) y en otras patologias como el trastorno del suefio REM,
considerado como un trastorno no motor temprano de la EP (Iranzo et al, 2006, 2017;
Ferndndez Espejo, 2017). Entre los sintomas no motores, el estrefiimiento y la depresiéon

son los mas frecuentes.

En definitiva, segln nuestros datos, la cuantificacion de aSyn en la saliva tendria
utilidad como marcador biolégico util para predecir caracteristicas clinicas no motoras
de la enfermedad, como depresion y estrefiimiento, y posiblemente para el tratamiento
etiopatogénico. Dado que la saliva es un fluido de facil acceso, la disponibilidad de

biomarcadores de aSyn salival puede considerarse alta.
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Estudio de melanina, tirosinasa humana y lactoperoxidasa en saliva y suero de

enfermos de Parkinson idiopatico.

Resultado principal: La melanina salival y la hTyr en suero estdn asociadas con la

duracion de la enfermedad

Bien conocida es la importancia de la neuromelanina en la EP, pero se sabe muy
poco acerca del papel de la melanina propiamente dicha en la EPi. Teniendo en
consideracion que hTyr es la enzima principal requerida para la sintesis de melanina
(Kérner y Pawelek 1982; Sdnchez-Ferrer et al. 1995; Galzigna et al. 2000, Thompson et
al. 2000; Pan et al. 2011), y que otras enzimas pueden participar en dicha sintesis como
la LPO, se han analizado las relaciones entre la melanina no neuronal, la hTyr y la LPO

en suero y saliva, asi como su relacién con las caracteristicas clinicas en la EPi.

Este estudio revela que el contenido de melanina en biofluidos es similar en
pacientes con respecto a los controles, y no se encuentran asociaciones de melanina con
las caracteristicas clinicas de la EPi. Por lo tanto, parece que la melanina en suero y saliva
no desempefia ningun papel en la patogénesis de la EP, en contraste con el papel bien
conocido de la neuromelanina a nivel del sistema nervioso (Zecca et al. 2002; Wang et
al. 2019). Se cree que los niveles elevados de neuromelanina y de sus derivados
dopaminocromos juegan un papel en la neurodegeneracién dopaminérgica (Dias et al,
2013, Schapira et al. al., 2014; Navarro-Yepes et al, 2014), y pueden inducir activacién
microglial y neuroinflamacion (Hunot and Hirsch, 2003; Sequra-Aguilar et al, 2014). Ello

no ocurre con la melanina periférica.

La Unica correlacidn que encontramos en nuestro estudio fue una relacién
inversa entre los niveles de melanina en saliva y la duracién de la enfermedad. La
melanina propiamente dicha se ha propuesto como neuroprotectora contra toxicos
dopaminérgicos (Zecca et al, 2008b), y podria participar también en la patogénesis de la
EP (Metodiewa y Dunford, 1991; Segura-Aguilar, 1996; Reszka et al. 1998; Galzigna et

al. 2000). No esta claro el significado de dicha reduccién, pero si hay afectacién de las
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glandulas salivares con el curso de la enfermedad como se sabe, ello podria afectar al

contenido de melanina salival.

Respecto a la hTyr, se ha comentado que es la enzima principal requerida para la
sintesis de melanina (Kérner y Pawelek 1982; Sanchez-Ferrer et al. 1995; Galzigna et al.
2000; Thompson et al. 2000; Pan et al. 2011). En el sistema nervioso, hTyr parece no
participar en la sintesis de neuromelanina, y de hecho hay albinos sin hTyr funcional
pero con neuromelanina en la sustancia negra (Foley y Baxter 1958). Por tanto, la hTyr
cerebral parece no estar relacionada con la EP (Greggio et al. 2005), aunque es llamativo
que la pérdida de funcién de hTyr general en el albinismo se ha asociado a un mayor
riesgo de EP (Lubbe et al. 2016). Este hecho podria relacionarse con la hTyr fuera del
sistema nervioso, la cual hemos estudiado en suero y saliva. Los resultados indican que
la hTyr sérica guarda cierta relacion con un parametro clinico, que es el tiempo de
evolucidn de la EP. Como ocurre con la melanina salival, no esta claro el significado de
este decremento de hTyr sérica con el curso de la enfermedad. Como se ha dicho, la
hTyr general se ha relacionado con un mayor riesgo de padecer la EP, y podria existir

una relacién entre esta enzima y el curso de la enfermedad. Esto requiere mas estudios.

Respecto a la LPO, esta enzima se relaciona con los mecanismos de sintesis de
melanina y neuromelanina y con el estrés peroxidativo (Metodiewa y Dunford, 1991;
Segura-Aguilar, 1996; Rezka et al, 1998). La LPO es principalmente una molécula
antimicrobiana, de caracter halogenativo/peroxidativo, y en los procesos de
peroxidacién facilita la sintesis de radicales oxidativos y derivados de melanina (Dexter
etal, 1986, 1989; Galzigna et al, 2000; Buhmann et al, 2004; Shamoto-Nagai et al, 2007;
Bafort et al, 2014; Navarro-Yepes et al, 2014, Martin de Pablos et al, 2015). Por ejemplo,
produce dopaminocromos desde la melanina, que son moléculas oxidantes que
aceleran la progresién de la enfermedad y facilitan la agregacion de la aSyn (Norris et al,
2005; Paris et al, 2007). Por su relacion con derivados oxidativos de la melanina y el
estrés peroxidativo, ha sido estudiada en esta tesis. No se ha observado ningin cambio
del contenido de LPO en suero o saliva en los pacientes, ni ninguna correlacidon con

parametros clinicos. Ello indica que la LPO sérica y salival no intervienen en la

112



sintomatologia de la EP. Finalmente, los niveles de melanina, hTyr o LPO en suero y saliva
no estan correlacionados entre si, indicando que no hay un origen comun entre estas

moléculas.

En conclusidn, se ha observado en el estudio que los niveles de melanina salival
y la hTyr en suero se reducen con el progreso de la EP, lo que sugiere que podrian ser

indicadores periféricos utiles para valorar la progresion de la EP. mi

Limitaciones y fortaleza del estudio

Finalmente, es necesario sefialar que los estudios descritos en esta tesis doctoral
tienen algunas limitaciones que deben reconocerse. En nuestro estudio no podemos
inferir causalidad, porque es un disefio de casos-controles. El tamafio muestral fue
relativamente pequefio, y la generalizacidn de los resultados del estudio esta limitada
por él. Ademas, los sesgos de seleccidn e informacion hacen carecer de correlaciones
clinico-patoldgicas por lo que impiden las asociaciones neuropatolégicas. Sin embargo,
las fortalezas de nuestro estudio incluyen una poblacion de pacientes que fue
cuidadosamente seleccionada, estudiada con una valoracidon completa, sistematica y
exhaustiva de la situacion clinica de su enfermedad, tratando de evitar cualquier fuente
de sesgo, y la medicion simultdanea de proteinas y enzimas a través de varias fuentes de

biofluidos.
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CAPITULO VII - CONCLUSIONES

Los niveles de DEHAL1 salival y sérica en pacientes y controles son similares. Por

tanto, no son marcadores validos para el diagndstico de la EP.

La enzima DEHAL1 de la saliva se correlaciona con la enzima DEHAL1 sérica,
siendo la relacion saliva/sangre ~1:250 en todos los sujetos. Ello indica que la
enzima DEHAL1 de la saliva es formada a partir de la sangre, y, por tanto, no se

afecta con la enfermedad.

Hay una correlacién inversa entre el contenido de DEHAL1 en saliva, la escala de
Hoehn-Yahr y el déficit motor en la EP medido por la escala UPDRS parte Ill.
Existiendo una disminucion progresiva de la cantidad y actividad de la DEHAL1
(hasta ahora no valoradas en estudios previos), lo que posiblemente influya en
la sintomatologia motora de la EP, siendo de utilidad como biomarcador para

predecir o discernir la gravedad clinica de la enfermedad.

Los niveles de aSyn nativa séricos y salivares son similares en pacientes vy

controles, por lo que no serian marcadores validos para el diagndstico de la EP.

Los niveles de aSyn nativa en suero y saliva no estan correlacionados entre si,

siendo moléculas de distinto origen.

Se demuestra la presencia de 3-NT- aSyn en saliva (estudiada por primera vez en
la EP) tanto en pacientes como controles, sin diferencias entre ambos grupos por

lo cual, no constituiria un marcador vélido para el diagndstico de la EP.

La aSyn nativa y la 3-NT- aSyn salival se detectan con una masa molecular de 50
a 75 kDa, lo cual indica que se encuentran en forma tetramérica en la saliva, no

monomeérica ni dimérica. El significado biolégico de este hecho no es conocido.

Hay una correlacién directa entre los niveles de aSyn nativa salival y la
sintomatologia motora y global medida por la escala UPDRs. Existiendo un

aumento paralelo de los niveles de aSyn en relacio a la gravedad de la EP.
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9.

10.

11.

12.

Los niveles salivares de aSyn son significativamente mas bajos en pacientes que
presentan sintomas no motores que en aquellos sin dichos sintomas,

independintemente del estadio de la EP.

Por tanto, el nivel salival de aSyn seria un indicador de facil acceso, util para
discernir la gravedad clinica motora y la presencia/ausencia de sintomas no
motores. Siendo los sintomas no motores mas correlacionados con sus niveles,

segun nuestro estudio, el estrefiimiento y la depresion.

No se han detectado diferencias en los niveles de melanina, hTyr o LPO en suero
ni saliva entre pacientes y controles. No son marcadores validos para el
diagndstico de la EP. Ademas, no encontramos correlaciones entre los niveles de

estos marcadores.

La melanina salival y la hTyr sérica tienen una correlacién inversa con la duracion

de la EP, y por tanto podrian ser indicadores de los aifios de evolucion de la EP.
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A Biobanco del Sistema Sanitario Piblico de Andalucia
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FORMULARIO DE INFORMACION Y CONSENTIMIENTO INFORMADO ESCRITO
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BIOMEDICA
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La donacién es voluntaria y altruista, por lo que usted no tendra derecho alguno sobre los resultados que pudieran derivarse de las
investigaciones que se lleven a cabo con dichas muestras, de conformidad con la normativa vigente. Su decision de donar o no, no
afectara negativamente a su asistencia sanitaria.

Existe un apartado en el consentimiento en el que podré decidir si quiere que sus muestras se conserven de forma codificada (en
cuyo caso se identifican con un codigo que protege su identidad) o anonimizada (elimindndose de forma ireversible toda
vinculacion con su identidad).

Sus muestras y los datos asociados a las mismas sdlo se cederén a terceros que las utilicen en investigacion biomédica o docencia
de manera anénima o disociada. Si, por la naturaleza del proyecto de investigacion en el que se utilizara su muestra se necesitaran
datos clinicos adicionales, el Biobanco coordinaria la obtencién de los mismos, siempre que la muestra no hubiera sido
anonimizada.

1. LO QUE USTED DEBE SABER:
1.1. Obtencion de las muestras

Las muestras seran obtenidas durante el procedimiento médico-quirirgico al que va a someterse o se ha sometido durante su
proceso asistencial, o a través de un procedimiento expreso para obtenerla, segun lo indicado en el apartado del consentimiento
referente a la obtencién de muestras.

En el caso de que usted done las muestras obtenidas durante un procedimiento médico-quirlirgico asistencial, no existe ningtin
inconveniente adicional derivado de la donacién de las mismas.

Si, por el contrario, las muestras fueran extraidas expresamente para la donacion para investigacion biomédica podrian existir
inconvenientes vinculados con la obtencién de las mismas, de las que sera convenientemente informado en la hoja de informacién
del procedimiento correspondiente.

1.2. Utilizacion de las muestras

1
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Usted autoriza a que las muestras donadas sean utilizadas en investigacion biomédica o docencia, pudiendo establecer
restricciones a su utilizacion.

Las muestras sélo podrén ser utilizadas en proyectos de investigacion cientificamente avalados, que cumplan las exigencias legales
y los principios éticos que rigen la investigacion en salud y que sean autorizados por los 6rganos competentes, de conformidad con
lo establecido en la normativa vigente.

Cuando, por razones de salud, usted o su familia lo necesiten, podran hacer uso de las muesiras, siempre que no se hayan agotado
o eliminado y no se encuentren anonimizadas.

1.3. Informacién relacionada con las muestras

Si lo solicita, el Biobanco le facilitara la informacion sobre los proyectos de investigacion en los que se utilicen las muestras
donadas, si éstas no hubieran sido anonimizadas.

Al donar sus muestras al Biobanco, en este momento puede no saberse el lugar de realizacion de los anélisis. E! Biobanco
mantiene un registro detallado del lugar de realizacion de los anélisis realizados.

La informacién que se obtenga puede tener implicaciones para sus familiares, por lo que debe transmitiries dicha informacion.
1.4. Posibilidad de ponerse nuevamente en contacto

Puede que sea necesario ponerse en contacto nuevamente con usted, con el fin de recabar datos o muesiras adicionales, o
proporcionarle la informacion relevante para su salud, salvo que haya solicitado que las muestras sean ancnimizadas.

1.5. Proteccion de datos y confidencialidad de la informacién
La informacion proporcionada en este apartado sera aplicable siempre que sus muestras no se encuentren anonimizadas.

Los datos personales recabados seran confidenciales y tratados de acuerdo con la Ley Orgénica 15/1999, de 13 de diciembre, de
Proteccién de Datos de Caréacter Personal, y su normativa de desarrollo, y la Ley de Investigacion biomédica.

Sus datos de caracter personal seran incorporados a un fichero automatizado, debidamente inscrito en la Agencia Espafiola de
Proteccién de Datos, cuya titularidad coresponde al Servicio Andaluz de Salud. Sélo los responsables del Biobanco podran
identificar a quién corresponde cada muestra o dato, si no esta anonimizada.

Podra ejercer los derechos de acceso, rectificacion, oposicion y cancelacién de sus datos personales, reconocidos en la citada Ley
Orgénica 15/19999, con las limitaciones establecidas en dicha Ley. Para ello, deberé dirigirse a la Direccién General de Asistencia
Sanitaria del Servicio Andaluz de Salud, Avenida de la Constitucion, nim. 18, de Sevilla.

1.6. Derecho de revocacion del consentimiento

Salvo que sus muestras se encuentren anonimizadas, podré revocar o refirar, en cualquier momento, el consentimiento prestado.
Para ello, debera dirigirse al Biobanco, pudiendo solicitar la eliminacion o la anonimizacion de las muestras.

Los efectos de la revocacion no se extenderén a los resultados de las investigaciones llevadas a cabo con anterioridad.
1.7. Informacion relativa a analisis genéticos
Salvo que usted manifieste lo contrario en el apartado dedicado al consentimiento, se podran realizar anélisis genéticos.

Excepto si sus muestras son anonimizadas, tiene derecho a conocer los datos genéticos que se obtengan a partir del anélisis de las
muestras donadas, asi como de la informacion relativa a su salud derivada de dichos anélisis.

Si no desea recibir dicha informacion y ésta fuera necesaria para evitar un grave perjuicio para su salud o la de sus familiares
bioldgicos, se informara a un familiar o a un representante. La comunicacion se limitara exclusivamente a los datos necesarios para
evitar tal perjuicio.

1.8. Otras consideraciones

Una vez informado/a de los aspectos relacionados anteriormente en este documento, si decide donar dichas muestras debera firmar
el consentimiento informado para la donacion.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA DONACION DE MUESTRAS BIOLOGICAS AL BIOBANCO
Biobanco del Sistema Sanitario Piblico de Andalucia.

DATOS DEL/DE LA DONANTE Y DE SU REPRESENTANTE (éste Ultimo s6lo en caso de incapacidad del/de la donante)
Apellldos y nombre del/de la Donante: .............coooeeiviinniinnniiiininiinns

DNI/ NIE: . nuhsa:
Apellidos y nombre del/de la representante legal: ...............cccoeiiuiiiininiiiniciciisss s
DNLENIES o.cconicvipansasnniiie

PROFESIONALES QUE INTERVIENEN EN EL PROCESO DE INFORMACION Y/O CONSENTIMIENTO:
Los siguientes profesionales declaran que se ha explicado la informacion relativa a la donacién de muestras bioldgicas al Biobanco:

Apellidos y nombre Fecha Firma
CONSENTIMIENTO:
V0, DDA csnacnissponmssosspmmemmmisuassmusssimssmosshssissssssumsnn declaro bajo mi responsabilidad que he leido y comprendido

el Formulario de Informacién, del que se me ha entregado un ejemplar.

He recibido suficiente informacion sobre la donacion de muestras biol6gicas de............oririmiiminiiiiiiiinnisiessnn
al Biobanco y sobre la posible realizacion de andlisis genéticos sobre las mismas. He podido hacer preguntas sobre la informacién
recibida y hablar con el profesional indicado, quien me ha resuelto fodas las dudas que le he planteado.

Dichas muestras son:
-Excedentes del procedimiento médico-quirirgico asistencia al que va a someterse o se ha somefido

- Tomadas mediante el procedimiento expreso...

Asimismo, consiento el tratamiento de los datos clinicos asociados a las muestras.

Deseo que dichas muestras y los datos clinicos asociados sean tratados de forma:

_ Codificada (seran identificadas con un codigo que protege mi identidad, siendo posible volver a ligarlas conmigo) o

_ Anonimizada (no se podran asociar las muestras conmigo, por haberse eliminado de forma imeversible la vinculacion entre las
mismas y mi identidad).

Deseo establecer restricciones respecto al uso de la muestra, para que no sea utlizada en

Autorizo que se pueda contactar conmigo posteriormente: 08l [INO
En caso afirmativo, por favor, indique el medio de haCerio:............coeeveutrireeninieie it

Autorizo recibir informacion sobre datos genéticos y datos relevantes para mi salud (Si solicita que las muestras sean
anonimizadas, no podra recibir esta informacion)
Marque lo que proceda: (| Sl INO

Sé que puedo revocar, en cualquier momento, el consentimiento otorgado en este documento.

En ,a de de
EL/LADONANTE EL/LA REPRESENTANTE LEGAL

(s6lo en caso de incapacidad del/de la donante)
Fdo.: Fdo.:

3
Ejemplar para el Paciente

148



ANEXO B — ESCALAS DE HOEHN-YAHR, UPDRS,
SCHWAB-ENGLAND y NO-MOTORA

ESCALA DE HOEHN-YAHR
ESTADIO 0 | No hay signos de enfermedad

ESTADIO 1 | Enfermedad unilateral
ESTADIO 2 | Enfermedad bilateral, sin alteracion del equilibrio

ESTADIO 3 | Enfermedad bilateral levo o moderada con inestabilidad postural,
fisicamente independiente

ESTADIO 4 | Incapacidad grave, capaz de caminar o permanecer de pie sin ayuda

ESTADIO 5 | Permanece en silla de rueda o encamado si no tiene ayuda

ESCALA UPDRS
I.LESTADO MENTAL. COMPORTAMIENTO Y ESTADO DE ANIMO
(En la semana previa. Historia)
1. ALTERACION DEL INTELECTO:
0 = Nula.
1 = Leve, Falta de memoria evidente, con recuerdo parcial de los acontecimientos,
sin otras dificultades.
2 = Pérdida moderada de memoria, con desorientacion y dificultad moderada para la
resolucidn de problemas mas complejos. Alteracion funcional discreta, pero
evidente en el hogar con necesidad de recordarle ocasionalmente las cosas.
3 = Pérdida grave de memoria con desorientacidn temporal y, con frecuencia,
espacial. La capacidad para resolver problemas estd muy alterada.
4 = Pérdida grave de memoria, conservando solamente la orientacién personal.
Incapacidad para elaborar juicios o resolver problemas. Requiere mucha ayuda para
mantener el cuidado personal. No se puede quedar solo
2. TRASTORNOS DEL PENSAMIENTO (Por demencia o intoxicacion por farmacos):
0 = No hay.
1 = Ensuefios vividos.
2 = Alucinaciones «benignas», conservando la capacidad de discernir.
3 = Alucinaciones o delirios de ocasionales a frecuentes. Sin capacidad de discernir.
Pueden interferir con las actividades diarias.
4 = Alucinaciones o delirios persistentes o psicosis florida. Incapaz de cuidar de si
mismo.
3. DEPRESION:
0 = No hay.
1 = Periodos de tristeza o sentimientos de culpa mayores de lo normal, aunque
nunca mantenidos durante dias o semanas.
2 = Depresién mantenida (1 semana o mas).
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3 = Depresidn mantenida con sintomas vegetativos (insomnio, anorexia, pérdida de
peso, pérdida de interés).

4 = Depresidon mantenida, con sintomas vegetativos y pensamientos o intento de
suicidio.

4. MOTIVACION-INICIATIVA:

0 = Normal.

1 = Menos pujante de lo habitual; mas pasivo.

2 = Pérdida de iniciativa o desinterés en cuanto a actividades opcionales (no
rutinarias).

3 = Pérdida de iniciativa o desinterés en las actividades de cada dia (rutinarias).
4 = Aislado, apartado; pérdida total de la motivacién.

PUNTUACION TOTAL SUBESCALA I: /16.

Il. ACTIVIDADES DE LA VIDA DIARIA

5. LENGUAIJE:

0 = Normal

1 = Discretamente alterado. No hay dificultad para entender

2 = Moderadamente alterado. A veces hay que pedirle que repita algo.
3 = Muy alterado. Hay que pedirle con frecuencia que repita.

4 = Ininteligible la mayor parte del tiempo.

6. SALIVACION:

0 = Normal.

1 = Exceso de saliva en la boca, discreto pero evidente; puede haber babeo durante
la noche.

2 = Moderado exceso de saliva; puede haber minimo babeo.

3 = Marcado exceso de saliva con cierto grado de babeo.

4 = Marcado babeo; requiere constantemente gasa o pafiuelo.

7. DEGLUCION:

0 = Normal.

1 = Rara vez se atraganta.

2 = Se atraganta ocasionalmente.

3 = Requiere dieta blanda.

4 = Requiere alimentacion por sonda nasogastrica o gastrostomia.

8. ESCRITURA:

0 =Normal

1 = Discretamente lenta o pequena.

2 = Moderadamente lenta o pequena; todas las palabras son legibles.
3 = Muy alterada; no son legibles todas las palabras.

4 = La mayoria de las palabras son ilegibles.

9. CORTAR ALIMENTOS Y MANEJAR CUBIERTOS:

0 =Normal.

1 = Algo lento y torpe, pero no necesita ayuda.

2 = Puede cortar la mayoria de los alimentos, aunque con torpeza y lentitud;
necesita cierta ayuda.

3 = Le tienen que cortar los alimentos, pero aun puede alimentarse con lentitud.
4 = Necesita ser alimentado.
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10. VESTIDO:

0 =Normal.

1 = Algo lento, pero no requiere ayuda.

2 = Requiere ayuda en ocasiones para abotonarse, introducir los brazos por las
mangas.

3 = Requiere bastante ayuda, puede hacer algunas cosas solo.

4 = Incapacitado.

11 HIGIENE:

0 =Normal

1 = Algo lento, pero no necesita ayuda.

2 = Necesita ayuda para ducharse o bafarse, o es muy lento en las actividades
higiénicas

3 = Requieren ayuda para lavarse, cepillarse los dientes, peinarse, ir al retrete.
4 = Sonda de Foley u otras ayudas mecdnicas.

12 DAR VUELTAS EN CAMA Y AJUSTAR LA ROPA DE CAMA:

0 = Normal.

1 = Algo lento y torpe, pero no precisa ayuda.

2 = Puede volverse solo o ajustar las sdbanas, pero con gran dificultad.

3 = Puede iniciar la accion, pero no puede volverse o ajustar las sabanas solo.
4 = Incapacitado.

13. CAIDAS (Sin relacién con el fenémeno de "congelacién"):

0 = Ninguna.

1 =Raravez.

2 = Se cae ocasionalmente (menos de una vez al dia).
3 = Se cae un promedio de una vez al dia.

4 = Se cae mas de una vez al dia.

14. "CONGELACION" AL CAMINAR:

0 = No hay.

1 = Rara vez aparece «congelacién» al caminar; puede haber titubeo al inicio.
2 = «Congelacidn» ocasional al caminar.

3 = «Congelacién» frecuente. A veces se cae por causa de este fendmeno.

4 = Caidas frecuentes por «congelacion».

15. CAMINAR:

0 = Normal.

1 = Leve dificultad. Puede no balancear los brazos o puede tender a arrastrar las
piernas.

2 = Dificultad moderada, pero requiere poca o ninguna ayuda.

3 =Trastorno grave de la marcha que requiere ayuda.

4 = No puede caminar, incluso con ayuda.

16. TEMBLOR:

0 = Ausente.

1 = Discreto; infrecuentemente presente. No resulta molesto para el paciente.
2 = Moderado; molesto para el paciente.

3 = Intenso; interfiere con muchas actividades.

4 = Marcado; interfiere la mayoria de las actividades.

17. SINTOMAS SENSORIALES RELACIONADOS CON EL PARKINSONISMO
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0 = Normal

1 = Ocasionalmente tiene entumecimiento, hormigueo o dolorimiento discreto.
2 = Con frecuencia tiene entumecimiento, hormigueo o dolormiento discreto; no
resulta penoso.

3 = Frecuentes sensaciones dolorosas

4 = Dolor extremo.

PUNTUACION TOTAL SUBESCALA II: /52

Il. EXPLORACION DE ASPECTOS MOTORES

18. LENGUAIJE:

0 = Normal.

1 = Pérdida discreta de expresidn, diccidn y/o volumen.

2 = Mondtono; farfullado, pero comprensible; moderadamente alterado.
3 = Muy alterado, dificil de comprender.

4 = Ininteligible.
19. EXPRESION FACIAL:
0 =Normal.

1 = Minima hipomimia; podria ser una cara inexpresiva («cara de poker») normal.
2 = Disminucion discreta, pero claramente anormal, de la expresion facial.

3 = Hipomimia moderada; labios separados la mayor parte del tiempo.

4 = Cara «de mascara» o expresion fija con pérdida acusada o completa de la
expresion facial; labios separados mas de 6 mm.

20. TEMBLOR DE REPOSO EN MMSS:

0 = Ausente.

1 = Discreto e infrecuentemente presente.

2 = Discreto en amplitud y persistente, o de amplitud moderada pero presente sélo
de forma intermitente.

3 = De amplitud moderada y presente la mayor parte del tiempo.

4 = De gran amplitud y presente la mayor parte del tiempo.

21. TEMBLOR DE REPOSO EN MMII:

0 = Ausente.

1 = Discreto e infrecuentemente presente.

2 = Discreto en amplitud y persistente, o de amplitud moderada pero presente sélo
de forma intermitente.

3 = De amplitud moderada y presente la mayor parte del tiempo.

4 = De gran amplitud y presente la mayor parte del tiempo.

22. TEMBLOR DE ACCION O POSTURAL DE LAS MANOS:

0 = Ausente.

1 = Leve; presente con la accion.

2 = De amplitud moderada; presente con accion.

3 = De amplitud moderada al mantener la postura en el aire; asi como con la accién.
4 = De gran amplitud; interfiere la alimentacién.

23. RIGIDEZ AXIAL: (Valorada segun el movimiento pasivo de las grandes
articulaciones, con el paciente relajado y sentado).
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0 = Ausente.

1 = Discreta o detectable solamente cuando se activa por movimientos en espejo o
de otro tipo.

2 = Discreta a moderada.

3 = Intensa pero se consigue con facilidad el movimiento en toda su amplitud.

4 = Muy intensa; la amplitud del movimiento se logra con dificultad.

24. RIGIDEZ EN MMSS: (Valorada segun el movimiento pasivo de las grandes
articulaciones, con el paciente relajado y sentado. No considerar la rigidez «en
rueda dentada»):

0 = Ausente.
1 = Discreta o detectable solamente cuando se activa por movimientos en espejo o
de otro tipo.

2 = Discreta a moderada.
3 = Intensa, pero se consigue con facilidad el movimiento en toda su amplitud.
4 = Muy intensa; la amplitud del movimiento se logra con dificultad.

25.RIGIDEZ EN MMII. (Valorada segun el movimiento pasivo de las grandes
articulaciones, con el paciente relajado y sentado. No considerar la rigidez «en
rueda dentada»):

0 = Ausente.
1 = Discreta o detectable solamente cuando se activa por movimientos en espejo o
de otro tipo.

2 = Discreta a moderada.
3 = Intensa, pero se consigue con facilidad el movimiento en toda su amplitud.
4 = Muy intensa; la amplitud del movimiento se logra con dificultad.

26. GOLPETEO DE LOS DEDOS. (El paciente golpea el pulgar con el indice en rapida
sucesion y con la mayor amplitud posible; realizar con cada mano por separado).

0 = Normal (15/5 segundos).

1 = Enlentecimiento discreto y/o reduccién de la amplitud (11-14/5 segundos).

2 = Moderadamente alterado. Fatigoso de manera evidente y precoz. Puede haber
detenciones ocasionales en el movimiento (7-10/5 segundos).

3 = Muy alterado. Frecuentes titubeos al iniciar los movimientos o detenciones
mientras se realiza el movimiento (3-6/5 segundos).

4 = Apenas puede realizar la acciéon (0-2/5 segundos).

27. MOVIMIENTOS ALTERNANTES CON LAS MANOS. (El paciente abre y cierra las
manos rapida sucesion con la mayor amplitud posible).

0 = Normal.

1 = Discreto enlentecimiento y/o reduccién de la amplitud.

2 = Alteracion moderada. Fatigoso de manera evidente y precoz. Puede haber
detenciones ocasionales en el movimiento.

3 = Muy alterados. Frecuentes titubeos al iniciar los movimientos o detenciones
mientras se realizan los movimientos.

4 = Apenas puede realizarlos.

28. MOVIMIENTOS RAPIDOS ALTERNANTES DE MMSS. (movimientos de
pronacién-supinacion de las manos, en sentido vertical, con la mayor amplitud
posible y simultaneamente con ambas manos):

0 =Normal
1 = Discreto enlentecimiento y/o reduccidon en amplitud.
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2 = Moderadamente alterados. Fatigoso de manera evidente y precoz. Puede haber
ocasionales detenciones en el movimiento.

3 = Muy alterados. Frecuentes titubeos al iniciar los movimientos o detenciones
mientras se realizan los movimientos.

4 = Apenas puede realizarlos.

29. AGILIDAD CON LOS MMIL. (El paciente golpea con el talon en rapida sucesion
levantando el pie entero del suelo; la amplitud del movimiento debe ser alrededor
de 7,5 cm.):

0 =Normal.

1 = Discreto enlentecimiento y/o reduccién en amplitud.

2 = Moderadamente alterada. Fatigosa de manera evidente y precoz. Puede haber
ocasionales detenciones en el movimiento.

3 = Muy alterada. Frecuentes titubeos al iniciar los movimientos o detenciones
mientras se realiza el movimiento.

4 = Apenas puede realizar la accion.

30. LEVANTARSE DE LA SILLA. (El paciente intenta levantarse de una silla de
madera o metal de respaldo recto, con los brazos cruzados ante el pecho):

0 = Normal.

1 = Lento, o puede necesitar mas de un intento.

2 =Tiene que impulsarse con los brazos en la silla.

3 =Tiende a caer hacia atrds y puede tener que intentarlo mas de una vez, pero
puede conseguirlo sin ayuda.

4 = Incapaz de levantarse sin ayuda.

31. POSTURA:

0 = Erecta normal.

1 = Postura no muy erecta, discretamente encorvada; podia ser normal en una
persona mayor.

2 = Postura moderadamente encorvada, claramente anormal. Puede inclinarse
discretamente a un lado

3 = Postura muy encorvada, con cifosis. Puede inclinarse moderadamente a un lado.
4 = Flexién marcada con alteracidn postural extrema.

32. MARCHA:

0 = Normal.

1 = Camina lentamente; pueden arrastrar los pies, con paso cortos, pero sin
festinacion ni propulsion.

2 = Camina con dificultad, pero no requiere ayuda o muy escasa. Puede haber
festinacion, pasos cortos o propulsionados.

3 =Trastornos graves de la marcha que requieren ayuda.

4 = No puede caminar, incluso con ayuda.

33. ESTABILIDAD POSTURAL. (respuesta al desplazamiento subito posterior
producido por un tiron de los hombros mientras el paciente permanece en
bipedestacion con los ojos abiertos y los pies discretamente separados; el paciente
esta avisado):

0 = Normal.
1 = Retropulsion, pero se recupera sin ayuda.
2 = Ausencia de respuesta postural; se caceria si no le sujetara el examinador.
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3 = Muy inestable; tiende a perder el equilibrio espontdneamente.
4 = Incapaz de permanecer en pie sin ayuda.

34. BRADIQUINESA E HIPOQUINESIA. (Combina lentitud, titubeo, disminucidn del
braceo, pequeiia amplitud y pobreza de movimiento, en general):

0 = No hay.

1 = Minima lentitud que da al movimiento un caracter deliberado; podria ser normal
en algunas personas. Amplitud posiblemente reducida.

2 = Lentitud y pobreza de movimientos, en grado leve, que es claramente anormal.
Como alternativa, cierto grado de reduccién en la amplitud.

3 = Lentitud, pobreza o pequefia amplitud de movimientos moderada.

4 = Lentitud, pobreza o pequefia amplitud de movimientos marcada.

PUNTUACION TOTAL SUBESCALA llI: /68.

IV. COMPLICACIONES DEL TRATAMIENTO
(En la semana previa. Historia)

A). DISCINESIAS:

35. DURACION. ¢Qué proporcion del dia vigil estan presentes las discinesias?

0 = Ninguna.
1=1-25% del dia.

2 = 26-50% del dia.
3 =51-75% del dia.
4 =76-100% del dia.

36. INCAPACIDAD. ¢Hasta qué punto son incapacitaciones las discinesias?
(Informacion por historia; puede ser modificado por exploracién en la consulta)

0 = No incapacitan en absoluto.

1 = Discretamente incapacitantes.

2 = Moderadamente incapacitantes.
3 = Importantemente incapacitantes.
4 = Completamente incapacitantes.

37. DISCINESIAS DOLOROSAS. ¢Son dolorosas las discinesias?

0 = No son dolorosas.
1 = Discretamente.
2 = Moderadamente.
3 = Importantemente.
4 = Marcadamente.

38. PRESENCIA DE DISTONIA MATUTINA:

0 = No.
1=SGi.

B). FLUCTUACIONES CLINICAS:

39. ¢Hay PERIODOS OFF PREDECIBLES en relacion temporal con las dosis de
medicacion?

0 = No.
1=5i.

40. Hay PERIODOS OFF IMPREDECIBLES en relacién temporal con las dosis de
medicacion?
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0 = No.
1=Si.

41. ¢Hay PERIODOS OFF DE INSTAURACION SUBITA? (P. ej.: en unos segundos):

0 = No.
1=Si.

42. ¢{Qué PROPORCION DEL DIA vigil esta el paciente en OFF, de promedio?

0 = Ninguna.
1=1-25% del dia.

2 = 26-50% del dia.
3 =51-75% del dia.
4 =76-100% del dia.

C). OTRAS COMPLICACIONES:

43. ¢ TIENE EL PACIENTE ANOREXIA, NAUSEAS O VOMITOS?

0=No
1=Si.

44. ¢ TIENE EL PACIENTE TRASTORNOS DEL SUENO?

0=No
1=Si.

45. ¢ TIENE EL PACIENTE ORTOSTATISMO SINTOMATICO?

0 = No.
1=SGi.

PUNTUACION TOTAL SUBESCALA IV: /23

UPDRS TOTAL: /159.
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ESCALA DE SCHWAB-ENGLAND

100% Completamente independiente. Capaz de realizar todas las tareas sin lentitud,
dificultad o alteraciones. Esencialmente normal. No aprecia ninguna dificultad.

90% Completamente independiente. Capaz de realizar todas las tareas con cierto
grado de lentitud, dificultad o alteracién. Puede tardar el doble. Comienza a ser
consciente de sus dificultades.

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

70% No es totalmente independiente. Mayor dificultad con ciertas tareas. En
algunas tarda tres o cuatro veces el tiempo habitual. Tiene que invertir gran parte
del dia en realizar las tareas.

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

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

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

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

20% No hace nada solo. Puede ayudar algo en algunas actividades. Muy invalido.

10% Totalmente dependiente, indefenso. Completamente invalido.

0% No mantiene adecuadamente funciones vegetativas como la deglucién, funcion
vesical o intestinal. Encamado.
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ESCALA NO-MOTORA

TRASTORNOS NEUROPSIQUIATRICOS

SINTOMAS GASTROINTESTINALES

Deterioro cognitivo

Estrenimiento

Apatia Sialorrea
Ansiedad Disfagia
Depresion Rinorrea
Psicosis Pérdida de peso

DISFUNCION AUTONOMICA

SINTOMAS SENSORIALES

Transpiracién inapropiada

Dolor “difuso”

Sintomas urinarios

Dolor disténico

Hipotensidn ortostatica

Dolor musculo-esquelético

Sincope Parestesias
Disfuncion sexual Hiposmia
Disfuncién vesical Anosmia
TRASTORNOS DEL SUENO OTROS
Somnolencia diurna Fatiga

Insomnio Malestar general
Alteraciones del circo circadiano Diplopia
Trastornos del suefio REM Disartria
SPl'y MPP Seborrea
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