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Bioquimica Clinica

Cupremia y colesterolemia como factores
de riesgo en pacientes con enfermedad de

Alzheimer*

Plasma levels of copper and cholesterol as risk factors
in Alzheimer disease patients

Cupremia e colesterolemia como fatores de risco
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Resumen

Se estudiaron 241 personas, 119 controles y 122 pacientes con enfermedad de
Alzheimer (EA) subagrupados en tres categorias de acuerdo con el estadio clinico de
la dolencia, con el objetivo de investigar la influencia de niveles elevados de cobre
libre y colesterol plasmatico como factores de riesgo para la EA. Las conclusiones
obtenidas de los resultados indicaron que los pacientes expuestos a una combinacion
de alto colesterol y de cobre no unido a ceruloplasmina tuvieron mayor proporcién
de marcadores de estrés oxidativo (carbonilos proteicos, sustancias reactivas al tio-
barbiturato, glutation oxidado y descenso de antioxidantes totales en sangre), con-
juntamente con un incremento de HDL-colesterol peroxidado y lipoproteina “a” que
correlacion6 con la gravedad de su cuadro. Lo mismo sucedi6 con la relacion entre
péptidos amiloides (1-40) y (1-42) en plasma y los valores del mini-test de estado
cognitivo (MMSE). Se hallé que una funcién de adicion de efectos que cuantificé
el dafio por cobre libre y colesterol oxidado resulté directamente proporcional a la
pérdida de desempefio cognitivo estimada por medio del MMSE. Esta funcién es de
facil determinacion y puede considerarse un nuevo biomarcador para estudiar riesgo
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en poblaciones expuestas, apoyar el diagndstico clinico, o evaluar la eficacia de estrategias terapéuticas en
pacientes con EA.

Palabras clave: colesterolemia * cupremia * enfermedad de Alzheimer * desempeiio cognitivo * estrés
oxidativo * proteinas amiloides * ceruloplasmina * sustancias reactivas al acido tiobarbitarico * colesterol
HDL oxidado

Ahstract

Alzheimer disease (AD) patients (122) compared to control subjects (119) were studied to determine the
role of chronic exposure of hypercholesterolemic plasma levels and free copper (not bound to ceruloplas-
min) as biomarkers of progression for AD. Oxidative stress parameters, lipid profile, amyloid levels, and
cognitive status were studied in all participants. Conclusions obtained indicated that patients exposed
simultaneously to free copper and increased cholesterol levels present higher indicators of oxidative
stress (protein carbonyls, thiobarbituric acid-reactive substances, decreased total antioxidant activity
in plasma and elevated oxidized HDL-cholesterol). Lipoprotein “a” concentrations also correlated with
the clinical progression of the disease. The ratio amyloid B(1-40)/B(1-42) in plasma inversely correlated
with the cognitive performance estimated by the Mini-Mental State Examination Test (MMSE). A defined
function that weighs the contribution of the deleterious effect produced by combined free copper and
Ox-HDL-cholesterol exposure directly correlated with the loss of cognitive performance. Thus, this bio-
marker could be a new tool for the screening of large populations under risk, or may be a useful way to
estimate the efficacy of therapeuti approaches in patients suffering AD.

Keywords: plasma cholesterol * plasma copper * Alzheimer disease * cognitive performance * oxidative
stress * amyloid proteins * ceruloplasmin * thiobarbituric acid-reactive substances * oxidized-HDL cholesterol

R esumo

Foram estudadas 241 pessoas, 119 controles e 122 pacientes com doenga de Alzheimer (DA), agrupa-
dos em trés categorias de acordo com o estagio clinico da doenga, com o objetivo de investigar a influén-
cia de niveis elevados de cobre livre e colesterol plasmatico como fatores de risco para a DA. As conclusbes
obtidas a partir dos resultados indicaram que os pacientes expostos a uma combinagé&o de colesterol alto e
de cobre né&o ligados a ceruloplasmina apresentaram maior proporgéo de marcadores de estresse oxidativo
(carbonilos proteicos, substancias reativas ao tiobarbiturato, glutationa oxidada e diminuicdo dos antioxi-
dantes totais no sangue ), juntamente com um aumento da HDL-colesterol peroxidado e lipoproteina “a”
que correlacionou com a gravidade de sua condigdo. O mesmo aconteceu com a relagdo entre os peptideos
amiléides (1-40) e (1-42) em plasma e os valores do mini-teste do estado cognitivo (MMSE). Verificou-se
que uma fungéo de adigdo de efeitos que quantificou o dano por cobre livre e colesterol oxidado resultou
diretamente proporcional a perda de desempenho cognitivo estimada através do MMSE. Esta funcéo é
facil de determinar e pode ser considerada um novo biomarcador para estudar o risco em populagdes ex-
postas, apoiar o diagndstico clinico ou avaliar a eficacia de estratégias terapéuticas em pacientes com DA.

Palavras-chave: colesterolemia * cupremia * doenga de Alzheimer * desempenho cognitivo * estresse oxida-
tivo * proteinas amildides * ceruloplasmina * substancias reativas ao 4cido tiobarbitirico * colesterol HDL
oxidado

Abreviaturas
BA1-40: amiloide beta fragmento 1-40 LDL-C: colesterol de lipoproteinas de baja densidad

BA1-42: amiloide beta fragmento 1-42 Lp(a): lipoproteina “a” o
ANOVA: analisis de la varianza MMSE: Mini Mental State Examination

APP: péptido precursor de beta amiloide MTs: metalot|one|’lnas .

CPs: carbonilos proteicos NCBC: co.bre no Ilgado a ce.rulopla.smma .
CRP: ceruloplasmina Ox-LDL: lipoproteina de baja densidad peroxidada
CT: colesterol total PBS: buffer fosfgto sédico 50 mM; pH: 7,40

Cu: cobre total PCRC: porcentajg de camblo respecto a_ll control
DCL: deterioro cognitivo leve TBARS: sustancias reactivas al tiobarbiturato

EA: enfermedad de Alzheimer X: promedio de la muestra
FAE: funcion de adicién de efectos

FRAP: capacidad antioxidante total (Otras abreviaturas utilizadas esporadicamente se aclaran
HDL-C: colesterol de lipoproteinas de alta densidad en el mismo texto, o en las figuras y tablas).
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Introduccién

Muchos avances socioeconémicos y cientifico-tecno-
l6gicos han provocado un tremendo impacto en la pro-
longacion de la expectativa de vida durante la dltima
centuria. Sin embargo y paradéjicamente, el hombre
ha desarrollado un estilo de vida mas sedentario, asocia-
do a malos habitos dietarios y a la exposicion de multi-
tud de contaminantes medioambientales que ¢l mismo
genera de manera irresponsable y descontrolada. Estos
factores de presion epigenéticos han inducido un incre-
mento desproporcionado de complicaciones derivadas
de enfermedades metaboélicas y neurodegenerativas. Lo
que en los ultimos anos se denominaba “enfermedad
neurolégica degenerativa”, actualmente y segun sea la
dolencia referida, se convirtié en un fenémeno cada
vez mas precisamente conocido de alteracion en el cli-
vaje de proteinas, o de la tasa de sintesis y configuracion
de las mismas, defectos en el almacenaje o distribucion
de diferentes sustancias neurotransmisoras, mutaciones
genéticas especificas causadas por alteraciones toxicas,
nutricionales, o debidas a infecciéon por virus lentos o
por un agente transmisible no viral (como los priones).

Esta ampliamente aceptado que el desempeno cog-
nitivo predice con gran exactitud la chance de institu-
cionalizacion y sobrevida (1) por lo que se han redobla-
do los esfuerzos para estudiar este tipo de desérdenes.
Por otro lado, se asiste a una verdadera revolucion en el
tratamiento de las mismas dado que cada vez mas neu-
rélogos, o profesionales de ciencias afines, hablan de
un tratamiento farmacolégico y uno no farmacolégico,
refiriéndose a intervenciones para mejorar la calidad
de vida de los pacientes (que hace 20 anos eran consi-
derados practicamente no tratables justamente por su-
frir enfermedades neurodegenerativas). Se trabaja in-
tensamente en todo el mundo para elucidar los factores
medioambientales que determinan el progreso de estas
enfermedades, su prevencion, y el desarrollo de estrate-
gias paliativas y/o curativas. La enfermedad de Alzhei-
mer (EA) es un trastorno neurolégico primario, progre-
sivo, degenerativo, e incurable que afecta fundamental-
mente al cerebro y que lleva a una creciente pérdida de
multiples funciones, lo cual finalmente determina la fal-
ta total de identidad de la propia persona. Fue descripta
por primera vez en 1907 por el Dr. Alois Alzheimer y
hoy constituye la forma de demencia mas frecuente en
los paises occidentales con un 2% de incidencia y una
prevalencia de entre el 56 y el 70% (dependiendo de
los autores) siendo la causa mas frecuente de demencia
irreversible. Se cree que un 11% de las personas mayo-
res de 60 anos padecen alguno de los signos centinelas
de la EA (2). En Argentina se observa una prevalencia
importante de enfermos de EA calculados en algo mads
de 500.000 (3-5). Este dato per se indica la gravedad de
este problema médico. Existen varios factores de riesgo
para la EA y se la considera una enfermedad de etiolo-
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gia multifactorial. Como entidad clinica es muy hetero-
génea y puede estar intimamente vinculada a factores
genéticos debidos a mutaciones en los cromosomas 1,
14,19y 21. La interaccion del genoma del paciente con
el entorno resulta crucial en su establecimiento y pro-
gresion (presion epigenética). No existe una clasifica-
cion aceptada para la EA, pero dada su heterogeneidad,
se pueden identificar varios subtipos. La gran mayoria
de los casos son esporadicos, pero un 10 a 15% son cla-
ramente genéticos con herencia autosémica dominan-
te. La edad es el factor que mas influye en la heteroge-
neidad clinica ya que la EA de comienzo precoz se
asocia a deterioro mas rapido, mayor frecuencia de for-
mas familiares, y mayor pérdida neuronal en nucleos
subcorticales (3-5). Conforme se sobrepasan los 60 anos
la prevalencia de la enfermedad se duplica cada 5 anos
llegando a ser mayor al 56% entre las personas que su-
peran los 85 anos (6). Los antecedentes familiares de
parientes de primer grado con EA incrementan 4 veces
el riesgo de padecerla. Lamentablemente se carece en
la actualidad de una prueba de laboratorio que tenga la
suficiente especificidad y sensibilidad como para reali-
zar el diagnoéstico diferencial de la EA de manera tem-
pranay confiable. No obstante, algunos estudios permi-
ten evaluar la progresion de la enfermedad o la eficacia
de los tratamientos. Por lo antes dicho parece pertinen-
te extender y profundizar las observaciones referentes
tanto al mecanismo intimo por el cual el dano neurol6-
gico acontece, como a su diagnéstico y pronoéstico, de
manera de disponer de estrategias para mitigarlo y con-
tar con elementos de juicio confiables que puedan (po-
tencialmente) ser empleadas en la practica clinica. En
este sentido se ha dirigido la atencién hacia factores de
riesgo novedosos o emergentes en busca de una mayor
informacion que esclarezca el acuciante conflicto del
incremento observado en su incidencia y al mismo
tiempo resulten ser ttiles en la prevencion de la enfer-
medad (y/o en la evaluacion de su terapia). Hoy dia se
sabe que la etiopatogenia de la EA involucra a metales
pesados de transicion como el Cu y a su sistema ho-
meostatico, como asi también al colesterol y sus cata-
bolitos o productos de peroxidacion. A medida que el
cerebro envejece ocurren progresivos eventos pro-oxi-
dativos e inflamatorios que son caracteristicos de la pér-
dida de neuronas/sinaptosomas y de glia (7-9). Es bien
conocido que el cerebro es el tejido mas sensible al in-
sulto pro-oxidativo. Desde hace muchos anos quedé de-
mostrada la presencia de productos de oxidacion de
biomoléculas tales como los carbonilos proteicos (oxi-
dacion de proteinas) y peroxidos lipidicos co-localizan-
do con placas seniles y neuriticas (10-13). Por otra par-
te, el Cu se destaca por ser un metal de transicién con
una muy importante actividad redox (14). Se lo en-
cuentra en trazas en un sinnimero de biomoléculas y
enzimas criticas para el normal desarrollo de la fisiolo-
gia del cerebro, pero al mismo tiempo, representa una
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importante fuente endégena de radicales libres (15-
18). Dentro del sistema nervioso central (SNC) el Cu
unido a ceruloplasmina (CRP) es minoritario respecto
del libre (19-21), situacién completamente opuesta a lo
que acontece con el cobre circulante en sangre periféri-
ca (22). Por lo tanto, es razonable hipotetizar que el
exceso de Cu no unido a CRP (NCBC) o la disrupcion
del equilibrio entre Cu libre y NCBC- es un factor criti-
co en la etiopatogénesis de los danos cerebrales de base
pro-oxidativa (20-32). Ahora es bien conocido que los
iones Cu se hallan intimamente involucrados en la etio-
patogénesis de las enfermedades neurodegenerativas
humanas, en especial en el mal de Parkinson (PD), en
las demencias a cuerpos de Lewy, y explicitamente en el
mal de Alzheimer (20) (32) (34-37). El Cu cataliza reac-
ciones pro-oxidativas de tipo Fenton (38) que generan
especies altamente reactivas atacando a biomoléculas
claves en el metabolismo o en la estructura de biomem-
branas (ADN, proteinas y especialmente lipidos) (38)
(39) y esta asociado tanto a la gliosis reaccional o activa-
cién microglial como al estrés oxidativo en el SNC que
desencadena senales de muerte neuronal programada
redox-dependientes (24) (29) (39-42). En relacion a esta
cuestion se destacan los hallazgos del grupo Italiano de
Rosana Squitti dedicado especificamente al estudio de
los efectos del Cu en la etiologia de la EA (43-48). Expe-
rimentalmente se prob6é que pequenas cantidades de
Cu inducen la acumulacién de péptidos BA y la forma-
cion de placas seniles en cerebro de conejos hipercoles-
terolémicos pero no ocurre lo mismo en conejos nor-
mocolesterolémicos (50-52). Como es sabido, los
péptidos amiloides BA se generan por protedlisis de su
precursor APP (una proteina trans-membrana) a través
de las enzimas f3- y y- secretasas (53) (54). Se ha demos-
trado que ambas enzimas se encuentran asociadas a ra-
fis (o “balsas” de lipidos de membrana) muy enriqueci-
das en colesterol y que probablemente sea este lipido el
responsable de aumentar la actividad de ambas enzimas
(55-59). Aparentemente el exceso de colesterol induce
la formacion de placas amiloides o “seniles” constitui-
das principalmente por agregacion de péptidos PA. El
grupo de Zambon (60) demostr6 la estrecha correla-
cion entre el deterioro cognitivo y la hipercolesterole-
mia cuando se trata de pacientes que la padecen por
largos periodos (o muy tempranamente en su vida) o
cuando existe alguna disfuncién en los receptores de
LDL colesterol. Asi, el deterioro cognitivo presenta una
incidencia del 21,3% en pacientes con hipercolesterole-
mia familiar vs. el 2,9% observado en una poblacién
testigo que no padeci6 este desorden (60). Por otro
lado, también se sabe que el BA induce dano pro-oxida-
tivo per se (60-62), y que se halla asociado a la progresion
y al comienzo del dano neurodegenerativo (20)(65)
(66). Numerosas investigaciones previas sugieren que
existe una clara asociacién entre el efecto pro-apoptoti-
co de pequenas cantidades de Cu y el nivel circulante
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de colesterol cuando éste ultimo se halla por encima de
los valores normales (10)(21)(55)(59)(60)(67-71).
También es conocido que los complejos (BA) /Cu*? de
las placas amiloides pueden acumular colesterol y pro-
ducir peréxido de hidrégeno y formas de colesterol oxi-
dado (peroxi-colesteroles) los cuales son altamente
neurotéxicos (72-76). Muchos investigadores conside-
ran que el péptido precursor amiloide (APP) y los BA
forman un sistema “homeostatico” del exceso de Cu en
el SNCya que unen al metal con muy alta afinidad (34)
(44) (78) (79).

La evidencia disponible hasta ahora parece sugerir
que se requiere de la co-existencia de ambos factores
(hipercolesterolemia y sobrecarga de cobre libre o
NCBC) para que el dano neurolégico efectivamente se
produzca, y al parecer, este dano estaria determinado
por la muerte celular programada mediante senales
pro-oxidativas o redox-dependientes (69) (73) (74) (80-
85). A pesar de lo mencionado, no se ha esclarecido en
humanos la relacién precisa entre pequenas cantidades
de Cu, el exceso de colesterol, y el establecimiento de
estrés oxidativo en el proceso de neurodegeneracion
que corresponde al curso clinico de la EA. Tampoco
se sabe si la barrera hematoencefalica resulta danada
por estos factores de riesgo y si esto jugaria un papel
importante en el proceso neurodegenerativo. En este
punto, resulta importante aclarar que la sobrecarga de
Cu es un hecho mucho mas frecuente de lo sospecha-
do, y que existen poblaciones expuestas a cantidades
excesivas de este metal durante largos periodos de su
vida en forma sub-signolégica y sub-sintomatica (4) (40)
(83)(86-91). Por ejemplo, el Cu contenido en el agua
de bebida de muchas regiones del mundo es causa sufi-
ciente de preocupacién (20)(92-97). En cuanto al me-
tabolismo lipidico en la EA, se sabe que el colesterol
transportado por LDL se halla continuamente expues-
to a un ambiente pro-oxidativo con abundante forma-
cion de especies radicalarias derivadas del oxigeno y
nitréogeno principalmente (ROS y RNS), situacién que
en el sistema nervioso central se halla agravada por un
extenuado sistema de defensa antioxidante enzimati-
co y no enzimatico. La peroxidacién de los lipidos de
estas particulas provoca la acumulacién de aldehidos y
otros productos de la fractura de la cadena hidrocar-
bonada de los 4dcidos grasos (malondialdehido y varias
otras sustancias reactivas al tiobarbiturato o TBARS).
A su vez, se oxidan y carbonilan los restos lisina de las
cadenas laterales de los aminoacidos (con formacion
de los llamados carbonilos proteicos (PCs) (98-107).
Esta transformacion es responsable de una respuesta
inflamatoria local en el endotelio y de la activacion
de macréfagos (94) (108-112). En la superficie de las
LDL oxidadas (OX-LDL) aparecen nuevos epitopes
que finalmente provocan una respuesta autoinmune
sobre todo en pacientes crénicos o mal controlados
(94) (113).



En suma, la EA estaria intimamente vinculada a un
cuadro de estrés oxidativo caracterizado por disho-
meostasis del cobre y del metabolismo del colesterol.
Por esa razoén, el objetivo de este estudio fue determi-
nar varios marcadores bioquimicos asociados a estos
tres aspectos para luego analizar si existe entre ellos
una vinculaciéon que pueda darles valor clinico como
elementos pronoésticos o evaluativos de las estrategias
terapéuticas a que se sometan los pacientes con EA. La
hipétesis operacional enuncia entonces que los conte-
nidos de cobre libre (NCBC) y de colesterol en sangre
periférica humana presentan correlaciéon positiva con
el marcador de amiloidogénesis BA y negativa con el
de desempeno cognitvo evaluado por medio del MMSE
(Mini-Mental State Examination test).

Materiales y Métodos

Quimicos y drogas de referencia. Las drogas utilizadas
para hacer todas las determinaciones se adquirieron
a Sigma Chem. Co. (EE.UU. o Buenos Aires), Merck
Co. (Darmstadt, Alemania), Fluka (Berlin, Alemania),
Anedra (Buenos Aires, Argentina) o Carlo Erba (Milan,
Italia). El cobre empleado en forma de sulfato cupri-
co pentahidratado de calidad ultrapura (electrolitica
grado maximo) lo suministré Sigma-Aldrich. Todos los
estandares utilizados en la calibracion de las técnicas se
adquirieron a los fabricantes de los equipos o se com-
praron en grado ultrapuro a las fuentes previamente
mencionadas. Los gases (calidad 5 bandas) los proveyo
la empresa AGA de La Plata, Argentina.

Grupos experimentales. Se trabaj6é con dos grupos de
personas, uno control designado con la letra “C”, y un
grupo de pacientes con diagnéstico de enfermedad de
Alzheimer (“EA”), estos ultimos divididos en tres sub-
grupos denominados leves o “L-EA” con MMSE prome-
dio (X): 20,0+2,3; intermedios o “I-EA” (X: 14,5+1,7)
y avanzados/severos o “S-EA” (X: 7,1+2,0). El X del
MMSE del grupo control fue de 29,5+0,9. Los materia-
les utilizados en las determinaciones y los estudios efec-
tuados se detallaran en los siguientes items.

Seleccion de controles y pacientes. Las poblaciones de
pacientes y controles se seleccionaron durante los anos
2013-2015 a partir de los consultorios externos de insti-
tuciones publicas y privadas del Gran La Plata siendo la
mayoria de ellos asistidos en el Servicio de Neurologia
del Hospital San Roque de Gonnet. Los controles fueron
ingresados a partir de consultorios externos de tres Hos-
pitales Universitarios (San Martin, Gutiérrez y Rossi, de
la UNLP) y de instituciones privadas, todos ellos deriva-
dos de controles rutinarios de salud. Se sigui6 un criterio
de inclusién/exclusion en el cual se contempl6 la ma-
yor cantidad de variables confusionales (114). En el caso
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de los controles, se hizo énfasis en descartar -median-
te cuidadosa anamnesis y examen clinico y/o estudios
complementarios previos al cuestionario de exclusion
definitivo— a cualquier persona que tuviera un desorden
genético o adquirido del metabolismo del cobre, un des-
orden nutricional de cualquier origen o siguiera una die-
ta no convencional (vegetarianos, ovo-lacto vegetarianos,
veganos ambientalistas o sintagmaticos, etc.) o tuvieran
una enfermedad neurolégica o psiquidtrica de cualquier
tipo. Fueron criterios de inclusion tener mas de 50 anos
de edad, residir en la zona del Gran La Plata, y no pa-
decer de ninguna enfermedad demostrable al examen
clinico o a los estudios complementarios que se mencio-
naran en los criterios de exclusion. Para ser integrante
del grupo de pacientes se debieron reunir los requisitos
de edad y residencia antes mencionados y ademas pade-
cer enfermedad de Alzheimer en alguno de sus estadios
(inicial, intermedio o avanzado/severo) demostrado por
los medios internacionalmente aceptados para el diag-
nostico de esta patologia, tener una evolucion minima
de tres anos desde el diagnostico y encontrarse bajo un
tratamiento farmacolégico estable de al menos un ano
de duracion previo al estudio y que se hallase compren-
dido dentro de los protocolos pautados o reconocidos
por el consenso internacional para esta patologia. Todos
los integrantes fueron examinados para determinar su
funcién renal y hepatica, y su condiciéon hematologica.

Cuando las circunstancias lo justificaron se realizaron
estudios complementarios de imagenes (RMN y TAC),

doppler color en vasos carotideos, endocraneales y verte-
brales, y asimismo fueron examinados exhaustivamente

desde el punto de vista neurolégico. Seguidamente pasa-
ron una evaluaciéon por medio del test MMSE (115), que

se ha demostrado que es la prueba mas sencilla para lle-
var a cabo y al mismo tiempo mas correlacionable con las
baterias de evaluacién neurocognitivas reconocidas in-
ternacionalmente (116-118) tales como Clinical Dementia
Rating Score; Hachinski Score (119), Visuo-espatial Phonologic
and Verbal Fluency Tests/AVLT: Auditory Verbal Learning Test,

Clock Test, Addenbrook Test, y otras (120). Para agrupar a los
pacientes en sub-categorias se los clasificé siguiendo las
recomendaciones surgidas de la Global Deterioration Scale
(121) ylos criterios establecidos por el National Institute of
Neurological and Communicative Disorders and Stroke (122),

la Alzheimer’s Disease Association and Related Disorders (123)

y también las establecidas por la American Psychiatric As-
sociation and Related Disorders (124). Para ambos grandes
grupos (controles y pacientes) se convino seguir estric-
tamente las indicaciones dietarias e higiénico-sanitarias
de modo de no alterar los habitos y procederes que eran

caracteristicos en la vida de cada integrante, y se estable-
ci6 que se debia tener un ayuno de 12 horas previo a la
extraccion de las muestras de sangre y a los examenes cli-
nicos y neurolégicos. A todos se les practicé una encues-
ta alimentaria retrospectiva. Se consideraron criterios de

exclusion enfermedades degenerativas osteoarticulares,
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patologias auto-inmunes de cualquier tipo (en especial
lupus eritematoso o colagenopatias de origen diverso),
neoplasias o displasias en curso (se admitieron solo
aquellos casos en los cuales se habia superado una enfer-
medad sin recidiva en los ultimos 10 anos), infecciones
agudas o crénicas fingicas, virales o bacterianas en curso
(sifilis, HIV, dengue, fiebre amarilla, hepatitis virales de
cualquier tipo, tuberculosis, micosis sistémicas de cual-
quier etiologia tales como criptococosis, aspergillosis,
candidiasis/candidemia, etc.), infeccion herpética dise-
minada, glomerulonefritis recidivantes, infestaciones de
cualquier etiologia estén o no en curso (Chagas, leishma-
niasis, paludismo, toxoplasmosis, filariasis, histoplasmo-
sis), asma y pacientes hiperérgicos sintomatologicos, en-
fisematicos, pacientes con mucoviscidiosis, pacientes con
dislipemias de origen congénito manifestadas durante la
infancia o adolescencia, insuficientes hepaticos y/o rena-
les, desnutridos, receptores de trasplantes de cualquier
tejido u 6rgano sin importar el tipo de implante, cardio-
patas congénitos, pacientes en el periodo post-quirirgi-
co de cualquier intervencion, pacientes con endocrino-
patias de cualquier etiologia sin tratamiento, deportistas
de élite o profesionales de cualquier rama del deporte,
pacientes que recibieron tratamiento fibrinolitico por
cualquier causa, mujeres con enfermedad poliquistica
de mama u ovario, pacientes convalecientes de trauma
fisico de cualquier tipo, pacientes edematosos o febriles
en curso clinico, personas clinicamente sanas que consu-
mieran preparaciones magistrales de cualquier tipo no
recetadas tales como tisanas, formulaciones vitaminicas,
oligoelementos, suplementos nutritivos/antioxidantes o
preparados magistrales a base de acidos grasos puros o
en mezclas, esteroides de tipo anabolico o anti-inflama-
torios esteroides o no esteroides administrados en forma
aleatoria o no prescripta y alcohélicos o adictos/usuarios
de cualquier droga adictiva incluso las denominadas me-
nores (Cannabis, por ejemplo). Ademds de cuidar las in-
dicaciones higiénico-sanitarias (alimentacion, actividad
fisica) se llevé un exhaustivo registro de la historia clinica
de cada integrante en donde se consignoé toda la medi-
cacion complementaria recibida y las intercurrencias o
concomitancias que pudieran haber surgido a los fines
de la validacion estadistica de los datos a correlacionar.
Una vez practicada la preselecciéon de grupos, el estudio
excluy6 a 89 candidatos y finalmente se realizé sobre un
total de 241 personas (119 controlesy 122 pacientes; a su
vez, a partir del grupo EA se generaron tres sub-grupos
integrados por 37 pacientes leves (L), 41 intermedios
(I) y 44 severos (S)). Antes de ingresar al grupo que les
correspondi6 todos firmaron directamente o por inter-
medio de su cuidador/representante un consentimiento
informado tras la explicacion de los objetivos, alcances,
riesgos, y procederes del estudio de acuerdo con los con-
tenidos de la ley Nac. N° 25.326. La desercion voluntaria
y/o exclusion provocada de las personas inicialmente
ingresadas fue nula durante la realizacion del estudio.
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Toma de muestras. Luego de los examenes clinico-
semiologico exhaustivos y complementarios, y del inte-
rrogatorio que contempl6 la recoleccion de datos de-
mograficos y variables categoéricas, se realizo la encuesta
nutricional retrospectiva (adaptada de la version oficial
que fuera disenada por el Ministerio de Salud; Encues-
ta Nacional de Nutricién y Salud (ENNyS), “Documento y
Resultados”; Buenos Aires, 2007; URL: http://www.msal.
gov.ar/htm/site/ennys/pdf/ENNyS_Documento-de-
resultados-2007-I1.pdf]). Los integrantes se sometieron
a una extracciéon de sangre venosa mediante material
descartable estéril y apirogénico tras 12 horas de ayu-
no. La sangre (aproximadamente 15 mL) se coloc6 en
un tubo plastico de policarbonato de alta densidad,
graduado con tapa a rosca de bioseguridad (Falcon
Co. CA, EE.UU.) que contenia conservantes apropia-
dos en concentraciones finales: buffer 50 mM fosfato
s6dico pH: 7,40 (PBS), heparina 2 UI/mL, EDTA dis6-
dico 5 mM, y butil-hidroxitolueno o BHT 10 mM, segtin
correspondiera a cada tipo de determinacion. Durante
la coleccion y el transporte al laboratorio las muestras
se mantuvieron a 4 °Cy se las rotul6 con un cédigo para
preservar el anonimato del paciente o del voluntario
control. Luego de centrifugacion por 20 min a 1.500 g se
obtuvo el plasma. Una parte del mismo se traté con N-
etilmaleimida a los fines que seran descriptos mas ade-
lante y el resto se congel6 (a -80 °C) en un ultrafreezer
bajo argén o nitrégeno de 5 bandas hasta que fue anali-
zado. Ademas de las muestras de sangre cada integrante
proporcioné una muestra del agua de bebida utilizada
en su hogar para preparar alimentos y para beber. Esta
muestra se recolect6 en contenedores de policarbonato
previamente lavados con solucién de neocuproina (1
mM, Sigma Chem. Co., EE.UU.) a los fines de eliminar
cualquier rastro de cobre que pudieran contener, se
enjuagaron exhaustivamente con agua bidestilada y se
secaron en estufa a 40 °C. Las muestras se tomaron ha-
ciendo correr el flujo de agua por 5 minutos (muestra
“purgada”, para descartar cobre anadido por la tuberia
u otros dispositivos del sistema en el agua estancada)
siguiendo recomendaciones estandar (125). Asimismo,
se analizaron varias muestras de agua dentro de la zona
del Gran La Plata —zona de residencia de los integran-
tes del estudio— para determinar el contenido de co-
bre inorganico proveniente del agua de red potable y
de otras fuentes utilizadas en su reemplazo (agua de
perforaciones particulares que alcanzaron al acuifero
Epipuelche). Estas muestras se recolectaron de idéntica
manera que las solicitadas a los integrantes del estudio
y totalizaron 252 tomas.

Parametros de quimica clinica y riesgo vascular calcu-
lado. Se determinaron varios compuestos presentes en
sangre periférica para explorar las funciones hepatica,
renal, el estado hematolégico, y el lipidograma basico,
empleandose equipos comerciales de la firma Wiener



Lab (Rosario, Argentina). Las muestras se procesaron
siguiendo las instrucciones del fabricante. El riesgo
vascular se calcul6 usando el software de acceso publi-
co del laboratorio Pfizer, URL: [https://www.pfizer.es/
salud/servicios/calculadoras/calculadora_riesgo_car-
diovascular.html]. Este resultado se lo ponder6 con el
estimador que se encuentra en el URL: [https://www.
hipocampo.org/riesgovascular.asp] ajustandolo para
un periodo de 10 anos de vida.

Cupremia. Se emple6 un método de referencia des-
cripto por Berkovitch et al (126). A las muestras de plas-
ma (100 pL) se les adicion6 una mezcla formada con
4 mL de HNO, y 1 mL de HCIO, (Carlo Erba, Italia;
99% pureza). Luego, se calentaron a 120 °C por 60 min
en un bloque de calentamiento regulable. Los digestos
se enfriaron y diluyeron con agua ultrapura (18 m€2-cm;
Carlo Erba). Esta solucion fue ultrafiltrada usando
una membrana Millipore de 0,22 pm (Milli-Q Purifica-
tion System, de Millipore, CA, EE.UU.). Se inyectaron
alicuotas de esta dilucion en un espectrofotéometro de
absorcion atémica Perkin Elmer-1100B equipado con
una lampara catoédica Perkin-Elmer (Perkin Elmer
Corp., Norwalk, CT, EE.UU.). El ancho espectral fue
de 1 nm. Todas las medidas se hicieron en tres canales
simultaneos y en el modo de mdximo espectral (324,1
nm). Las calibraciones se efectuaron usando una solu-
cion estandar de Cu(NOg), en HNO, 0,5 N (Tritrisol de
Merck Co., Darmstadt, Alemania). Los coeficientes de
variacion intra- [ (DE/X).100] e inter- [ (ADE/X).100]
experimentales fueron de 10,0 y 5,5%, respectivamen-
te. La concentracion de Cu en un pool de muestras de
55 voluntarios sanos de ambos sexos (promedio de
edad: 56,0+5,5 anos) fue de 802+55 pg/L (12,6 pM).
Este resultado concord6 con otros publicados previa-
mente (126) (127). Las muestras de agua se analizaron
previa ultrafiltracién por membrana Millipore (0,22
pm) diluyéndolas luego con agua ultrapura (Carlo
Erba) (1:20) y aspirandolas directamente en el equi-
po de absorcién atomica (el bajo contenido en materia
organica no hizo necesaria su mineralizacion previa y
asi se evito agregar cobre en trazas que pudieran estar
presente en los reactivos).

Determinacion de metalotioneinas (MTs). Esta super-
familia de proteinas se determiné de acuerdo con la
metodologia de Bienengraber et al. (128). La técnica
se bas6 en la capacidad de las MTs de captar Ag* en
una proporcion estequiométrica conocida. La concen-
tracion de Ag* pudo ser cuantificada utilizando un es-
pectrofotémetro de absorcion atébmica. Por lo tanto, co-
nociendo la estequiometria de formacion del complejo
se pudo inferir la concentraciéon de MTs. Se tomaron
alicuotas de muestra (60 pL de plasma) y se colocaron
en tubos de borosilicato convenientemente rotulados
agregandoles buffer glicina 0,56 M (pH 8,5) hasta com-
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pletar 800 pL. Luego se agitaron y a continuacién se
anadieron 500 pL de solucién de trabajo (20 pg Ag*/
mL). Se mezcl6 por inversion y se dej6 incubar a tempe-
ratura ambiente por 5 min. Se continué agregando 100
pL de un hemolisado de glébulos rojos (aprox. 15 g de
hemoglobina/dL) y se incub6 en bano de agua a 100 °C
por 1 % min. Los tubos se centrifugaron a 1.500 g por 5
min a temperatura ambiente. Se repitio la etapa anterior
en el sobrenadante centrifugando de la misma manera.
Se aspir6 con cuidado el sobrenadante con una pipeta
Pasteur y el aspirado se colocé en un tubo de vidrio con
tapa a rosca. Luego se lo acidific6 con HNO, al 3%
(500 pL cada 1,5 mL de muestra) antes de guardarlo
a -17 °C y oscuridad hasta su uso. La concentracién
de Ag* se midi6 por absorcién atémica de la misma
manera que se realizé para el Cu y utilizando el mismo
equipo pero con el filtro especifico para plata. Para rea-
lizar los calculos se consider6 que 1 pg de Ag* equivale
a 3,565 pg de MTs (128).

Determinacién de ceruloplasmina (CRP). El método
empleado (129) se basé en la actividad enzimatica de
la CRP que puede catalizar la conversion de p-fenilen-
diamina en un cromoéforo purpura cuya intensidad se
pudo cuantificar en un espectrofotometro a 550 nm y
resulto ser directamente proporcional a la concentra-
cion de CRP. Las muestras (50 pL) se incubaron a 37 °C
en un buffer acético/acetato de sodio 50 mM (pH 5,5) y
las densidades 6pticas se midieron en la fase inicial de
la reaccion (3 minutos) usando un equipo SpectraMax
M2/M2e Multi-Detector Microplate Reader (Molecular
Devices Analytical Technologies-Sunnyvale, CA, EE.UU.).
Los coeficientes de variacion intra- e inter-ensayo fue-
ron de 8,0y 4,2%, respectivamente. La velocidad inicial
de reaccion para cada muestra se calculé en forma au-
tomatica y se convirtié en concentracion de CRP por
comparacion con el estandar (Sigma Chem. Co., Bue-
nos Aires, Argentina) el cual contenia 50 unidades de
CRP-oxidasa/mg de proteina. Las mediciones de CRP
en muestras de plasma de 55 personas sanas de ambos
sexos de un promedio de edad de 56,0+5,5 anos) arro-
jaron un X de 259+41 mg/L. Esto concordé con resul-
tados previos obtenidos en humanos (130).

Cobre libre o no ligado a CRP (NCBC). Con los datos de
Cuy CRP se calcul6 el porcentaje de Cu que no se hallé
unido a la CRP utilizando la siguiente féormula debida
a Twoney et al. (131): (([Cu] - 47,2 x [CRP]) x 100 /
[Cu]). En este calculo la concentracion de Cu estuvo
expresada en pmol/Lyla de CRP en g/L. Con los datos
del porcentaje de NCBC y el de cobre total se calcula-
ron los resultados en ppm (o mg/L). Se encontr6é que
en b5 personas sanas de ambos sexos el NCBC se hallo
en concentraciones muy bajas siendo el X de 0,95+0,10
ppm lo cual estd de acuerdo por lo informado en la
literatura especifica (26).
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Metabolismo lipidico y lipoproteico. Los parametros
convencionales (CT: colesterol total, C-HDL.: colesterol
transportado por proteinas de alta densidad o HDL,
C-LDL: colesterol transportando por proteinas de baja
densidad o LDL y TAG: triglicéridos plasmaticos) se mi-
dieron usando equipos comerciales de la firma Wiener
Lab. (Rosario, Argentina). Los resultados se expresa-
ron en mg/dL. Las apolipoproteinas se determinaron
mediante equipos comerciales ad-hoc: Apo-B100 ELI-
SA Kit (ALP) de Mabtech. Inc. (OH, EE.UU.), Apo-D
se midi6 con el Human Apolipoprotein D ELISA Kit
de MyBioSource (NY, EE.UU.) (ambas con un rango
de deteccion de 3 a 30 mg/dL). La Apo-Al se deter-
miné con el SPQTM II Kit 86070 Liquid, de DiaSoria
S.A. (Madrid, Espana) de tipo nefelométrico. La LDL-
oxidada (Ox-LDL) se determiné mediante un ensayo
ELISA sandwich con anticuerpos monoclonales dirigi-
dos contra determinantes antigénicos de la Apo-B mo-
dificados por estrés oxidativo, el cual se adquiri6 como
[10007893-OxLDL-32GPI] (Human) ELISA Kit a la em-
presa Cayman Chem. Co. (MI, EE.UU.). Los resultados
se expresaron como el cociente Ox-LDL/LDL tal como
lo recomienda Galland et al. (132). La Lp(a) se midio
por turbidimetria con el equipo comercial DiaSorin
(Sallugia, Italia) calibrado con los estandares incluidos
por el propio fabricante. Ninguno de los participantes
fue portador homocigota del polimorfismo ApoE4 de-
terminado mediante la técnica de PCR con el equipo
comercial LightMix Kit ApoE C112R RI58C® de Ro-
che, (Paris, Francia) comercializado por TIB-MolBiol
bajo el Cat.-No. 40-0445-16.

Relacion entre glutation oxidado (GSSG) y reducido
(GSH). El cociente GSSG/GSH se determino midien-
do el glutation total y luego el reducido. El oxidado
se obtuvo por sustraccion. Para la determinacion se
sigui6 la metodologia de Anderson y Meister (133).
En esta técnica se expuso la muestra a cantidades ex-
cesivas de acido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB)
para transformar todo el GSH presente en GSSG. En
una segunda fase de la reaccion el GSSG se redujo a
GSH por una reaccién acoplada catalizada por la glu-
tation reductasa NADPH-dependiente. A medida que
la enzima produjo GSH éste reaccion6 con el DTNB
remanente generando acido 5-tio-2-nitrobenzoico
(TNB). La velocidad de aparicion de TNB se pudo
monitorear a 412 nm, y resulté directamente propor-
cional a la concentracion de glutation en la muestra.
Para realizar el anadlisis se agregaron 500 pL de buffer
fosfato s6dico 140 mM/EDTA 6,3 mM (pH: 7,50); 0,7
mL de la soluciéon de NADPH (0,25 mg/mL); 283 pL
de la mezcla de DTNB 6 mM en acido tricloroacéti-
co (TCA) al 5% y la alicuota de plasma (100 pL). Se
incub6 a 30 °C por 10 minutos. Luego se agregaron
2,8 pL de una solucién que contenia 5 UI de la enzi-
ma glutation reductasa (Sigma Chem. Co., EE.UU.).
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Se mezclé por inversion y se coloc6 inmediatamente
en el compartimiento del espectrofotometro de do-
ble haz Cintra-20 (Sydney, Australia) termostatizado
a 25 °Cy se registro la cinética de la reaccion durante
un periodo de 2 minutos. Para realizar los cdlculos de
substraccion se repitieron los pasos anteriores pero
agregando 3 mM de divinil-piridina que bloquea al
GSSG. La calibracién se efectué utilizando varias
alicuotas de una solucién testigo de GSH en buffer
fosfato sédico (con 2/3 del volumen en solucién de
TCA al 5%).

Capacidad antioxidante total del plasma (ensayo FRAP).
Se sigui6 la conocida metodologia de Benzie y Strain
(134). A pH 4cido se puede determinar la habilidad
de cualquier liquido biolégico (plasma por ejemplo)
para reducir iones férricos a ferrosos. Esto se puede
cuantificar colorimétricamente por formacién de un
complejo entre el hierro ferroso y la tripiridil-triacina
(TPZ) mediante la formacion de un cromoéforo de in-
tenso color azul con un pico de absorcién a los 583
nm. Se trata de una reacciéon no especifica que tiene
en cuenta a todos los componentes con capacidad re-
ductora (bilirrubina, acido urico, vitameros, etc.). En
este caso, el ensayo valoré la totalidad de las sustan-
cias antioxidantes circulantes en el plasma excepto
el acido urico el cual fue deliberadamente destruido
por incubacién previa con uricasa (Sigma Chem. Co,
Buenos Aires) agregada en exceso y disuelta en buffer
fosfato 300 mM/glicerol 20 mM (pH 7,40) a razén de
30 UI por cada 500 pL de muestra. Esto fue seguido de
incubacién a 37 °C por 15 min en un agitador orbital.
Asi se evit6 la dispersion de los resultados inherentes
al disimil contenido de acido urico entre los integran-
tes del estudio y permiti6 referirse solamente a los an-
tioxidantes endogenos biolégicamente activos de las
muestras. Para hacer el ensayo FRAP se tomaron 3 mL
de la solucion reactivo de trabajo compuesta por buffer
acético/acetato 300 mM (pH 3,60), soluciéon de TPZ
10 mM (Sigma Chem. Co, EE.UU.) en HCI 40 mM
y solucién de cloruro férrico 20 mM (Mallinckrodt,
EE.UU.) mezcladas en proporcién 83: 8,5: 8,5; respec-
tivamente. A 3 mL de este reactivo colocado en una cu-
beta de 1 cm de paso de luz y termostatizada a 25 °C, se
le agregaron 90 pL de plasma pre-tratado con uricasa.
Tras la mezcla inmediata por inversion se obtuvieron
los datos de DO (583 nm) vs tiempo durante 4 mi-
nutos mediante un registro computacional continuo.
De cada curva se calcul6 la pendiente (tangente de la
curva a tiempo cero o velocidad inicial de reduccion)
de incremento de la densidad optica y se la comparé6
con la pendiente obtenida para un plasma estandar
(Sigma Chem. Co, Buenos Aires) cuya capacidad anti-
oxidante resulté conocida. A su vez, el valor de FRAP
de esta muestra de referencia se constato (al solo efec-
to de efectuar control de calidad) por calibracién con



una solucion comercial de concentracién conocida de
Trolox® (diacetato de a-tocoferol) de Fluka (Berlin,
Alemania).

Carbonilos proteicos (CPs). Se realiz6 la técnica des-
cripta por Reznick y Packer (135) que es de aceptacion
internacional por la reproducibilidad de sus resultados.
Esta metodologia detecta la formacion de grupos car-
bonilos u “oxo” que se forman en las proteinas debido
a la oxidacion de los aminoacidos de las cadenas latera-
les por las especies radicalarias de cualquier naturaleza
(ROS y RNS). Estos carbonilos reaccionan con la 2,4-di-
nitrofenilhidracina (2,4-DNPH) para formar dinitro-
fenilhidrazonas de color caoba que pudieron ser cuan-
tificadas por espectrofotometria. Las alicuotas de las
muestras (80 pL) se llevaron a volumen final de 1,5 mL
con solucién bufferfosfato pH 7,40 (PBS). Se agregaron
1,5 mL de DNPH 10 mM en HCI 2 Ny se incubaron en
oscuridad durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Al finalizar la incubacion, se le agreg6 a cada tubo 2 mL
de una solucién de NaOH 2 N y 1 mL de etanol abso-
luto para evitar la turbidez debida a restos de proteina
desnaturalizada. Luego de cada agregado se agit6 de in-
mediato y vigorosamente. De esta manera se obtuvieron
complejos de color caoba que se leyeron a 505 nm en el
espectrofotometro de doble haz Cintra-20. La curva de
calibracion se efectu6 utilizando una solucion estandar
de piruvato de sodio 2,30 mM mediante alicuotas com-
prendidas dentro del rango 40 a 100 pL cuyas concen-
traciones estuvieron ubicadas por debajo y por encima
de los valores esperados para las muestras de los inte-
grantes del estudio.

Sustancias reactivas al &cido tiobarbitdrico (TBARS).
El método empleado fue sensible y altamente repro-
ducible y se encuentra descripto por Yagi (136). Esta
técnica se basé en la reaccion del acido tiobarbitirico
con productos secundarios de la peroxidacion lipidica,
tales como el malondialdehido (MDA), 4-hidroxihexa-
nal y 4-hidroxinonenal, para formar aductos de color
rosado que pueden ser leidos en un espectrofotéme-
tro a una densidad 6ptica de 532 nm. Se tomaron ali-
cuotas de 50 pL de plasma que se diluyeron con PBS
a un volumen final de 200 pL. Luego se adicionaron
200 pL. de SDS (dodecilsulafo sédico) (Sigma Chem.
Co., EE.UU.) al 8,1% vy se agit6 teniendo cuidado de
no hacer excesiva espuma. A continuacion se anadie-
ron 1,5 mL de bufferacético/acetato 100 mM (pH 3,50);
1,5 mL de TBA al 0,8% y 600 pL de agua bidestilada.
Las muestras se incubaron a 95 °C durante 60 min. Pa-
sado este tiempo se dejaron enfriar y se les agreg6 1
mL de agua bidestilada y 3 mL de alcohol isobutilico
agitando vigorosamente. La fase organica se ley6 en el
espectrofotémetro Cintra-20 a una longitud de onda
de 532 nm. Para determinar las concentraciones de
TBARS en las muestras problema se realiz6 una curva
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de calibracion utilizando como testigo una solucion
comercial de MDA (bis-dimetil-acetal o 1,1,3’,3’-tetra-
metoxipropano) en el rango de concentraciones 4,5 a
36,0 nmoles de MDA/ tubo.

Determinacion de la concentracion de péptidos beta-
amiloides. Los péptidos BA1-40 y BA1-42 se determina-
ron en sangre periférica utilizando el equipo comercial
Human/Rat B Amyloid (1-42) ELISA Kit Wako I (CA,
EE.UU.), High-Sensitive [BNT77/BC05 (Fab’)] Cat. #
296-64401 con un rango de deteccién lineal: 0,1-20,0
pM y Human/Rat B Amyloid (1-40) ELISA Kit Wako II
(CA, EE.UU.) [BNT77/BA27(Fab’)2] Cat. # 294-64701
con un rango de deteccion lineal: 1-100 pM. Justo antes
de ser analizadas, las muestras se centrifugaron a 6.000
g por 15 min a 2 °C y luego se diluyeron al doble con
buffer de dilucion provisto por el fabricante del equipo.
Se usaron alicuotas de plasma de 15 pL (de dilucién)/
tubo. Cada paciente fue analizado por triplicado y los
resultados se promediaron y se expresaron en concen-
tracion pM.

Proteinas totales. Se utilizé el método de Bradford
(137) que es rapido, sensible, lineal y muy simple de
llevar a cabo. De alta reproducibilidad y color final es-
table por una hora (con solo un 4% de decrecimiento
de la densidad 6ptica) es apropiado para muestras con
alto contenido proteico como las analizadas en este
estudio. Se basa en el cambio de absorbancia que ex-
perimenta el colorante Brillant Coomassie Blue G-250
(BCB-G250) de Fluka (Berlin, Alemania) al ligar pro-
teinas. El maximo de absorbancia ocurre a 595 nm.
Como patrén de calibracion se emple6 una solucion
de albumina pura (Sigma Chem. Co., Buenos Aires)
en PBS de 7,0 g/dL.

Evaluacién cognitiva. Se llevo a cabo la evaluacion
cognitiva de todos los integrantes del estudio (contro-
les y pacientes) mediante el test MMSE que es sencillo,
reproducible y estandarizable, ademas de correlacio-
nar muy bien con baterias de evaluaciéon complejas. Se
empleo6 una version de la prueba adaptada a nuestra
poblacién (con linea de corte 24) y se tuvo en cuenta
la ponderacién de los puntajes de cada area por la
escolaridad/formacién académica del paciente o con-
trol. En ambos grupos no hubo analfabetos y todos
tuvieron —al menos— 6 anos de escolaridad. E1 MMSE
o mini examen del estado mental (Mini Mental State
Examination, en inglés) en version original de Folstein
et al. (115) se implement6 en espanol rioplatense se-
gun Allegri et al. (138), revisada por Butman et al.
(139). La implementacién siguié al Grupo de Neu-
ropsicologia Clinica de la Sociedad de Neurologia de
Argentina o SNA (140), y también las recomendacio-
nes de Burin et al. (141) y de la Revista Neurologica
Argentina (142).
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Aspectos bioéticos y legales. El protocolo se considero
“no-invasivo” y se ajusté a la Declaracion de Helsinki
(http://www.bioetica.uchile.cl/doc/helsinki.htm) segin
el documento actualizado a partir de la primera de-
claracion de la Asociacion Médica Mundial (Declara-
ci6n de Helsinki, Finlandia; 1964). Los aspectos legales
estuvieron basados en el modelo descripto en la URL
http://www.easp.es/legislacion/real+decreto+561+.
htm. El procedimiento estuvo en un todo de acuerdo
con lo establecido por el Comité de ética del CONICET
en sus documentos regulatorios (143), y con lo estable-
cido por la OMS (Organizaciéon Mundial de la Salud)
(144). Asimismo, el estudio se sometioé a evaluacion
independiente por el Honorable Comité de Bioética
de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad
Nacional de La Plata (COBIMED) que lo aprobé sin
objeciones bajo el registro protocolar # 0800-002982-
12/00 y del Comité de Bioética del Hospital de Gon-
net que lo aprob6 por nota de fecha 10-06-2012 con
inclusion de la carta-compromiso que establece la ley
Nac. N°? 25326 en el formulario del consentimiento y
que se refiere a lo establecido por la Direcciéon Nacio-
nal de Proteccion de Datos Personales para el legitimo
resguardo de la confidencialidad (de acuerdo con la
regulatoria y medidas de implementacion de la juris-
prudencia vigente).

Bioestadistica. Excepto que se explicite otro valor, la
significacion establecida fue 0,01<p<0,05. En general
los datos se expresaron como el promedio (X) + una
desviacion estandar (DE) de la media en forma absolu-
ta para los resultados de los analisis de referencia (Cy
EA). Sin embargo, para expresar algunos resultados en
forma comparativa se recurri6 a la expresién de por-
centaje de cambio respecto a su correspondiente con-
trol. En esta modalidad cada uno de los datos (X) se
calcul6 en términos de porcentaje de cambio (PCRC)
respecto a ese mismo parametro en el grupo que ofi-
ci6 como referencia (R) (145), siendo: PCRC (X7)
= [X-R].100/R. Para el analisis de los resultados de
MMSE en algunos estudios de regresion y correlacion
también se utilizaron datos normalizados por DE. La
normalizacion se llevé a cabo mediante la expresion:
Pe = [P-Ppg]/DEpg la cual fue tomada de Cunqueiro
et al. (146). En este calculo Pe es la variable estandari-
zada que se pretendié normalizar para cada paciente-
caso; P es la variable bruta; Ppg es la variable media
dentro de su correspondiente grupo experimental y
DEpg es la desviacion estandar de la variable para esa
poblacién. Por esto, la puntuaciéon media resultante
para cada grupo (promediada a partir de los Pe) estu-
vo expresada en unidades de DE. Esta normalizacion
se empled especificamente para correlacionar una
funcion definida como “FAE” (Funcion de Adicion de
Efectos) que sera explicada en la parte de resultados
experimentales.
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Resultados

Aspectos demogréficos de la poblacion estudiada y ca-
racteristicas generales de cada subgrupo. Tal como antes
se menciono, al grupo de personas controles se lo de-
signo6 con la letra C, mientras que los subgrupos de pa-
cientes con enfermedad de Alzheimer se denominaron
L-EA, I-EA y S-EA. Cuando se haga alusion al grupo
EA (sin prefijo alguno) se estara refiriendo al total de
pacientes con enfermedad de Alzheimer sin distinciéon
del estadio clinico. Entre los subgrupos —y entre estos y
el grupo control- no hubo diferencias estadisticamen-
te significativas en el promedio de los anos de educa-
cion recibida, estandar socioeconémico, estado marital
(porcentaje de casados y/o viviendo con pareja esta-
ble) ni en el nimero de hijos concebidos por pareja (2
en promedio; datos no mostrados). No se registraron
diferencias significativas en la mayoria de los aspectos
encuestados entre las poblaciones de pacientes EA y
los sujetos empleados como controles con excepcion
(obviamente) de las indicaciones farmacolégicas. Una
encuesta nutricional retrospectiva basada en los linea-
mientos establecidos por el Ministerio de Salud de la
Nacion Argentina demostré diferencias significativas
entre controles y pacientes atribuibles muy proba-
blemente a que el grupo EA posee un espectro mas
restringido de seleccion de alimentos (en la mayoria
de los casos por carecer de la iniciativa de decidir sus
menus). Estas diferencias se refirieron al tipo de ali-
mento antes que a su clase general. Sin embargo, este
hecho no significé diferencias en cuanto al balance
de nutrientes esenciales ni a la ingesta calorica reco-
mendada para cada indice de masa corporal (IMC).
Hubo una significativa diferencia en los consumos de
alcohol y de grasas saturadas que fueron menores en
el grupo EA (de cualquier subcategoria) que en los
C. Por esta razén en el andlisis de regresion multiple
destinado a comparar grupos entre si, se considero
a las calorias-dia estimadas a partir de alcohol y de
las grasas saturadas como distractor para la signifi-
caci6én de las diferencias en cualquiera de los datos
contrastados. Otros comentarios especificos sobre la
encuesta nutricional se haran mas adelante. Algu-
nos valores relevantes —recopilados para las carac-
teristicas demograficas y generales de los subgrupos
estudiados— aparecen como informacién fracciona-
da en las (Tabla I) (Tabla II) (Tabla III).

La composicion racial de los subgrupos no fue signi-
ficativamente diferente. El consumo de tabaco y de al-
cohol fue significativamente menor ($<0,01) en los pa-
cientes y dentro de ellos decreci6 con el progreso de la
enfermedad ($<0,05). El peso corporal y la distribucién
en categorias segun el IMC fueron también diferentes
segun el sexo (p<0,05). Solo se observaron casos de bajo
peso en los subgrupos I'FEA y S-EA: 1 caso de 41 (2,5%)
y 2 casos de 39 (5%); respectivamente.
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Tabla |. Caracteristicas demogréficas y generales para los subgrupos integrantes del estudio

i Controles Pacientes
Parametros C LEA I EA S-EA
Integrantes (n) 119 37 41 44
Subtotales: 119 122
Total: 241
Sexo (numero sobre el total; %
Femenino 69/119;58 20/37;54 22/41;54 26/44;59
Masculino 50/119;42 17/37;46 19/41;46 18/44;41
Edad (afios)
Mujeres 64,4+5,0 65,8+4,7 69,6+7,2 72,8+4,9
Hombres 62,5+5,7 66,6+5,0 70,1+6,0 73,5+5,0
Promedio total 63,4+5,6 66,3+4,9 70,2+6,5 73,2+5,2
Peso (kg)
Mujeres 64,2+6,1 60,3+£3,4 60,6+3,7 59,5+4,6
Hombres 78,8+6,6 77,1+4,3 75,0+3,3 70,4+4,1
Promedio total 72,0+6,5 68,9+4,1 68,0+3,6 65,1+4,5
Altura (m, cm)
Mujeres 1,65+0,28 1,64+0,25 1,68+0,21 1,69+0,25
Hombres 1,76+0,20 1,71+0,23 1,70+0,18 1,72+0,20
Promedio total 1,71+0,25 1,68+0,24 1,69+0,20 1,71+0,23

Segun correspondiera, se efectuaron las pruebas de 2, test t, o ANOVA + Tukey-test, bi- o multivariado. En ciertas variables
se discriminé por sexos (cuando los datos sugirieron diferencias significativas), de lo contrario esa discriminacién se omitié por
simplicidad. Esta suposicién se basé en que hubo un ligero predominio de mujeres sobre hombres en cuanto a la composicién
del total de integrantes (dentro del grupo control un 58% fue del sexo femenino y dentro del grupo EA un 56%). La clasificacion
del IMC se rigi6 de acuerdo con los siguientes valores: infrapeso (IP<16), bajo peso (17<BP<20), peso normal (20<PN<25),
sobrepeso (26<SP<30), obesidad premérbida (31<OPM<39) o mérbida (OM>40). La clasificacién por razas correspondié a la
division N: negro; AA: afro-americano; BC: blanco caucasico; H: hispano; MI: mestizo/indigena; AS: asiatico. EI porcentaje de
fumadores fue expresado en términos de “NO” fumador incluyendo a fumadores que consumen 5 (o menos) cigarrillos/dia. Para
el consumo de alcohol se tomaron como pardmetros de referencia los datos oficiales de la OMS: carga metabdlica maxima de 35
gramos/dia para varones adultos de 70 Kg (aprox. 280 mL de vino) y 25 gramos/dia para mujeres (aprox. 200 mL).

Tabla Il. Caracteristicas demogréficas y generales para los subgrupos integrantes del estudio (continuacioén)

Parémetros Controles Pacientes

C L-EA I-EA S-EA
IMC (kg/m?)
Mujeres 23,6+3,0 22,4+2,7 21,4+2,5 | 20,8+2,7
Hombres 25,4+3,9 26,4+3,3 25,9+£3,0 | 24,6+3,1
Promedio total 24,5+3,8 24,5+3,2 23,6+2,8 | 22,7+3,0
Clase IMC (%)
Infrapeso 0 0 0 0
Bajo peso (BP) 0 0 2,5 5,0
Peso normal (PN) 74,2 91,8 93,5 93,9
Sobrepeso (SP) 23,3 8,2 4,0 1,1
Obesidad premérbida (OPM) 2,5 0 0 0
Obesidad mérbida (OM) 0 0 0 0

(Ver notas aclaratorias en el texto de la Tabla I)

Es importante notar que los esquemas de trata-
miento farmacolégico de los pacientes coincidieron
en muchos aspectos pero no en otros (tales como el
tipo de drogay la posologia). Algo similar sucedi6 con
la duracién de los esquemas y su recambio durante la
evolucion clinica del paciente. Ademas, tanto pacien-
tes como controles recibieron medicacion (ocasional

o sistematicamente) por eventos esporadicos o inter-
currencias. Esto hizo imposible sistematizarlos como
variables a considerar en los estadisticos de prueba. A
modo solamente informativo se muestran las drogas
empleadas como base terapéutica en el tratamiento
de los pacientes EA y otras drogas coadyuvantes (Ta-
bla IV).
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Tabla Ill. Caracteristicas demogréficas y generales para los subgrupos integrantes del estudio (continuacion)

Pardmetros Controles Pacientes

C L-EA I-EA S-EA
Raza (%)
Negro (N) 0 0 0 0
Afro-americano (AA) 0 1,0 0 0
Blanco-caucasico (BC) 2,6 3,3 2,0 2,2
Blanco-hispano (H) 84,9 85,8 88,9 89,8
Mestizo-indigena (MI) 10,5 8,9 9,1 8,0
Asiatico (AS) 2,0 1,0 0 0
Fumadores (%)
NO 51,3 75,6 3,0 100
Sl 48,7 24,4 97,0 0
Consumo de alcohol (%)
No consume 22,5 39,9 55,3 100
Presién arterial (mm Hg)
Sistolica 1,30,0+4,1 1,28,5+3,3 1,40,8+4,3 1,37,2+6,1
Diastélica 69,6+2,0 70,0+2,5 72,1+4,1 70,2+2,5

(Ver notas aclaratorias en el texto de la Tabla I)

Tabla IV. Tratamientos farmacoldgicos de pacientes con EA
(expresados como porcentajes de pacientes que reciben la droga al
momento del muestreo)

Tabla V. Tratamientos farmacoldgicos concomitantes durante el afio
previo a la toma de muestra

5 Control Pacientes
Droga* % Pacientes Ipos de drogas c L-EA I-EA S-EA
Memantlpa 66,0 Hipotensores 35 39 43 49
Donepecilo 47,0 Antiacidos bloqueadores de
Benzodiacepinicos/hipndpticos/neurolépticos 45,0 q 26 30 27 31
- - bomba

Risperidona 29,0 — e 3 13 =0
Complejo B, -B,.B,, 16,0 Bloque?ntes B—a(Ijrgnergmos

Inhibidores de la recaptacion de serotonina 12,0 Corticoides (depésito) 17 19 20 22
Rivastigmina 11,0 AINEs (*) 58 66 59 75
Levodopa/carbidopa 8,0 Analgésicos menores 84 77 81 89
Gingko biloba (tintura) 8,0 Estatinas 41 38 47 59
Antagonistas a.,-adrenérgicos 6,0 Benzodiacepinicos 33 69 86 79
Acido félico 6,0 Broncodilatadores 5 2 3 4
Otros (**) 5,0 Diuréticos 16 22 19 27
(*) Estas drogas se emplearon como droga Unica en muy pocos casos (11%) Otros (**) 86 91 87 100

y usualmente combinadas en diferentes esquemas con distintas posologias
segln las caracteristicas de cada paciente; (**). Se engloban otras drogas
de accion especifica sobre sistema nervioso central que contemplaron carac-
teristicas individuales de algunos casos clinicos. Por simplicidad, todos los
porcentajes fueron redondeados al entero superior siguiente.

Se puede ver que casi el 70% de los pacientes recibié
donepecilo, solo o combinado con memantina, y un gru-
po menor se traté con rivastigmina. Casi la mitad de los
pacientes recibi6 algtun tipo de droga benzodiacepinica,
hipnética, o alguna otra clase de neuroléptico. El 30%
(aproximadamente) fue tratado con risperidona. Asimis-
mo, del examen de las historias clinicas se obtuvo la in-
formacion sobre los tratamientos farmacologicos conco-
mitantes con la patologia de base, muchos de los cuales
se implementaron como consecuencia de la evolucion
clinica del propio cuadro, o por otras causas, tanto para
el grupo C como para el EA. Estos datos aparecen deta-
llados en la Tabla V.
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(*) Antiinflamatorios no esteroides. (**) En este grupo de engloban una can-
tidad muy disimil de drogas que incluyen hierro, antibiéticos, glucosamina,
complejo B, antiacidos, etc. Los datos (aproximados al entero superior si-
guiente) fueron expresados como porcentajes de pacientes o controles que
recibieron tratamientos farmacolégicos concomitantes en el afio previo al
muestreo.

Para concluir con la parte descriptiva de la pobla-
cion, se resumen en la Tabla VI los eventos concomi-
tantes sobresalientes de sus historias clinicas. Algunos
datos no presentaron un patron claro; sin embargo, en
otros casos se hizo evidente que los pacientes tuvieron
mayor cantidad de episodios de infeccion de vias aéreas
(y otras infecciones en general) y que esto se acrecento
con la gravedad del cuadro clinico de base. También
es evidente que los pacientes presentaron mayor canti-
dad de casos de dislipemias y de coronariopatias, como
asi también algun tipo de distimia asociada a la propia




EA. También es probable que haya un mayor niimero
de casos de hipoacusia entre los pacientes, pero esto es
frecuentemente muy dificil de evaluar en personas de-
mentes por lo que este dato debe tomarse con cautela.
Al comparar otras patologias entre Cy EA se obtuvieron
incidencias similares.

Tabla VI. Principales cuadros clinicos concomitantes
(en porcentajes de incidencia dentro de cada subgrupo)
ocurridos durante el ultimo afio

Concomitancias Control Pacientes
C L-EA | I-EA | S-EA

Cuadros infecciosos
Bacteriano tracto aéreo superior 35 37 43 55
Pulmonia (viral/bacteriana) 6 5 12 17
Cuadro sistémico febril de tipo viral 37 29 39 43
Enterocolitis (viral/bacteriana) 19 16 20 25
Tracto génito-urinario (viral/
bacteriina) 18 23 27 34
Micosis dérmicas/onicomicosis 22 19 20 20
Conjuntivitis (bacteriana/alérgica) 11 9 9 15
Aparato digestivo
Colon irritable/enfermedad
diverticular 32 27 3l 30
Gastritis/reflujo esofagogéstrico/
hernia hiatal J - 29 sl 29 33
Piel y faneras
Rash/eritemas 15 10 11 15
Alergias atépicas 11 12 8 10
Aparato locomotor
Osteopenia (*) 44 36 40 43
Artropatias/tenosinovitis/bursitis 68 74 66 70
Cardiocirculatorio
Insuficiencia valvular/cardiaca 13 10 14 20
Hipertensién/arritmias 56 48 57 60
Flebitis/varices 19 22 22 18
Dislipemias (no congénitas) 51 69 72 79
Coronariopatia 11 18 23 25
Otros
Hipoacusia 17 21 29 36
Distimias/depresion 31 78 | 100 | 100
Sindrome de Menier 2 1 3 2
Glaucoma 2 2 1 3
Prostatismo (*) 70 72 81 77
Otros (**) 5 3 4 3

Datos (aproximados al entero superior siguiente) expresados como porcentajes
de pacientes o controles para el afio previo al muestreo. (*) El porcentaje se
calculé sobre el total de mujeres o varones segtn correspondiera; (**) Varias
otras afecciones consideradas en conjunto.

Bioguimica clinica. Seguidamente se muestran los da-
tos de quimica clinica basal para los controles y subgru-
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pos estudiados considerados en su conjunto (hombres
y mujeres) (Tabla VII). A los fines de simplificar la pre-
sentacion de los datos se muestran solo los promedios
de los grupos Cy EA. Las diferencias entre sexos como
asi también las posibles diferencias dentro de cada sub-
grupo EA se comentardn en forma simultidnea. La ma-
yoria de los resultados no presento sesgo por el sexo con
excepcion de los valores de y-glutamiltranspeptidasa (y-
GT) ($<0,05) que fueron ligeramente mas altos en los
hombres que en las mujeres mostrando un incremento
de tipo fisiologico (sin significacion clinica pues se lo
atribuy6 a la mayor masa muscular). En el promedio
general de cada grupo (Cy EA) esta diferencia no se
vio reflejada. Hubo una tendencia estadisticamente no
significativa a una mayor trigliceridemia en las mujeres
tanto del grupo C como de cualquiera de los subgrupos
EA que fue muy discreta y estuvo en el orden del 15 al
19% (mayor que los valores promedio de hombres en
el correspondiente subgrupo). A su vez, los valores pro-
medio (para el total de integrantes de cada subgrupo)
de TAG fueron mas altos ($<0,01) para los pacientes EA
que para el grupo C. El colesterol total mostré diferen-
cias entre grupos con mayores valores dentro del grupo
EA que en el control ($<0,05). EI colesterol transpor-
tado por HDL fue menor ($<0,05) para el grupo EA
con un progresivo y significativo declive dependiente
del empeoramiento del cuadro clinico (se lo mostrara
en detalle mas adelante). A pesar de que normalmente
este parametro es menor en hombres que en mujeres,
esto no se observo en este estudio probablemente por
tratarse de personas de edad avanzada integrado por
mujeres post-menopausicas. En los promedios genera-
les el colesterol LDL fue mayor ($<0,01) para el grupo
EA comparado con el control y también mostré una
tendencia alcista con el progreso del cuadro clinico
dentro del grupo de los pacientes. La proteinuria fue
también mas alta en el grupo EA (p<0,05) sin que este
parametro tuviera diferencias ligadas al sexo. Sin em-
bargo, los valores de uremia y de depuracion de crea-
tinina endégena (como biomarcadores de la funcién
renal) fueron indistinguibles desde el punto de vista
estadistico. Los otros datos no merecen consideracio-
nes especiales con excepcién de una disminucién de
algunos valores hematimétricos (eritrocitos y hemoglo-
bina) dentro del grupo EA que también mostraron una
disminucién significativa con el empeoramiento del
cuadro clinico y sin asociaciéon con el sexo (de hecho,
los L-EA no presentaron diferencia con los controles
pero los I'IEA y S-EA mostraron disminuciones progresi-
vamente significativas). La eritrosedimentacion (prime-
ra hora) fue significativamente mas elevada ($<0,05) en
el grupo EA comparado con el C. Otros valores que no
son de determinacién rutinaria se comentaran en una
seccion aparte.
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Tabla VII. Resultados de andalisis de quimica clinica basica en los grupos experimentales

Parametro C EA Parametro C EA
Glucemia en ayunas (g/L) 0,89+0,16 0,92+0,25 | TGP (U/l) 22,8+5,9 23,1+4,1
Uremia (g/L) 0,35+0,14 0,40+0,12 | Fosfatasa alcalina (U/L) 201,0+9,2 189,7+11,5
Creatininemia (mg/L) 8,01+0,9 8,44+1,8 |y-GT (U/L) 24,9+7,7 20,1+8,1
Ac. Urico (mg/L) 45,0+5,5 48,9+9,4 Proteinemia (g/dL) 7,03+0,41 6,97+0,44
Colesterol total (mg/dL) 188,8+22,7a | 269,1+£33,3b | Hemograma

HDL-Colesterol (mg/dL) 48,8+2,2a 35,1+2,3b | Hemoglobina (g/dL) 14,2+1,0a 12,3+1,2b
LDL-Colesterol (mg/dL) 118,7+10,4a | 156,4+15,1b | Eritrocitos (.109/mm3) 4,40+0,80a 3,81+0,77b
TAG (mg/dL) 100,5+20,1a | 184,4+28,7b | Leucocitos (miles/mms3) 6,6+1,5 6,8+1,3
Proteinuria (mg/L) 6,5+2,3a 11,9+4,5b | Linfocitos (%) 32,1+4,4 33,4+3,5
Clearance de creatinina (mL/min) | 129,0+11,1 122,2+11,5 | Neutréfilos (%) 65,5+5,5 61,4+4,8
Albuminemia (g/dL) 4,11+0,22 3,99+0,33 | Eritrosedimentacién (mm/1ra.h)z 11,5+5,0a 25,8+ 1,3b

Todos los datos en promedios+DE. Las letras distintas junto a cada resultado indican diferencias significativas entre grupos para p<0,05 o menor.

Homeostasis del cobre: marcadores periféricos. Los da-
tos concernientes especificamente al metabolismo del
cobre que se pueden valorar en sangre periférica apare-
cen en la Tabla VIII.

Se observo un comportamiento diferencial entre las
dos proteinas circulantes a nivel periférico que estan
vinculadas al metabolismo del cobre. Por un lado, las
metalotioneinas (MTs) se mantuvieron sin diferencias
significativas entre Cy EA ni tampoco entre los subgru-
pos de EA. Por otra parte, la ceruloplasmina (CRP) se
hall6 mas elevada en los pacientes leves e intermedios
de EA pero fue de un valor indistinguible al del con-
trol en el grupo EA severo. A su vez, los pacientes I-EA
tuvieron menos CRP que los L-EA, sugiriendo un incre-
mento en los cuadros mads leves que con el tiempo de
evolucion decliné hasta alcanzar los valores del grupo
control. La cupremia (Cu total), en cambio, se incre-
ment6 en todos los grupos EA a medida que el cuadro
progres6 en comparaciéon con los valores registrados
para el grupo control. Lo mismo sucedi6 con el cobre
libre no unido a ceruloplasmina (NCBC) siendo en
este caso mucho mas notable el incremento registrado
en funcion de la severidad del cuadro. Estos cambios
quedaron reflejados en los cocientes entre Cu total o
NCBCy las proteinas MTs y CRP que mostraron un in-

cremento en los casos mas avanzados de EA respecto al
valor control. Aun mas significativo fue el aumento del
cociente NCBC/Cu total que representa a la fraccion
de la cupremia total no complejada a proteina.

Cobre en alimentos y en agua de bebida. Por medio de
la encuesta nutricional estandarizada retrospectiva se
estimo el total de cobre ingerido por dia y por integran-
te, y asimismo se calcul6 la cantidad de cobre organico
e inorganico basandose en los datos proporcionados
por la OMS para América Latina y el Caribe (http://
www.scielo.sa.cr/pdf/resp/v21In2/art09v21n2.pdf). Los
resultados se muestran en la Tabla IX.

Se distingui6 entre cobre inorganico y organico para
referirse a las sales minerales de este metal de transicion
(disueltas o en suspension coloidal) o a los compuestos
complejos (péptidos, proteinas, y otras sustancias organi-
cas de estructura variada que contienen al metal coordi-
nado o unido covalentemente) pues se sabe que su papel
es distinto en cuanto a su potencialidad toxica y capaci-
dad pro-oxidante. Las formas quimicas inorganicas del
cobre comprenden varias especies moleculares (6xidos,
hidroéxidos, oxicloruros, sulfatos y carbonatos principal-
mente). El cobre total ingerido por dia/integrante fue
indistinguible entre grupos. Cuando se ponderé esa ci-

Tabla VIII. Biomarcadores periféricos del metabolismo del cobre

Pardmetro Control Pacientes
C L-EA I-EA S-EA

Metalotioneinas (MTs, ng/mL) 4,12+0,11a 4,01+0,05a 3,93+0,10a 4,15+0,14a
Ceruloplasmina (CRP, mg/L) 248,5+14,4a | 286,7+22,1b | 260,3+10,3c 248,1+9,8a
Cupremia (Cu, ppm o mg/L) 14,9+1,1a 16,7+0,8b 18,9+0,7¢ 19,4+0,7c
Cobre libre no unido a CRP (NCBC, ppm) 0,13+0,02a 0,22+0,03b 0,30+0,02¢c 0,38+0,03d
Cocientes

[Cu/(CRP).103 59,9+4,0a 58,3+3,7a 72,6+3,3b 78,2+3,1c
Cu/ MTs 3,6+0,1a 4,2+0,1b 4,8+0,2¢c 4,7+0,2¢c
[NCBC/Cul.103 8,7+0,2a 13,2+0,3b 15,9+0,2c 19,6+0,3d

Todos los datos son promedios+DE. Las letras diferentes junto a cada resultado indican diferencias significativas entre subgrupos para p<0,05 o menor.
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Tabla IX. Estimacidn de los contenidos de cobre ingeridos

Pardmetro Control Pacientes

C L-EA I-EA S-EA
Cobre total
mg/dia 3,9+0,1a 3,5+0,2a 3,9+0,3a 3,6+0,3a
mg/2000 calorias 3,5+0,2a 3,8+0,2a 3,8+0,2a 4,1+0,3a
Cobre orgénico
mg/dia 3,6+0,1a 3,2+0,2a 3,5+0,2a 3,3+0,2a
mg/2000 calorias 3,2+0,3a 3,5+0,2a 3,4+0,2a 3,7+0,3a
Cobre inorganico
mg/dia 0,30+0,05a | 0,32+0,01a | 0,38+0,06a | 0,35+0,04a
mg/2000 calorias 0,33+0,04a | 0,31+0,02a | 0,36+0,05a | 0,32+0,04a
Cocientes
Organico/Total 0,92+0,11a | 0,91+0,20a | 0,90+0,15a | 0,92+0,23a
[Inorganico/Total].103 76,9+4,5a | 91,4+5,3a | 97,4+6,1b | 97,2+5,56b
[Inorganico/Organico].10% | 93,3+4,1a | 100,0+4,8b | 108,6+6,6b | 106,1+4,2b
Cobre en agua (ppm)* 0,99+0,16a | 0,95+0,24a | 0,95+0,17a | 0,97+0,25a

Todos los datos son promedios+DE. Los cocientes se efectuaron tomando los valores absolutos (mg/dia).
(*) Los datos consignados son promedios de un rango de las concentraciones extremas 0,30 y 1,96
ppm). Las letras diferentes junto a cada resultado indican diferencias significativas entre subgrupos

para p<0,05 o menor.

fra en relacion a las calorias-dia (estimadas por encues-
ta) tampoco aparecieron diferencias entre subgrupos.
Este cdlculo se efectu6 porque las calorias-dia no fue-
ron iguales para todos los integrantes del estudio (en
promedios+DE: 2,200+145 para C, 1,860+121 para L-EA,
1,799 para I-FEA y 1,720+102 para S-EA; todas las dietas es-
tuvieron comprendidas entre 25y 30 calorias/kg de peso
(o kcal). En relacion al subtipo de cobre adquirido por
medio de la alimentacién y en comparacion al del agua
de bebida y uso para coccion, la proporcién ingerida de
cobre organico en relacion al total fue la misma para to-
dos los subgrupos, pero no asi la de cobre inorganico que
mostro valores ligeramente mas altos ($<0,05) en los sub-
grupos EA respecto a los C. Asimismo, el promedio de la
concentracion de cobre en agua de bebida fue idéntico
entre los subgrupos a pesar de que varios integrantes uti-
lizaron fuentes de provision de agua distintas (agua de
red o de pozo). Este parametro merece un comentario
adicional pues los valores dependieron fuertemente de la
region o localizacion urbana del participante y se movie-
ron entre rangos muy amplios comprendidos entre 0,30y
1,96 ppm. Esto qued6 demostrado por el valor comparati-
vamente elevado de la DE de los datos (entre 18y 26% de
la media). En relacion a esta ultima cuestion se efectud
un relevamiento del nivel de cobre en la zona del Gran
La Plata mediante un muestreo en condiciones idénticas
a las implementadas durante el estudio (toma purgada).
Si se tiene en cuenta que el total de cobre inorgénico in-
gerido por dia/integrante fue de aproximadamente 0,35
mg/dia y que un litro de agua puede tener entre 0,30 y
1,96 mg, el papel desempenado por la ingesta de agua
sobre esta variable se torna absolutamente relevante. El
estudio se muestra en la Figura 1 en donde se graficaron

los resultados de este relevamiento en formas de curvas
de nivel que delimitan tres zonas mas o menos definidas
(una de ellas interrumpida por otra en dos sectores). Exis-
te un area de menor concentracion promedio (0,51+0,12
ppm, en verde), una de valores intermedios (0,92+0,23
ppm, en amarillo) y otra de valores muy altos (1,65+0,27
ppm, en rosado). La ultima delimita una franja que se di-
rige en direccién norte-sur y coincide con la denominada
“cuenca del arroyo El Gato”.

De estos resultados surgié que podria haber una rela-
cion o -correlacion estadisticamente significativa- entre
la zona de residencia y alguno de los parametros investi-
gados en este estudio. Lamentablemente, la encuesta nu-
tricional retrospectiva arroj6 datos poco confiables sobre
la cantidad de agua que cada participante ingiri6 por dia
(muy a pesar de haber sido modificada ex profeso para ser
mas precisa respecto de este parametro). Esta cuestion
impidi6 calcular de manera confiable el volumen-dia y
por consiguiente la ingesta de cobre inorganico a partir
de esta fuente, pero por lo antes considerado y teniendo
en cuenta que aproximadamente cada persona ingirio
un litro de agua/dia, la cantidad de cobre adquirida por
este medio debi6 ser considerable (1 mg o mas/24 h).

Biomarcadores de estrés y dafio pro-oxidativo. A conti-
nuacion se muestran (Tabla X) algunos biomarcadores
no convencionales o emergentes determinados en plas-
ma con el objeto de ponderar el impacto del estrés oxi-
dativo sobre lipidos y proteinas en Cy EA.

Los resultados concuerdan con un escenario de estrés
oxidativo y dano pro-oxidativo en la enfermedad de Alzhei-
mer. Se observé un incremento de la peroxidacion lipidica
demostrada por la elevacion progresiva de los TBARS con-
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Figura 1. Distribucion asimétrica de la concentracién de cobre en agua de consumo en el Gran La Plata

Los datos que se tomaron corresponden al promedio de dos anélisis de agua de la misma vivienda sepa-
rados una semana entre si. Fueron procesados y graficados para curvas de nivel por el software de Erdas
v.11.1y ajustados a tres zonas de valores promedio: bajo, intermedio y alto.

forme se agrava el cuadro clinico y una mayor carbonila-
cién proteica (elevacion de los PCs). Concomitantemente,
descendi6 la capacidad antioxidante total del plasma (en-
sayo FRAP) lo cual demostré un agotamiento del sistema
de defensa antioxidante no enzimatico. Esto tltimo estuvo
acompanado por una congruente disminucién del gluta-
tion reducido y un incremento del oxidado (con la con-
siguiente elevacion progresiva del cociente GSSG/GSH).

Perfil lipoproteico y marcadores de riesgo para enferme-
dad vascular. En la Tabla XI aparecen los resultados de

las determinaciones de apolipoproteinas y el calculo de
varios marcadores de riesgo vascular. De los resultados
mostrados en esta Tabla se desprende claramente que
toda la poblacion EA present6 elevacion significativa de
muchos de los indicadores de riesgo aterogénico con
independencia del estadio clinico de la patologia. Esto
concordo con estimadores groseros del riesgo vascular
proyectado a 10 anos de evolucion.

Se observo que ni el colesterol total (CT) ni ningu-
na de sus fracciones (HDL-C, LDL-C) o los triglicéri-
dos (TAG) mostraron una relacion clara con el estado

Tabla X. Estado redox y biomarcadores de dafo pro-oxidativo en plasma

Biomarcadores Control Pacientes

(o L-EA I-EA S-EA
TBARS (uM) 0,80+0,11a | 2,11+0,21b | 2,56+0,15c | 2,77+0,20d
Carbonilos proteicos 0,39+0,05a | 1,25:0,17b | 1,52+0,20c | 1,81:0,15d
(PCs) (nmoles/mg.prot.)
Ensayo FRAP (uM) 1,118+66a 859+97b 802+75¢c 744+56d
Glutation reducido (GSH) (uM) 808+44a 687+52b 656+40c 640+£29c
Glutation oxidado (GSSG) (M) 79+11a 112+26b 137+19c 149+21d
[GSSG/GSH].103 97,8+5,5a 163,0+8,3b | 208,8+12,4c | 232,8+14,1d

Todos los datos son promedios+DE. Las letras diferentes junto a cada resultado indican diferencias significativas

entre subgrupos para p<0,05 o menor.
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Tabla XI. Perfil lipoproteico en plasma

Pardmetros* Controles Pacientes

C L-EA I-EA S-EA
Colesterol total (mg/dL) 188,8+20,7a 256,0+15,5b 261,0+18,3b 201,4+21,1a
HDL-colesterol (mg/dL) 48,8+2,2a 37,3+3,0b 32,1+2,8c 33,0+4,1c
LDL-colesterol (mg/dL) 118,7+12,3a 150,5+11,1b 157,3+9,4c 148,7+10,1b
TAG (mg/dL) 100,5+20,1a 170,5+23,3b 189,2+18,8c 183,5+16,5¢c
LDL-oxidada (mg/dL) 0,44+0,02a 0,57+0,10b 0,88+0,07¢c 1,11+0,10d
[Ox-LDL/LDL].103 3,12+0,08a 3,80+0,10b 5,59+1,03c 7,46+0,92d
TAG/HDL-C 2,06+0,10a 4,57+0,23b 5,89+0,34c 5,56+0,41c
CT/HDL-C 3,87+0,16a 6,86+0,90b 8,13+1,10b 6,10+0,82b
LDL-C/HDL-C 2,43+0,22a 4,03+0,38b 4,90+0,35b 4,51+0,55b
Riesgo (%)** 9+2a 21+3b 25+4b 29+3c
Apolipoproteinas
Lipoproteina(a) (mg/dL) 11,8+1,6a 18,7+2,0b 27,1+1,5¢ 33,0+1,1d
Apo-D (mg/dL) 22,2+2,3a 18,1+1,5b 16,7+0,8b 16,5+0,7b
Apo-B (mg/dL) 79,5+7,7a 112,2+4,1b 123,4+5,0c 117,7+3,9d
Cocientes
Apo-Al (mg/dL) 176,2+10,9a 161,2+5,8b 141,1+10,3c 145,5+8,0c
Apo-B/Apo-Al 0,45+0,04a 0,70+0,10b 0,87+0,07c 0,81+0,08c
Apo-B/Apo-D 3,68+0,12a 6,20+0,18b 7,39+0,23b 7,13+0,18b
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(*) Todos los datos son promedios=DE. Las letras diferentes junto a cada resultado indican diferencias significativas entre
subgrupos para p<0,05 o menor. (**) Calculado como promedio del riesgo vascular a 10 afios proyectado por los estimadores

descriptos en la parte metodolégica.

evolutivo de la enfermedad de Alzheimer. Sin embargo,
todos esos parametros estuvieron significativamente
mas elevados en los pacientes comparados con los con-
troles ($<0,05 o menor). Mucho mas interesante fue
el comportamiento de la fracciéon peroxidada de HDL
que se increment6 en los I-EA y S-EA respecto de los C
y este incremento se vio claramente ligado al estadio
de la enfermedad. Esto ultimo se reflejé en el cociente
Ox-LDL/LDL. Asimismo, la proporciéon entre TAG o
CT y HDL-C fue mas alta en los pacientes que en los
controles aunque nuevamente no se observé una clara
dependencia con el estadio clinico. Todos estos para-
metros significaron un progresivo aumento del riesgo
de enfermedad vascular para los pacientes EA reflejado
en un aumento con el agravamiento de la patologia de
base. Por el contrario, la Lp(a) (lipoproteina “a”) que
se emplea como marcador pro-aterogénico se encon-
tré claramente incrementada en los pacientes EA con
una visible dependencia con el estadio evolutivo. Las
apolipoproteinas D, B y Al correlacionaron con los va-
lores de HDL colesterol (D y Al) y LDL colesterol (B),
mientras que las relaciones entre Apo-B100/Apo-Al y
Apo-B100/Apo-D mostraron significativos incrementos
en los sub-grupos EA comparados con los controles.

Evaluacion cognitiva. Se llevo a cabo la evaluacién cog-
nitiva mediante el test MMSE (como ya se aclar6é en una
version validada para espanol rioplatense) de todos los

integrantes del estudio (C y EA) en un entorno con-
trolado o estandarizado, en silencio y sin intrusiones.
Esta prueba puntiia como maximo 30 y los items estan
agrupados en 5 apartados que consideran orientacion,
memoria inmediata, atencién y calculo, recuerdo dife-
rido, lenguaje/simbologia y construccion. Para la com-
probaciéon de la memoria inmediata (o memoria de
fijacion o de trabajo) cada pausa fue de 1 segundo, y
se le repiti6 la serie hasta 5 veces aunque en este apar-
tado solo se registraron las respuestas obtenidas tras la
primera serie. La intencion de las repeticiones (las que
fueron necesarias, pero hasta el limite referido) fue que
el participante las aprendiera para la subsiguiente eva-
luacién en el apartado de memoria diferida. En el drea
de lenguaje y construccion, se comprobé la posible pre-
sencia de trastornos afasicos, de apraxia ideatoria, de
apraxia de construccion, etc. Se consideré un valor de
corte “promedio” de 24 puntos; sin embargo, se debe
aclarar que en cada caso se tuvo en cuenta el nivel de
instruccion y se emple6 una Tabla de ajuste como la
que aparece a continuacion (Tabla XII) y que es una
adaptacion hecha por Crum et al. (147).

Los resultados indicaron diferencias muy significa-
tivas (p<0,01) respecto al control para cada estadio cli-
nico del EA. Existi6 muy escasa superposicion de valo-
res al cambiar de subgrupo (lo cual concuerda con las
bajas medidas de dispersion de los datos en torno a la
media). El cociente EA/C reflej6 el deterioro relativo
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Tabla XII. Tabla de ponderacién para el MMSE

1824 |25-29 |30-34 [4539 4044 |4549 [5054 |5559 |e0-64 |6569 |7074 |7579 [s0-84 |>84
Estudios elementales

22 |25 |25 |23 |23 |23 [23 [22 |23 [22 [22 [21 |20 |19
Estudios primarios

27 |27 |26 |26 |27 |26 |27 |26 |26 [26 [25 |25 |25 |23
Estudios medios

29 |20 |29 |28 |28 |28 [28 |28 |28 |28 |27 |27 |25 |26
Estudios superiores

20 |29 |29 |20 |20 |29 |29 |29 [29 |20 |28 [28 |27 |27

En la primera fila se indican los rangos de edades (expresados en afios) y en las siguientes el nivel académico del integrante examinado con los valores de

corte correspondientes.

Tabla XIIl. Evaluacién cognitiva por medio del MMSE

| Controles Pacientes
Parametros C LEA I EA SEA
MMSE 29,5+0,9a 20,0+2,3b 14,5+1,7¢c 6,1+2,0d
Valores extremos [27-30] [17-26] [9-16] [0-12]
AE/C - 0,68+0,03a | 0,49+0,02b | 0,24+0,01d
PCRC - -32,2+2,1a -50,9+3,0b -75,9+4,4c

Todos los datos son promedios+DE. Las letras diferentes junto a cada resultado indican diferencias
significativas entre subgrupos para p<0,05 o menor.

de la variable MMSE para cada subgrupo, mientras que
el porcentaje de cambio respecto al control (PCRC)
indic6 un progresivo empeoramiento de la variable es-
tudiada a medida que se agravé el cuadro clinico. Es
importante consignar que dentro del subgrupo clasifi-
cado como L-EA con un MMSE de 20,0+2,3 se inclu-
yeron algunos pacientes con deterioro cognitivo leve
(DCL) que no esta claro aun si se trata de pacientes
que evolucionaran (o no) a casos de EA propiamente
dichos. Este grupo de pacientes con queja cognitiva
tuvieron puntajes dentro del rango 23-26 y constituyo
el 24% del total dentro de su categoria (9 de 37). Por
otra parte se determiné el contenido de los péptidos
BA en plasma periférico midiéndose por separado los
fragmentos 1-40 y 1-42, encontrandose los resultados
que se indican en la Tabla XIV.

Segun lo detallado por el fabricante del equipo co-
mercial los datos (expresados en concentracién pM)
deberian esperarse en valores promedio de 5,25y 58,47
para los fragmentos BA1-40 y fA1-42, respectivamente.
El método tiene una deteccion lineal entre 1y 100 pM,
con casi 100% de especificidad y aproximadamente 95%
de recuperacién. Se observé que en la poblaciéon con-
trol los resultados obtenidos se hallaron dentro de los
rangos esperados. Sin embargo, hubo un incremento
significativo del BA1-42 que acompano al agravamiento
del cuadro clinico. No sucedié lo mismo con A1-40
que unicamente tuvo valores elevados para el subgru-
po que padecia EA severo. El cociente BA(1-40) /(1-42)
también se increment6 paulatina y significativamente
a medida que los pacientes empeoraron su condiciéon
clinica. Esto ultimo quedo fielmente reflejado en los

Tabla XIV. Evaluacién de la concentracion plasmética de SA

Pardmetros* Controles Pacientes

c L-EA I-EA S-EA
pA1-40 4,31+0,81a 4,44+0,72a 5,07+0,55a 7,66+1,18b
pA1-42 55,10+2,23a | 67,20+2,34b | 85,8+3,37c | 146,9+4,15d
BA(1-42)/(1-40) 12,78+3,04a | 15,14+2,93b | 16,92+3,04c | 19,18+3,26¢
PCRC - 18,5+1,7a 32,3+2,2b 50,1+3,4¢

(*) Todos los datos (pM) son promedios+DE. Las letras diferentes junto a cada resultado indican diferen-
cias significativas entre subgrupos para p<0,05 o menor.
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porcentajes de cambio calculados para cada subgrupo
respecto del control.

Estudios de correlacion y regresion. Se llevaron a cabo
estudios de correlacion y de regresion entre variables
seleccionadas para investigar en primer término si
existia una correlacion entre los valores de algunos de
estos biomarcadores entre si y en segundo lugar para
determinar si los valores de la variable MMSE correla-
cionaban particularmente de manera significativa con
el colesterol, el nivel de cobre y/o la concentracion de
péptidos BA. En algunos casos se efectuaron ajustes y
ponderaciones que se indicaran en cada caso. Antes
de considerar estos resultados, cabe consignar que me-
diante analisis por ANOVA-Tukey (como fest post-hoc) se
constaté que las diferencias entre el nivel de cobre en
agua de bebida/uso alimenticio fueron significativas
(p<0,01) para cualquier par de comparaciones en las
tres zonas urbanas delimitadas por el muestreo. En este
estudio hubo tomas correspondientes a integrantes del
estudio y otras adicionales de no integrantes. Conside-
rando solo a los integrantes, no fue factible establecer
una ponderacion confiable por el tiempo de habitaciéon
dentro de cada zona, lo cual hubiera sido muy intere-
sante desde el punto de vista de la influencia de esta va-
riable (cobre en agua) sobre los niveles de Cu, NCBC o
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cuproproteinas en sangre periférica. Sin embargo, si se
pudo establecer que el 100% de las muestras correspon-
dientes a integrantes representaron mas de un ano (el
inmediatamente anterior al estudio) de permanencia
dentro de una zona en cuestién. Un 83% correspondio
amds de 10 anos, 11% al intervalo 5-10 anos, y el resto
(6%) a un periodo mayor a 1 pero menor a 5 anos. Si
se toman las otras variables continuas que se determina-
ron y se las pondera o ajusta por la duracién del cuadro
clinico, es posible efectuar una multicorrelacion entre
ellas (damero de Pearson), lo cual resulté en los datos
mostrados en las Tablas XV y XVI, que estudiaron los
posibles vinculos —entre el cambio de pares de variables
que se considere— para: (a) la concentracion de cobre/
cuproteinas vs el nivel de estrés oxidativo/dano oxidativo
en el primer caso; y (b) los niveles de cobre vslos biomar-
cadores del metabolismo lipoproteico en el segundo caso.
Los datos significativos se indicaron con un asterisco. Por
simplicidad no se consignaron los niveles de significacion
pero en todos los casos fueron =0,05.

Se puede ver claramente que existié un vinculo evi-
dente entre el nivel de Cu y especialmente el de NCBC
(los coeficientes son mas cercanos a la unidad compa-
rados con los de Cu) y las variables que indicaron estrés
o dano oxidativo. El valor del NCBC estuvo en correla-
cion positiva con la cupremia total. También correlacio-

Tabla XV. Correlacion entre pares de variables seleccionadas (preajustadas por tiempo de evolucion)
para pacientes en relacion al dafio pro-oxidativo y nivel de cobre/cuproproteinas

Pardmetros NCBC MTs CRP TBARS PCs GSSG/GSH | FRAP | Ox-LDL
Cu 0,77* 0,62* 0,55* 0,42* 0,35* 0,30* 0,33* | 0,58*
NCBC 0,71* 0,50* 0,66* 0,41* 0,34* 0,40* | 0,70*
MTs 0,29* 0,12 0,09 0,14 0,03 0,07

CRP 0,30* 0,27* 0,25* 0,22* | 0,41*
TBARS 0,77* 0,81* 0,69* | 0,88*
PCs 0,65* 0,47* | 0,50*
GSSG/GSH 0,72* | 0,64*
FRAP 0,55*

Tabla XVI. Correlacion entre pares de variables seleccionadas (preajustadas por tiempo de evolucién)
para pacientes en relacién al metabolismo lipoproteico y nivel de cobre

Parametros NCBC CT | HDL-C | LDL-C TAG Lp(a) | ApoA | ApoB | Apo D
Cu 0,77* | 0,05 | 0,12 0,03 0,01 0,10 0,08 0,05 0,09
NCBC -0,02 | 0,04 0,05 -0,03 0,07 -0,02 | -0,07 0,05
CT -0,44* | 0,36* | 0,28* | 0,35* | -0,27* | 0,31* | -0,26*
HDL-C -0,25* | -0,23* | -0,26* | 0,46* | -0,37* | 0,54*
LDL-C -0,15 | 0,33* | -0,29* | 0,40* | -0,37*
TAG 0,14 | -0,11 | 0,32* | -0,13
Lp(a) -0,30* | 0,42* | -0,28*
Apo A -0,561* | 0,35*
Apo B -0,29*
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naron entre si y en forma positiva las dos cuproprotei-
nas analizadas (MTs y CRP).

Es interesante observar que los parametros del perfil
lipidico y apolipoproteico no guardaron ninguna co-
rrelacion evidente con los valores de cupremia total ni
con el de cobre libre. Este resultado sugirié que no son
variables que se influencien mutuamente y deberian
considerarse como independientes. Existieron otras co-
rrelaciones entre marcadores del metabolismo lipidico
que reafirmaron conocimientos previos, tales como el
vinculo inverso entre colesterolemia total y HDL-C o el
directo con LDL-C. A su vez HDL-C y LDL-C mostraron
una correlacion inversa entre ellas. En cuanto a las apo-
lipoproteinas, se observo claramente que hubo una co-
rrelacion positiva entre Apo D o Apo Ay HDL-C, o entre
Apo B o Lp(a) con LDL-C al tiempo que ambos subti-
pos de apolipoproteinas se vincularon entre si de ma-
nera negativa. La inica correlacion positiva significativa
para el nivel de triglicéridos se encontré con la concen-
traciéon de Apo B. Los resultados fueron congruentes
con el rol que desempenan estos marcadores lipidicos
(y las apolipoproteinas asociadas) en los procesos me-
tabdlicos de transporte de colesterol hacia la periferiay
viceversa: transporte reverso periferia > higado > ruta
excretoria.

Considerando ahora la variable que resulté de ma-
yor interés -MMSE- se llev6 a cabo en primer término
una correlaciéon con los biomarcadores del perfil de
apolipoproteinas (Tabla XVII) y luego un estudio de
regresion ajustada y correlacién con el resto de las va-
riables del metabolismo del colesterol.

En la Tabla XVII se muestran nuevamente las corre-
laciones entre apolipoproteinas al solo efecto de otor-
gar un marco de referencia. Lo mas importante es des-
tacar el hallazgo de correlaciones positivas significativas
entre MMSE y Apo D o Apo A, que a su vez correlacio-
naron positivamente entre siy se hallaron directamente
vinculadas al nivel de HDL-C tal como se mostr6 en los
resultados anteriores. Por otro lado, se observo una co-
rrelacion negativa entre MMSE y Apo B o Lp(a) (que
correlacioné positivamente entre si y estuvo intimamente
asociada al nivel circulante de LDL-C e indirectamente
vinculada con la concentracion de HDL-C). Teniendo en
cuenta los resultados de estos ultimos analisis se proce-
di6 a regresionar y correlacionar los datos de MMSE

con los marcadores del metabolismo del colesterol que
usualmente se emplean en la clinica. En primer térmi-
no se examino la variable colesterol total (CT) (Fig. 2).

Figura 2. Regresion y correlacién entre MMSE y CT
(preajustadas por tiempo de evolucién) para el grupo EA
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En forma de linea de guiones se marcé la zona de
corte (ZC) promedio para MMSE y en linea de puntos
el valor maximo de esa variable.

Por debajo de la zona de corte (solo hay pocos pa-
cientes por encima o sobre la misma linea ZC que co-
rrespondieron a DCL) se observ6 una nube de puntos
con un débil patrén de correlaciéon entre MMSE y CT
que sugiri6 la inutilidad de CT como un predictor de
los valores de MMSE obtenibles. Por ejemplo, conside-
rando para CT el valor limite de 200 mg/dL el MMSE
cambi6 en un rango tan amplio como 10 a 26 (valo-
res que reflejarian desde un leve problema cognitivo
hasta una demencia clinicamente muy importante).
En la Figura 2 se muestra claramente que el 65% del
total de los pacientes (n=122) se encontr6 dentro del
rango de concentraciones de CT comprendido entre
200y 300 mg/dL sin que esto se asocie indudablemen-
te a valores acotados de MMSE. Solo el 16% mostré va-
lores inferiores a 200 mgdL y el 19% tuvo valores muy
patolégicos por encima de 300 mg/dL. Los ensayos de

Tabla XVII. Correlacion entre pares de variables seleccionadas (preajustadas por tiempo
de evolucién)para pacientes en relacion al valor del MMSE y lipoproteinas

Parametros Apo D Apo B Apo A Lp (a)

MMSE 0,37*(0,02) | -0,20* (0,05) 0,35* (0,02) -0,24* (0,04)
Apo D -0,29* (0,02) 0,35* (0,01) -0,28* (0,01)
Apo B -0,51* (0,01) 0,42* (0,01)
Apo A -0,30* (0,01)

Entre paréntesis aparecen los niveles de significacién (p, redondeado al centesimal superior siguiente)
para cada cruza de variables
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correlaciones lineales o no lineales no arrojaron da-
tos significativos. Se prosiguié entonces a investigar la
correlacion entre MMSE vy las sub-fracciones del trans-
porte del colesterol plasmatico previo ajuste de cada
variable por el tiempo registrado de evolucion desde el
diagnostico hasta la toma de muestra (con el error o la
limitacion derivada del hecho que este tiempo nunca es
del todo confiable debido a la dilacién que existe entre
la percepcion de la queja cognitiva —a veces muy subje-
tiva—y el diagnoéstico neurolégico propiamente dicho).
No obstante las limitaciones que esto pudiera tener,
se obtuvo una clara correlacion positiva y significativa
(p<0,02) entre MMSE y HDL-C (Fig. 3).

Figura 3. Regresion y correlacién entre MMSE y HDL-C
(preajustadas por tiempo de evolucién) para el grupo EA
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A pesar de la claridad matematica de la correlacion,
ésta no fue en absoluto lineal sino que se ajust6 a una
curva polinomial de tercer grado. Esto sugiri6 que a va-
lores muy bajos o bajos de HDL-C existi6 un gran efecto
sobre la prediccion (correlacion casi lineal) de MMSE,
pero a valores superiores a 35 la variable para la cogni-
ci6n entr6é en una meseta casi insensible a la variacion
de la concentracion del colesterol transportado por
HDL. Similarmente se encontré una correlacion fuerte
con la fraccion LDL-C. Si se observa su conducta (Fig.
4), destaca su comportamiento casi especular respecto
del obtenido para su contraparte metabdlica el HDL-C.
En este caso el ajuste se produjo también a una ecua-
ci6én cuadrdtica pero se traté de una inversa polinomial
de tercer orden.

Tal como se indic6 para el caso del HDL-C el efec-
to de la variable LDL-C sobre MMSE es disimil segtin
sea el rango de concentraciones considerado. Hay poco
efecto deletéreo cuando los valores de LDL-C son ba-
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Figura 4. Regresion y correlacion entre MMSE y LDL-C
(preajustadas por tiempo de evolucién) para el grupo EA
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jos o muy bajos y luego de superar aproximadamente
los 170 mg/dL se produjo una pronunciada influen-
cia negativa (asintoticamente lineal) sobre los valores
de MMSE. Una variable que vincula al metabolismo
lipidico con el dano pro-oxidativo (caracteristico en
pacientes EA) es la concentracion plasmatica de LDL
oxidado (Ox-LDL). Esta no se ha constituido aun en
una determinacion clinica rutinaria; sin embargo, ame-
rita un analisis especial porque su vinculacion con el
desempeno cognitivo estimado por medio del MMSE es
mas potente aun que todas las variables analizadas hasta
ahora (Fig. 5).

Figura 5. Regresion y correlacion entre MMSE y Ox-LDL
(preajustadas por tiempo de evolucion) para el grupo EA
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Quizas esta evidencia resulte ttil para apoyar su in-
troduccién en la practica clinica como un pardmetro
confiable de tipo predictor o como control evolutivo de
los pacientes con EA. Las otras variables criticas son las
referidas al nivel de cobre total (Cu) y de cobre libre
no ligado a ceruloplasmina (NCBC). La correlacién en-
tre MMSE y Cu proporcion6 una nube de puntos con
una respuesta poco clara y de bajo nivel de correlacion
(%=0,35 para una significacién $<0,07; no mostrado).
Esta conducta fue algo similar a lo acontecido para el
caso de CT pero atin menos definida en términos de
tendencia. Sin embargo, no sucedié lo mismo cuando
se consider6 la concentracion de NCBC que mostro la
significativa correlacion lineal negativa (con MMSE)
que se muestra en la Figura 6. E1 NCBC es otra variable
que no integra los protocolos de analisis de pacientes
neurolégicos y que deberia ser tenida en cuenta aten-
diendo a su clarisima correlacion lineal.

Figura 6. Regresion y correlacion entre MMSE y NCBC
(preajustadas por tiempo de evolucién) para el grupo EA
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Los valores determinados para MMSE se estudiaron
en funcién de su posible correlacién con los datos del
cociente A(1-42)/(1-40), para lo cual fueron ponde-
rados como ya se menciono, ajustados al mejor polino-
mio, y evaluados en términos de significancia estadistica
(Fig. 7). Se observé una significativa correlacién inversa
que mostr6 una zona inicial de aparente insensibilidad
entre las variables (rango de valores del cociente MMSE
que no cambiaron sustancialmente con los valores de
BA) y que se localizé dentro de los primeros estadios
de la enfermedad (DCL/L-EA). Sin embargo, de forma
abrupta se constaté una fuerte caida casi lineal hacia
valores compatibles con cuadros mas avanzados de EA.
El perfil de esta curva de ajuste fue sugestivamente si-
milar al hallado para la correlacion entre MMSE y nive-
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les plasmaticos de LDL-C y respondi6 al mismo tipo de
polinomio (inverso de tercer orden). Nétese especial-
mente que la zona de rapido declive se inici6 en valores
del cociente BA que fueron cercanos a 17 (coincidentes
con los valores de la Tabla XIV en donde este pardme-
tro se hizo discriminativo para pacientes con EA inter-
medio y severo).

Figura 7. Regresidn y correlacion entre MMSE y BA(1-42)/(1-40
(preajustadas por tiempo de evolucion) para el grupo EA
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Finalmente, se estudi6 la influencia conjunta de las
variables lineales estadisticamente mas potentes (Ox-
LDL y NCBC) sobre MMSE. Para eso se defini6 la fun-
cion auxiliar FAE (funcion de adicion de efectos) de-
finida como la suma de las variables Ox-LDL y NCBC
normalizadas en términos de unidades de desviacion
estandar (Pe = [P-Ppg] / DEpg); FAE = Pe (Ox-LDL)
+ Pe (NCBC). La atribucién de definir una adicion (y
no otra operacion aritmética) descansé en la respues-
ta lineal confiable de ambas variables continuas fren-
te al MMSE. Por otro lado, la normalizacion empleada
contemplé que ambas variables ponderen de manera
semejante en el resultado final de la adicion pues Ox-
LDL cambi6 entre los extremos 3,0 y 11,5 mientras que
NCBC vari6 dentro del rango 3,4 y 15,0. De modo que
fue esperable que FAE tomara algtn valor (en el espa-
cio continuo) entre 6 y 27. De esta forma se obtuvo el
analisis que se muestra en la Figura 8.

En este analisis (a pesar de ser obtenido a partir de
una variable de calculo o impura) claramente se obser-
v6 un refuerzo de la correlacion lineal negativa. La de-
pendencia entre FAE y MMSE super6 a las halladas para
las variables Ox-LDL y NCBC por separado. La fuerte co-
rrelacion de alta significancia sugirié que ambos factores
ejercen un efecto aditivo (no lo podriamos catalogar
estrictamente de sinérgico debido a que se mantiene y



Figura 8. Regresion y correlacion entre MMSE y FAE
para el grupo EA
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consolida el ajuste lineal) sobre el decrecimiento que el
Ox-LDL y el NCBC conjuntamente fueron capaces de
ejercer sobre la variable MMSE. Asi, la determinacién
combinada (normalizada y aditiva) de Ox-LDL y de
NCBC se constituy6 sin duda alguna en el mejor mar-
cador clinico para el deterioro cognitivo de entre todos
los explorados en este estudio.

Discusion y Conclusiones

Es bien sabido que realizar protocolos experimenta-
les en humanos resulta sumamente complejo debido a la
cantidad de variables que se escapan a un control estricto
e introducen dispersién en los resultados. En el presen-
te estudio se siguié un protocolo de inclusion/exclusion
sumamente exigente y en consecuencia se desestimé la
inclusiéon de un nimero importante de controles y pa-
cientes con el fin de minimizar este problema y otorgar
mayor solidez bioestadistica a los resultados. Para esto se
siguieron recomendaciones internacionales (113) (148).
En la parte de resultados experimentales ya se ha descrip-
to y caracterizado a la poblacién estudiada, por lo que a
continuacion se hara hincapié en la cuestion central del
trabajo. Segiin lo mencionado en la introduccién, la hipo-
tesis de trabajo descansé en suponer que existe una aso-
ciacion o correlacion estadisticamente demostrable entre
la pérdida del desempeno cognitivo (atribuible a dano
neuronal/sinaptico) y los niveles circulantes de cobre y
colesterol. Estos dos factores podrian causar un efecto
aditivo o potenciador de la pérdida neuronal y deberian
reflejarse en cambios demostrables en la evaluacién cog-
nitiva mediante MMSE y/o en los valores de biomarcado-
res periféricos asociados al proceso amiloidogénico.
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Los factores de origen genético que predisponen a
la EA, o que contribuyen a su etiopatogenia y luego a
la progresion del deterioro cognitivo, son complejos de
determinar y en general costosos y dificiles de imple-
mentar como mecanismos de deteccion temprana y ma-
siva en periodos asintomaticos y en grandes poblaciones
(149) (150). De ahi que estudios tendientes a identificar
biomarcadores pronésticos que sean accesibles y confia-
bles se hayan vuelto una prioridad a nivel internacional,
especialmente en el tercer mundo. Los factores epige-
néticos como los estudiados aqui (colesterol transpor-
tado por diferentes apolipoproteinas, marcadores de
estrés oxidativo y cobre libre en sangre periférica) son
determinaciones cada vez mas sencillas de implemen-
tar en el laboratorio de Bioquimica Clinica de mediana
complejidad y por lo que ya se ha visto, tienen un gran
potencial en la practica asistencial (117) (151-158). En
este estudio se ha demostrado que la homeostasis del Cu
se encuentra seriamente alterada en los pacientes con
EAy que esto resulta en la elevacion de los niveles de Cu
total y Cu libre respecto de los hallados en la poblacion
general sana. Los resultados indican que la fraccion de
Cu circulante no complejada a ceruloplasmina seria la
responsable directa de los danos observados en la neu-
rodegeneracion tal como ha sido sugerido por varios es-
tudios previos efectuados en animales y humanos (16)
(18) (43-47)(78) (117) (160) (161). Probablemente este
efecto se extienda a otras proteinas captadoras de Cu
como las metalotioneinas (MTs), y varios polipéptidos
del muy complejo sistema homeostatico que posee este
metal en el organismo (162-176). Varias investigaciones
demostraron que el Cu se libera durante el proceso
normal de neurotransmisiéon y alcanza en el espacio
intersinaptico concentraciones zonales de hasta 15 pM
(112) (168) (177) (178) (lo que resulta varias veces supe-
rior a lo hallado en otras zonas histolégicas, o en zonas
no sinapticas del tejido cerebral) y también desde hace
tiempo existe evidencia que demuestra que este metal
favorece la deposicion de los agregados de péptidos
amiloides (BA) tanto in vitro como in vivo (15) (17) (56)
(162) (175) (179-181). A su vez, la acumulacién amiloi-
dogénica causa estrés oxidativo en el SNC (12) (15) (60)
(62)(63)(101) (182)(183). Estos efectos perjudiciales
se ven potenciados por varias razones especificas que
provocan la acumulacién de especies radicalarias (ROS
y RNS, especialmente). Dentro de la lista de razones se
destacan una tasa metabodlica muy elevada, altos niveles
de metales de transicion capaces de catalizar la forma-
cion del radical hidroxilo por medio de reacciones tipo
Fenton, preponderancia de acidos grasos poliinsatura-
dos (PUFAs), presencia de neurotransmisores auto-oxi-
dables, y sobre todo un sistema de defensa antioxidante
muy poco efectivo (38). En relacion con esta cuestion,
existe un debate acerca de si es el entorno pro-oxidativo
el que favorece la deposiciéon amiloidogénica, o por el
contrario, la formacién de placas de A son las que pro-

Acta Bioquim Clin Latinoam 2018; 52 (2): 151-83



174 Jomfuk CG et al.

mueven la oxidacion de metabolitos con formacion de
TBARs, PCs, etc. (184). A pesar de que esta cuestion
lleva anos en discusién, atn no hay evidencia contun-
dente para ratificar una u otra postura y lo mas factible
es que ambas sean ciertas (101) (183-185).

La dishomeostasis del cobre también esta involu-
crada en la etiopatogénesis de otras demencias como
las vasculares y enfermedades neurodegenerativas que
afectan tanto al SNC como al SNP (64) (65) (117) (161)
(162(184-186). Por otro lado, el colesterol también ha
sido vinculado a mas de un tipo de enfermedad neu-
rodegenerativa incluyendo la EA (56) (59) (66) (72) (74)
(75)(99) (100) (187). Es bien conocido que el colesterol
juega un rol central en el desarrollo normal y el man-
tenimiento de la fisiologia del SNC (189-192). Baste
mencionar que el cerebro representa sélo el 2% del
peso corporal de un adulto normal mientras que alli se
acumula el 25% del total de colesterol presente en todo
el organismo (193). El papel del colesterol en la etiopa-
togénesis de la EA llevo a disenar varias estrategias para
poder controlar o disminuir la incidencia/prevalencia
de esta enfermedad, empleandose desde medidas die-
téticas (6) (11) (54) (70) (100) (103) (106) (194-196),
hasta la prescripcion de estatinas (59) (69) (106), ambas
sin un éxito fehaciente (70). Estos intentos descansa-
ron en evidencia que sugeria que ain muy leves incre-
mentos del colesterol en sangre periférica causaban
un aumento significativo de la propensiéon a desarro-
llar EA (10). Existe ain controversia sobre el proceso
que vincula al colesterol con la formacién de péptidos
amiloides, aunque desde hace mucho tiempo esta cla-
ro que hay una interaccion directa del metal con el A
por formacioén de puentes entrecruzados entre restos
de tirosinas de la cadena peptidica y oligomerizaciéon
covalente con drastica disminucion de la solubilidad de
esos agregados (11)(54)(56)(66-68)(179)(197) (198).
Esto dltimo puede tener una decisiva importancia a la
hora de analizar el proceso etiologico subyacente en las
neurodegeneraciones, en especial en la acontecida en
la EA, ya que de ser cierta la hipotesis de un sistema
homeostatico fA-dependiente, pequenas elevaciones
del NCBC podrian causar significativas acumulaciones
de material amiloideo. Al menos en animales esto es
cierto, ya que cantidades traza de Cu inducen la acu-
mulaciéon de péptido BA y la formaciéon de placas se-
niles en cerebro de conejos hipercolesterolémicos (49-
52) seguida de la induccion por parte del BA de dano
pro-oxidativo y pro-apoptoético. Mas interesante aun es
el hecho que reciente informacioén experimental sostie-
ne con evidencia bioquimica y biofisica de un modelo
de posible sinergia cobre-colesterol, al menos en ratas
de la cepa Wistar alimentadas con dietas enriquecidas
en cobre y en colesterol (14)(20)(65)(199). También
en modelos animales este metal produce grandes alte-
raciones en el sistema de defensa antioxidante, tanto
enzimatico como no enzimatico, y provoca incremento
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de todos los marcadores de estrés oxidativo/nitrativo
(peroxidacion lipidica y carbonilaciéon de proteinas,
entre otros) lo cual también se observo en este estudio.
Este escenario activa sehales pro-apoptoticas mediadas
por caspasa-3 y otras rutas de muerte celular programa-
da dependientes de mili- y micro-calpainas, al tiempo
que se incrementa la muerte por necrosis y ocurren se-
veros danos de la calidad de los acilos grasos unidos a
lipidos complejos con disminucién de dacidos grasos po-
lienoicos y enriquecimiento de los saturados (20) (65)
(161) (196). Muchos de estos biomarcadores de estrés
oxidativo/nitrativo (tal como los definen Mangialasche
et al. (152) que se alteran en estos sistemas experimen-
tales también fueron analizados en muestras de plasmas
de sangre periférica de pacientes con diversos cuadros
neurodegenerativos como el mal de Alzheimer, mal de
Parkinson, y en demencias de origen vascular (20) (44)
(78) (117) (161).

Para darle sentido al posible papel del Cu en estos
procesos se investigd también el impacto de la polucién
por este metal en muestras de plasma de personas per-
tenecientes a poblaciones profesionalmente expuestas
(20) (130) (199) y en mujeres usuarias de dispositivos in-
trauterinos a base de Cu (Cu-DIU) (20)(200)(201) en-
contrandose sorprendentes incrementos del metal en
sangre periférica conjuntamente con varias alteracio-
nes del sistema redox (antioxidantes y enzimas de de-
fensa antioxidante, proteinas transportadoras de cobre
en sangre periférica, etc.). En relacién a esta cuestion
seria muy interesante llevar a cabo un estudio retros-
pectivo a gran escala de la incidencia y prevalencia de
los diferentes tipos de demencias entre estas poblacio-
nes expuestas a sobrecarga de Cu en comparaciéon con
grupos de referencia no expuestos. Hasta el presente
y en forma sucinta las principales conclusiones a las
que se arribo en los estudios con humanos fueron las
siguientes: (1) una estadisticamente significativa asocia-
cion entre el Cu plasmatico y cuadros neurodegenera-
tivos, en especial EA; (2) elevados niveles de Cu en pa-
rientes directos de pacientes con demencias vasculares
y correlacion de este biomarcador en la progresion del
cuadro clinico; (3) elevacion del nivel plasmatico de la
proteina transportadora de Cu ceruloplasmina (CRP)
en todos los grupos de pacientes dementes en respuesta
al componente inflamatorio de la neurodegeneracion;
(4) progresivo incremento de la concentracion de otras
proteinas involucradas en la homeostasis del Cu (en
especial MTs) en relaciéon con la gravedad del cuadro
demencial; (5) incrementos de los cocientes Cu/CRP
y Cu/MTs como indicadores de posible utilidad clini-
ca en la progresion de EA, pero no asi en el mal de
Parkinson o en las demencias vasculares (biomarcado-
res diferenciales); (6) correlacion entre la prueba de
desempeno cognitivo MMSE vy los niveles de Cu libre
(NCBC) con dependencia lineal para EA y mal de Par-
kinson, y polinomial para demencias vasculares; (7) cla-



ra dependencia del progreso de EA con el marcador
NCBC; y (8) valor predictivo de la determinaciéon de Cu
y del cociente Cu/CRP como evaluador de riesgo en
parientes directos de pacientes. Esta evidencia surgi6 a
partir de estudios anteriores y de la presente investiga-
cién (20) (45-46) (78) (102) (117) (161), de modo que se
ajusta y concuerda con los resultados aqui presentados
especificamente para el caso de la EA y prometen ser
de utilidad en la transferencia a la practica asistencial.
En cuanto al mecanismo intimo del dano que causa
la asociacion hipercolesterolemia — hiper NCBC (o ele-
vacion de la funcién de adicion FAE) es posible decir
que se ha comenzado a vislumbrar cudl seria su ruta
de progresion a partir de resultados en experimenta-
ciéon animal y en cultivos celulares (14)(20)(65) (66)
(82) (199). El fosfolipido acidico cardiolipina (CL) es
muy abundante en membranas mitocondriales de ce-
rebro de ratas Wistar alimentadas con dietas enriqueci-
das en Cu y colesterol. Este fosfolipido mostré que sus
cadenas laterales de dcidos grasos se encuentran mas
insaturadas en el SNC (enriquecidas en PUFAs sobre
todo 22:5y 22:6 de la serie esencial n-3). La mayor pe-
roxidabilidad de la CL inducida por NCBC se encontré
al analizar la corteza, el hipocampo, y la sustancia nigra
(20) (65) (66). De modo que la CL peroxidada podria
ser el agente causativo directo del dano neurolégico al
funcionar como senal precursora de la integracién del
apoptosoma y de la pérdida neuronal por muerte pro-
gramada via liberacién de citocromo ¢ desde la mito-
condria hacia el citoplasma (82) (202-205). Esto es alta-
mente factible a la luz de recientes evidencias biofisicas
presentadas por Arnal el al (65)(66) que demostraron
(en este modelo animal de sobrecarga de Cu y coleste-
rol) una alteracion de la permeabilidad y de la estruc-
tura de las membranas mitocondriales mediante deter-
minaciones de microviscosidad aparente y potenciales
trans-membrana (AW). La asociacion de altos niveles
de NCBC y colesterol provocaria la peroxidacion de
CL de un modo potenciado y, finalmente, la activaciéon
funcional del apoptosoma con la subsecuente pérdida
sinaptica y de cuerpos neuronales. Ese modo de accién
esta directamente vinculado no solo al colesterol per se
sino también a la formacion de productos de peroxi-
dacién del colesterol dentro del SNC, tales como por
ejemplo los oxicolesteroles y los secosteroles aldehidi-
cos que se sabe contribuyen a conformar el apoptoso-
ma y danar la barrera hematoencefilica (73) (74) (103)
(105) (213). Todos los fenémenos pro-oxidativos del
sistema nervioso central terminan desencadenando un
cuadro inflamatorio crénico (gliosis reaccional) que se
sabe concluye en muerte celular programada (31) (32)
(65) (66) (80) (82) (87) (108) (109) (111) (117) (208-211).
Algo similar acontece con la etiopatogénesis de otras
enfermedades neurodegenerativas (89) (90) (212). Una
cuestion crucial que merece ser estudiada a la luz de
este mecanismo es el papel desempenado por la barre-
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ra hematoencefalica. Se conoce que el colesterol peri-
férico esta mayormente esterificado y que, en cambio,
el cerebral esta en enorme proporcion al estado libre
(65) (66) (71) (72) (206) (207). También se sabe que la
barrera hematoencefalica funciona regulando la ho-
meostasis del cobre de un modo altamente sofisticado
(175) (176) (208). De modo que la alteracién de ambos
factores epigenéticos en la sangre periférica deben pro-
ducir algun tipo de dano (muy probablemente de cau-
sa pro-oxidativa) en la integridad y en la funcién de la
barrera hematoencefalica para permitir que esos cam-
bios orquesten las alteraciones antes descriptas dentro
del SNC. Ya existen algunas evidencias en animales que
soportan esta suposicion y que podrian también darse
en el caso de humanos (14)(20) (66) (169), aunque es
un campo de investigaciéon que sin dudas requiere de
muchos mas esfuerzos para ser esclarecido. Esta teoria
del dano pro-oxidativo especificamente sobre la estruc-
tura —y funcién— de la barrera hematoencefalica causa-
do por agentes pro-oxidantes como el NCBC (45) (213)
(214) y los oxicolesteroles (73) (74) (103) (105) (213) ha
sido la base sobre la cual se implementaron en la prac-
tica clinica terapias antioxidantes en pacientes con EA
(17)(83) (113) (215-219).

Finalmente, resulta pertinente hacer un comentario
sobre la prevalencia e incidencia de la hipercolesterole-
mia y de la hipercupremia en este medio y en el mundo
para darle mayor pertinencia clinica a los resultados de
este estudio. El requerimiento de Cu en humanos es de
aproximadamente 1,0 mg/dia (depende del IMC, del
sexo, la raza, la edad y el estado clinico general), y la
RDA (Recommended dietary allowances) establecida por la
FDA (Food and Drug Administration, EE.UU.) tiene como
valores limites maximos aceptables 1,80 mg/dia (20)
(65) (66). En el Reino Unido, Australia y Europa la RDA
desciende a valores de 0,95 mg/dia. La dieta occidental
tipica —sobre todo en América Latina y el Caribe— pue-
de llegar a contener hasta 4,20 mg cada 2.000 calorias/
dia (20). La OMS (Organizacion Mundial de la Salud)
estimo las necesidades de ingesta minima diaria para el
cobre en humanos en 0,60 mg/dia para mujeres y 0,70
mg/dia para hombres y sugiere no sobrepasarlas (220).
Lo concreto es que en la actualidad ain no se cuenta
con datos certeros sobre los indices LOAEL (Lowest Ob-
served Adverse Effect Level) o NOAEL (Non-Observed Adver-
se Effect Level) que hayan sido determinados de manera
confiable mediante experimentacion en humanos. En
relacion con este tema, baste mencionar que suplemen-
tos minerales y vitaminicos de venta libre en Argentina
y varios paises del mundo contienen hasta 3 mg de Cu
inorganico por dosis y suelen recomendarse dos o mas
dosis diarias (20) (66). Como ya se dijo, el uso del DIU es
otra fuente comun de exposicion a Cu inorganico (20)
(200) (201) (especialmente oxicloruro de cobre) y quizas
en esa practica anticonceptiva tan difundida se asiente la
explicacion de la prevalencia de EA en mujeres (222) so-
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bre todo si han sido hipercolesterolémicas. Se sabe des-
de hace anos que el uso del DIU conlleva la liberacion
de Cu inorganico (o libre) a la circulaciéon sanguinea
comprendida dentro del rango 43-83 pg Cu/dia, y esta
cantidad podria ser aun mayor dependiendo del tipo
de dispositivo de cobre usado (223)(224). Algunos in-
vestigadores han propuesto que pequenos incrementos
de Cu plasmitico de solo 1 pmol/L correlacionan con
un 80% de aumento de riesgo para contraer la EA'y
una significativa disminucion de las funciones neuro-
fisiol6gicas centinelas y de desempeno cognitivo (47)
(225). A esta cuestion de la sobrecarga involuntaria de
Cu no ligado, se le debe sumar la epidemia de hiperco-
lesterolemia que viene sufriendo la humanidad desde
hace décadas y para lo cual no es necesario abundar en
datos epidemiolégicos (226) (227). La investigacion de
las fuentes posibles de sobrecarga de Cu en humanos
dejo en claro que existen tres que son relevantes: (i)
suplementaciéon mineral de venta libre, (ii) polucién
ambiental (incluyendo aqui actividades laborales, re-
sidencia en cercanias a ciertas manufacturas como las
de empresas de electronicos y esmaltados, empleos de
dispositivos de amalgamas de cobre en el organismo,
etc.), y (iii) fundamentalmente el agua de bebida y de
coccion de alimentos (20). En todo el mundo y desde
hace anos se insiste en la investigaciéon y en un control
mucho mas exhaustivo del nivel de Cu en aguas de uso
humano/domiciliario  (40) (49) (50) (82) (88) (91) (92)
(95) (96) (187) (221), sin que toda esta evidencia expe-
rimental y epidemiolégica haya tenido hasta ahora un
impacto decisivo en paises que no pertenezcan al pri-
mer mundo (20) (91). En la ciudad Argentina de La Pla-
ta y sus alrededores se encontraron extensas zonas con
elevados niveles de Cu inorganico en forma de varios
oxidos y sales presentes en el agua de bebida y de coc-
cion. Esta es una cuestion hasta ahora postergada de la
Medicina preventina que requiere urgente intervencion
para su remedio.

Se concluye que la hipotesis planteada en este estu-
dio resulto ser estadisticamente cierta, es decir: existe
una correlacion significativa y directamente proporcio-
nal entre el declive de la funcién cognitiva en pacientes
con EA, la alteracién del metabolismo de las proteinas
amiloides y los niveles de Cu no complejado y colesterol
(en especial el colesterol transportado por Ox-LDL).
Es posible combinar estas dos ultimas variables en una
funcion de adicion de efectos (FAE) que promete ser
una herramienta extrapolable a la Medicina asistencial.
Debe recordarse que la muerte neuronal por apopto-
sis y la pérdida de sinaptosomas son procesos silentes,
asintomaticos y asignologicos hasta cierta etapa en la
cual los recursos curativos no existen y solo se puede
echar mano de estrategias paliativas. No obstante, es-
tos acontecimientos muchas veces se pueden ver refle-
jados en la sangre periférica tal como lo demuestra el
presente estudio y otros (20)(43)(44)(65)(66)(118)
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(161). De alli que sea altamente pertinente insistir con
la investigacion y la validacion de biomarcadores que
sean ttiles en la practica clinica por poseer capacidad
diagnéstica o prondstica. Este punto de vista coincide
con el de Pal (91), Schitti (49), Arnal (66), Brewer (26)
y muchos otros investigadores que senalan insistente-
mente la urgencia de contar con nuevos marcadores
de laboratorio que aborden el problema de riesgo que
significa la exposicion crénica y simultanea a Cu libre e
hipercolesterolemia. Al dia de hoy es cada vez mayor la
acumulacion de evidencia experimental que vincula a
estos dos factores epigenéticos con la etiopatogenia de
la EA. Obviamente, esto ayudaria a sustentar mejores
politicas de saneamiento ambiental y campanas preven-
tivas dentro de poblaciones en riesgo. Futuros estudios
en grandes muestras ayudaran a esclarecer el valor de
los hallazgos aqui presentados.
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