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INTRODUZIONE

Il Morbo di Parkinson idiopatico (MP) ¢ una sindrome extrapiramidale caratterizzata da
rigidita muscolare, tremore e bradicinesia. La rigidita muscolare deriva dalla resistenza al
movimento passivo che ¢ presente tanto nei muscoli flessori quanto in quelli estensori. Il
tremore ¢ di tipo statico perché si manifesta a riposo, si esalta negli stati di ansia e si riduce o
scompare del tutto durante I’esecuzione del movimento o durante il sonno. La bradicinesia ¢
caratterizzata dalla difficolta ad iniziare o terminare un particolare movimento. Tutto cio, si
risolve in disturbi dell’equilibrio, andatura impacciata e postura curva. Le sindromi
parkinsoniane, sebbene caratterizzate da somiglianza clinica all’MP, se ne distinguono per
I’eterogeneita eziologica e per i criteri clinico-patologici necessari per la diagnosi. Esistono
differenti tipi di parkinsonismi atipici:

a) iatrogeni, indotti da neurolettici o da antagonisti della dopamina;

b) neurotossici (come quelli indotti da 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina, MPTP);

c) genetici (PARK1 e PARK?2);

d) quelli che comprendono la Paralisi Sopranucleare Progressiva (PSP), 1’ Atrofia Sistemica

Multipla (ASM) e la demenza con i corpi di Lewy.

A livello epidemiologico, I’incidenza del’MP ¢ 10 volte maggiore di quella dei
parkinsonismi atipici nel loro insieme. L’MP ¢ un disturbo dell’etda media o avanzata con
un’incidenza maggiore negli uomini, che varia da 4,5 a 21 casi 1’anno per 100.000 (interessa
circa il 10% dei soggetti al di sopra dei 65 anni), con una progressione graduale e un decorso
prolungato (1).

La malattia ha un substrato anatomico-patologico di degenerazione neuronale della zona
compatta della sostanza nera (Substantia Nigra pars compacta, SNpc) nel mesencefalo dorsale e
di altri nuclei pigmentati del tronco encefalico, come il Locus Coereleus (LC). Una diagnosi
accurata ¢ possibile osservando in analisi post-mortem 1’alterazione istopatologica di inclusioni
citoplasmatiche sferiche e ialine con una parte centrale densa eosinofila circondata da un
contorno pallido, detti corpi di Lewy. E stato dimostrato che i costituenti principali dei corpi di
Lewy sono I’'ubiquitina e una forma mutata della proteina a-sinucleina, quest’ultima prodotta a
seguito di un difetto genetico che puo essere trasmesso mediante un meccanismo autosomico
dominante (1).

Da un punto di vista biochimico, a livello della SNpc di soggetti parkinsoniani sono state
accertate una riduzione della quantita di dopamina (2), una perdita della pigmentazione
caratteristica (minor concentrazione di neuromelanina), una riduzione dell’attivita del
complesso I della catena respiratoria mitocondriale e una minore attivita dell’a-chetoglutarato
deidrogenasi (1).

Inoltre, la presenza di elevati livelli di ioni ferrosi e ferrici non legati alla ferritina insieme ad
una consistente riduzione della quantita di glutatione in forma ridotta (GSH) non accompagnata
da un aumento di concentrazione della forma ossidata (GSSG) indicano un’intensa situazione di
stress ossidativo (1).

Sebbene 1’eziologia dell’MP sia ancora sconosciuta ¢ ormai accettata 1’ipotesi di un’origine
multifattoriale in cui interagiscono componenti ambientali e genetiche (3, 4). Sono stati
proposti, nel corso degli anni, diversi fattori eziologici: ereditarieta (5), lesioni cerebrali (6),
infezioni (7), neurotossine endogene (8, 9), fattori ambientali (10) e alterate espressioni geniche
(11).

L’eziogenesi multifattoriale ¢, quindi, 1’aspetto caratterizzante dell’™MP. Parametri quali
I’invecchiamento, la suscettibilita biologica e fattori ambientali sembrano essere coinvolti anche



Rapporti ISTISAN 05/23

se non in modo del tutto chiaro. In situazione fisiologiche 1’insorgere di gradienti di metalli
nell’SNC ¢ limitato da efficienti meccanismi omeostatici in loco, dalla presenza di una barriera
emato-encefalica solo in parte permeabile e dalla richiesta di energia da parte dei sistemi di
trasporto dei metalli. L’alterata omeostasi di alcuni di questi metalli pud risultare, quindi,
citotossica, con un quadro spesso caratterizzato dal danno ossidativo.

In questo ambito, sono stati confrontati i livelli di elementi neurototossici nei fluidi e tessuti
corporei (sangue, siero, CSF e capelli) di pazienti MP con gruppi di controllo. Cio al fine di
incrementare le conoscenze su questi potenziali cofattori ambientali ed evidenziare un eventuale
significato predittivo-diagnostico di possibili squilibri nel contenuto di elementi. Inoltre, allo
scopo di valutare il ruolo dello stress ossidativo come un marker della patologia, sono state
valutate, nei campioni di siero, sia la presenza di specie ossidative, che la capacita antiossidante.
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FATTORI EZIOLOGICI

Possibili cause ambientali

Studi epidemiologici indicano che alcuni fattori ambientali e occupazionali possono
aumentare il rischio d’insorgenza della malattia. Questi includono 1’esposizione a tossine
esogene quali pesticidi (Paraquat), metalli (Al, Cu, Fe, Hg, Mn, Pb, Zn), altri xenobiotici (es. il
monossido di carbonio) e prodotti chimici industriali (MPTP, solventi organici), stile di vita
(dieta e fumo), luogo di residenza (ambiente rurale) e attivita professionale (lavoro agricolo)
(12).

Molti studi mostrano una correlazione positiva fra I’MP e [’esposizione sia acuta che cronica
a pesticidi (13, 14). L’esposizione a erbicidi, insetticidi e fungicidi avviene attraverso
I’assunzione di acqua e cibo contaminato, per contatto cutaneo o attraverso inalazione diretta.
Sono stati proposti diversi meccanismi con cui i pesticidi esplicano la loro tossicita: alcuni
inducono disfunzione mitocondriale inibendo il complesso I (15, 16), altri modulano gli enzimi
come la citocromo P450 ¢ la glutatione transferasi (17, 18), altri ancora causano tossicita
attraverso un meccanismo sinergico (19).

Per quanto riguarda i metalli, Gorell ef al. riportano un’associazione significativa fra Mn e
Cu per soggetti con pit di 20 anni di esposizione occupazionale (20). Inoltre, esposizioni
croniche a combinazioni di Fe ¢ Cu, Pb e Cu, Pb e Fe costituiscono un rischio maggiore di
sviluppare I’MP che non [’esposizione al singolo metallo (21). Rybicki et al. trovano che
I’esposizione occupazionale a Cu, Fe o Pb incrementa il rischio in soggetti con storia familiare
positiva (22). Anche Zayed et al. riscontrano associazioni tra MP ed esposizioni occupazionali a
Al Fe e Mn protratte per piu di 30 anni (23).

Un recente studio ha dimostrato che la contemporanea presenza di specifici pesticidi e
metalli, come il dietilditiocarbammato e AI’", ¢ in grado di indurre un cambiamento
conformazionale dell’a-sinucleina e accelerare il fenomeno di aggregazione in fibrille che porta
alla formazione dei corpi di Lewy (24). L’associazione tra MP, il luogo di residenza e/o
I’attivita professionale ¢ spesso considerata il risultato dell’esposizione a vari composti chimici
usati in agricoltura. Infatti, gli agricoltori e le persone che vivono in ambienti rurali in generale
sono stati trovati esposti a vari pesticidi a livelli piu alti del normale (25, 26). Metzler, ad
esempio, suggerisce una dipendenza tra I’MP e I’ingestione di pesticidi rilasciati dal suolo
nell’acqua potabile (27).

E stato suggerito che le differenti abitudini alimentari possono influire sulla variabilita
geografica dell’MP. L’assunzione di cibi ricchi di grassi animali, sia saturi che insaturi (28) e di
vitamina D incidono positivamente sullo sviluppo della malattia (29). Mentre 1’assunzione di
frutta, verdura, pane, carne o cibi contenenti le vitamine A, C ed E non ¢ correlata in alcun
modo coll’MP. Altri alimenti, quali noci (30), legumi (31), patate (32) e caffe (33) sembrano
svolgere, invece, un ruolo protettivo.

Studi epidemiologici dimostrano un’associazione inversa tra il fumo di sigaretta e
I’insorgenza dell’MP (34, 35). A tal riguardo, sono stati evidenziati diversi meccanismi con cui
la nicotina potrebbe avere un ruolo protettivo: stimolare il rilascio di dopamina (36), stimolare
direttamente i recettori nicotinici presinaptici, inibire enzimi come la monoammino-ossidasi e
preservare i neuroni nigrali da metaboliti tossici prodotti enzimaticamente (37).

E stata, anche, dimostrata una correlazione con composti chimici, come I’MPTP, che ¢ in
grado di indurre neurotossicita attraverso la sua conversione, mediata dalla monoammino-
ossidasi-B, a ione piridinio (MPP") il quale blocca I’attivitd del complesso I mitocondriale,
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all’interno dei neuroni dopaminergici, causando una patologia con manifestazioni identiche
all’MP (38).

Fattori genetici

Circa il 5-10% dei pazienti colpiti da MP soffrono di una forma familiare della malattia e
mostrano un modello di ereditarieta autosomico dominante. Una storia familiare positiva puo
aumentare la probabilita di insorgenza dell’MP (1) e, in particolare nei gemelli, i fattori genetici
appaiono essere importanti quando la malattia insorge prima dei 50 anni di eta (39).

In uno studio effettuato su una famiglia italo-americana, con inizio precoce della malattia
(prima dei 50 anni), ¢ stato ipotizzato il coinvolgimento della regione q21-23 del cromosoma 4
(40). Successivamente si ¢ visto che la presenza di due mutazioni del gene per 1’a-sinucleina
sono sufficienti a determinare un fenotipo parkinsoniano: la sostituzione di una Alanina con una
Treonina in posizione 53 (Ala53Thr) (confermata nell’85% degli MP familiari) (41) e la
sostituzione di una Alanina con una Prolina in posizione 30 (Ala30Pro) (42).

Altre potenziali concause

Diversi studi suggeriscono che alcune patologie infettive — come 1’encefalite indotta dal virus
Coxsakie B (43), I’influenza A (44), il morbillo (45), I’herpes (46), I’AIDS (47) e la parotide
epidemica (48) — possono essere temporaneamente associate a parkinsonismi, sebbene in altri
studi ¢ stato possibile identificare agenti virali specifici per 'MP (49). Takahashi et al. hanno
dimostrato che I’inoculazione intracerebrale del virus per I’influenza A nei topi ha come bersaglio
maggiore la SN (50), mentre Tsui ef al. ha evidenziato una correlazione con la probabilita di
infezioni virali del tratto respiratorio dei lavoratori delle scuole o degli ambienti sanitari (51). E
stato anche mostrato un legame fra le infezioni avvenute durante ’infanzia accompagnate da
febbre reumatica e laringite difterica e il successivo sviluppo dell’MP durante la vita (52).

Alcuni studi epidemiologici hanno focalizzato 1’attenzione su fattori demografici e passate
esperienze di vita. Ad esempio, I’MP ¢ stato correlato con lesioni cerebrali nel caso in cui il
trauma sia stato accompagnato da emorragia (53-55). Inoltre nei pazienti in cui il trauma ¢
accompagnato da tremore, si ¢ ottenuta una risposta positiva alla terapia con L-Dopa (12). E
stato anche riferito lo sviluppo di sindromi parkisoniane in ex-pugili che presentavano
diminuzione neuronale nel globus pallidus e nel putamen, ma non nello striato, evidenziando,
quindi, una distinzione tra queste forme e I’'MP (56). Al momento non ¢ ancora chiaro se il
trauma cerebrale possa essere considerato come un fattore eziologico: i dati ottenuti, infatti,
richiedono cautela nell’interpretazione sia per le differenti definizioni di trauma, sia per i diversi
criteri di accertamento e diagnosi di MP (12).
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PATOGENESI

Stress ossidativo

I neuroni dopaminergici sono particolarmente vulnerabili allo stress ossidativo perché la
dopamina ¢ metabolizzata in perossido di idrogeno (H,O,) e altre specie reattive dell’ossigeno
(Reactive Oxygen Species, ROS) (57-59) quali il radicale superossido (O,"), il perossido di
idrogeno (H,0,), il radicale ossidrile (OH’) e ’ossigeno singoletto ('O, (60) che possono
portare all’alterazione di una varieta di molecole biologiche (DNA, proteine e lipidi). Nei
neuroni la DA pud essere metabolizzata sia dalla monoammino-ossidasi in 3,4-
diidrossifenilacetaldeide (3,4-DHPA) e ammoniaca che, per auto-ossidazione non enzimatica, in
radicale semichinone (SQ°) secondo le reazioni:

1. DA + 02 + HQO — 3,4 DHPA + NH3 + H202

2.DA+0,—>SQ +0,"+H"
DA + 02 T+ 2HJr g SQ' + H202

L’H,0, ¢ I’O," sono normalmente eliminati da reazioni enzimatiche coinvolgenti le
SuperOssido Dismutasi (SOD), la Glutatione PerOssidasi (GPO) e le catalasi. Una
concentrazione costante di H,O, accompagnata da un aumento significativo di Fe™ puo portare
alla reazione di Fenton con formazione del radicale OH'.

E stato dimostrato che la neuromelanina (NM), sito di accumulo-riduzione del ferro nella
SN, puo incrementare la produzione del radicale ossidrile, legare i metalli come il Fe,
promuoverne la riduzione e generare, quindi, lo stato di valenza utile per la reazione di Fenton
(61) o la reazione di Haber-Weiss. Questi processi catalitici possono richiedere I’intervento di
specie endogene riducenti, quali altri metalli di transizione (Cu ¢ Mn) oltre alla neuromelanina
(62).

I mitocondri sono una notevole sorgente di ROS, circa 1’1-2% dell’ossigeno metabolizzato
viene convertito in O, da diversi siti nella catena respiratoria e nella matrice mitocondriale.
Altre vie metaboliche specifiche inoltre portano alla formazione di specie reattive dell’azoto
(Reactive Nitrogen Species, RNS), direttamente implicate nella neurodegenerazione. Infatti,
1’0,” pud reagire con il radicale ossido nitrico (NO") formando agenti ossidanti altamente
reattivi, il perossinitrito (ONOQO") e il radicale idrossido (OH").

Tali specie, oltre a causare danno ossidativo, inibiscono la funzione mitocondriale inducendo
il rilascio di aminoacidi eccitatori come il glutammato e 1’aspartato, i quali, a loro volta,
provocano un aumento del Ca™ libero nel citosol, portando ad una serie di eventi che scatenano
una degenerazione neuronale (Figura 1) attraverso:

1. attivazione dell’ossido nitrico sintetasi (Nitric Oxide Syntethase, NOS) che genera NO
dall’arginina;

2. attivazione della proteasi che converte la xantina deidrogenasi in xantina ossidasi, la
quale a sua volta catalizza 1’ossidazione della xantina in acido urico e O,;

3. attivazione della fosfolipasi (PLA;) che rilascia acido arachidonico, il quale si decompone
formando I’ O,”".



Rapporti ISTISAN 05/23

t Caz?* citosolico
/ \ .
Proteasi Fosfolipasi
PLA,

Xantina acido
deidrogenasi Arachidonico Citrullina
+

Xantina ossidasi NO*
Xantina »

Y e

[ ONOO- ]

|

Figura 1. Schema degli effetti del Ca*? citosolico nella degenerazione neuronale

Il punto cruciale ¢ il danno provocato dalla NOS neuronale; infatti la formazione del radicale
ossido nitrico (NO) determina:

1. alterazione della funzione mitocondriale;

2. alterazione dell’omeostasi cellulare;

3. danno al DNA e ai lipidi;

4. aumento della concentrazione di Fe libero responsabile del danno ossidativo.

Il NO' ¢ assente nella SN, mentre nello striato si ritrova in una popolazione specifica di
neuroni con elevata densita. E, quindi, un fattore neurotossico specifico dello striato, che
comporta degenerazione dei neuroni della SN (63).

L’ossido nitrico puo facilmente diffondere attraverso le membrane cellulari ma, a differenza
dei piu comuni neurotrasmettitori € neuropeptidi, non puod essere immagazzinato e riciclato da
meccanismi di recupero nei terminali sinaptici. E stato supposto, percio, che il NO" possa agire
senza il bisogno di meccanismi normalmente associati con il rilascio e il recupero degli altri
neurotrasmettitori e senza il bisogno di connessioni sinaptiche convenzionali (64). Per questo, ¢
stata avanzata |’ipotesi che i neuroni contenenti la NOS abbiano caratteristiche morfologiche
distintive e siano in grado di creare connessioni sinapitche con altri neuroni.

Tecniche di immunocitochimica sui neuroni nitrinergici hanno evidenziato un meccanismo
retrogrado secondo cui la NOS funziona da sinapsi terminale fra un terminale eccitatorio
glutammanergico e una spina dendritica post-sinaptica dopaminergica, connettendo entrambi i
complessi in modo da modulare I’effetto del terminale eccitatorio sulla spina post-sinaptica
(Figura 2).



Rapporti ISTISAN 05/23

Neurone

Neurone glutaminergico

dopaminergico

L-Arginina + O,

lnos lj

L-Citrullina + NO*

‘HNOO" - O,+ NO*

Glutammato

Danno ossidativo
Inibizione delle funzioni mitocondriali

Figura 2. Neurotossicita mediata dall’ossido nitrico nel’MP

Per valutare lo stato ossidativo dell’organismo possono essere seguiti due differenti approcci:

1. valutare il danno cellulare tramite misura dei radicali (ROS e RNS) o mediante la

determinazione dei metaboliti che si formano durante i processi cui partecipano i radicali;

2. verificare la capacita di difesa contro gli agenti ossidanti per mezzo della misura degli

antiossidanti naturali (vitamine, acido urico), degli enzimi (GPO, SOD e catalasi) e dei
loro substrati (GSH e GSSG).

I radicali causano danno a diversi tipi di molecole biologiche: proteine, lipidi e DNA. Una
conseguenza dell’eccessiva produzione dei ROS nel cervello ¢ la perossidazione dei fosfolipidi
e acidi grassi polinsaturi liberi. Il danno provocato si risolve in un’alterazione della struttura e
funzione del doppio strato fosfolipidico delle membrane plasmatiche e degli organelli
citoplasmatici. Un modo per misurare 1’indice di perossidazione lipidica nella SNpc consiste nel
valutare 1 livelli dei prodotti di questo processo. La perossidazione lipidica dell’acido
arachidonico legato alle membrane rilascia una serie di aldeidi tra cui la malondialdeide (MDA)
e il 4-idrossi-2-nonenale (HNE). Gli elevati livelli di questi prodotti, riscontrati nella SNpc dei
pazienti parkinsoniani, confermano la situazione di intenso stress ossidativo. Inoltre il loro
incremento (fino a quattro volte) riscontrato anche nel fluido cerebrospinale (CerebroSpinal
Fluid, CSF) suggerisce un parallelo incremento nel cervello (65, 66). E stato anche dimostrato
che il HNE e la MDA sono composti elettrofili in grado di reagire con i residui di His, Lys e
Cys provocando, nelle proteine solubili cellulari, I’introduzione di gruppi carbonilici (CO) utili
per la valutazione ossidativa (66-68). L’elevata produzione di radicali inibisce anche I’attivita
dei meccanismi di riparo del DNA dei neuroni nigrostriatali dopaminergici. In tal caso ¢ stato
osservato che i radicali sono in grado di idrossilare in posizione C-8 i residui guanosinici del
DNA, producendo la 8-idrossi-deossiguanosina: ne ¢ stato evidenziato I’incremento in analisi
post-mortem di pazienti parkinsoniani (69).
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Ruolo degli elementi chimici

L’MP ¢ risultato associato ad esposizioni ambientali od occupazionali a metalli, ad una loro
assunzione attraverso la dieta e ad un’alterata distribuzione di quelli presenti fisiologicamente
(70). Come precedentemente riportato diversi autori suggeriscono 1’esposizione occupazionale
ai metalli come uno dei principali co-fattori di rischio (12, 21, 23, 71).

Altri autori hanno anche dimostrato che le abitudini alimentari non soltanto possono
contribuire all’aumento di alcuni metalli nell’organismo, ma, talvolta, ne esaltano la tossicita con
meccanismi sinergici, accentuando il danno al tessuto celebrale come nel caso di Fe e Mn (72).

Inoltre, il coinvolgimento di alcuni metalli (Cu, Fe e Mn) nella produzione dei radicali liberi,
li rende direttamente responsabili della degenerazione della SN (Figura 3) (70).

[ Distruzione membrana mitocondriale ]

Perossidazione lipidica ]
(oo )—(owaerner ] [(no ] — (o)

/4 /4

[ Complessi Fe-neuromelanina ]

/A

Figura 3. Schema di un possibile meccanismo attraverso cui Fe, Mn e Cu portano ad un aumento
della formazione di radicali liberi e al conseguente danno della membrana mitocondriale

Altri studi riportano che elementi quali Al, Cd, Co, Cu, Mn e Fe sono in grado di favorire la
produzione delle inclusioni citoplasmatiche caratteristiche dell’MP, i corpi di Lewy (24, 73).

Di seguito vengono trattati in modo piu dettagliato i metalli (Al, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, Hg, Mg,
Mn, Pb e Zn) che, allo stato attuale delle conoscenze, sembrano poter assumere un ruolo nella
malattia.
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Alluminio

E conosciuta da molto tempo la tossicita di Al nei confronti di sistemi scheletrici, neurologici
ed ematologici (74). La presenza di Al nell’organismo ¢ normalmente molto scarsa suggerendo
che ’accumulo intraneuronale sia dovuto principalmente a risorse esogene. L’ Al pud entrare nei
tessuti cerebrali attraverso il flusso sanguigno. E stato dimostrato che la specie piil abbondante
nel plasma, 1’Al-transferrina, ¢ in grado di attraversare la barriera-ematoencefalica con un
meccanismo di endocitosi mediato dal recettore per la transferrina stessa (75).

Sono stati riportati elevati livelli di Al nelle neurofibrille dei neuroni della corteccia
cerebrale di pazienti con MP (76). Sebbene I’Al non svolga nessun ruolo fisiologico, non
partecipi a reazioni redox e non sembri promuovere la formazione di radicali liberi, ¢,
comunque, in grado di rafforzare il danno ossidativo indotto dal Fe. E stato, infatti, dimostrato
che i sali di Al in combinazione con il Fe sono in grado di aumentare la perossidazione lipidica
(77) e che la coppia AI’’/Fe pud aumentare la produzione del radicale OH' stimolando
I’autossidazione della 6-idrossidopamina (6-OHDA) (78). Inoltre, anche se il meccanismo non ¢
noto, Bolla et al. riportano un’associazione fra la presenza di Al e la riduzione del metabolismo
del glucosio nelle aree corticale e striatale, con inibizione di sintesi di neurotrasmettitori come
I’acetilcolina (79).

Cadmio

Il Cd si accumula soprattutto in fegato, reni, cervello, cuore e polmoni (80, 81) e interferisce
con i segnali intracellulari e con la regolazione genica a diversi livelli (82). E stato riportato che
Cd interferisce con I’attivita di enzimi antiossidanti come la SOD (83) e la catalasi (84). La sua
tossicita si evidenzia principalmente a livello epatico e a livello di alterazioni neurochimiche del
Sistema Nervoso Centrale (SNC), causando, ad esempio, formazione dei ROS e perossidazione
lipidica delle membrane (84, 85). Non ¢ conosciuto il meccanismo specifico con cui il Cd causa
la formazione di radicali liberi, € chiaro, perd, che avendo un singolo stato di valenza (Cd2+) non
¢ in grado di partecipare a reazioni con meccanismo simile a quello di Fenton (86). Wang et al.
ipotizzano un meccanismo in cui l’inibizione del complesso III della catena di trasporto
mitocondriale comporta il blocco del trasferimento elettronico e 1’accumulo del semiubichinone,
il quale, essendo instabile a sua volta, cede un elettrone all’ossigeno molecolare con formazione
di Oy (87). Modelli animali rivelano che il Cd induce degenerazione dei gangli basali in
associazione con disfunzioni comportamentali come iperattivita e perdita dell’equilibrio (88).
Inoltre, iniezioni di Cd producono alterazioni in neurotrasmettitori come serotonina e
acetilcolina (89). Come per molti altri elementi, la sua correlazione con la neurodegenerazione ¢
evidente in situazioni di esposizione acuta: ¢ stato riportato ad esempio che 1’intossicazione
acuta da Cd in lavoratori addetti alla saldatura comporta la manifestazione di sintomi
parkinsoniani (90).

Calcio

Alterazioni dell’omeostasi neuronale del Ca o dei processi Ca-dipendenti possono essere
coinvolti nella catena di eventi che portano all’MP. Nei neuroni la concentrazione di Ca libero
intracellulare ¢ 4 ordini di grandezza piu bassa di quella extracellulare. Questo gradiente
transmembrana ¢ essenziale per il mantenimento della integrita cellulare: infatti, un aumento
intracellulare di Ca libero o un decremento di quello extracellulare pud portare a degenerazione
neuronale (91). In condizioni fisiologiche, la bassa concentrazione di Ca libero ¢ garantita dalla
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presenza di sistemi tampone (mitocondri, reticolo endoplasmatico, proteine che legano Ca e
processi fosforilativi ATP-dipendenti) che lo sequestrano non appena entra nel citoplasma. In
condizioni patologiche tali sistemi risultano essere seriamente compromessi (92). Garruto et al.
evidenziano un incremento nella deposizione di Ca a livello delle neurofibrille in soggetti con
parkinsonismi (93). Mentre Mann riscontra una elevata calcificazione nei gangli basali di
soggetti con diverse patologie neurodegenerative come MP e Alzheimer (94). Come altri metalli
il Ca € coinvolto anche nel danno ossidativo indotto dai ROS. Infatti, lo stress ossidativo causa
un aumento di Ca intracellulare, scatenando una serie di eventi a cascata che portano a
neurodegenerazione (vedi Figura 1).

Cromo

Il Cr esiste in natura principalmente con due stati di valenza: Cr(IlI), la forma piu stabile e
Cr(VI), un forte agente ossidante con elevata tossicita principalmente nei confronti del sistema
nervoso e immunitario (95). Il Cr trivalente ¢ un microelemento essenziale, necessario per il
metabolismo di colesterolo, grassi e glucosio. Il meccanismo specifico con cui il Cr esavalente
produce danno ossidativo non ¢ noto: ¢ probabile intervengano specie intracellulari intermedie,
ad esempio Cr(V), formate durante la sua riduzione a Cr(Ill) per mezzo della glutatione
reduttasi (96, 97). E stato dimostrato che il Cr pentavalente ¢ in grado di contribuire alla
formazione del radicale NO" e di catalizzare reazioni simili a quella di Fenton, contribuendo alla
produzione del radicale OH" (98). Ne consegue che I’associazione del Cr con I’MP ¢
essenzialmente dovuta alle sue proprieta ossidanti. Alcuni autori riportano variazioni di Cr nel
CSF di pazienti con disordini neurologici e¢/o con tumori al cervello (99), altri, invece, non
hanno osservato nei pazienti parkinsoniani alterazioni nei livelli di Cr nel CSF e nel siero
rispetto ai controlli (100).

Ferro

Studi sulla distribuzione nel cervello umano hanno dimostrato che il grado di deposito di Fe
nei gangli basali (SN, putamen, globus pallidus e nucleus caudatus) aumenta con ’eta e in
presenza di danni che coinvolgono i gangli stessi (101). C’¢ evidenza che il metabolismo
alterato possa essere correlato a disordini di tipo neurodegenerativo. E stato in genere
riscontrato un incremento di Fe nelle regioni cerebrali affette dalla degenerazione; nell’MP, in
particolare, sono stati ritrovati incrementi solo nella SN degenerata (102). Nel cervello il Fe ¢
immagazzinato da ferritina e NM. La ferritina mantiene il Fe in una forma inerte attuando un
meccanismo protettivo. Un eventuale aumento di Fe nella SN puo risultare meno tossico se
accompagnato da una adeguata sintesi della ferritina anche se il Fe legato a quest’ultima puo
essere in parte mobilizzato per la produzione di radicali OH' e stimolare la perossidazione
lipidica. E stato osservato che i livelli di ferritina sono ridotti nei cervelli parkinsoniani, ma non
nel CSF e nel plasma (103). La NM prodotta dai neuroni catecolaminergici della SN e del LC ¢
considerato come il risultato, rispettivamente, della autossidazione della dopamina e
noradrenalina. La presenza di tale pigmento nei soggetti MP ¢ direttamente associata alla loro
vulnerabilita (104, 105). A differenza della ferritina che & espressa, soprattutto, negli
oligodendrociti, negli astrociti e nella microglia, la NM rappresenta la principale fonte di ferro
intraneuronale (106, 107) e agisce, quindi, da deposito endogeno di Fe, rivestendo un ruolo
rilevante nella difesa dai radicali liberi. In particolare, nella struttura della NM sono stati trovati
due siti di affinita per il Fe ferrico, che risulta essere maggiore nei pazienti parkinsoniani
rispetto a soggetti sani (108, 109). In altri tessuti del corpo, la melanina protegge dal danno
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ossidativo grazie alla sua capacita di legare molecole reattive, come i metalli di transizione (110,
111). Dal momento che la SN ¢ un tessuto che soffre di un’intrinseca ed elevata carica
ossidativa si ritiene che la neuromelanina svolga una funzione analoga. In supporto a questa
ipotesi ¢ stato visto che la NM in vitro riduce il danno ossidativo delle membrane (112).
Nonostante c¢i0, in presenza di alte concentrazioni di Fe, la NM sembra agire da pro-ossidante
piuttosto che da anti-ossidante (61). Questo effetto, a prima vista discordante, ¢ da attribuire al
legame Fe-melanina, in quanto la variazione dello stato di ossidazione del Fe permette la
formazione del radicale idrossilico (113, 114). A dimostrazione di cio si ¢ visto che incubando
in vivo NM e Fe il danno ossidativo aumenta invece di decrescere (61). Nei neuroni
dopaminergici mielinizzati vulnerabili alle alte concentrazioni di Fe, il danno selettivo ¢ quindi
correlato alla presenza di complessi Fe-NM che, in certe condizioni, possono indurre stress
ossidativo ed effetti neurotossici. La depigmentazione che si osserva nella SN e nel LC ¢ uno
dei piu importanti segni patologici della malattia. Dal momento che un aumento significativo di
Fe si osserva solo in stadi avanzati, ¢ improbabile che la NM sia di importanza primaria per
I’eziopatogenesi dell’MP, ma probabilmente ¢ un meccanismo secondario rilevante che causa
neurodegenerazione.

Magnesio

Il Mg ¢ il quarto catione piu abbondante nel corpo e il secondo, fra quelli intracellulari, dopo
il K (115). Il Mg intracellulare ¢ un cofattore per piti di 300 enzimi (chinasi B; Na™-K" ATPasi),
¢ necessario per la biosintesi di acidi nucleici e proteine, partecipa alle reazioni che producono e
consumano energia (¢ richiesto come substrato per 1’adenilato-ciclasi e guanilato-ciclasi) e¢ ha
un’azione specifica nel sistema cardiovascolare e neuromuscolare. Come catione bivalente
extracellulare aiuta a stabilizzare le membrane eccitabili in cooperazione con il Ca. (116). Il
metabolismo del Mg e del Ca sono strettamente correlati, tanto che una dieta povera di Mg
causa alterazioni della distribuzione cellulare del Ca (117), aumenta la suscettibilita allo stress
ossidativo in vivo e la perossidazione lipidica in vitro (118). La correlazione fra Mg e i disordini
neurodegenerativi ¢ stata evidenziata, ma non del tutto chiarita. Mentre alcuni autori correlano il
Mg con la neurodegenerazione solo quando si verificano variazioni nei meccanismi che
regolano il metabolismo dell’elemento (119), altri evidenziano meccanismi di degenerazione
dell’SNC nei casi di carenza nell’assunzione tramite dieta (120). Tuttavia, anche se gli effetti di
una deficienza del Mg sull’SNC non sono del tutto chiari, ¢ probabile che il decremento di
concentrazione nei gangli basali possa essere coinvolto nella patogenesi dell’MP (121).

Manganese

La neurotossita del Mn ¢ ampiamente dimostrata. Gli affetti avversi sull’SNC sono,
probabilmente, la conseguenza di una mancata azione protettiva da parte di enzimi deputati alla
detossificazione o dell’alterazione del potenziale di ossidazione del Mn. Infatti, la base della sua
neurotossicita ¢ dovuta alla capacita della forma bivalente ad ossidarsi nella forma trivalente,
una specie fortemente ossidante. D’altra parte il Mn mostra un’elevata affinita per le aree ricche
di melanina come il tratto nigrostriatale (122) dove favorisce 1’autossidazione della dopamina
generando semichinoni e ortochinoni e la produzione di radicali liberi che determinano
sostanziali lesioni al sistema dopaminergico (123). Molta attenzione ¢ stata rivolta al possibile
coinvolgimento di Mn nel’MP. Sebbene sia noto che un’esposizione occupazionale produca
sintomi clinici simili a quelli di pazienti con MP (124, 125) — noti come manganismo — molti
autori non hanno riscontrato una correlazione fra livelli di Mn ematico e urinario e sviluppo
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della malattia (126). E inoltre importante considerare che il manganismo risulta da una
esposizione a dosi molto elevate e che esiste, da un punto di vista anatomico, una discrepanza
significativa fra le regioni coinvolte. Infatti, mentre il manganismo determina gravi lesioni
degenerative del globus pallidus, nucleus caudatus e putamen lasciando quasi inalterata la SN,
nel caso dell’MP ¢, pit o meno, conservato il complesso strio-pallidale ed & tipicamente
coinvolta la SNpc (127). Comunque, anche se il manganismo ¢ ’MP sembrano essere due
patologie differenti, sono state fatte diverse osservazioni sul possibile ruolo dell’esposizione a
questo elemento nella eziologia del Parkinson. Ad esempio, partendo dall’osservazione che la
MPTP determina sindromi parkinsoniane e che il suo metabolita MPP" ha una struttura
molecolare simile all’erbicida Paraquat, ¢ stata ipotizzata una possibile correlazione fra MP e
uso di pesticidi (128). Questo appare particolarmente importante se si considera che molti
fungicidi sono a base di Mn (129).

Mercurio

Il Hg ¢ un elemento neurotossico che pud portare a danno neuronale attraverso diversi
meccanismi: induce la generazione di ROS, inibisce enzimi necessari per la detossificazione
come la GPO e SOD (130), provoca rilascio di Ca intracellulare (131) e causa danni al sistema
immunitario (132). Un meccanismo secondo cui il Hg ostacola la detossificazione dai radicali
liberi prevede la formazione di coniugati con composti tiolici come il glutatione. Elevati livelli
di questi coniugati sono stati trovati nella SN di pazienti con MP (133). In studi su animali &
stata evidenziata una relazione dose-risposta fra la quantita di Hg assorbita e lo sviluppo
dell’MP (134); nell’uomo alti livelli di Hg nel sangue e nelle urine sembrano essere utili
parametri biochimici per una possibile diagnosi precoce di MP (135). Le principali fonti di
esposizione sono il cibo contaminato (come il pesce) e la presenza di amalgame nei denti (135).
Nonostante queste evidenze, altri autori non hanno riscontrato una correlazione diretta tra
esposizione e insorgenza della malattia (71). E probabile, pero, che le differenze fra i gruppi di
popolazione studiate o le differenti vie di esposizione (soprattutto attraverso la dieta e le
amalgame) siano alla base della grande variabilita riscontrata (20).

Piombo

I1 Pb ¢ il metallo tossico piu diffuso, rilevabile in tutti i compartimenti ambientali e in tutti i
sistemi biologici. La principale via di esposizione ¢ il cibo, ma, di solito, I’assunzione eccessiva
con conseguenze tossiche deriva da fonti ambientali. I problemi specifici variano con 1’eta (i
bambini sono piu sensibili) e il rischio maggiore ¢ per I’'SNC. Numerosi studi evidenziano che
I’esposizione cronica induce una rallentata conduzione nervosa e un alterato metabolismo di Ca
(136, 137). Come Cd, Co e Ni, il Pb interferisce con i canali ionici del Ca calmodulina-
dipendenti (138, 139) causando effetti citotossici principalmente attraverso perossidazione
lipidica delle membrane cellulari (140). Nei neuroni, ’aumento della perossidazione lipidica
determina il malfunzionamento delle membrane con possibile morte cellulare (141).
L’incremento di tale ossidazione sembra essere localizzato in specifiche aree cerebrali,
indicando che il Pb non ¢ distribuito uniformemente all’interno dell’SNC (142). E stato inoltre
osservato che interagisce direttamente con il sistema della dopamina, causando una riduzione
della regolazione dell’attivita dopaminergica (143). Poiché il rilascio del neurotrasmettitore ¢
anche Ca-dipendente, il Pb causa, seppur indirettamente, un’alterazione del trasporto del Ca
stesso. Come conseguenza, la conduzione del segnale e la trasmissione neuronale nell’SNC e
periferico (SNP) risultano compromesse. La sua associazione con ’'MP ¢ stata, molto spesso,
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associata all’esposizione occupazionale. Molti autori riportano che il contatto occupazionale
simultaneo di piu metalli ha potenzialita maggiore dei singoli elementi da soli. A tal riguardo,
Gorell dimostra che I’esposizione per piu di 20 anni a combinazioni di Pb-Cu e Pb-Fe sono un
fattore di rischio non trascurabile (71).

Rame

E normalmente associato a macromolecole come enzimi e proteine, essenziali per il
funzionamento neuronale. Si ritrova ad esempio nel sito catalitico della citocromo ¢ ossidasi
(cox) e nella Cu-Zn-SOD, enzimi implicati nella protezione dal danno ossidativo. Un deficit di
Cu puo portare alla inattivazione della cox e della funzione mitocondriale con un conseguente
incremento della produzione di ROS (144). L’assunzione di Cu nel cervello umano ¢ mediata
soprattutto dalla ceruloplasmina (CP) (145), la cui funzione principale ¢ quella di contrastare il
danno ossidativo cellulare (146). Se il Cu non ¢ incorporato nella proteina la CP ¢ rapidamente
degradata, come avviene in alcune malattie neurodegenerative. Nonostante cio, la CP risulta
aumentata nel CSF di pazienti MP, mentre i livelli neuronali rimangono inalterati (147). E stata
inoltre documentata una interazione anormale fra 1’o—sinucleina e un eccesso di Cu nella
formazione dei corpi di Lewy, tipici della patologia parkinsoniana (148). Infine, anche le
interazioni di Cu con 1’omocisteina e con la proteina B-amiloide, sembrano essere responsabili
di danni ossidativi a livello cerebrale, con generazione di elevati livelli di H,O, in presenza di
elevati livelli di Cu (149). Montgomery dimostra che, sebbene il Cu svolga un ruolo fisiologico
anti-ossidante, puo sostituire il Fe sia nella reazione di Fenton che nei complessi Fe-NM (70).
Inoltre, in presenza di O,” o di agenti riducenti come il GSH, il Cu®" puo essere ridotto a Cu’,
catalizzando la formazione del OH" da H,O, nella reazione di Haber-Weiss (150).

Zinco

Il ruolo dello Zn nella malattia di Parkinson non ¢ stato ancora pienamente delucidato.
Infatti, a differenza di altri metalli, i meccanismi omeostatici che regolano 1’entrata e
I’escrezione di Zn dalle cellule sono talmente efficienti che nessun disordine sembra essere
associato a un suo eccessivo accumulo (151). Comunque, la neurotossicita dello Zn ¢ stata
osservata clinicamente; in determinate condizioni, inoltre, lo Zn ha mostrato tossicita per batteri,
virus e neuroni in coltura (152). Anche nell’'uomo ¢ stato dimostrato un danno all’SNC con
segni di demielinizzazione in soggetti con elevati contenuti sierici di Zn (153). Una possibile
spiegazione della demielinizzazione potrebbe essere che le alte concentrazioni di Zn vanno ad
inibire 1’assorbimento del Fe che riveste un ruolo cruciale nella sintesi ¢ mantenimento della
mielina (154). Al contrario, € ormai noto il possibile coinvolgimento dello Zn nel contrastare lo
stress ossidativo tramite la sua partecipazione ai meccanismi antiossidanti piu importanti del
nostro organismo coinvolgenti le Cu-Zn-SOD e il “sistema del glutatione” (155, 156). In
presenza di stress ossidativo ’alterazione del rapporto GSH/GSSG puo determinare un aumento
dei livelli citoplasmatici di Zn attraverso un’interazione fra GSSG e la metallotioneina (MT). E
possibile, quindi, che la perdita del GSH sia compensata da un incremento della sintesi della
MT in modo da prevenire I’accumulo citoplasmatico di Zn causato dall’interazione MT-GSSG
(157). In conclusione Zn e MT insieme sono stati proposti come attivi antiossidanti contro i
radicali liberi (158). Inoltre, Persechini ef a/. hanno dimostrato che lo Zn ¢ anche in grado di
prevenire la formazione dell’NO’ perché in grado di inibire la NOS neuronale attraverso una
interazione stechiometrica 1:1 (159).
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Altri metalli

Sebbene la tossicita degli altri metalli come Be, Co, Li, Ni, Si e V sia stata ampiamente
studiata, la loro associazione con ’MP e, piu in generale, con la neurodegenerazione non ¢
ancora chiara. I1 Be non sembra essere coinvolto con fenomeni di neurotossicita, tuttavia ¢
conosciuto, insieme ai suoi composti, come elemento cancerogeno. Alcuni studi epidemiologici
hanno evidenziato, infatti, un incremento nel rischio di tumore ai polmoni in seguito a
esposizione professionale (160, 161). Il Co ha come principale via di esposizione I’inalazione
diretta dalla mucosa olfattoria, la quale media la sua entrata nei neuroni olfattori e quindi nel
cervello, grazie a trasportatori dei metalli divalenti (162). E ampiamente dimostrato che il Co ¢
in grado di rimpiazzare e sostituire il Ca*" e quindi partecipare agli stessi meccanismi
neurotossici (163). I Li ¢ un elemento ampiamente usato nella terapia farmacologia di diversi
disordini neuropsichiatrici. Studi condotti in vivo dimostrano il suo ruolo neuroprottettivo
attraverso la regolazione dell’attivita di molecole che trasducono i segnali intracellulari, come le
proteine-chinasi C. Da tali osservazioni € stato anche suggerito come opzione terapeutica di
patologie neurodegenerative come il morbo di Alzheimer (164). I Ni ¢ coinvolto nel
metabolismo dei lipidi e in particolare con la biosintesi dei fosfolipidi e una sua mancanza causa
accumulo di triacilgliceroli nel fegato (165). Si ¢ visto che il Si in combinazione con I’ Al forma
complessi, gli alluminio-silicati, i quali si accumulano negli intrecci neurofibrillari di pazienti
con diversi disordini neurologici (166, 167), mentre I’acido silicico sembra avere un ruolo
protettivo legando I’Al e riducendone la biodisponibilita (168). La correlazione del V con
fenomeni di neurotossicita ¢ stata documentata con esperimenti in vivo. Ad esempio, ¢
documentato che 1’anione vanadato ¢ in grado di oltrepassare la membrana emato-encefalica
portando a disfunzioni dell’SNC (169). Infine Sasi ef al. dimostrano che la somministrazione di
sali di vanadio ai ratti altera il metabolismo dei lipidi e la concentrazione cellulare di diverse
proteine, portando ad un aumento della perossidazione lipidica in varie regioni del cervello
(170).
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METODOLOGIE DI SPERIMENTAZIONE
E MONITORAGGIO

Metodi

Popolazione

Sono stati coinvolti 81 pazienti malati di MP (62 maschi e 19 femmine con eta media di 65,5
+ 9,6 anni) diagnosticati mediante i criteri della London Brain Bank Criteria (171), con durata
media della malattia di 5,0 + 4,2 anni, con gravita media della malattia di 1,7 + 0,8 secondo la
scala di Hoehn e Yahr (172, 173) e con eta media all’esordio di 60,9 £+ 10,3 anni. Circa il 25%
dei pazienti non era stato sottoposto a trattamento con farmaci antiparkinsoniani, mentre il
restante 75% era trattato con agonisti dopaminergici, L-dopa o una combinazione dei due
farmaci.

Da 43 pazienti (37 maschi e 6 femmine) con un’eta media di 64,5 = 10,6 anni, durata ¢
gravita media della malattia rispettivamente di 4,9 + 4,0 anni e 1,6 £ 0,7 Hoehn e Yahr e con eta
media all’esordio di 60,2 + 11,3 anni, sono stati prelevati campioni di CSF. Data 1’impossibilita,
per ovvie ragioni etiche, di ottenere il liquor di una popolazione sana, i valori sono stati
confrontati con un gruppo di controllo di soggetti affetti da patologie del SNP, con disordini
muscolari e/o cefalgia (12 individui di cui 7 maschi e 5 femmine, con un’eta media di 63,3 £+
13,8 anni).

Settantuno pazienti malati di MP (53 maschi e 18 femmine), con un’eta media di 65,5 £ 9,4
anni, con durata e gravita media della malattia rispettivamente di 4,6 = 4,1 anni e 1,5 + 0,8
Hoehn e Yahr e con eta media all’esordio di 61,4 = 11 anni, hanno fornito campioni di siero e
sangue. Il gruppo di controllo consisteva in 43 individui sani (32 maschi e 11 femmine) con eta
media pari a 51,9 £ 4,0 anni.

Da tutti gli 81 pazienti sono stati prelevati campioni di capelli. Anche in questo caso, il
gruppo di controllo consisteva nei 43 individui non affetti da MP di cui sopra.

Rigidi criteri di esclusione sono stati applicati nella selezione dei soggetti. In particolare,
sono stati esclusi gli individui con: disturbi cardiologici e respiratori; anormale funzione renale
ed epatica; malassorbimento intestinale; infezioni in atto, assunzione di ormoni tiroidei, litio,
sali minerali e vitamine, dieta vegetariana, assunzione di psicofarmaci e di farmaci diversi da
quelli contro i parkinsonismi, presenza nell’organismo di parti o protesi metalliche. Tutti i
soggetti hanno firmato un consenso informato e sostenuto un colloquio per fornire dettagliate
informazioni su personale storia medica, famiglia, stile di vita e abitudini alimentari. Lo studio ¢
stato approvato dalla commissione etica del Dipartimento di Neuroscienze dell’Universita di
Tor Vergata di Roma.

Campionamento, conservazione e trattamento preanalitico

Sono state messe a punto procedure di campionamento, conservazione e trattamento del
campione tali da garantire la stabilitd del campione e I’integrita dell’informazione analitica. A
tale scopo ¢ stato inizialmente effettuato uno studio per la scelta dei materiali piu idonei per la
raccolta e conservazione dei fluidi in termini di inerzia chimica nei confronti del campione e dei
reagenti aggiunti ovvero assenza di fenomeni di adsorbimento e/o rilascio degli elementi di cui
si effettua la quantificazione. Il polistirene (provette da 15 mL, Becton Dickinson Labware,
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Franklin Lakes, NJ, USA) ¢ risultato il materiale piu idoneo per la raccolta e conservazione di
CSF, siero e sangue previo contatto per 24 ore con una soluzione al 10% di HNO; ultrapuro
(Carlo Erba, Milano, Italia) e successivo lavaggio con H,O deionizzata (EASY-pure, PBI,
Milano, Italia). Bustine di plastica sono state utilizzate per la raccolta e conservazione dei
capelli.

11 prelievo ¢ stato effettuato dopo astensione per una notte da cibo e da farmaci. I campioni
sono stati conservati alla temperatura di -20 ‘C fino all’analisi, per evitare eventuali
trasformazioni chimiche, microbiologiche ed enzimatiche del materiale biologico.

Nel programmare il trattamento del campione sono stati considerati metodi che riducessero
al minimo la manipolazione al fine di evitare un eventuale apporto esogeno del metallo (sia
dall’ambiente di laboratorio sia dai reagenti). Questo trattamento ¢ stato diverso a seconda del
fluido biologico considerato.

Nel caso di CSF e siero ¢ stata sufficiente una semplice diluizione con H,O deionizzata in
funzione delle concentrazioni analitiche attese.

Nel caso del sangue il materiale organico presente ¢ stato distrutto eseguendo cicli di
digestione con microonde (MW) nelle stesse provette di raccolta, previa aggiunta di acido. In
particolare, ogni aliquota di 1 mL di sangue ¢ stata addizionata con 2 mL di HNOj; ultrapuro
(Carlo Erba) e sottoposta a mineralizzazione con MW in un forno ETHOS MEGA 1I (FKV,
Bergamo, Italia) dotato di fibra ottica per il controllo della temperatura (T) e fornito di un rotore
MultiPREP 80 (FKV) che permetteva la digestione simultanea di 80 campioni. Il ciclo utilizzato
prevedeva:

1. T crescente fino a raggiungere i 70 °C in 60 minuti;
2. T costante di 70 °C per 5 ore.

Dopo il raffreddamento, i digeriti sono stati diluiti con H,O deionizzata.

Per i campioni di capelli ¢ stato usato un trattamento preanalitico pitt complesso per
eliminare contaminazioni esterne causate da fattori ambientali, come polveri e sporcizia, da
desquamazione dell’epidermide e dai trattamenti cosmetici. E stata applicata la seguente
procedura:

1. lavaggio per 10 minuti sotto continua agitazione magnetica in una soluzione di etere
etilico:acetone 3:1 v/v (Riedel-de Haén, Seelze, Germania) per la rimozione dello strato
sebaceo che ricopre il capello;

2. lavaggio per 10 ore sotto agitazione in una soluzione al 5% del sale sodico dell’acido
etilendiamminotetraacetico (EDTA) (Merck, Darmstadt, Germania) per la rimozione dei
metalli eventualmente presenti sulla superficie esterna del capello;

3. ripetuti risciacqui con H,O deionizzata.

Dopo il lavaggio, i campioni di capelli sono stati asciugati a 85 °C, pesati (ca. 200 mg) e
predigeriti per una notte in contenitori di politetrafluoro etilene (PTFE) con una soluzione di
HNO;:H,0, 3:1 v/v (entrambi di grado ultrapuro; HNOs;, Carlo Erba; H,0,, Merck, Darmstadt,
Germania) ed, infine, mineralizzati con MW mediante il seguente ciclo:

1. 5 minuti a 250 W;
2. 5minutia 0 W;

3. 5 minuti a 450 W;
4. 5 minuti a 500 W.

Dopo il raffreddamento, i digeriti sono stati diluiti con H,O deionizzata.
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Analisi degli elementi chimici

La determinazione dei metalli nei fluidi biologici ¢ stata eseguita con tecniche spettroscopiche
che permettono la quantificazione di elementi a concentrazioni maggiori (mg mL™), in traccia (ug
mL™) e ultratraccia (pg mL™). Gli elementi a concentrazione maggiore, ovvero Ca, Cu, Fe, Mg, Si
e Zn sono stati analizzati con la spettrometria di emissione atomica a plasma accoppiato
induttivamente (Inductively Coupled Plasma — Atomic Emission Spectrometry, 1CP-AES). Gli
elementi in traccia e ultratraccia quali Al, Be, Cd, Co, Cr, Hg, Li, Mn, Ni, Pb ¢ V sono stati
quantificati con la spettrometria di massa a settore magnetico a plasma accoppiato induttivamente
(Sector Field — Inductively Coupled Plasma — Mass Spectrometry, SF-ICP-MS). Caratteristiche e
condizioni strumentali sono riportate nella Tabella 1.

Tabella 1. Condizioni operative per I’analisi tramite e SF-ICP-MS

Tecnica Condizioni operative
ICP-AES
Strumento Optima 3100 XL, Perkin Elmer, Norwalk, CT, USA Radiofrequenza 1300 W
Nebulizzatore a flusso incrociato con camera di raffreddamento di tipo Scott
Flussi dei gas (L min'1) plasma, 13; ausiliario, 0,5; nebulizzatore, 0,7
Risoluzione massima, 0,006 nm - 200 nm
Policromatore reticoli a due dimensioni di tipo “echelle”
Rivelatore a trasferimento di carica (Charge Coupled Device)
SF-ICP-MS
Strumento ELEMENT, Thermo Finnigan, Brema, Germania
Radiofrequenza 1200 W
Nebulizzatore pneumatico Meinhard con camera di raffreddamento di tipo Scott
Flussi dei gas (L min'1) plasma, 13; ausiliario, 0,5; nebulizzatore, 0,7
Risoluzione (m/Am) BR,300; MR,3000
Finestra di massa BR, 150%; MR, 100%
Finestra di ricerca BR, 100%; MR, 80%
Finestra di integrazione  BR, 80%; MR, 60%
Numero di scansioni 25 per ciascuna risoluzione

BR: bassa risoluzione; MR: media risoluzione.
La Tabella 2 schematizza le masse utilizzate, i principali interferenti e la risoluzione adottata.

Tabella 2. Isotopi, interferenti e risoluzione selezionata per I’analisi con SF-ICP-MS

Isotopi Maggiori interferenti Risoluzione

2T "B%Q, BCMN, *Fe** media risoluzione
°Be @ bassa risoluzione
cd 98Mo160, 14gn bassa risoluzione

e correzione matematica

®Co 4°Ar19F, 43Ca160, 41K180, 2ca"%0"'H media risoluzione
2cy “OAr'2c, FAr'eo, 3BAr'N, *ci0, cI®N, *cI'®0'H media risoluzione
02Hg a bassa risoluzione
L a bassa risoluzione
®Mn 37CI180, 4°Ar15N, 39K160, OArN'H media risoluzione
B0Njj “ca’0,%Na’cl, *Ar**Mg, ?°sn** media risoluzione
28py, a bassa risoluzione
Sy 1o, ¥cI™N, “°Ar''B, *Ar'*N'H media risoluzione

? nelle matrici considerate non ci sono interferenti significativi
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Tutte le interferenze spettrali nell’intervallo di massa 27-60 sono state risolte attraverso 1’uso
della media risoluzione. Per ogni elemento sono stati selezionati gli isotopi piu abbondanti ad
eccezione del Ni, per il quale la sovrapposizione isobarica di **Fe non ha permesso 1’uso di **Ni.
Inoltre, & stato necessario ricorrere alla correzione matematica per la quantificazione di Cd alla
massa 114, interferita dalla specie isobarica '"*Sn e dall’ossido *Mo'°0.

Il metodo ¢ stato valutato mediante il calcolo dei limiti di rivelabilita (Limit of Detection,
LoD), dei limiti di quantificazione (Limit of Quantification, LoQ), dell’accuratezza e della
precisione. Il LoD strumentale di ogni elemento ¢ stato calcolato in base a 3 volte la deviazione
standard (o) della fluttuazione del bianco (soluzione acida al 5% HNOs). I LoQ, invece, sono
stati calcolati nella stessa maniera, moltiplicando perod il ¢ per un fattore 10. Per entrambe le
tecniche 1’accuratezza ¢ stata verificata usando materiale di riferimento certificato (Certified
Reference Material, CRM) a base di siero, sangue (Clincheck, Recipe, Monaco, Germania) e
capelli (BCR CRM 397, IRMM, Geel, Belgio). Non esistendo CRM per il CSF, I’accuratezza ¢
stata valutata aggiungendo appropriate quantitd di analiti sulla matrice e calcolandone il
recupero. La precisione, invece, ¢ stata determinata replicando 20 analisi di campioni reali.

Determinazione dello stato ossidativo

Per la quantificazione dello stress ossidativo sono state impiegate metodiche colorimetriche
che hanno consentito I’analisi di un elevato numero di campioni in tempi brevi: il d-ROMs test
per una valutazione globale delle specie ossidanti presenti nel siero (Serum Oxidative Status,
SOS) e I’Oxy-Adsorbent test per la misura della barriera antiossidante (Serum Antioxidant
Capacity, SAC) (Diacron, Grosseto, Italia).

11 d-ROMs valuta nel siero il livello di idroperossidi, una classe di metaboliti che si formano
per I’azione di deidrogenazione e successiva perossidazione da parte del radicale OH" su una
vasta gamma di composti fra cui proteine, lipidi, aminoacidi ecc. Tale metodica sfrutta la
capacita degli idroperossidi nel generare radicali liberi dopo reazioni con alcuni metalli di
transizione, come per esempio Fe?/Fe*, in accordo con la reazione di Fenton. Questi derivati,
reagendo con un particolare cromogeno opportunatamente tamponato, sviluppano un complesso
colorato misurabile fotometricamente. La concentrazione ¢ espressa in unita arbitrarie dette
U.CARR equivalenti a 0.08 mg di radicali per 100 mL di H,O,. Valori compresi fra 250-300
U.CARR indicano stato ossidativo normale, mentre valori superiori indicano stress ossidativo.

A livello ematico, la difesa nei confronti dell’attacco lesivo delle specie reattive, e in
particolar modo, dei radicali liberi, pud essere sostenuta da una serie di sostanze di natura
esogena (es. ascorbato, tocoferoli, carotenoidi, bioflavonoidi, ecc.) ed endogena (es. proteine,
bilirubina, acido urico, colesterolo, GSH, ecc.). L’Oxy-Adsorbent valuta la capacita del siero di
opporsi all’azione ossidativa di una soluzione di acido ipocloroso (HCIO). L’HCIO si forma in
situazioni fisiologiche da H,O, e ioni cloro ed ¢ un potente ossidante naturale. Il campione da
analizzare viene sottoposto all’azione ossidante massiva di una soluzione di HCIO a titolo noto,
in evidente eccesso rispetto alla capacita di essere “adsorbito” da parte della barriera
antiossidante in esame. L’HCIO residuo viene fatto reagire con un’ammina aromatica sostituita
(Ar-NH,) la quale ossidandosi a spese dell’acido si trasforma in un derivato colorato ([Ar-
NH,]). La concentrazione del complesso colorato ¢& direttamente proporzionale alla
concentrazione di HCIO rimasta in eccesso e inversamente proporzionale alla capacita
antiossidante del siero stesso. Il risultato ¢ espresso in pmol di HCIO “adsorbiti” da 1 mL di
siero. Valori sopra i 350 umol mL™" di HCIO sono considerati normali, valori piti bassi indicano
decremento della capacita antiossidante.
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Valutazione statistica

I parametri della popolazione sono stati descritti in termini di media, deviazione standard
(DS), 25°-75° percentile. I test statistici utilizzati sono stati:

1. test U di Mann-Whiney;

2. test di correlazione di Spearman;

3. analisi discriminante;

4. analisi ROC (Receiver Operating Characteristic).

Il test U di Mann-Whitney e il test di correlazione di Spearman offrono il vantaggio di
individuare un livello di probabilita esatto con qualunque tipo di distribuzione della popolazione
da cui il campione ¢ estratto. Il primo consente di confrontare una singola variabile per i
soggetti appartenenti a due gruppi diversi. Il secondo da informazioni sulle relazioni che
intercorrono tra le variabili. Per entrambi i test il valore di significativita accettato ¢ stato p <
0,05.

Allo scopo di esaminare contemporaneamente tutte le variabili in esame e quindi trarre la
massima informazione eliminando le variabili statisticamente meno importanti ¢ stato seguito
un approccio di tipo multivariato, applicando I’analisi discriminante. Questo metodo di
classificazione permette di individuare le variabili indipendenti che maggiormente determinano
'appartenenza o meno di un’osservazione ad uno di due o piu gruppi gia noti a priori. La bonta
della classificazione ¢ stata validata mediante una validazione interna (cross-validation) del tipo
leave-one-out. L’individuazione delle variabili maggiormente discriminanti ¢ quindi piu
significative nella classificazione avviene con procedura di tipo forward cio¢ di volta in volta le
variabili vengono inserite in base a un F statistico per verificare il loro contributo al modello
finale. I parametri importanti per valutare il modello ottenuto sono: il Lambda di Wilks (tra 0 e
1, massimo e minimo potere discriminante) e i coefficienti standardizzati delle variabili
selezionate (indicano la loro importanza relativa, piu alto ¢ il loro valore assoluto maggiore ¢ il
loro contributo unico al potere discriminante). Sebbene 1’analisi discriminante presupponga la
normalitd dei dati di partenza ¢ anche vero che violazioni all’assunzione di normalita non sono
state considerate “fatali” per 1’efficienza del test in quanto la mancata normalita non era dovuta
alla presenza di outlier.

Poiché le concentrazioni rilevate sono variabili continue, € utile 1’individuazione di valori
soglia (cut off) che consentano di orientare I’interpretazione tra malattia e stato di salute. Un
valore di cut off ottimale non esiste ma dipende dal valore coincidente con una variazione di
sensibilita (probabilitd di ottenere un risultato vero-positivo nella classe dei malati) e di
specificita (probabilita di ottenere un vero-negativo nella classe dei sani) del test. L’analisi ROC
applicata ha permesso di legare la sensibilita alla probabilita di ottenere un falso-positivo nella
classe dei sani. Esaminando I’area della curva ottenuta (4rea Under Curve, AUC) i cui valori
variano tra 1,0 e 0,5, secondo la scala di classificazione proposta da Swets, si misura la capacita
discriminante del test.

Tutte le analisi statistiche sono state effettuate utilizzano il programma statistico SPSS-
12.0.1 versione per Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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Risultati

Prestazioni dei metodi analitici

Le prestazioni dei metodi sviluppati sono state valutate mediante il calcolo dei limiti LoD e
LoQ, dell’accuratezza e della precisione. La Tabella 3 riporta i valori dei limiti in ng mL™"
ottenuti in soluzione al 5% di HNO;. Entrambe le tecniche mostrano limiti piu che adeguati ai
fini delle determinazioni previste. Nel caso dell’ICP-AES si passa da valori di 2,0 ng mL™ per
Ca e Si a valori di 3,0 per Mg e a 5,0 ng mL™ per Cu, Fe e Zn. Per la quantificazione degli
elementi presenti in traccia effettuata mediante la tecnica SF-ICP-MS, il raggiungimento di
bassi LoD riveste un significato ovviamente piu rilevante. In questo caso i valori sono al di sotto
di 0,006 ng mL™" per tutti gli elementi eccetto I’Al per il quale si ha un LoD pari a 0,05 ng mL™".

Tabella 3. Limiti di rivelabilita (LoD) e di quantificazione (LoQ) delle tecniche analitiche
utilizzate (ng mL'1)

Elementi LoD LoQ
Al2 0,05 0,165
Be ? 0,004 0,013
Ca® 2,0 6,6
cd? 0,001 0,003
Co? 0,002 0,006
Cr? 0,002 0,006
Cu® 5,0 16,6
Fe® 5,0 16,6
Hg @ 0,005 0,016
Li? 0,007 0,021
Mg ° 3,0 10

Mn @ 0,004 0,013
Ni 2 0,002 0,006
Pbba 0,006 0,019
Si 2,0 6,6
Ve 0,002 0,006
Zn® 5,0 16,6

2 SF-ICP- MS; ” ICP-AES.

I risultati relativi alla accuratezza sui CRM e alle prove di recupero sono riportati in Tabella
4. Nel caso dell’ICP-AES gli intervalli di accuratezza ottenuti variano da 94,6% per Zn a 107%
per Mg nel CSF, da 98% per Mg e Zn a 108% per Si nel siero, da 97,8% per Zn a 106% per Mg
nel sangue e da 96% per Ca e Mg a 99,5% per Zn nei capelli. Per il SF-ICP-MS 1 valori sono
compresi tra 90% per Mn e 110% per Hg in CSF, tra 92,5% per Cr e 107% per Ni nel siero, tra
92% per Al e 110% per Cd nel sangue e tra 94% per Al e Mn e 108% per Hg nei capelli. La
precisione dei metodi sviluppati ha evidenziato buoni risultati per entrambe le tecniche. Per
I’ICP-AES la precisione peggiore era pari al 4,3% (Zn) nel CSF, 5,3% (Si) nel siero, 2,9% (Cu)
nel sangue e 3,0% (Mg) nei capelli. Per il SF-ICP-MS sono state ottenute precisioni massime
pari a 5,2% (V) per il CSF, 3,8% (Mn) per il siero, 4,3% (Cd) per il sangue ¢ 4,9% (Pb) per i
capelli.
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Variazione degli elementi chimici con la malattia

Fluido cerebrospinale

La Tabella 5 riporta la concentrazione degli elementi nel CSF di pazienti MP e controlli in
termini di media = DS e 25°-75° percentile, nonché la significativita delle differenze riscontrate
fra le due popolazioni.

Tabella 5. Concentrazione (ng mL'1) degli elementi nel CSF di pazienti MP e controlli

Pazienti MP (n. 43) Controlli (n. 12)
Media £ DS 25°-75° Media = DS 25°-75°
Al 2,15+1,03 1,44 - 2,79 2,64 £ 0,51 2,40-2,88
Be 0,56 + 0,21 0,42 -0,67 0,70 £ 0,37 0,41-0,94
Ca 27313 + 3386 25935 - 29206 26956 + 5515 23564 — 30838
Cd 0,04 + 0,02 0,02 -0,05 0,05+ 0,03 0,04 - 0,07
Co? 0,09 = 0,09 0,02-0,13 0,13 £0,05 0,10-0,17
Cr® 0,65 + 0,46 0,29 - 0,89 1,28 £ 0,59 0,75-1,63
Cu 19479 13,9-23,5 21,9+4,8 17,9 — 26,2
Fe® 28,2+14,6 17,6 — 37,4 355+5,0 35,3 -39,1
Hg 0,73 £ 0,32 0,45 -0,97 1,05+ 0,46 0,78 -1,49
Li 0,82 0,53 0,39 -1,02 0,49 £ 0,10 0,47 -0,54
Mg 23693 + 4263 20728 — 27051 21868 + 3509 19045 — 23925
Mn 0,69 £ 0,42 0,38 -1,12 0,95+ 0,39 0,68 -1,18
Ni® 3,34 £ 3,61 0,46 — 5,68 5,40 £ 3,33 2,44 — 7,54
Pb°® 0,46 £ 0,24 0,28 - 0,63 0,91 £ 0,36 0,60 — 1,19
Si® 58,4 + 44,8 19,9 - 87,2 95,0 + 38,3 61,6 — 108
Vv 0,07 £ 0,03 0,05 -0,09 0,09 £ 0,03 0,06 — 0,11
Zn 27,7 £ 9,01 21,8-31,0 323+11,4 22,3-39,4

2 p<0,05"p<0,001.

Nel CSF dei pazienti la pit bassa concentrazione media (0,1 ng mL™) ¢ stata riscontrata per
Cd, Co e V, concentrazioni comprese tra 0,1 ¢ 1 ng mL™ per Be, Cr, Hg, Li, Mn e Pb - con il
valore pit basso per Pb (0,46 + 0,24 ng mL™) e il valore piu alto per Li (0,82 + 0,53 ngmL™) - e
comprese tra 1 ¢ 5 ng mL™' per Al e Ni. Tutti gli elementi maggiori hanno presentato livelli da
19,4 +7,9 ng mL™"' per Cu a 27313 =+ 3386 ng mL"' per Ca. Confrontando le due popolazioni Co,
Cr, Fe, Ni, Pb e Si risultano significativamente diversi, con valori piu bassi nei pazienti MP. La
Figura 4 mostra le deviazioni percentuali del contenuto degli elementi nel CSF della
popolazione patologica rispetto alla popolazione sana presa come riferimento (controlli = 0). E
evidente che nello stato patologico si verifica una riduzione dei 6 elementi superiore o uguale al
50%.

La Tabella 6 riporta la distribuzione degli elementi nelle due popolazioni in funzione del
sesso ¢ le significativita delle differenze riscontrate.

Nei pazienti di entrambi i sessi € evidenziata una significativa minor concentrazione di Pb (p
= 0,02) rispetto al gruppo di controllo, mentre nelle femmine MP si ha una diminuzione di un
congruo numero di elementi quali Be, Cd, Cr, Fe, Ni e Si (tutti con p < 0,03). Tuttavia il basso
numero di femmine MP potrebbe rendere poco attendibili le significativita ottenute. Le
correlazioni significate evidenziate tra livelli di analiti e parametri relativi alla malattia (test di
Spearman) sono presentate in Tabella 7.
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Figura 4. Deviazioni percentuali degli elementi nel CSF dei malati rispetto ai controlli (0)

Tabella 6. Concentrazione (ng mL™) degli elementi nel CSF di maschi (M) e femmine (F)
nei pazienti e nei controlli

Pazienti MP Controlli
M (n. 37) F (n. 6) M (n. 8) F (n. 5)
Al 2,10 £ 1,07 2,42 + 0,81 2,35+0,48 2,93 +£0,39
Be? 0,56 £ 0,22 0,56 + 0,12 0,42 +0,10 1,05+£0,24
Ca 27315 £ 3538 27300 + 2574 29017 £ 5382 24069 + 4723
cd? 0,04 £ 0,02 0,04 £ 0,02 0,04 £ 0,03 0,06 £ 0,01
Co 0,09 £ 0,09 0,11 £ 0,08 0,11 £ 0,05 0,14 £ 0,05
cr? 0,64 £0,47 0,66 £ 0,39 0,92+0,49 1,56 £ 0,55
Cu 19,8 + 8,28 17,2 £ 6,27 225+4,11 21,1 +£5,96
Fe? 28,0 £ 14,7 289+154 34,6 £+6,12 36,7 £ 3,78
Hg 0,71 +£0,32 0,84 + 0,33 0,77 £ 0,12 1,26 £ 0,53
Li 0,87 £ 0,53 0,56 £ 0,49 0,53+ 0,08 0,43 £ 0,11
Mg 23598 + 4313 24195 + 4334 22447 + 4154 21056 + 2561
Mn 0,71£ 0,43 0,56 £ 0,34 0,99+£0,47 0,92 + 0,37
Ni? 3,51+3,73 2,14 £ 2,61 2,14 £1,20 8,01 +£1,39
Pb?" 0,46 £ 0, 23 0,45 +0,30 0,82+0,34 1,01 £0,40
Si? 63,9+46,5 28,9+13,6 96,8 + 37,1 92,5+44,3
\) 0,07 £ 0,02 0,08 £ 0,04 0,07 £ 0,03 0,11 £ 0,01
Zn 27,9 £ 9,21 26,4 + 8,63 33,4+12,0 30,8+ 11,6

a: differenze significative tra F malate e sane; b: differenze significative tra M malati e sani.

Tabella 7. Correlazioni fra livelli di analiti nel CSF e parametri clinici

Elemento Esordio Gravita Durata Terapia

Al p=0,05; p=-0,33

Cd p=0,03; p=-0,34

Co p=0,05;p=-0,32

Cr p=0,01;p=-0,42 p=0,03;p=-0,37 p=0,04; p=-0,34
Mg p <0,01; p=-0,52 p<0,01; p=-0,59

Ni p=0,04;,p=-0,34

Pb p=0,01;,p=-0,43

Zn p=0,04;p=0,35
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Gli analiti riportati in tabella correlano, ad eccezione dello Zn, inversamente con i parametri
clinici studiati; la maggior parte di questi metalli sembra essere influenzata dalla gravita della
malattia. Il Cr risulta I’elemento piu suscettibile alle variabili cliniche considerate e 1’unico
influenzato dall’assunzione di farmaci.

L’analisi discriminante ha individuato il Pb come elemento in grado di classificare i soggetti,
sebbene il valore di Lambda di Wilks troppo alto renda questo risultato poco significativo.
Probabilmente cio ¢ dovuto alla diversa dimensione dei due gruppi in esame. Anche 1’analisi
ROC, 1 cui risultati sono mostrati in Tabella 8, ha messo in evidenza il Pb come unico elemento
con un valore di AUC prossimo a 1 e quindi unico marcatore moderatamente accurato (in base
alla scala di Swets) della malattia. Inoltre, in base al valore soglia scelto lo stato patologico
sembra essere caratterizzato da concentrazioni inferiori 0,60 ng mL ™' con specificita e sensibilita
superiori al 70%.

Tabella 8. Parametri della curva ROC per il CSF

Elemento AUC Errore Intervallo Sensibilita  1-Specificita Valore-soqlia

standard di confidenza (ng mL ™)
Pb 0,86 0,054 0,76-0,97 0,72 0,30 0,60
Siero

La concentrazione degli elementi nel siero delle due popolazioni ¢ riportata in Tabella 9 in
termini di media + DS e 25°-75° percentile. Sono mostrate anche le differenze significative
ottenute. Nei malati si osserva una concentrazione media compresa tra 0,05 ¢ 1 ng mL™" per Be,
Cd, Co, Cr, Li, Mn, Ni, Pb e V - con il valore piu basso per il Cd (0,07 £ 0,03 ng mL'l) e quello
piu alto per il Mn (0,66 = 0,24 ng mL™") - ¢ una concentrazione compresa fra 1 e 5 ng mL™ per
Al e Hg. Per gli elementi maggiori sono stati osservati livelli da 295 + 104 ng mL™" per il Si a
67259 + 9938 ng mL™ per il Ca.

Tabella 9. Concentrazione degli elementi (ng mL'1) nel siero di pazienti MP e controlli

Pazienti MP (n. 71) Controlli (n. 43)
Media + DS 25°-75° Media £ DS 25°-75°

Al 3,05+ 1,64 1,81 -4,04 2,79 + 1,51 1,65 — 3,91
Be 0,30+ 0,17 0,19 -0,47 0,24 + 0,14 0,10-0,35
Ca?® 67259 + 9938 61344 — 74486 61378 + 5635 58030 — 65648
Cd*® 0,07 £ 0,03 0,05-0,09 0,10 £ 0,05 0,07 -0,12
Co? 0,11+ 0,05 0,08 - 0,12 0,19+0,10 0,11-0,25
Cr 0,35+ 0,07 0,12 -0,32 0,18 £ 0,07 0,13-0,22
Cu 987 + 238 798 — 1116 910 £ 197 755 — 1062
Fe® 1122 £ 432 834 — 1479 1596 + 442 1299 — 1892
HgD 2,02 +1,67 0,65 — 2,91 1,41+0,73 0,95-1,72
Li 0,79 + 0,60 0,35 -1,01 1,01 £0,75 0,60 — 1,55
Mg ° 19012 £ 3215 16850 — 21199 17200 £ 1781 16466 — 18550
Mn 0,66 + 0,24 0,52-0,84 0,65 + 0,24 0,48 - 0,80
Ni?® 0,64 + 0,33 0,41-0,77 0,43 + 0,36 0,17 - 0,56
Pb 0,62 + 0,34 0,36 — 0,81 0,52 +0,22 0,36 — 0,61
Si® 295 + 104 217 - 368 111 £ 55,3 74,1 -136
A 0,11+ 0,07 0,06 — 0,15 0,06 + 0,03 0,04 - 0,07
Zn® 717 £125 633 — 798 813+135 704 - 910

¥ p<0,001;" p<0,05.
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Gli elementi significativamente diversi fra le due popolazioni sono risultati Ca, Cd, Co, Fe,
Li, Mg, Ni, Si, V e Zn. In particolare Cd, Co, Fe, Li e Zn presentano concentrazioni piu basse
nei malati rispetto ai sani, mentre Ca, Mg, Ni, Si e V livelli piu alti. In termini di deviazioni
percentuali rispetto alla popolazione sana sono state evidenziati nei pazienti valori di Ni, Sie V
piu alti di ca. 150- 250% (Figura 5).
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Figura 5. Deviazioni percentuali degli elementi nel siero dei malati rispetto ai controlli (0)

La Tabella 10 mostra i livelli di tutti gli analiti e le differenze significative ottenute in
funzione del sesso. L’analisi dei dati conferma nei maschi MP, rispetto a quelli del gruppo di
controllo, le differenze statisticamente significative ottenute precedentemente (tutte con p <
0,01) ad eccezione del Li. Nelle femmine MP, invece, Mg, Ni, V e Zn non sono risultati essere
statisticamente diversi rispetto alle femmine sane. All’interno dei due gruppi di popolazione,
risultano significative le maggiori concentrazioni di Hg nei maschi MP (p < 0,01) rispetto alle
femmine MP e i minori livelli di Ca, Cu e Ni nei maschi del gruppo di controllo (p < 0,05) con
le rispettive femmine.

Lo studio delle correlazioni ha indicato soltanto una lieve correlazione positiva del Ni con la
durata della malattia (p = 0,02; p = 0,31). L’analisi discriminante ha individuato Co, Ni e Si
come elementi in grado, nel loro insieme, di classificare i soggetti sani ¢ malati, con un buon
potere discriminante (Lambda di Wilks = 0,335). La Tabella 11 riporta i coefficienti
standardizzati relativi ai tre metalli selezionati e mostra come SI abbia un peso decisamente
maggiore degli altri due elementi nella funzione discriminante.

Come mostrato nella Tabella 12, la classificazione ha dato come risultato il 93,0% di casi
raggruppati originali correttamente classificati (90,7% per i pazienti MP e 94,4% per i controlli)
e il 91,2% di casi raggruppati cross-validati correttamente classificati (90,7% per i pazienti MP
e 91,5% per i controlli).

I risultati ottenuti dall’analisi ROC sono riportati in Tabella 13.
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Tabella 10. Concentrazione (ng mL'1) degli elementi nel siero dei maschi (M) e femmine (F)
nei pazienti e nei controlli

Pazienti MP Controlli

M (n. 53) F (n. 18) M (n. 32) F (n. 11)
Al 3,19+ 1,69 2,65+148 2,80 +1,43 2,76+ 1,81
Be 0,29 +0,16 0,35+0,19 0,24 +0,14 0,24 £+ 0,14
Ca®®d 66313 + 9566 69886 + 10747 60434 + 5603 64125 + 4990
cd*P 0,07 £ 0,03 0,07 £ 0,03 0,10 £ 0,04 0,11+ 0,06
Co®P 0,11+ 0,04 0,10 £ 0,04 0,20 + 0,09 0,17 £ 0,11
Cr 0,38+ 0,44 0,27 + 0,28 0,19 + 0,07 0,14 + 0,04
cu® 956 + 226 1084 + 255 866 + 192 1039 + 153
Fe®® 1168 + 414 992 + 467 1583 + 372 1636 + 641
Hgb° 2,31+1,74 1,21 +1,17 1,39+0,73 1,47 £0,77
Li 0,81 +0,63 0,73 +£0,51 0,97+ 0,70 1,13+ 0,56
Mg? 18872 + 3223 19416 + 3248 17112 + 1885 17456 + 1490
Mn 0,66 0,23 0,68 + 0,27 0,66 +0,34 0,64 + 0,37
Ni ¢ 0,66 + 0,34 0,57 + 0,31 0,38 £0,32 0,58 £ 0,46
Pb 0,63+0,34 0,57 + 0,36 0,56 £ 0,22 0,38 £0,15
Si*? 303 + 102 272 + 108 102 + 44 136+ 78
v? 0,11 + 0,07 0,12 + 0,08 0,06 + 0,02 0,07 + 0,04
Zn? 718 + 129 712 £ 116 828 + 132 767 £ 140

2 differenze significative fra M malati e sani; °: differenze significative fra F malate e sane; ® pazienti MP, F vs M; *:
controlli, F vs M.

Tabella 11. Coefficienti standardizzati della funzione discriminante per il siero

Elemento Coefficiente standardizzato
Si 0,884
Co 0,534
Ni 0,457

Tabella 12. Classificazione nel siero in base alla funzione discriminante

Tipo di Stato Attribuzione Totali
classificazione Pazienti (MP) Controlli (CR)
Originale Conteggio (n) MP 67 4 71
“ CR 4 39 43
Percentuale (%) MP 94,4 5,6 100,0
“ CR 9,3 90,7 100,0
Cross-validato Conteggio (n) MP 65 6 71
“ CR 4 39 43
Percentuale (%) MP 91,5 8,5 100,0
“ CR 9,3 90,7 100,0

Tabella 13. Parametri dell’analisi ROC per il siero

Elemento AUC ES Intervallo di Sensibilita 1-Specificita Valore-soglia
confidenza (ng mL"™)

Si 0,94 0,02 0,90-0,98 0,84 0,05 183

Ni 0,74 0,06 0,62-0,85 0,86 0,35 0,36

Co 0,71 0,05 0,68-0,88 0,80 0,28 0,13

ES: errore standard.
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I risultati confermano la buona capacita di Si (AUC prossima a 1) quale marcatore altamente
accurato della patologia con livelli piu alti rispetto al valore soglia nei soggetti malati. Tra
I’altro il valore soglia fornisce un’elevata specificita (95%) senza perdita di sensibilita. Al
contrario la minor estensione dell’AUC relativa a Ni e Co mostra come il cut-off di questi due
elementi sia meno significativo per separare propriamente le popolazioni sotto studio. Cio detto,
livelli minori di Co e maggiori di Ni nel siero dei malati rispetto ai valori soglia potrebbero
individuare lo stato patologico.

In Figura 6 ¢ raffigurata, per il Si, la relazione fra i parametri ricavati dall’analisi ROC
riportando, per ogni possibile valore soglia, la proporzione di veri positivi in ordinata
(sensibilita) e la proporzione di falsi positivi in ascissa (1-specificita). Dalla rappresentazione
grafica ¢ possibile notare 1’attendibilita del marcatore selezionato, la curva interpolata, infatti,
tende a coincidere con gli assi cartesiani.

1,0

Sensibilita

0,4

0,2

0,0 T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
1 - Specificita

Figura 6. Curva ROC per il Si nel siero

Sangue

I dati relativi alla concentrazione degli elementi nel sangue sono riportati in Tabella 14. Nel
sangue dei pazienti MP ¢& stata osservata una concentrazione compresa fra 0,1 ¢ 1 ng mL™ per
Be, Cd, Co, Cr e V - con un valore pitl basso riscontrato per V (0,11 + 0,07 ng mL™") e uno piu
elevato per Cd (0,77 + 0,32 ng mL™") — e una concentrazione compresa fra 1 ¢ 15 ng mL™' per Al,
Hg, Li, Ni e Mn (pili basso ¢ Ni con 4,36 + 3,13 ng mL™"). Per tutti gli altri elementi sono stati
osservati valori molto maggiori che passano da 57,4 + 27,7 ng mL™' per Pb a 428610 + 70062 ng
mL per Fe.

Gli elementi significativamente sbilanciati fra le due popolazioni risultano Al, Be, Ca, Cd,
Co, Fe, Li, Mg, Ni, Si e Zn. Nella Figura 7 sono riportate le deviazioni percentuali della
popolazione patologica da quella di controllo.
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Tabella 14. Concentrazione (ng mL'1) degli elementi nel sangue di pazienti MP e controlli

Pazienti MP (n. 71)

Controlli (n. 43)

Media £ DS 25°-75° Media * DS 25°-75°
Al? 13,0+ 11,2 451 -18,7 18,1+ 10,8 9,2 -23/1
Be? 0,28 + 0,19 0,14 -0,39 0,41+0,18 0,30 -0,51
Ca? 48861 = 9532 40565 — 56150 62870 £ 10051 56947 — 66388
cd? 0,77 £ 0,32 0,51 -1,01 1,06 £ 0,48 0,82-1,36
Co? 0,26 £ 0,12 0,17 -0,32 0,12 £ 0,09 0,05-0,16
Cr 0,71 £ 0,59 0,23-1,18 0,48 £ 0,33 0,25-0,55
Cu 1042 £ 453 623 — 1327 946 + 137 869 — 1030
Fe? 428610 + 70062 362880 — 478254 547409 + 49050 524453 — 574841
Hgb 5,81+ 3,77 2,90 -8,42 5,85+ 3,18 3,58 - 8,05
Li 1,09 £ 0,76 0,49 -1,59 0,74 £ 0,44 0,44 - 0,94
Mg ? 31370 £ 4672 27767— 34544 40235 % 4967 38092 - 43134
Mn 8,57 £ 3,90 5,69-10,9 7,49 £ 3,48 5,41-9,49
Ni? 4,36 £ 3,13 1,40 - 6,55 0,97 £ 0,53 0,58 - 1,30
Pb 57,4 £ 27,7 35,8 -70,0 50,9 + 20,1 32,8 -64,4
SiP 241 + 166 119 — 338 154 + 63 112 - 181
\") 0,11 £ 0,07 0,07 -0,14 0,09 £ 0,05 0,06 - 0,13
Zn? 5313 + 977 4580 — 6092 6810 + 787 6280 — 7286
% p <0,001; b: p<0,05.
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Figura 7. Deviazioni percentuali degli elementi nel sangue di malati rispetto ai controlli (0)

In particolare, sono state evidenziate nei pazienti concentrazioni maggiori di Co, Li, Ni e Si, con

variazioni di = 250% per il Co e di = 500% per il Ni rispetto ai soggetti sani.

Anche in questo caso sui 17 elementi sono state valutate le differenze significative in

funzione del sesso (Tabella 15).
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Tabella 15. Concentrazione (ng mL'1) degli elementi nel sangue di maschi (M) e femmine (F)
nei pazienti e nei controlli

Pazienti MP Controlli
M (n. 53) F (n. 18) M (n. 33) F (n. 10)

Al? 13,1+12,0 12,8+7,9 18,5+11,3 16,7+ 9,7

e®P 0,29 +0,19 0,25+0,20 0,39 +£0,17 0,50+0,18
ca®™d 48177 + 9676 50876 £ 9054 61170 £ 9393 68484 + 10587
cd? 0,73+0,32 0,86 + 0,32 1,09 £ 0,52 0,97 £0,34
Co? 0,26 +0,12 0,24 + 0,11 0,10 £ 0,07 0,17 £ 0,14
Cr 0,74 + 0,61 0,62 + 0,52 0,53 +0,35 0,33+0,20
Ccu® 1029 + 473 1082 + 399 926 + 135 1011 + 128
Fe®® 427344 + 70391 432337 + 70970 555433 + 48292 523336 + 45306
Hg b, ¢ 6,49 + 3,71 3,94 + 3,34 5,43 +2,78 7,20 £ 4,09
Li?® 1,12 +0,76 1,04 £ 0,79 0,72+ 0,39 0,83 +0,59
Mg ® b 30898 + 4625 32757 £ 4660 39973 + 5544 41073 + 2347
Mn 8,81+ 3,91 7,84 £ 3,90 7,20+ 3,34 8,46 + 3,96
Ni P 4,39+ 3,30 4,28 +2,63 0,94 + 0,51 1,090, 63
Pb &¢ 63,2+27,4 415+22,3 56,2 + 19,7 33,8+£9,1
si*¢ 245 + 154 229 + 204 144 + 62 188 + 56
\' 0,11 + 0,08 0,11+ 0,04 0,10 + 0,05 0,09 + 0,04
Zn?®® 5265 + 1047 5453 + 741 6937 + 794 6406 + 640

@ differenze significative tra M malati e sani; b differenze significative tra F malate e sane; °: pazienti MP: F vs M;
4 controlli; F vs M.

L’analisi dei dati conferma nei maschi MP rispetto ai controlli le differenze ottenute
precedentemente (p < 0,01). Nelle femmine MP, Al, Cd, Co e Si non risultano statisticamente
diversi rispetto alle femmine sane, mentre ¢ presente una differenza significativa per il Hg (p <
0,03). All’interno della popolazione patologica, si riscontrano livelli minori di Hg ¢ Pb nei
maschi (p < 0,005) rispetto alle femmine. Nella popolazione sana, invece, risultano significativi
1 maggior valori di Ca, Cu e Si nelle femmine (p < 0,05) e di Pb nei maschi (p < 0,001).

Non sono emerse correlazioni significative tra il contenuto ematico degli elementi e i
parametri clinici considerati. L’analisi discriminante (Lambda di Wilks = 0,274) ha selezionato
7 elementi, i cui coefficienti sono riportati in Tabella 16. In particolare Fe e Co risultano essere
le principali variabili discriminanti tra i soggetti malati e sani.

Tabella 16. Coefficienti standardizzati della funzione discriminante

Elemento Coefficiente standardizzato
Fe 0,633
Co 0,531
Al 0,474
Si 0,406
Cd 0,403
Ni 0,310
Be 0,276

Nella Tabella 17 ¢ riportata la classificazione ottenuta con I’analisi discriminante. Il risultato
prevede il 98,2% di casi originali correttamente classificati (100% per i controlli e 97,2% per i
pazienti MP) e il 97,4% di casi cross-validati correttamente classificati (97,7% per i controlli e
97,2% per i pazienti MP).
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Tabella 17. Classificazione nel sangue in base alla funzione discriminante

Tipo di Stato Attribuzione Totali
classificazione Pazienti (MP)  Controlli(CR)
Originale Conteggio (n.) MP 69 2 71
“ CR 0 43 43
Percentuale (%) MP 97,2 2,8 100,0
“ CR 11,6 100,0 100,0
Cross-validato Conteggio (n.) MP 68 2 71
“ CR 5 42 43
Percentuale (%) MP 97,2 2,8 100,0
“ CR 23 97,7 100,0

I parametri ottenuti dall’analisi ROC sono invece riportati in Tabella 18. Questi dati
confermano la capacita discriminante di Fe e Co. Il valore di AUC pari a 0,92 per il Fe, infatti,
indica questo elemento come marcatore altamente accurato, mentre il Co rappresenta un
marcatore moderatamente accurato. I risultati riportati nella Tabella indicano che livelli piu
bassi rispetto al valore soglia per il Fe e piu alti per il Co sono propri dello stato patologico.

In Figura 8 ¢ raffigurata la relazione fra i parametri dell’analisi ROC e i livelli di Fe. Anche
in questo caso ¢ possibile notare come, essendo la curva del Fe asintotica con gli assi cartesiani,
il test abbia un elevato valore informativo.

Tabella 18. Parametri dell’analisi ROC per il sangue

Elemento AUC ES Intervallo Sensibilita 1-Specificita Valore-soglia

di confidenza (ng mL"™)
Fe 0,92 0,03 0,87-0,97 0,91 0,20 514844
Co 0,85 0,04 0,77-0,92 0,85 0,30 0,15

ES: errore standard

Sensibilita

1 1
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
1 - Specificita

Figura 8. Curva ROC del Fe nel sangue
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Capelli

I dati relativi alla concentrazione degli elementi nei capelli sono riportati nella seguente
Tabella 19.

Nei pazienti MP ¢ stata osservata una concentrazione bassa solo per il Cd (10,7 = 7,9 ng g™)
e una concentrazione compresa fra 100 ¢ 1000 ng mL™ per Co, Cr, Mn e Pb (pit basso, Co con
162 £ 157 ng g™). Per tutti gli altri elementi sono state rilevate concentrazioni molto maggiori
che passano da 1222 + 880 ng g per Hg a 375732 + 239914 ng g per Ca. Differenze
significative sono emerse solo per Pb ¢ Fe, che presentano valori piu bassi nei soggetti MP, con
deviazioni percentuali di circa il 30% rispetto ai controlli. Anche in questo caso sono stati

valutati i diversi livelli dei metalli in funzione del sesso, come riportato in Tabella 20.

Tabella 19. Concentrazione (ng g'1) degli elementi nei capelli di pazienti MP e controlli

Pazienti MP (n. 81)

Controlli (n. 17)

Media £ DS 25°-75° Media = DS 25°-75°
Al 3065 + 2189 1632 — 4376 2578 + 1480 1128 — 4025
Ca 375732 + 239914 218547 — 440650 418841 + 227515 155084 — 578485
cd 10,7+ 7,9 4.40-13,8 8,4+47 5,1-10,6
Co 162 + 157 52,6 — 215 227 + 254 48.9 - 376
Cr 240 + 154 126 — 316 226 + 129 141 - 263
Cu 7907 +2913 6241 — 9431 7487 + 3413 5510 — 8096
Fe?® 9512 + 4903 6409 — 10525 13096 + 7106 7710 — 16977
Hg 1222 + 880 692 —1504 1367 + 1008 567 — 1978
Mg 36370 + 23584 19146 — 53386 43306 + 29142 20056 — 69393
Mn 645 + 503 202 — 997 526 + 533 204 — 668
Pb? 596 + 629 197 — 737 848 + 706 284 - 1319
Si 28174 + 19160 13570 — 36974 29395 + 18179 15552 — 38274
Zn 141703 + 47577 98359 — 177621 130867 + 47176 106254 — 163493
& p<0,05.

Tabella 20. Concentrazione (ng g”') degli elementi nei capelli di maschi (M) e femmine (F)
nei pazienti e nei controlli

Pazienti MP Controlli
M (n. 62) F (n. 19) M (n. 9) F (n. 8)
Al 3142 £ 2381 2834 £ 1509 2756 = 1554 2401+ 1504
ca®® 333 £211 536 £ 278 357 £ 227 512 £ 212
Cd 10,7+ 8,30 10,5+6,5 6,68 + 3,87 11,2 £4,90
Co* 163 £ 156 156 + 166 303 £ 238 129 + 257
Cr 227 + 146 279+ 176 247 + 166 202175
Cu 7,65+2,92 8,73 £ 2,81 6,53 £ 2,02 8,71 £4,53
Fe® 9110 £ 4550 10800 = 5850 15900 = 7730 9450 £ 4360
Hg 1256 + 908 1123 £ 808 1548 £ 1219 1136 £ 668
Mg ® b 32,1+£22,0 51,3 £ 23,6 30,5+£22,4 59,3 +£29,9
Mn 627+ 466 697 £ 610 705 £ 652 295 £ 178
Pb ¢ 646 £ 651 444 + 547 756 £ 632 941 £ 807
Si 28,1 +20,0 28,4 +17,0 24,8 +13,1 33,4+21,8
Zn 145 + 47 131 £ 47 131+ 56 130 £ 37

2: pazienti MP: F vs M; °: controlli: F vs M; ®: differenze significative fra M malati e sani; ®: differenze significative fra F

malate e sane.
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E confermata nei maschi MP la significativita delle differenze del contenuto di Fe rispetto ai
controlli (p < 0,001), mentre nelle femmine MP si evidenziano come significativi i maggior
livelli di Co (p = 0,04) e Pb (p < 0,05). Le femmine sia sane che malate presentano livelli piu
alti di Ca e Mg (entrambi con p < 0,05) rispetti ai maschi. Le correlazioni fra livelli di analiti nei
capelli e parametri relativi alla malattia sono presentate in Tabella 21.

Tabella 21. Correlazioni tra contenuto di elementi nei capelli e parametri clinici

Elemento Eta Gravita Durata

Ca p=0,03; p=-0,31

Hg p=0,04; p=-0,26
Pb p=0,02;p=-0,30 p=0,02; p=-0,30

Gli analiti riportati in Tabella 21 correlano tutti inversamente con i parametri clinici studiati
e la durata della malattia ¢ il fattore maggiormente influenzante. Il Pb risulta essere I’elemento
piu suscettibile alle variabili considerate.

Anche su questa matrice ¢ stata applicata 1’analisi discriminante i cui risultati non sono pero
stati ritenuti attendibili, probabilmente a causa della diversa dimensione dei due gruppi in
esame. In aggiunta, anche ’analisi ROC non si ¢ dimostrata un valido mezzo di indagine in
quanto le curve ottenute non sono risultate significative. Un ampliamento del gruppo di
controllo potrebbe dare risultati pit soddisfacenti per D’applicazione di analisi di tipo
multivariato.

Valutazione dello stress ossidativo

In tuuti i soggetti ¢ stato valutato il danno ossidativo sia in termini di stato ossidativo SOS
che di capacita antiossidante SAC. Lo squilibrio ossidativo ¢ risultato essere significativo (p <
0,001) per entrambe le variabili. Sono riportati nella Tabella 22 sia i valori ottenuti dall’analisi
delle due popolazioni che quelli ottenuti separando i soggetti in funzione del sesso.

Tabella 22. Valori di SOS e SAC nei gruppi di popolazione in esame

Popolazione SOS (U.CARR) SAC (pmol mL™ di HCIO)
Pazienti MP 317 £ 54 321 +£48
Controlli 273 £ 44 368 £ 74
Pazienti maschi 315+ 52 320 £ 49
Controlli maschi 263 + 34 358 + 33
Pazienti femmine 322 + 61 324 + 46
Controlli femmine 303 £ 57 397 £ 136

I livelli di produzione dei ROS e la capacita di resistere a tali sostanze della nostra
popolazione di controllo sono in accordo con gli intervalli di normalita usualmente riscontrati.
Poiché valori compresi fra 250-300 U.CARR indicano stato ossidativo normale, si evidenzia,
seppur in modo non molto marcato, una maggiore produzione di ROS nei pazienti; mentre i
minori livelli di SAC trovati nei pazienti rispetto alla condizione di normalita (ca. 350 pmol mL™
di HCIO) indicano decremento della capacita antiossidante. Separando le due popolazioni in
base al sesso la significativita sopramenzionata permane evidente soltanto nei maschi (p <
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0,05): maggiore SOS e piu bassa SAC per i soggetti MP rispetto ai controlli. Nelle Figure 9-10
sono rappresentati gli andamenti ottenuti in termini di mediana e di 5°-25°-75°-95° percentile
rispettivamente per SOS e SAC. Anche graficamente ¢ evidente lo squilibrio fra la maggior
produzione dei ROS nei soggetti patologici e la corrispettiva diminuzione della capacita degli
stessi soggetti patologici a resistere alla produzione dei radicali.
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Figura 9. Box-plot dell’andamento di SOS nelle due popolazioni
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Figura 10. Box-plot dell’landamento di SAC nelle due popolazioni
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Evidenze presenti in letteratura

I risultati ottenuti per ogni elemento sono di seguito discussi ed esaminati anche in confronto
a quanto presente in letteratura, come riportato in Tabella 23. Le frecce nella tabella stanno ad
indicare gli sbilanciamenti statisticamente significativi trovati dai diversi Autori nel contenuto
di metalli tra popolazioni patologiche e rispettivi controlli. Si nota come, in effetti, gli studi
sull’argomento siano relativamente poco numerosi a testimonianza anche delle difficolta
tecniche-analitiche legate alla loro realizzazione.

Tabella 23. Dati di questo studio e dati presenti in letteratura

Elemento CSF Siero Sangue Capelli

Al = Questo studio = Questo studio | Questo studio = Questo studio
| Hegde (181)

Be = Questo studio = Questo studio | Questo studio nd

Ca = Questo studio 1 Questo studio | Questo studio = Questo studio
1 Hegde (181) | Kikkawa (174)

Cd = Questo studio | Questo studio | Questo studio = Questo studio

Co | Questo studio | Questo studio 1 Questo studio = Questo studio

= Jiménez-Jiménez (126)

Cr | Questo studio = Questo studio = Questo studio = Questo studio
= Aguilar (100) = Aguilar (100)
= Jiménez-Jiménez (176) = Jiménez-Jiménez (126)
= Jiménez-Jiménez (176)
Cu = Questo studio = Questo studio = Questo studio = Questo studio
= Gazzaniga (177) 1 Hegde (181)
1 Pall (180) = Jiménez-Jiménez (178)
1 Kocatrk (182)
= Torsdottir (179)
Fe | Questo studio | Questo studio | Questo studio | Questo studio
= Gazzaniga (177) = Cabrera-Valdivia (184)
= Jiménez-Jiménez (176) | Hegde (181)
= Pall (180) = Jiménez-Jiménez (176)
= Torsdottir (179)
Hg = Questo studio = Questo studio = Questo studio = Questo studio
1 Ngim (135) 1 Ngim (135)
Li = Questo studio | Questo studio 1 Questo studio nd
Mg = Questo studio 1 Questo studio | Questo studio = Questo studio
1 Hegde (181)
Mn = Questo studio = Questo studio = Questo studio = Questo studio
= Gazzaniga (177) 1 Hegde (181)
= Jiménez-Jiménez (176) = Jiménez-Jiménez (126)
= Pall (180) = Jiménez-Jiménez (176)
Ni | Questo studio 1 Questo studio 1 Questo studio nd
Pb | Questo studio = Questo studio = Questo studio Questo studio
Si | Questo studio 1 Questo studio 1 Questo studio = Questo studio
1 Hegde (181)
\" = Questo studio 1 Questo studio = Questo studio nd
Zn = Questo studio | Questo studio | Questo studio = Questo studio
| Jiménez-Jiménez (176) | Hegde (181)
= Jiménez-Jiménez (178)
= Jiménez-Jiménez (176)
= Kocatirk (182)
nd: non disonibile; |: valori inferiori ai propri controlli; 1: valori superiori ai propri controlli; =: valori comparabili ai propri
controlli.
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Per quanto riguarda I’Al, sebbene siano state riportate deposizioni di tale metallo in
specifiche regioni dell’SNC interessate da MP (105, 121), non ¢ stata evidenziata
un’associazione marcata fra la patologia e il contenuto di Al nei fluidi biologici. Tale
andamento ¢ confermato anche nel presente studio con livelli normali in quasi tutte le matrici
analizzate, eccetto che nel sangue dove ¢ visibile un leggero decremento. Anche la distribuzione
di Ca nei fluidi periferici di pazienti con disordini neurodegenerativi ¢ poco conosciuta. Dal
monitoraggio dei fluidi nel nostro studio il coinvolgimento di Ca nella patologia rimane poco
chiaro, dal momento che questo elemento presenta livelli incrementati nel siero ma diminuiti nel
sangue, rispetto alla situazione di normalita. Cio testimonierebbe di un diverso comportamento
nel sangue dei soggetti patologici del contenuto di Ca intra ed extra-cellulare.l dati raccolti da
Kikkawa mostrano un decremento del contenuto di Ca nei capelli che questo studio non
conferma (174). La correlazione del Cd con i disordini neurodegenerativi ¢ stabilita sia per le
sue proprieta ossidanti sia per la sua capacita di interferire con enzimi detossificanti, come le
SOD. Nel nostro studio sono stati ottenuti livelli di Cd normali nel CSF e diminuiti nel
comparto ematico. Al contrario, in soggetti con disordini ai neuroni motori i livelli sierici
riscontrati da Pamphlett et al. sembrano essere maggiori nei pazienti (175). Pochi sono i gruppi
che si sono interessati di Co al di fuori dei problemi della medicina occupazionale, sebbene sia
stato dimostrato che il Co induce a livello dell’SNC la formazione di fibrille di o-sinucleina,
suggerendo un ruolo rilevante nella patogenesi dell’MP. I nostri dati nel CSF potrebbero
suggerire un coinvolgimento di tale metallo. A livello periferico (eccetto che nei capelli) sembra
esistere una correlazione fra Co e patologia nonostante altri non hanno evidenziato questo
andamento (126). Per quanto riguarda il Cr, i nostri dati e quelli presenti in letteratura (100, 126,
176) non presentano valori anormali a livello ematico. Mentre nel CSF ¢ stata evidenziata una
diminuzione, sebbene non supportata da studi precedenti (100, 176). Nel presente studio il Cu
non risulta un buon indicatore della patologia. Su tale elemento le evidenze della letteratura
sono contrastanti perché, mentre alcuni autori trovano livelli normali nell’MP (177-179), altri
riportano un aumento nel CSF (180) e nel siero (181, 182). Secondo uno studio condotto da Boll
et al. sembra che il possibile legame fra Cu e MP non sia dovuto alla forma libera del metallo
ma all’attivita ferrossidasica della ceruloplasmina che risulta diminuita nel CSF dei soggetti
malati (183). Nel caso del Fe sono stati dimostrati incrementi a livello di regioni dell’SNC in
diverse malattie neurodegenerative, tra cui I’MP. A livello dei fluidi biologici, in questo studio ¢
dimostrato un significativo decremento di Fe. Anche in tessuti come il capello tale diminuzione
¢ ancora visibile. Questi andamenti supportano I’ipotesi, gia proposta, che la sorgente per gli
incrementi di Fe nel cervello sia il siero o il CSF. Un altro lavoro ha osservato decrementi di Fe
nel siero (181), altri autori, invece, non hanno riscontrato uno sbilanciamento del Fe nella
malattia (176, 177, 179, 180, 184). Per il Hg, sebbene alcuni autori riportino alti livelli di Hg nel
sangue come parametri biochimici per una diagnosi precoce per I’MP (135), i1 nostri dati non
indicano variazioni utili per definire lo stato patologico. Vari tipi di neurodegenerazioni
sembrano essere associate ad una insufficienza di Mg nel cervello (121, 185). La concentrazione
liquorale ritrovata nel nostro studio ¢ simile per le due popolazioni. Anche nel comparto
ematico il comportamento del Mg rispecchia quello del Ca, maggiore, cioe, nel siero — come
riscontrato da Hegde et al. (181) — e piu basso nella parte cellulare dei soggetti patologici.

Anche se fino a pochi anni fa il Mn era considerato come possibile fattore scatenante I’MP,
oggi risulta chiaro che quelle sindromi erano dovute ad intossicazioni (manganismo) e avessero
poca connessione con il danneggiamento nigro-striatale caratteristico dell’MP. A conferma di
cio, nel presente studio, come anche in letteratura, tutti i dati nei fluidi biologici non
evidenziano un coinvolgimento diretto con I’'MP (126, 176, 177, 180). La tossicita del Ni ¢ stata
ampiamente associata a fenomeni allergici da contatto, piuttosto che a meccanismi di
neurotossicita. Tuttavia ¢ noto che nei neuroni, insieme con altri elementi quali Cd, Co e Pb, il
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Ni interferisce con i canali ionici che trasportano il Ca (138). I risultati ottenuti mostrano una
diminuzione significativa nel CSF, mentre nel sangue e nel siero ’elemento tende ad
accumularsi. Il legame del Pb con i fenomeni di neurodegenerazione ¢ documentato
principalmente in seguito a esposizione occupazionale e/o ambientale (186). In questo lavoro, il
decremento di Pb marcato nel CSF e meno evidente nei capelli risulta essere un utile parametro
di discriminazione fra lo stato patologico e sano, ma non esistono dati in letteratura che
supportano tale risultato. Il coinvolgimento del Si in varie patologie neurologiche ¢ indicato
dalla presenza di complessi allumino-silicati negli intrecci neurofibrillari del tessuto cerebrale
(166, 167). E stato suggerito, inoltre, che ’elevata presenza di Si ¢ in grado di attuare un
meccanismo protettivo contro 1’assorbimento intestinale dell’Al (168). I nostri dati indicano
aumentati livelli di Si nel compartimento ematico dei pazienti, ma livelli piu bassi nel CSF. Tale
distribuzione del Si potrebbe essere attribuibile alla continua assunzione come eccipiente delle
formulazione dei farmaci assunti per la terapia anti-MP, anche se nei nostri pazienti non ¢ stata
rilevata una correlazione tra Si e terapia. L unico altro dato a disposizione ¢ quello di Hegde et
al. (181) che riscontra incrementate concentrazioni di Si nel siero dei parkinsoniani. Per quanto
concerne lo Zn ¢ nota la sua azione nel contrastare lo stress ossidativo. Nel compartimento
ematico abbiamo evidenziato valori piu bassi rispetto alla normalita, confermando uno studio
precedente (181), e concentrazioni non alterate nel CSF, in contrasto con quanto riportato da
Jiménez-Jiménez (176). Come per il Fe, questi dati danno informazione dell’esistenza di un
legame tra omeostasi dell’elemento nel cervello e suo contenuto nel CSF e nel siero. La
diminuita concentrazione rilevata di Zn tende a confermare I’osservazione che i nostri pazienti
non presentano un’adeguata capacita di contrastare lo stress ossidativo. Il coinvolgimento di Be,
Li e V nell’MP ¢ poco conosciuto e controverso: alcuni studi su animali e pazienti MP riportano
effetti del Li sul sistema dopaminergico (187), mentre uno studio in vivo evidenzia I’inibizione
da parte del V di alcuni enzimi detossificanti come la GPO con successiva produzione dei
radicali liberi (188). Anche le alterazioni riscontrate per questi tre elementi nei nostri soggetti
patologici non escludono un loro legame con la malattia.
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CONCLUSIONI

C’¢ una crescente evidenza che 1’alterata omeostasi di alcuni metalli giochi un ruolo cruciale
nella patogenesi di molti disordini neurodegenerativi. Allo stato attuale delle conoscenze, non
esistono dati dettagliati sull’omeostasi dei metalli e sulle loro interazioni reciproche e non ¢
chiaro se le alterazioni degli elementi che si possono evidenziare siano causa o conseguenza
della patologia. La ridotta conoscenza di un quadro generale sui livelli di elementi
nell’organismo patologico ¢ dovuta anche alle difficolta tecnico-analitiche relative alla loro
determinazione nei fluidi biologici.

Le procedure analitiche sviluppate in questo studio si sono dimostrate pienamente capaci di
effettuare un monitoraggio con eccellente accuratezza e precisione. Le tecniche utilizzate,
infatti, affiancano alla capacita di quantificazioni multi-elementari la possibilita di poter testare
un consistente numero di campioni, mantenendo nel contempo elevate qualita analitiche. Questo
ci ha permesso di ottenere un’immagine del quadro elementare coinvolto nel morbo di
Parkinson allargata a 17 elementi.

Il monitoraggio effettuato con tali premesse analitiche sembra indicare una serie di
alterazioni correlate alla malattia. In particolare ¢ evidenziabile principalmente il
coinvolgimento di Ca, Co, Fe, Mg, Pb e Si. I minori livelli di Fe trovati in tutte le matrici
studiate potrebbero indicare un probabile accumulo nell’SNC che contribuisce a causare
I’elevato stress ossidativo riscontrato nella SNpc dei soggetti parkinsoniani. Il Ca e Mg risultano
fortemente sbilanciati nel compartimento ematico: entrambi sono aumentai nel siero e diminuiti
nel sangue indicando, principalmente, un accumulo a livello extracellulare. In aggiunta, il Si
appare aumentato nel sistema ematico, mentre la diminuzione osservata nel CSF potrebbe essere
dovuta all’efficienza della barriera emato-encefalica nel contrastarne il passaggio. La presenza
di un elevato stress ossidativo supporta I’ipotesi che alcuni meccanismi pro-ossidanti sono
aumentati in condizione di neurodegenerazione. Le analisi statistiche multivariate ci hanno
permesso di definire 1’insieme di quegli elementi che possono contribuire al quadro clinico-
patologico del Parkinson. A tal proposito, 1’analisi discriminante e 1’analisi ROC hanno
evidenziato che il gruppo di elementi coinvolti nella classificazione di soggetti MP varia in base
al fluido biologico considerato. In particolare, le concentrazioni di Fe sembrano essere
importanti nel sangue e capelli insieme ai livelli di Co nel sistema ematico e a quelli di Pb nel
liquor e capelli. Rimane, ovviamente, da approfondire il significato di tali differenze e di come
eventuali interazioni possano contribuire a identificare il quadro clinico-patologico lungo la
progressione dell’MP.
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