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Introduccion

Las enfermedades neurodegenerativas han cobrado una especial importancia en los dltimos
anos. El progresivo envejecimiento de la poblacién, la mayor concienciacidn ciudadana, y el avan-
ce en los métodos de diagndstico y tratamiento, pueden justificar su mayor presencia en nuestra
practica médica diaria. La etiopatogenia permanece desconocida en la mayoria de ellas, y a pesar
de poder detectarse marcadores precoces en algunas de de estas enfermedades, seguimos sin
contar con medidas neuroprotectoras eficaces.

La enfermedad de Parkinson (EP) es en frecuencia la segunda enfermedad neurodegenera-
tiva por detras de la enfermedad de Alzheimer (EA) [Gasser, 2005]. Los avances cientificos de la
ultima década han cambiado la forma de entender esta enfermedad, tanto desde el punto de
vista clinico, como en los diferentes mecanismos etiopatogénicos implicados.

En esta introduccion actualizamos las caracteristicas epidemioldgicas, clinicas y etiopatogé-
nicas, con especial atencién a los hallazgos genéticos, que han contribuido especialmente a estos
cambios.

AN

1. La enfermedad de Parkinson:
nota histdrica y nosoldgica ESSAY

La EP se identifica como entidad nosoldgica a prin-
cipios del siglo XIX, pero tiene una dilatada historia pre- SHAKING PALSY.
via. Existen descripciones biblicas, egipcias, galénicas y
anotaciones de cientificos del siglo XVII sobre el temblor,
la festinacidn y otros trastornos de la marcha. La EP sale
realmente a la luz en 1817, por medio de James Parkinson
(1755-1824) y su influyente monografia (An essay on S
the shaking palsy) (figura 1), donde describe de forma

"y

JANES Fa4REINEOX,

FOR BHESWOSS, ¥EELY, AED JOFES,

FIGURA1 i i

Portada de la monografia An essay on the shaking palsy. i
James Parkinson 1817
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meticulosa las manifestaciones motoras cardinales de la enfermedad, con especial referencia a
la presencia de temblor (Goetz, y cols. 2002). Sin embargo, no es hasta cuatro décadas después
cuando Jean-Marie Charcot en 1861 afiade la rigidez al fenotipo clinico, y se le da el nombre de
enfermedad de Parkinson.

La EP es definida clasicamente como un trastorno motor caracterizado clinicamente por la
presencia de temblor de reposo, rigidez, y bradicinesia. Estos sintomas son la consecuencia de
la degeneracidn de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra pars compacta (SNc), y la
consiguiente pérdida de dopamina (DA) en el estriado, fundamentalmente en el territorio motor
(putamen dorsal) [Lees y cols. 2009], que justifica su buena respuesta a la medicacion dopami-
nérgica.

Patoldgicamente se caracteriza por la presencia de cuerpos de inclusién eosinofilicos (cuer-
pos de Lewy, CL) en su citoplasma, y en sus terminales (Neuritas de Lewy, NL), constituidas princi-
palmente por depdsitos de a-sinucleina, como hallazgo neuropatoldgico caracteristico, distribui-
dos en SNc y en otras estructuras como el locus ceruleus. A dia de hoy, sigue siendo controvertido
el papel fisiopatolégico de los CL, y es desconocida la razén ultima por la que ocurre esta dege-
neracion neuronal selectiva. Recientemente Double y colaboradores (Double y cols. 2010) han
descrito un incremento de expresidon de factores que pueden incrementar esta vulnerabilidad, y
un déficit de elementos neuroprotectores. Todo ello podria contribuir a entender la mayoria de
los mecanismos etiopatogénicos implicados, como el estrés oxidativo, la neuroinflamacion y la
apoptosis.

2. Epidemiologia descriptiva

2.1. Prevalencia e incidencia

La prevalencia e incidencia se determina en base a criterios clinicos, y los métodos de detec-
cién varian de unos estudios a otros.

La prevalencia estimada en estudios comunitarios y “puerta a puerta” oscilan entre 18 por
100.000 habitantes en Shangai (Shi y cols. 1987), y 901 por 100.000 habitantes en Cantalejo
(Segovia) [Claveria y cols 2002]. La prevalencia de la enfermedad varia segln la poblacién, siendo
mayor en Europa y América del Norte, que en Asia o Africa (Li y cols. 1985; Schoenberg y cols.
1988). En este momento se estima en un 1-2% en personas mayores de 65 afios, y aumenta has-
ta el 4-5% a los 85 afios de edad (de Rijk y cols. 2000; Elbaz y cols. 1999). Aunque la incidencia de
la enfermedad es edad dependiente, con el pico de mayor incidencia en la séptima década de la
vida, puede aparecer en cualquier edad, siendo excepcional por debajo de los 30 afios. La mayo-
ria de los estudios indican que el sexo no puede ser considerado un factor de riesgo significativo
en su etiologia (Shulman y cols. 2002; Van Den Eeden y cols. 2003) [figura 2], aunque se describe
una mayor predisposicidn a padecer la enfermedad en el género masculino, con un riesgo relati-
vo en hombres de 2,55 frente a las mujeres (Benito-Ledn y cols. 2004).
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y sexo (Van den Eeden y cols., 2003)

2.2. Estudios en Espaiia

En estudios recientes en nuestro medio, la EP presenta una tasa de incidencia de 187 sujetos
por 100.000 personas/afio, en individuos de mas de 65 afios (Benito-Ledn y cols. 2004). Se ha
estimado una prevalencia poblacional de 1,7 casos por mil habitantes en Espafia.

Centrando el estudio en el Pais Vasco, y concretamente en la provincia de Gipuzkoa, trabajos
previos de nuestro grupo determinaron los datos epidemiolégicos referentes al parkinsonismo,
en los municipios de Irdn y Hondarribia en la comarca del Bidasoa. En este estudio (Bergareche
y cols. 2004) se pudo determinar una prevalencia segun grupos de edad de 0.4 % (65-74 afios),
4.7% (75-84 aifos), y 2.9% (> o =85 afios) para la EP, y de 0.7%, 2%, y 3.9 % para el parkinso-
nismo en general, respectivamente. Estas cifras de prevalencia se ajustaban a las observadas en
otros estudios europeos.

2.3. Impacto econémico-social

A nivel econdmico, el coste anual de la EP en Espafia fue estimado en 2006 sobre un regis-
tro realizado entre los afios 1998 y 2000 (Abasolo-Osinaga y cols. 2006). La cifra ascendia a 58
millones de euros, considerando Unicamente el coste derivado de la medicacion empleada en su
tratamiento. Ademas, se ha estimado la carga que supone la enfermedad en Espafia, en cuanto
a parametros de discapacidad ajustados a la edad, afios de vida perdidos, y afios de vida con
discapacidad, con costes por encima de las obtenidas en otros paises de Europa, como Holanda
(Cubo y cols. 2005). El coste socioecondmico de la EP se incrementa conforme progresa la inca-
pacidad motora y no motora (Kerdnen y cols. 2003; Winter y cols. 2010; von Campenhausen y
cols. 2011), siendo la demencia uno de los factores con mayor impacto. Se estima que el coste
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socioecondmico medio por afio y paciente es de 20.095 €, de los que la partida mas alta se deriva
de los cuidados del paciente tanto domiciliarios como en residencias especiales (3.789 €/afio)
[Winter y cols. 2010].

3. Cambios en la forma de entender la enfermedad
3.1. De idiopatica a hereditaria

En los ultimos afios, la investigacidn ha conseguido una serie de logros que nos han situado
en un escenario inesperado hace menos de una década.

La EP siempre habia sido considerada una enfermedad no hereditaria a pesar de la existencia
de formas familiares con un patrén mendeliano autosémico dominante (AD). De hecho, uno de
los criterios de diagndstico mas empleados como son los disefiados por el Banco de Cerebros del
Reino Unido, definia la EP, entre otras caracteristicas, por la ausencia de antecedentes familiares
de la enfermedad (Hughes y cols, 1992). La irrupcion de la genética, y los estudios de ligamiento
en particular, consiguieron cambiar esta idea, encontrandose una historia familiar positiva de EP
en el 10,3% de los casos, y en el 3,5% de los controles (Elbaz y cols 1999). Esta tendencia era aln
mayor en los casos de comienzo precoz.

En 1997 se descubrié la primera variante hereditaria de parkinsonismo, que establecia co-
nexion entre la EP y una mutacién en un Unico gen, el SNCA (Polymeropoulos y cols. 1996). En
afos posteriores fueron identificados otros locus (PRKN, DJ-1, PINK1, LRRK2) que abrian la puerta
a una nueva forma de entender la etiologia de la enfermedad, y de alguna forma desmantelaba
esa idea inicial de la EP como enfermedad casi exclusivamente esporadica. Las primeras descrip-
ciones de casos de EP que pertenecian a familias en las que la enfermedad se presentaba con
mayor frecuencia de lo habitual, fueron realizadas a principios de los afios 80 del pasado siglo por
Golbe (Golbe y cols. 1990). Estas familias compartian un origen geografico comun en la ciudad
italiana de Contursi, y presentaban un fenotipo de EP tipica. Era el comienzo de una fructifera
busqueda de genes que todavia continuda. Sin embargo, no todas las mutaciones patdgenas que
se iban describiendo mostraban el fenotipo caracteristico de la enfermedad. La EP clasica con
el fenotipo cldsico y la evolucidn tipica seguia sin tener respuesta. El loci denominado PARKS,
descubierto por Funayama y colaboradores (Funayama y cols. 2002) en una familia japonesa
(“Sagamihara kindred”), la identificacién posterior del gen LRRK2 que codifica la proteina dar-
darina (Paisan-Ruiz y cols. 2004; Zimprich y cols. 2004), y la posterior descripcion de mutaciones
patdgenas en este gen en un grupo de familias del Pais Vasco y el Reino Unido, serviria para una
mayor aproximacién al fenotipo clinico, y curso evolutivo caracteristico de la enfermedad. La im-
portancia de este Ultimo hallazgo a nivel internacional se ve reflejada en la publicacion de mas de
500 trabajos relacionados sélo con este gen, desde su primera descripcidén en 2004.

En la actualidad, las formas genéticas de EP, permiten estudiar la fisiopatogenia de la enfer-
medad, y ofrecen un nuevo modelo en la busqueda de marcadores que permitan un diagndstico
precoz, para un eventual empleo de medicacion neuroprotectora.
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3.2. Una enfermedad motora con sintomas no motores

La EP se caracteriza clinicamente por sintomas motores clasicos (temblor de reposo, bra-
dicinesia, rigidez y alteraciones posturales), que constituyen la base para el diagndstico clinico
de la enfermedad. Desde hace afos se viene ampliando su espectro clinico, al demostrase la
presencia de una gran variedad de sintomas no motores. Esta ampliacidn del fenotipo clinico
nos han hecho reflexionar sobre conceptos hasta la fecha inamovibles en el contexto de la
EP. En este momento tendriamos que hablar de un complejo sindrémico donde las manifes-
taciones motoras son una parte importante, pero quizas su aparicién indica una situacion ya
avanzada o “tardia” de la enfermedad. Determinados sintomas no motores, como la disfuncién
olfatoria, el estrefiimiento, alteraciones sensitivas como el dolor, o el trastorno de conducta del
suefio REM (TCREM), pueden comenzar afios antes, y otros como los signos de disautonomia,
y el deterioro cognitivo son cada vez mas frecuentes segun avanza la enfermedad (Chauduriy
cols. 2006).

3.2.1. Lafase premotora de la enfermedad

Numerosas evidencias apoyan la existencia de una fase “premotora” en la EP, en la que
determinados sintomas no motores ya estan presentes. En este sentido, diferentes estudios
clinicos, epidemioldgicos, neuropatoldgicos y de neuroimagen sugieren que la neurodegene-
racion que acontece en la SNc en la EP, podria anteceder en unos 4 6 6 afios al desarrollo de
los clasicos sintomas motores (Fearnley y cols., 1991; Gonera y cols., 1997; Morrish y cols.,
1998; Abbot y cols., 2003; Tolosa y cols., 2007). Sintomas no motores descritos en la EP, como
la hiposmia, el TCREM, el estreiiimiento o la depresidn, anteceden con frecuencia al desarrollo
de los sintomas motores (Santamaria y cols. 1986; Abbot y cols., 2001; Ponsen y cols., 2004;
Iranzo y cols., 2006; Haehner y cols., 2007; Chauduri y cols 2006). Otros sintomas como la hi-
persomnia diurna, los trastornos de ansiedad, la apatia, la depresidn y ciertas caracteristicas
de personalidad, (“low novelty or sensation seeking”), y disfunciones cognitivas sutiles, tam-
bién se han sugerido como sintomas no motores, ya presentes en las fases primeras de la EP
(Chaudhuri y cols., 2006). Estudios de neuroimagen han confirmado mediante PET con fluoro-
dopa, o SPECT utilizando trazadores del transportador de la dopamina (DAT), que se pueden
detectar alteraciones de la via nigro-estriada en esta fase “premotora” de la EP (Guttman vy
cols., 1997; Marek y cols., 2001).

3.2.2. Correlacion de la fase premotora con la neuropatologia

El sustrato neuropatoldgico que subyace en el sistema nervioso de los pacientes con EP,
se caracteriza por la pérdida neuronal en la SNc, y en otras estructuras del tronco cerebral, sis-
tema limbico y corteza cerebral, junto con la presencia de agregados de a-sinucleina en forma
de CL y NL en las regiones afectadas. Los estudios neuropatoldgicos de Braak y colaboradores
(Braak y cols. 2003) apoyan la existencia de esta fase “premotora” en la EP (figuras 3, 4, y 5).
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a FIGURA 3
Progresion del proceso neurodegenerativo segiin
Braak y colaboradores. Estadios 1y 2. (Braak, y
cols. 2003)

b FIGURA 4 1
Estadios 2, 3y 4. (Braak, y cols. 2003)

¢ FIGURAS
Estadios 4, 5y 6.(Braak, y cols. 2003)

Segun estos autores, el proceso neurodegenerativo en la EP sigue una progresién determinada.
En los estadios 1 y II, que corresponden a las fases mds iniciales, las alteraciones neuropatolégicas
(CLy NL) tendrian lugar en la parte mas inferior del tronco cerebral, y en las estructuras olfativas
(nucleo dorsal del vago, nucleo olfatorio anterior, y bulbo olfatorio), con un curso ascendente en
el tronco cerebral (nucleo del rafe, locus coeruleus, y nucleo pedinculopontino entre otros) antes
de afectar a la SNc en el mesencéfalo. Este seria el estadio lll, en el que aparecerian los sintomas
motores clasicos de la enfermedad.

Las lesiones se extenderian posteriormente a estructuras mads rostrales como el sistema
limbico, el hipotdlamo y la corteza cerebral en los estadios IV a VI. La hiposmia, el estrefiimien-
to, el TCREM o la depresién como sintomas no motores, se han relacionado con alteraciones
neuropatoldgicas en la zona caudal del tronco cerebral y bulbo olfatorio, afectadas en las fases |
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y Il de Braak, y por tanto antecederian a la clasica fase motora de la enfermedad. Este estadiaje
propuesto por Braak y colaboradores no contempla otra sintomatologia no motora que puede
estar presente desde las primeras etapas, como es la disfuncién autondmica, que deriva de una
probable afectacion precoz del sistema nervioso periférico.

4. Una enfermedad con etiologia indeterminada: genética-ambiente

A pesar del tiempo transcurrido desde la primera descripcion de la EP (James Parkinson,
1817), su etiologia, permanece a dia de hoy desconocida en la mayoria de casos. En su etiopato-
genia, se postula una compleja interaccidén entre factores ambientales presumiblemente toxicos,
y factores genéticos en el contexto del envejecimiento. Sélo una minoria de casos se debe a
causas genéticas o medioambientales Unicas claramente definidas. En la mayoria de los casos se
trataria de una interaccidn entre varios genes, el efecto modificador de alelos de susceptibilidad,
la influencia de agentes medioambientales sobre la expresion de los genes, y su impacto directo
sobre el cerebro en fase de desarrollo y de envejecimiento.

4.1. Influencia ambiental

El interés por los factores ambientales como agentes responsables de la enfermedad se
muestra por primera vez en 1963, cuando se propuso la hipdtesis de un posible agente infeccioso
como causa de la EP (Poskander y cols. 1963), a raiz de la epidemia de Encephalitis lethargica
(relacionada con la pandemia de gripe de 1918), que trajo consigo numerosos casos de parkinso-
nismo. Otro hecho destacable, fue la intoxicacién por MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropi-
ridina) acaecida a principios de los afios ochenta en el pasado siglo, en un grupo de toxicémanos
gue desarrollaron un parkinsonismo, con buena respuesta a L-dopa (Langston y cols. 1983). Ya
gue este toxico produce una degeneracion selectiva de las neuronas dopaminérgicas, esta hipé-
tesis se ha reforzado por la demostracidn posterior de que la exposicidn a otras sustancias quimi-
cas con capacidad similar para inhibir el complejo | mitocondrial (pesticidas como el paraquat, o
rotenona), producen también parkinsonismo.

Diversos estudios epidemiolégicos han intentado detectar factores ambientales potencial-
mente de riesgo, pero también han detectado factores que podrian disminuir el riesgo de de-
sarrollar la enfermedad, como son el consumo de tabaco y de café (Morens y cols. 1995; Ross y
cols. 2000; Tanner y cols. 2000).

e Consumo de cigarrillos: Existe una asociacién inversa entre el consumo de cigarrillos (y
la exposicion pasiva al humo del cigarrillo), y el riesgo de EP. El habito tabaquico es el
factor ambiental mas consistente en todos los estudios realizados desde hace décadas,
y extendidos de forma universal (Hernany cols. 2002; Mellick y cols 2006; Quick y cols.
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2008). No se conoce el mecanismo fisiolégico por el cual se puede establecer esta asocia-
cion, pero se postula que el posible efecto neuroprotector podria derivar de algin com-
puesto del cigarrillo, como el mondxido de carbono cuya unién a otros radicales libres
daria lugar a compuestos menos neurotéxicos. Por otro lado, la nicotina tiene la capaci-
dad de modular la liberacion de DA por las neuronas dopaminérgicas, al unirse a recepto-
res nicotinicos de interneuronas que regulan esta liberacién, por lo que podria tener un
cierto efecto sintomdtico. En modelos experimentales con primates la nicotina disminuye
las discinesias, y otras complicaciones derivadas del tratamiento con L-dopa, por lo que
se postula que ligandos de receptores nicotinicos selectivos del sistema nervioso central
(SNC) podrian convertirse en un prometedor tratamiento de la EP (Quik y cols. 2008).

Consumo de Café y Té: El riesgo de EP se reduce en los consumidores habituales de café
o té (Hu y cols. 2007; Saaksjarvi y cols. 2008), con cifras similares a las que ofrecen los
estudios de consumo de tabaco. La asociacién inversa entre la cafeina y la EP es menos
consistente en el sexo femenino. La cafeina es un antagonista de los receptores A2A de la
adenosina, y puede bloquear la toxicidad del MPTP en los modelos animales, aunque el
mecanismo ultimo sigue siendo desconocido (Chen y cols. 2001; Saha y cols. 2009).

¢ Antagonistas del calcio: La activacidn mantenida de los canales de calcio en las células do-

paminérgicas del SNC, puede acelerar el envejecimiento, y predispone a la EP (Chan y cols.
2009). Marti Masso y colaboradores ya demostraron el poder parkinsonizante de un anta-
gonista del calcio como es la cinarizina (Marti Massd, y cols. 1996). Se han publicado con
posterioridad 2 estudios epidemioldgicos, en los que se ha encontrado una correlacion in-
versa entre el consumo de otros antagonistas del calcio, y el riesgo de desarrollar la EP, que
podrian sugerir un tedrico efecto protector (Rodnitzky y cols. 1999; Becker y cols. 2008). En
modelos animales de EP, los calcioantagonistas protegen de la degeneracién de neuronas
dopaminérgicas (Kupsch y cols. 1996). Esta reduccién de la neurotoxicidad se realiza a través
de mecanismos en los que supuestamente esta implicada LRRK2. En esta linea, la actividad
antioxidante de los antagonistas del calcio, podria compensar la disfuncién mitocondrial, la
estabilizacion de los microtubulos, y la reduccion de apoptosis (Liang y cols. 2006).

Exposicion a pesticidas: La exposicion a pesticidas se asocia con un mayor riesgo de EP,
con odds ratios (OR) en un rango que varia desde 1,6 a 7.0 (Priyadarshi y cols. 2002;
Flemming y cols. 1994). Muchas de las caracteristicas fisiopatoldgicas asociadas con la EP,
se reproducen en los estudios de laboratorio con plaguicidas (paraquat, rotenona y diel-
drina). Los pesticidas intervienen en la disfuncién de la cadena respiratoria mitocondrial,
el estrés oxidativo, e interfieren con el sistema proteasoma. Estos mecanismos también
se han asociado con la disfuncién de la proteina LRRK2. Curiosamente, la sensibilidad a
la rotenona se incrementd en un modelo de Drosophila melanogaster con mutaciones en
los dominios quinasa, COR o LRR (Venederova y cols. 2009).

Antecedente de traumatismo crdneo encefalico (TCE): Los traumatismos con pérdida de
conciencia, se asocian décadas después con un mayor riesgo de desarrollar EP (Bower y
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cols. 2003). Los traumatismos podrian desencadenar una cascada inflamatoria que puede
interferir en los mecanismos de reparacion celular, que podrian estar ya vulnerables en
portadores de mutaciones causantes de EP.

¢ Factores dietéticos y actividad fisica: El patron de dieta mediterranea, con un alto consu-
mo de frutas, hortalizas, legumbres, cereales integrales, nueces, pescado y aves, una baja
ingesta de grasas saturadas, y una ingesta moderada de alcohol, se ha asociado con un
posible efecto protector frente a la EP (Gao y cols. 2007). Una dieta capaz de aumentar los
niveles de acido Urico puede contribuir a cambiar el riesgo de la enfermedad (Gao y cols.
2008). Un estudio reciente (Myake y cols. 2010), relaciona una mayor ingesta de acido
araquiddnico y de colesterol con un riesgo mayor de EP. Por el contrario, otros autores
describen como una baja ingesta de colesterol, particularmente en la presencia de hierro,
puede estar asociada con un riesgo elevado de esta enfermedad (Powers y cols. 2009).
Estudios epidemioldgicos sugieren que dietas hipercaléricas y deficientes en acido félico
aumentan el riesgo de EP y de EA (Mattson y cols. 2003). Igualmente, los niveles elevados
de homocisteina pueden predisponer al desarrollo de enfermedades neurodegenerativas
en personas con predisposicion genética (Mattson y cols. 2003), y se han descrito niveles
plasmdticos elevados de homocisteina en pacientes con EP, frente a un grupo control,
aungue sin correlacion con el estado cognitivo (Rodriguez-Oroz y cols. 2009).

Si bien existe cierta controversia al relacionar los factores dietéticos con el riesgo o pro-
teccién a desarrollar esta enfermedad, en la literatura cientifica aparece bien establecido
la relacidn entre la inactividad fisica y el deterioro cognitivo (Deslandes y cols. 2009). Otro
trabajo muestra como el ejercicio fisico y distintos factores nutricionales pueden inducir la
expresion de BDNF (Brain-derived neurotrophic factor) en el cerebro, y siguieren una posi-
ble reduccidn del riesgo de sufrir enfermedades neurodegenerativas (Mattson y cols. 2004).

De cualquier forma, el estudio de factores ambientales de riesgo o proteccién en la EP, es
complejo teniendo en cuenta la dificultad en determinar la cuantia de la exposicidn, los efectos
aditivos de multiples productos, y el contexto de la vulnerabilidad nigroestriatal en el envejeci-
miento, genéticamente determinada.

4.2. La carga genética

Desde Gowers, se conoce que existe una agregacion familiar de casos, que este autor cifré
en un 15%, y que otras series de base epidemioldgica realizadas a lo largo del siglo XX han con-
firmado. Estudios epidemioldgicos posteriores mostraron incrementado el riesgo de desarrollar
EP hasta 14 veces, en los familiares en primer grado, cuando se comparaban con los controles
(Word y cols. 1998; Passer y cols. 1998). Con la llegada de la biologia molecular los estudios
de ligamiento en familias con patrones de herencia mendeliana tanto autosémica recesiva (AR)
como AD, han permitido confirmar la naturaleza genética de un creciente porcentaje de casos de
EP, con el descubrimiento de genes implicados (SNCA, PRKN, DJ-1, PINK, UCHL-1, LRRK2).
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Dependiendo de la poblacion estudiada, las formas monogénicas suponen un 5-10% de los
casos de EP. Se han descrito al menos 15 loci y 9 genes causantes de esta enfermedad (Lesage,
y cols. 2009). Existen otros genes implicados, como factores de susceptibilidad con alelos que
aumentan o disminuyen el riesgo de padecerla.

Se ha estudiado el papel de la genética a través de tres tipos de estudios epidemioldgicos: el
estudio de casos y controles, el estudio de gemelos, y los estudios familiares.

4.2.1. Estudio de casos y controles

Ademas de las descripciones de Gowers (Gowers y cols. 1900), diversos estudios posteriores
mostraron que la frecuencia de EP era mas alta entre familiares de pacientes con EP, que entre
los familiares de individuos sanos (De Michele y cols. 1996; Marder y cols.1996). En estos es-
tudios, entre el 6% y el 30% de pacientes con EP mostraron un familiar en primero o segundo
grado con la enfermedad.

El riesgo relativo (RR) de tener EP en un miembro de la familia oscila entre 2 y 14, y segun el
estudio realizado por Marder y colaboradores (Marder y cols. 2006) se asigna un RR a los familia-
res de 2,3. Este riesgo entre familliares de un individuo con EP parece aumentar en funcion del
numero de miembros de la familia afectados (Lazzarini. y cols. 1994).

4.2.2. Estudios de gemelos

La hipdtesis de que los factores genéticos podrian ser causa de la enfermedad fue rechazada
en principio por la baja tasa de concordancia obtenida en los estudios de gemelos (Marttila y
cols. 1988; Tanner y cols. 1999). Sin embargo, los estudios funcionales con 18F-dopa PET mos-
traron la existencia de una disfuncion dopaminérgica nigroestriatal en gemelos afectados, que
mostraba concordancia con la patologia nigral en gemelos, especialmente en la EP de inicio tem-
prano, en comparacién con gemelos dicigotos o los que tenian un inicio mas tardio de la enfer-
medad (Wirdefeldt y cols. 2004). Ademas, un estudio anterior mostraba diferencias en las tasas
de concordancia entre gemelos monocigéticos y dicigdticos, con una tasa superior en los geme-
los monocigdticos (Piccini y cols. 1999). El mismo grupo publicé también unos afios antes, que
los familiares asintomaticos de sujetos pertenecientes a familias con mas de un individuo con EP,
mostraban también disfuncion dopaminérgica nigroestriatal (Piccini y cols. 1997).

4.3. Alteraciones epigenéticas

Los factores ambientales pueden contribuir a la neurodegeneracion a través de la induccion
de modificaciones epigenéticas, como la metilaciéon del ADN, y la remodelacidn de la cromatina,
que puede inducir alteraciones en los programas de expresién génica. La epigenética se refiere a
cualquier proceso que altera la actividad del gen, sin cambiar la secuencia de ADN. La modulacion
epigenética ocurre desde la etapa prenatal, y los cambios pueden transmitirse a las células hijas. El
proceso de envejecimiento se asocia a una pérdida de plasticidad fenotipica de las modificaciones
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epigenéticas. Dado que el envejecimiento es el factor de riesgo mas importante para la EP, se supo-
ne que las alteraciones epigenéticas en el ADN y en la estructura de la cromatina, también podrian
influir en la neurodegeneracion asociada a esta enfermedad (Marqués y cols. 2011).

La exposicion ambiental a agentes quimicos nutricionales y fisicos, puede alterar la expresion
del gen, y afectar al fenotipo adulto por estas modificaciones epigenéticas en una regidon gendmica
labil. El epigenotipo muestra una plasticidad mucho mayor que el genotipo, ya que varia entre los
tejidos y durante la vida, mientras que la secuencia de ADN sigue siendo esencialmente la misma.
Estas modificaciones epigenéticas pueden ser una de las causas que justificarian la discordancia en
la presentacion de EP en gemelos monocigoticos (Marttila y cols. 1988; Tanner y cols. 1999).

5. Formas monogénicas de Enfermedad de Parkinson:
las diferentes mutaciones

5.1. PARK1/PARK4: SNCA

El primer locus implicado en la EP, PARK1, fue identificado a partir de una gran familia de
origen italiano (familia Contursi) [Polymeropoulus y cols. 1996]. El gen fue identificado un afio
después por el mismo equipo, y codificaba la proteina a-sinucleina (SNCA, OMIM*163890)
[Polymeropoulos MH y cols. 1997].

El gen SNCA se localiza en la regién cromosdmica 4921 (Spillantini y cols. 1995), se expande
por unas 111 kb, y codifica una proteina soluble de 140 aminodcidos abundante en las neuronas,
especialmente en los terminales presindpticos (Iwai y cols 1995). La proteina pertenece a una
familia que incluye también la B-sinucleina y la y-sinucleina (George y cols. 2002), presentes sélo
en vertebrados. Aunque las tres formas se expresan en el cerebro y sus secuencias son similares,
hasta la fecha solo la a-sinucleina ha sido implicada en la EP. Ambientes lipidicos promueven el
pliegue de la a-sinucleina acelerando su agregacion, lo que sugeriria que esta conformacion aso-
ciada a los lipidos podria ser relevante en enfermedades neurodegenerativas.

En 1997 se sugirié el papel de este gen en la EP tras la identificacion de dos mutaciones en
varias familias, y la abundancia de a-sinucleina en los CL donde es el componente mayoritario
(Spillantini y cols. 1997). La primera mutacidn, 157G>A (A53T), fue identificada en la familia ita-
liana (los Contursi) en la que los pacientes presentaban una forma de inicio temprano (46£13
afos). Esta mutacién fue hallada en otras 10 familias griegas (Polymeropoulos y cols. 1997) que
procedian del Peloponeso, en el sur de Grecia, con un posible efecto fundador, corroborado mas
tarde por el andlisis de los haplotipos (Athanassiadou y cols. 1999). Ademas de una edad de
comienzo temprana, los portadores presentaban bradicinesia y rigidez, pero raramente presen-
taban temblor (Athanassiadou y cols. 1999).

La segunda mutacion en SNCA, 88G>C (A30P), fue hallada en una familia de origen aleman
(Kruger y cols. 1998), con una edad de comienzo ligeramente mas tardia que los casos con la
A53T (rango 52-56 ainos), y un fenotipo similar a las formas esporadicas.
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Los analisis genéticos continuaron y permitieron la identificacion de una tercera mutacién
en una familia espafola (136G>A; E46K) con una forma AD de parkinsonismo, y demencia con
cuerpos de Lewy (DCL) [Zarranz y cols. 2004].

Mas adelante, se identificaron otro tipo de mutaciones que implicaban un cambio en el
numero de copias del gen. En estos casos, lo que hacia aparecer la enfermedad era un exceso
de una proteina, que por otra parte era absolutamente normal. En esta linea, se identificaron
multiplicaciones del gen SNCA, causantes de las formas de EP inicialmente asociadas al locus
PARK4, tanto triplicaciones del gen completo en dos familias (Farrer y cols. 2004; Singleton y
cols. 2003), como una duplicacién (Chartier-Harin y cols. 2004; Ibafiez y cols 2004) con un efecto
dosis dependiente. Los pacientes con la triplicacidn tenian un inicio mas temprano (una media
de 38 afos, por 48 de los portadores de la duplicacién), y un curso evolutivo mas agresivo de la
enfermedad, con mds deterioro cognitivo, pudiendo establecerse una relacién entre el nimero
de copias normales del gen y el fenotipo. Estos hallazgos demostraron que tanto las mutaciones
puntuales, como el aumento en la cantidad de la a-sinucleina normal, podian ser causa suficiente
para la aparicién de la EP.

Aunque la funcién que tiene la a-sinucleina no ha sido completamente determinada, su
estructura sugiere un papel en procesos asociados a la transmisidon sinaptica. Por otra parte, la
sobrexpresién de la forma normal de la a-sinucleina es téxica para las células en divisién, y la
sobrexpresién de las formas mutantes (53T y 30P) muestra incluso mayor toxicidad, lo que po-
dria ser debido a que inhiben proteinas involucradas en procesos de traduccidn de sefiales, que
podria afectar a la viabilidad celular (Ostrerova y cols. 1999). Todos estos hallazgos sugieren que
la a-sinucleina tendria un papel importante como modulador de la plasticidad sinaptica, y estaria
implicada, bajo ciertas condiciones, en la degeneracién del sistema dopaminérgico a través de
multiples y complejas vias alin no caracterizadas.

5.2. PARK2: PRKN

En 1998, un grupo japonés describid la existencia de mutaciones en un gen que codificaba
una proteina bautizada como parkina. De esta forma, se justificaban las formas familiares AR de
parkinsonismo juvenil (AR-PJ), con una edad de inicio tipica anterior a los 40 afos (Ishikawa y cols
1996; Takahashi y cols. 1994). Esta diferencia clinica, junto con el origen étnico de los primeros
pacientes descritos, hizo pensar en un gen que no estaba implicado en la EP sino en otro tipo de
parkinsonismo. En 1997 se habia identificado el locus asociado a estas formas en la regién cro-
mosomica 6qg25.2-27, al que se denomind PARK2 (OMIM*602544) [Matsumine y cols. 1997]. Un
afo después se identifico el gen (PRKN), y la proteina denominada parkina (Kitada y cols.1998).
El gen PRKN contiene 12 exones, con un tamafio de 1,53 Mb (Kitada y cols. 1998; Wesy y cols.
2001). Codifica una proteina de 465 aminodcidos, con un peso molecular de unos 52 kDa.

Hasta la fecha se han identificado numerosas mutaciones en PRKN, incluyendo deleciones,
duplicaciones y triplicaciones de uno o varios exones, y mutaciones puntuales de todo tipo (cam-
bio de aminoacido, splicing, etc.) [Mata y cols. 2004]. Este tipo de alteraciones, sin ser una causa
frecuente de EP familiar con el fenotipo clasico, eran importantes en la EP de inicio precoz de
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tipo recesivo en la poblacidén europea (Abbas y cols. 1999). PRKN presenta unos dominios que la
definen como una E3-ubiquitina ligasa, que participa en la sefializaciéon de la a-sinucleina para
su degradacién por el proteosoma. Se han hallado mutaciones en todos los dominios de parkina,
aunqgue la mayoria de las mutaciones estan localizadas entre los dominios RING-IBR-RING, en
particular en el primer dominio RING, con una funcion no del todo conocida, pero que podria
ser relevante para la funcidn de la proteina. Por otro lado, los pacientes pueden presentar tanto
mutaciones en homocigosis, como ser heterocigotos compuestos (con mutaciones distintas en
cada alelo), o en heterocigosidad.

Hasta la identificacion del gen LRRK2, las mutaciones en el gen PRKN eran consideradas la
causa genética mas frecuente de las formas familiares de EP, pero con un fenotipo diferencial, y
unos hallazgos neuropatolégicos distintos. La mayoria de los pacientes con mutaciones en PRKN
se diferenciaban de las formas idiopaticas por la ausencia de CL (Mori y cols. 1998; Khan y cols.
2003), por lo que la relacién con la a-sinucleina, sigue siendo controvertida. Parece logico pensar
gue la a-sinucleina, como componente mas abundante de los CL, y la parkina, cuya actividad po-
dria ser necesaria para la formacién de estas inclusiones, deberian interactuar de alguna forma.
La a-sinucleina podria ser un sustrato para la parkina, hipdtesis que no se ha podido demostrar
hasta la fecha (Cheng y cols. 2001).

5.3. PARK3

En 1998 Gasser y colaboradores describieron en el locus 2p13 un ligamiento que determina-
ba una forma de EP similar a la forma esporadica en multiples familias alemanas, con una pene-
trancia reducida, y con patologia Lewy en el examen anatomopatoldgico (Gasser y cols. 1998). Se
publicé mas adelante la posible implicacién del gen de la sepiapterina en esta EP familiar, aunque
la confirmacién de este hallazgo aun no ha sido obtenida (Karamohamed y cols. 2003).

5.4. PARKS5: UHCL1

En 1998 Leroy y colaboradores (Leroy y cols. 1998) identificaron una mutacion en el gen
de la ubiquitina carboxi-terminal hidrolasa-L1 (UCHL1, OMIM*191342) en una familia de origen
aleman con un patrén de herencia AD, y penetrancia incompleta. Este gen estad en la region
cromosémica 4p14 (Edwards y cols. 1991), y consta de nueve exones en unas 10 kb de genoma.

UCHL1 es una de las proteinas mas expresadas en el cerebro (mas del 2% de la proteina total).
Pertenece a una familia de genes cuyas proteinas hidrolizan los extremos carboxilo de pequefios
grupos de ubiquitina, generando mondmeros de la misma. Asi, reciclan estas moléculas que pue-
den ser posteriormente reutilizadas para marcar una nueva proteina en el proceso de degradacion
por el proteosoma. Ademas, también muestran cierta actividad ubiquitina ligasa (Liu y cols. 2002), y
estas cualidades les hacen ser parte importante del sistema ubiquitin proteasoma (UPS). La protei-
na se expresa especificamente en neuronas, particularmente de la SNc (Solano y cols. 2000). UCHL1
se halla tanto en los CL como en otras agregaciones proteicas (Wilkinson y cols. 1989).
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Estudios en distintas poblaciones no han hallado mutaciones, ni en formas familiares, ni
en casos esporadicos, lo que sugiere que se trata de una causa extremadamente rara de EP
(Harhangi y cols. 1999; Hasegawa y cols. 12001; Maraganore y cols. 1999; Shi y cols. 2003).
Ademads de la mutacién puntual descrita por Leroy y colaboradores, se ha descrito un polimorfis-
mo en la region codificante, 53C>A (S18Y) [Lincoln y cols. 1999], que podria estar asociado con
el riesgo de desarrollar EP (Maraganore y cols. 1999). La frecuencia de S18Y es del 14-20% en
poblaciones caucasicas (Maragonore y cols. 1999), y puede llegar hasta el 50% en China y Japdn
(Momose vy cols. 2002; Satoh y cols. 2001), lo que sugiere un papel muy limitado en el desarrollo
de la enfermedad. Ademas, detectaron un efecto de dosis génica consistente con los hallazgos de
los estudios funcionales (Liu y cols. 2002).

5.5. PARK®6: PINK1

La busqueda de nuevos genes en familias con EP de inicio precoz, en las que no se habia
identificado alteraciones en PRKN, culmind con el descubrimiento de un locus en el cromoso-
ma 1, 1035-p36. El gen de la potencial cinasa 1 inducida por PTEN (phosphatase and tensin
homolog) [PINK1; OMIM*608309] fue relacionado inicialmente con el cancer (Unoki y cols.
2001). PINK1 codifica una proteina de 581 aminoacidos, con un peso molecular de unos 62,8
kDa. Las mutaciones en este gen pueden causar formas recesivas de EP de inicio temprano
(Valente y cols. 2004a), y fueron identificadas en varias familias en las que previamente se
habia demostrado ligamiento al locus PARK6, en el brazo corto del cromosoma 1 (Valente y
cols 2001; Valente y cols. 2002). PINK1 tiene 8 exones distribuidos a lo largo de 1,8 kb, y la pro-
teina se localiza en la mitocondria, lo que permitia establecer relacion de manera precisa con
la disfuncidon mitocondrial descrita en la EP, y concretamente con la reduccidn de la actividad
del complejo | mitocondrial descrita en la SN de pacientes con EP comparado con controles
(Schapira y cols.1989). De hecho, se sugiere que actla a nivel mitocondrial en respuesta al
estrés oxidativo. Las mutaciones en este gen podrian ser la causa, no sélo de formas familiares
recesivas, sino también de algunos casos esporadicos (Valente y cols. 2004b). Hasta la fecha,
se han hallado 14 mutaciones en PINK1 en pacientes de diferentes poblaciones. Al igual que
para PRKN, se hallaron casos con una sola mutacidn en heterocigosis, lo que sugiere que éstos
podrian tener mas riesgo de desarrollar la enfermedad.

Aunque la funcién de PINK1 no esta del todo clara, su localizacidén en la mitocondria, y su
estructura similar a las serin/treonin cinasas, sugieren que podria tener un papel en la fosforila-
cién de otras proteinas localizadas en este organulo, en respuesta al estrés celular, evitando asi
la disfuncién mitocondrial.

5.6. PARK?7: DJ-1

El gen DJ-1 (OMIM*602533) fue identificado como otra causa de formas juveniles de EP
en 2003 (Bonifati y cols. 2003). El locus PARK7 fue localizado al igual que PINK1 en el brazo
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corto del cromosoma 1 (1p36) en dos familias de los Paises Bajos (van Duijn y cols. 2001), y
posteriormente en dos familias italianas (Bonifati y cols. 2002). DJ-1 esta formado por 8 exones a
lo largo de 24 kb del genoma, y codifica una proteina de 189 aminodacidos y 20 kDa. Mutaciones
en homocigosis en este gen explicarian aproximadamente el 1% de los casos de EP con inicio
temprano (Abou-Sleiman y cols. 2003; Bonifati y cols. 2003; Hague y cols. 2003; Hering y cols.
2004). También se han identificado mutaciones en heterocigosis en pacientes con EP de inicio
temprano (Abou-Sleiman y cols. 2003; Hague y cols. 2003), aunque en estos casos la segregacion
con la EP no pudo ser demostrada. Durante el proceso de busqueda de mutaciones se hallaron
algunas variantes en regiones no codificantes, incluyendo una insercidon/delecion de 18pb en el
promotor (Hague y cols. 2003), y andlisis posteriores mostraron que este polimorfismo no contri-
buye al riesgo de desarrollar EP de inicio tardio (Morris y cols. 2003).

DJ-1 no es un componente esencial de los CL ni de las NL, a diferencia de la parkina y la
a-sinucleina (Bandopadhyay y cols. 2004; Bonifati y cols. 2003; Rizzu y cols. 2004). Sin embargo,
DJ-1 tiene varias posibles funciones, y se ha postulado que junto a PINK1 y PRKN constituirian un
nuevo tipo de complejo E3 ligasa. Por otra parte, DJ-1 puede cambiar a una forma mds acidica
cuando las células son tratadas con el herbicida paraquat, causando su sobreexpresiéon ademas
de inducir la agregacién de la a-sinucleina mediada por proteinas oxidativas (Manning-Bog y cols.
2002; Mitsumoto y cols. 2001).

5.7. PARK9: ATP13A2

Najim-al-Din y colaboradores (Najim-al-Din y cols. 1994) describieron en una familia jor-
dana, un sindrome clinico con caracteristicas de EP, pero algunos signos diferenciales. La edad
de inicio era precoz, la progresién era rapida, pero con buena respuesta a L-dopa, presentaban
demencia, pardlisis de la mirada vertical, y espasticidad. Hampshire y colaboradores (Hampshire
y cols. 2001) identificaron la regidn ligada a la enfermedad en 1p36, y Ramirez y colaboradores
(Ramirez y cols. 2006) describieron mutaciones en el gen ATP13A2 en esta familia jordana (en-
fermedad de Kufor-Rakeb), y en otra de origen chileno. ATP13A2 es un gen de 26 kb en 1p36, y
tiene 29 exones codificantes que generan una proteina que se expresa de manera ubicua en el
organismo, especialmente en el cerebro. Se trata de una ATPasa que se encarga del transporte de
cationes inorganicos y otros sustratos a través de membranas celulares.

5.8. PARK11: GIGYF2

En 2008 Lautiery colaboradores (Lautier y cols. 2008) identifican mutaciones en GIGYF2 como
causantes de EP familiar de inicio tardio, con un fenotipo similar a la EP idiopatica. Publicaciones
posteriores ofrecen sin embargo, una imagen poco clara del cuadro clinico. Algunas de las varian-
tes encontradas podrian ser poliformismos de baja frecuencia, por lo que no se puede determi-
nar su patogenicidad.
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5.9. PARK15: FBX07

Davidson en 1954 (Davidson 1954) describe por primera vez un sindrome parkinsoniano de
comienzo en la segunda o tercera década de la vida, con un fenotipo tipico de EP pero agravada
por sintomas piramidales. Mas adelante se describid respuesta de los sintomas parkinsonianos a
L-dopa en una pareja de hermanos (Horowitz y cols. 1975). Este sindrome denominado palido-
piramidal fue localizado en el cromosoma 22 mediante analisis de ligamiento, y de los 4 genes
candidato identificados, FBX07 presentd mutaciones en una familia irani. Mas adelante Di Fonzo
y colaboradores (Di Fonzo y cols. 2009) identificaron otras mutaciones en el mismo gen en mues-
tras de origen europeo.

FBXO07 es una proteina que contiene un dominio de unos 40 aminodcidos. Es componente de
las E3 ubiquitin-ligasas modulares, que funcionan en procesos de ubiquitinizacidon dependientes
de fosforilacion.

5.10. Otros genes candidato

5.10.1. PARK13: HTRAZ2

En 2003 Jones y colaboradores (Jones y cols. 2003) identificaron en la proteina Omi/HTRA2
la mutacion causante de un fenotipo tipico de enfermedad de motoneurona con pardlisis progre-
siva y atrofia muscular. Esta proteina esta codificada en el ADN nuclear, aunque ejerce su funcion
en la mitocondria. Strauss y colaboradores (Strauss y cols. 2005) comprobaron como mutaciones
en este gen producian fenotipos compatibles con disfunciéon de ganglios basales en una pobla-
cion de pacientes alemanes, pero sin un fenotipo tipico de EP.

5.10.2. GBA

Se ha descrito recientemente una gran prevalencia a nivel mundial, de mutaciones en el
gen de la glucocerebrosidasa (GBA) en pacientes con EP. Estas mutaciones se asocian a la enfer-
medad de Gaucher (EG) en estado recesivo, y se ha estudiado su presencia en pacientes con EP
de descendencia judia Ashkenazi, debido a la alta prevalencia de portadores en esta poblacion.
Las mutaciones en el gen de la GBA asocian la EP en este grupo étnico, con una OR frente a los
controles de 7,0 (Aharon-Peretz y cols. 2004). También se ha encontrado en poblaciones asiati-
cas (Hu y cols 2010; Sun vy cols. 2010), poblacién norteamericana (Nichols y cols. 2009; Clark y
cols. 2007), suramericana (Mariana y cols. 2008), y europea segun datos del banco de cerebros
de Londres. Sin embargo, estos hallazgos no han sido corroborados en poblacidn norteafricana
(Nishioka y cols. 2009).
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5.11. Otros loci identificados por ligamiento

5.11.1. PARK1O0. Relacion con la edad de inicio

En 2002 los trabajos de Li y Hicks (Li y cols. 2002; Hicks y cols. 2002) de forma independiente
analizaron familias con EP en busqueda de loci implicados en la enfermedad de inicio tardio. Los re-
sultados permitieron relacionar un locus en el cromosoma 1 con la edad de inicio de la enfermedad.

5.11.2. PARK12: Xq21-925

En los estudios en los que se identifico el PARK11, Pankratz y colaboradores (Pankratz y cols.
2002) identificaron otro locus en el cromosoma X. Resultados similares fueron publicados por los
equipos de Hicks y Scout (Hicks y cols. 2002; Scott y cols. 2001).

5.11.3. PARK14: PLA2G6

En pacientes con distrofia neuroaxonal infantil y neurodegeneracién asociada al acumulo de
hierro, se identificaron mutaciones en el gen PLA2G6 (22g13.1; OMIM *603604) [Paisan-Ruiz y
cols. 2009], que recientemente también se han hallado en individuos con un parkinsonismo rigi-
do-acinético progresivo (Yoshino y cols. 2010). PLA2G6 codifica una enzima de 752 aminoacidos
gue como otras fosfolipasas puede inducir cambios en la composiciéon de la membrana, activar la
cascada inflamatoria y altera las vias de sefializacién celular.

5.12. Genome-wide association: GWA

Cuando no se conoce el gen o los genes causantes de la patologia a estudio, se pueden
hacer estudios de ligamiento en grandes familias o en grandes grupos, normalmente a través de
consorcios para conseguir un numero de casos acorde con los objetivos. Estos estudios se cono-
cen como GWA (Genomic Wide Association) y buscan zonas del genoma que se hereden junto
a la enfermedad. Para ellos se necesitan familias grandes, con muchos miembros (y a poder ser
en varias generaciones) y muy bien caracterizados. Este tipo de estudios nos permiten descubrir
zonas del genoma ligadas a la enfermedad y determinar una serie de genes candidatos que debe-
ran ser validados o estudiados posteriormente con mas profundidad. Son estudios de busqueda
de loci relacionados con un caracter concreto que toman como base estadistica para el analisis,
la existencia de asociacidén genética en lugar de buscar ligamiento genético.

5.12.1. PARK16

En el GWA realizado por Satake y colaboradores (Satake y cols. 2009) se describe un nuevo
locus en 1g32. Dentro de este locus el SNP rs947211 presentaba la mayor significacion estadistica
con la EP. Simdn-Sanchez y colaboradores (Simdn-Sanchez y cols. 2009) ratificaron este hallazgo
en su muestra de origen caucasiano.
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TABLA 1
Loci relacionados con la EP. CL: Estudios patoloticos con cuerpos de Lewy
Locus Ano Cromosoma Gen/proteina Herencia Mutaciones CL
SNCA/alfa- 3 mutaciones missense,
PARK1/PARK4 | 1996/1999 | 4q21-923 sinucleina AD duplicaciones/triplicaciones +
de gen completo
PARK2 1998 6025.2-q27 Parkin AR >100 mutaciones diferentes -/+
Homocigosis del alelo T del
PARK3 1998 2p13 SPR? AD SNP RS1876487 +
PARKS 1998 | 4p14 UCHLA AD 1 mutacion detectada en ?
una {nica familia
) 40 pequenos cambios en la 0
PARK6 2001 1p35-p36 PINK1 AR secuencia. ?
PARK7 2001 1p36 DJ-1 AR 10 mutaciones (puntuales y "
grandes deleciones) '
) > 50 variantes, > 16 de _
PARK8 2002 12q12 LRRK2/dardarina AD ellas patogenas /+
3 mutaciones diferentes
PARK9 1999 1p36 ATP13A2 AR que producen una proteina ?
truncada
4 genes identificados por
PARK10 2002 1p32 20 cM ? ligamiento ?
PARK11 2003 2036-037 GiGYF2 No parece ser gen relevante ?
PARK12 2003 Xq21-Xq25 20 cM AR? ?
1 mutacion puntual en
PARK13 2005 | 2p12 Omi/HtrA2 Desconocida | & familias ?
1 variante asociada a la
enfermedad
No determinado gen 0
PARK14 2009 18q11 PLA2G6 responsable ?
PARK15 2008 22q12-q13 FBX07 AR Diversas mutaciones ?
asociadas
PARK16 2009 1932 ? ? ?
No asignado 5023.1-g23.3 | Sinfilina-1 Desconocida ; mu'gacmn MISSense en ?
pacientes
3 mutaciones diferentes,
No asignado 2022-923 NR4A2/Nurr1 Desconocida | 1 de ellas en una region ?
codificante
No asignado 15025 POI.‘G/ADN Desconocida 1 familia con mutacmnes ?
polimerasa gamma en heterocigosis
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6. Lairrupcion del PARKS8: un fenotipo similar
con una neuropatologia variable

6.1. De la familia Sagamihara a la dardarina

Wszolek y colaboradores (Wszolek y cols. 1995) describieron las caracteristicas clinicas de
una familia norteamericana de origen europeo con parkinsonismo familiar, con una evolucién
lenta y herencia AD. Afos después, en 1997 Hasegawa y Kowa (Hasegawa y cols. 1997) publican
con detalle el fenotipo clinico de una familia japonesa ("Sagamihara kindred”) con un parkinso-
nismo asimétrico, de edad de inicio alrededor de los 50 afios, con buena respuesta a L-dopa, y
con presencia de degeneracién nigrica, pero sin formacion de CL en el estudio neuropatoldgico.
En 2002 Funayama y colaboradores (Funayama y cols. 2002) analizaron genéticamente esta fa-
milia japonesa, identificando mediante andlisis de ligamiento una regién de 4cM en 12p11.2-
g13.1 Este locus, denominado PARK8 (OMIM*607060) fue confirmado con posterioridad en dos
familias de origen europeo (Zimprich y cols. 2004). Todas ellas presentaban una forma de EP con
herencia dominante, un patrdn clinico tipico, y un inicio tardio.

Por otra parte, Paisan-Ruiz y colaboradores (Paisan-Ruiz y cols. 2004) identificaron en 2004,
cuatro familias de origen vasco con una edad media de inicio de 65 afios, y un curso clinico be-
nigno, aunque con disfuncidn nigroestriatal demostrada mediante PET, tipica de la EP idiopatica
(figura 6). En estas familias y en una britanica se pudo comprobar que también existia ligamiento
genético a la misma zona, y que reducian ligeramente la regidn de ligamiento. El andlisis posterior
les permitié identificar 2 mutaciones en un gen, que a partir de entonces se denominé LRRK2,
por cinasa con repeticiones ricas en leucina, mientras que a la proteina codificada por este gen se
le denominé dardarina, que procede del término vasco “dardara” que significa temblor (Paisan-
Ruiz y cols. 2004). Una de las mutaciones, R1441G aparecia en las 4 familias vascas, mientras
gue la segunda mutacién, Y1699C se observaba en la familia de origen britanico. La presencia de
la misma mutacién en las cuatro familias vascas, sugeria la existencia de un efecto fundador en
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FIGURA 6
PET con18F-flourodopa en paciente con EP asociada a mutacion R1441G: disfuncion nigroestriada tipica de la EP
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esta poblacidén, por lo que fue analizado un grupo de pacientes de este mismo origen étnico, con
y sin historia familiar de EP, y se observd un porcentaje relativamente alto de casos (alrededor
del 6%) [Simdn-Sanchez y cols. 2006] que presentaban la misma mutacidén. Ademas, se pudo
comprobar que esta mutacion provenia del mismo cromosoma ancestral, y no de nuevos eventos
mutacionales, como demostraba el hecho de que el haplotipo alrededor de esta mutacidon fuera
compartido también entre los casos.

El gen LRRK2 (OMIM*609007) se extiende por unas 144 kb en el cromosoma 12, y contiene
51 exones que codifican esta proteina de 2.527 aminodcidos. Dardarina es miembro de la familia
enzimatica ROCO y presenta 5 dominios funcionales (figura 7). En la mitad amino terminal se
encuentran repeticiones de tipo armadillo, seguidas de repeticiones de tipo anquirina, y repeti-
ciones ricas en leucina (LRR). A continuacion se encuentra el dominio con actividad GTPasa de
tipo ROC (del inglés ras of complex proteins), seguido del dominio COR (del inglés C-terminal of
Roco) de funcidn desconocida. La asociacion de estos dominios da lugar a la familia de proteinas
denominadas “ROCO”. Tras este dominio ROCO dardarina posee un dominio del tipo MAP3K,
seguida de un dominio WD40. Esta asociacién de dominios sugiere que dardarina es una cinasa
GTPasa dependiente, que estd involucrada en la reorganizacion del citoesqueleto en respuesta a
estimulos externos (Ridley y cols. 2001). Por otro lado, los dominios LRR estan relacionados con
multiples funciones, relacionadas con la interaccion proteina/proteina (Kobe y cols. 2001). Dado
gue no se ha identificado sustrato alguno para dardarina, su funcién sigue siendo poco conocida.
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FIGURA 7
Dominios funcionales de la proteina dardarina, y las diferentes mutaciones identificadas (en rojo las mutaciones
consideradas patdgenas) [Lesage y cols. 2009]
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6.2. Las diferentes mutaciones en LRRK2

Tras los primeros hallazgos, se identificaron seis mutaciones distintas que segregaban con
formas familiares de EP: cinco mutaciones con cambio de aminoacido y una mutacién de splicing.
Ademas de las descripciones de Paisan-Ruiz y colaboradores (Paisan-Ruiz y cols. 2004), Zimprich y
colaboradores (Zimprich y cols. 2004a) identificaron dos mutaciones: la mutacion Y1699C, situada
en el mismo nucleétido que el de la familia britdnica descrita por Paisan-Ruiz y colaboradores,
y la mutacién R1441C. Mas tarde, diversos grupos identificaron otra mutacién patogénica con
elevada prevalencia (G2019S) [Di Fonzo y cols. 2005; Gilks y cols. 2005; Kachergus y cols. 2005;
Nichols y cols. 2005], en casi todos los paises, y que sigue siendo en la actualidad la mutacién
mas frecuente. La mutacién G2019S es especialmente frecuente entre los judios Askhenazis y la
poblacién norteafricana con EP, con una frecuencia del 13 % en formas esporadicas de EP y del
41% en formas familiares de la enfermedad (tabla 2) [Ozelius y cols. 2006; Lesage y cols. 2005].
También en Espafia, la mutacion G2019S es frecuente en la EP, estando presente en el 4,3-7,6%
de los pacientes (6,4-18,7 % en los casos familiares y 3,4 %-6,1% en los casos esporadicos. [Gaig y
cols. 2006; Infante y cols. 2006]. Esta mutacion ha mostrado una penetrancia variable (Kachergus
y cols. 2005), y habitualmente reducida, descrita entorno a un 30% a la edad 75 afios, (Goldwurm
y cols. 2007; Latourelle y cols. 2008).

La mutacién responsable de la EP en la familia japonesa que originalmente sirvid para la
identificacion del ligamiento, resultd ser 12020T, mutacion que también aparecié en el grupo
de familias analizado por Zimprich y colaboradores (Zimprich y cols. 2004b). Estos autores
identificaron dos mutaciones que cambian el aminoacido (11122V y 12020T), y una terce-
ra mutacién en un nucleétido que afectaria al procesamiento o splicing del ARN (L1114L)
[Zimprich y cols. 2004].

En la actualidad multiples estudios demuestran que el gen que codifica la dardarina es el
mas frecuentemente alterado en la EP familiar, con cerca de 80 mutaciones distintas publicadas
en la literatura, repartidas a lo largo de todo el gen, y afectando a todos los dominios funcionales.
Sin embargo, puesto que algunas de las mutaciones mas frecuentes son especialmente impor-
tantes en algunos grupos étnicos, puede que existan otras no detectadas por el sesgo de estudios
limitados a poblacion caucasica y asiatica.

En este momento se conocen mas de 125 variantes génicas en este gen, de las cuales sdlo
7 han demostrado segregacién con formas familiares de EP (R1441G, R1441C, R1441H, Y699C,
G2019S, 12020T, 11371V). La elevada frecuencia de mutaciones en dardarina en enfermos con EP en
principio esporadica, la existencia de mutaciones en individuos sanos, y la variabilidad en edades de
inicio de la EP asociada a estas mutaciones, hace dificil interpretar la posible patogenicidad de cual-
quier nuevo cambio encontrado.

Caucasico Norteafricanos Ashkenazi TABLA 2
. Prevalencia estimada de la mutacion G2019S
EP Familiar 5% 87% 4% en raza caucasica, judios Ashkenazi y poblacion
EP Esporadica 92 9, 4 % 13% norteafricana (Ozelius y cols. 2006; Lesage y cols.

2005)
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6.3. Fenotipo clinico de los portadores de mutaciones en LRRK2

Los diferentes estudios publicados que analizan la expresién clinica de estas mutaciones,
destacan como rasgos mas caracteristicos una penetrancia variable, pero una mayor homoge-
neidad en su expresion fenotipica, y en su forma de progresién, con un patrén indistinguible de
la EP clasica. La edad de debut es variable habitualmente entre los 55 y 65 afios, si bien se ha
descrito en algunos casos antes de los 45 afios, y por encima de los 80 (Hasegawa y cols. 1997,
Paisan-Ruiz y cols. 2005; Di Fonzo y cols 2005).

En nuestra serie de pacientes portadores de la mutacidn R1441G, pudimos comprobar una
edad de inicio entre los 50 y 70 afios, predominando el temblor de reposo asimétrico como sin-
toma de inicio (Paisan-Ruiz y cols. 2004; Paisdn-Ruiz y cols. 2005). El curso clinico era lentamente
progresivo, y con excelente respuesta al tratamiento dopaminérgico. La mayoria de los pacientes
desarrollaron fluctuaciones motoras y discinesias a los afios, con escasa presencia de demencia
incluso pasados 15 afios desde el inicio de la enfermedad (Paisan-Ruiz y cols. 2005).

Los pacientes portadores de la mutacién mds extendida, la G2019S, en su mayoria presen-
tan un parkinsonismo similar a la EP clasica (Di Fonzo y cols. 2005; Nichols y cols. 2005; Gilks y
cols. 2005; Aasly y cols. 2005; Hernandez y cols. 2005; Deng y cols. 2005). La edad de inicio es
habitualmente entre los 50 y 70 afios, con temblor de reposo, bradicinesia, rigidez, o un cuadro
mixto, en su mayoria de inicio asimétrico. En algunos casos se describe distonia focal en el pié
como sintoma inicial (Gilks y cols. 2005; Aasly y cols 2005). La respuesta al tratamiento es buena,
con desarrollo de fluctuaciones motoras y discinesias tras varios afios, de igual forma que en la
EP cldsica. Algunos autores (Nichols y cols. 2005) describen una enfermedad menos agresiva, de
evolucion mas lenta, con menos riesgo de desarrollar demencia, incluso en casos con mas de 30
afios de evolucion (Di Fonzo y cols. 2005).

La experiencia con terapias menos convencionales como la estimulacién cerebral profunda
en pacientes portadores de mutaciones en LRRK2 es limitada, y con diferencias en el resultado en
funcién de la mutacién. Si bien en pacientes portadores de la mutacion G2019S la estimulacién
subtaldamica bilateral muestra resultados positivos (Schiipbach y cols 2007), en los cuatro casos
descritos con la mutacion R1441G, la eficacia es menor frente a los individuos del resto de la
serie publicada por este grupo (GOmez-Esteban y cols. 2008).

En la familia Sagamihara, los pacientes portadores de la mutacidn 12020T, presentaban
un parkinsonismo de inicio asimétrico, sin signos atipicos para la EP clasica, con complica-
ciones motoras secundarias al tratamiento a los 6-8 afios, y con buena respuesta a levodopa
(Hasegawa y cols. 1997; Funayama y cols. 2002, Funayama y cols. 2005). En esta familia la edad
media de inicio era de 54 aios, si bien en un caso el debut habia sido a los 39 afios, y en otros
a los 74 afios.

En los pacientes portadores de la mutacién R1441C, el temblor de reposo era el signo predo-
minante (Wszolek y cols. 2004; Zimprich y cols. 2004), y el resto del cuadro clinico era el caracte-
ristico de la EP cldsica, si bien se describia un paciente con paresia supranuclear de la mirada. Los
mismos autores publican en portadores de la mutacién Y1699C, dos pacientes con amiotrofia, y
dos que habian desarrollado demencia (Wszoleck y cols. 1997; Zimprich y cols. 2004).
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En conjunto, el fenotipo parkinsoniano de los pacientes portadores de mutaciones en LRRK2,
es muy similar al que presenta la EP cldsica, con un curso evolutivo relativamente benigno. Los
rasgos fenotipicos que se han asociado a un peor prondstico, como la disfuncién cognitiva, la
inestabilidad postural (Burn y cols. 2006), la escasa respuesta al tratamiento dopaminérgico, y el
desarrollo precoz de discinesias y distonia asociadas a la toma de levodopa, estan también pre-
sentes en la EP asociada a mutaciones en LRRK2, pero se describen en menor proporcidén que en
las series de EP idiopatica (Paisan-Ruiz y cols. 2004; Simdn-Sanchez y cols. 2006).

6.4. Una neuropatologia variable

Las descripciones neuropatolégicas publicadas referentes a pacientes con EP asociada a
mutaciones en LRRK2 han sido bastante heterogéneas. El analisis patoldgico de las dos familias
descritas por Zimprich y colaboradores, revelé esta gran variabilidad entre los afectados. En las
dos familias estudiadas por estos autores se describieron pacientes con una degeneracion ni-
gral inespecifica, e inclusiones positivas para ubiquitina. Ademas, en una de ellas, dos pacientes
presentaban patologia con CL, uno de ellos con una distribucién de acimulos de a-sinucleina
(incluyendo CL), con un patrdn tipico de DCL. En esta misma familia, un tercer familiar afectado
presentaba patologia tau, similar a las que se observa en casos de paralisis supranuclear progresi-
va (PSP). Ademas, en la otra familia pudieron describir en un paciente patologia tipo EA (Zimprich
y cols. 2004a). El Unico estudio post-morten de EP asociado a la mutacion R1441G publicado por
nuestro grupo no presentaba CL, y Unicamente mostraba degeneracién pura de la SN (Marti
Massoé y cols. 2009).

-(gggg-s‘\discritos de estudio neuropatologicos en pacientes con EP asociada a mutaciones en LRRK2
Mutacion Casos Neuropatologia Autores
371V 1 CL Giordana, 2007
R1441C 4 CL, ON, UB Wszolek, 2004. Zimprich, 2004
T71699¢C ? gE \}i\:}s;;lzlgggw Zimprich 2004
3 CL Gilks, 2005
Gav1es N Gineson, 2006
1 No CL Gaig, 2007
12020T 4 No inclusiones Funayama, 2002
R1441G 1 No inclusiones Marti-Masso 2009

CL: Cuerpos de Lewy. UB: Ubiquitina. ON: ovillos neurofibrilares
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7. Biomarcadores en la enfermedad de Parkinson

7.1. Los Biomarcadores en el diagndstico precoz y diagndstico diferencial

La EP sigue sustentando su diagndstico en criterios clinicos basados en la sintomatologia
motora caracteristica, la ausencia de sintomas atipicos, y el apoyo de la respuesta positiva a la
medicacion dopaminérgica. Son muchos los casos en los que el diagndstico diferencial resulta
dificil, especialmente en sus primeras etapas. En particular, el temblor esencial (TE) y parkinso-
nismos atipicos como la PSP y la atrofia multisistema (AMS), que inicialmente pueden confundir-
se con la EP. El valor predictivo positivo del diagndstico clinico final de EP idiopatica hecho por
especialistas en trastornos del movimiento, se demostré que era muy alto (98,6 %) [Hughes y
cols. 2002], pero para mejorar la exactitud del diagndstico diferencial de la EP, contar con otros
signos clinicos, con los resultados de la neuroimagen, o con variables bioquimicas resultaria de
enorme importancia.

Ademads de la precision en el diagndstico, la precocidad del mismo es importante, especial-
mente si pensamos en terapias neuroprotectoras o modificadoras del curso de la enfermedad.
Se han realizado multiples ensayos clinicos con este propdsito, pero hasta la fecha no han tenido
éxito, posiblemente por llevarse a cabo en fases avanzadas de la enfermedad, cuando la pérdida
de neuronas dopaminérgicas en la SN ya ha superado el 50%, y pueden haber comenzado las le-
siones en areas que afectan a otras estirpes neuronales, como las catecolaminérgicas del tronco.
Por todo ello, urge la necesidad de poder aplicar estas terapias en estadios mas iniciales, y resulta
esencial un diagndstico mas temprano de la EP.

La deteccién de biomarcadores es una pieza clave en este proceso. En los ultimos afios han
surgido gran cantidad de estudios que intentan identificar marcadores bioldgicos en grandes se-
ries de pacientes con EP.

7.2. Biomarcador ideal

Definimos como biomarcadores aquellas caracteristicas que pueden ser medidas de forma
objetiva como indicadores de la normalidad, de procesos patogénicos, o como respuesta a una
intervencion terapéutica. El biomarcador ideal debe ser sensible, reproducible, estrechamente
relacionado con el proceso fisiopatolégico de la enfermedad, facil de medir, de bajo coste, no
invasivo y completamente validado (Michell y cols. 2004).

Ejemplos de estos biomarcadores son lo marcadores clinicos de la enfermedad, como la pre-
sencia de sintomas no motores (hiposmia, TCREM o la disfunciéon autonémica), marcadores de
imagen como es el DAT-SPECT, y la gammagrafia cardiaca con metaiodobenzilguanidina (MIBG),
y también los marcadores bioldgicos, expresados en diferentes fluidos como suero o liquido ce-
falorraquideo (LCR).
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7.3. Marcadores clinicos: Estudio de sintomas no motores

Los sintomas caracteristicos de la EP, aparecen en una fase que podriamos considerar “tar-
dia”, teniendo en cuenta que el proceso fisiopatoldgico se ha iniciado ya afios atrds. Un marca-
dor clinico eficaz deberia aportarnos informacidn en fases previas. Identificar sintomas en ese
momento permitiria detectar individuos con riesgo de desarrollar la enfermedad motora en un
futuro cercano. El descubrimiento de los sintomas no motores de la enfermedad, ha revolu-
cionado el conocimiento de la EP, y aunque diversos estudios como la clasificacidon o estadiaje
neuropatoldgico de Braak (Braak y cols., 2003) apuntan en esta misma direccion, todavia quedan
muchas cuestiones sin resolver. Resulta obligado conocer la prevalencia, que tienen los sintomas
no motores en las forma genéticas de EP, determinar su impacto en el contexto del resto de sin-
tomas de la enfermedad, y determinar su valor como marcadores clinicos.

7.3.1. Estudio del sistema autondmico mediante gammagrafia cardiaca
con metaiodobenzilguanidina (MIBG)

Los sintomas de disfuncién autonémica son comunes en la EP, y en otros parkinsonismos
como la DCL y la AMS. La mayoria de pacientes con EP desarrollan diferentes sintomas a lo largo
del tiempo, y su afectacién puede detectarse incluso desde fases muy precoces, mediante el
estudio de las neuronas simpaticas postganglionares (Gibb y cols.1988; Wakabayahi y cols. 1993;
Braak y cols. 2003; Iwanaga y cols. 1999). Esta situacion, no aparece en todos los casos, y en los
gue se ha detectado la presencia de CL en los ganglios y plexos periféricos, no siempre se ha co-
rrelacionado con sintomas clinicos (lwanaga y cols.1999).

La funcion simpatica puede evaluarse con gran sensibilidad (Haensch y cols. 2009; Courbon
y cols. 2003), mediante gammagrafia (o escintigrafia) cardiaca, empledndose el trazador
Metaiodobenzilguanidina (**)I-MIBG). MIBG es un analogo de la noradrenalina, con capacidad
de unidn a su transportador de membrana. La captacién de este trazador esta disminuida fre-
cuentemente en la EP, desde sus primeros estadios (Orimo y cols. 1999; Spiegel y cols. 2005),
incluso en la fase “premotora” de la enfermedad (Goldstein y cols. 2002; Minguez y cols. 2007).
Diversos estudios han mostrado una alta sensibilidad en el diagndstico diferencial de la EP idiopa-
tica frente a otros parkinsonismos de naturaleza degenerativa en los que también pueden existir
sintomas de disfuncién autondmica, (Braune y cols. 2001; Braune y cols. 1998; Courbon y cols.
2003; Nagayama y cols 2005) donde la captacion es normal, al igual que en el parkinsonismo
vascular (Kim y cols. 2006), en el parkinsonismo inducido por fairmacos (Lee y cols. 2006a), y en
el TE (Lee y cols. 2006b). Dentro de la EP, no todos los fenotipos clinicos tienen una misma res-
puesta en la prueba. En las formas tremdricas, la escintigrafia muestra una mejor captacién del
trazador (Saiky y cols. 2006; Spiegel y cols. 2007), y hay una mayor disfuncién en las formas rigido
acinéticas, asi como en los casos que presentan alucinaciones visuales (Oka y cols. 2007). Queda
por determinar con mayor grado de certeza la afectacién simpatica en pacientes con EP de base
genética, donde hasta la fecha los estudios realizados en cortas series de pacientes, han descrito
una menor afectacidn cardiaca en la gammagrafia cardiaca con MIBG frente a la EP idiopatica
(Quattrone y cols. 2007; Tomimaya y cols. 2006).
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7.3.2. Estudio del olfato

La afectacién del olfato es comun en la EP, aunque no es un sintoma referido espontdneamente
por los pacientes (Doty y cols. 1992), y no precede de forma inequivoca a los sintomas derivados
de la pérdida neuronal de SNc, como podriamos esperar en base a la clasificacion de Braak (Braak y
cols. 2003). El estudio de la disfuncién olfatoria puede ayudar en el diagndstico diferencial frente a
otras formas de parkinsonismo, en las que no se aprecia este déficit. Habitualmente la hiposmia es
bilateral y acontece independientemente del tratamiento utilizado (Tissing y cols. 2001). La asociacion
del déficit olfatorio con el desarrollo futuro de EP se ha determinado en un estudio prospectivo de
base poblacional, donde se sugiere que la hiposmia puede aparecer 4 afios antes del cuadro clinico
caracteristico de la EP (Ross y cols. 2008). Al igual que la disfuncion simpatica, no queda claramente
establecido como es la disfuncion olfatoria en pacientes con EP de base genética. En series cortas de
portadores asintomaticos de mutaciones en LRRK2 (Silveira-Moriyama y cols. 2008), no se han encon-
trado diferencias con respecto al grupo control de poblacién sana, y en pacientes portadores de mu-
tacion en a-sinucleina, se han descrito casos sin afectacion del olfato (Bostantjopoulou y cols. 2001).

7.4. Marcadores de imagen

En la actualidad contamos con técnicas de neuroimagen, tanto a nivel estructural como
funcional, que pueden proporcionar una mayor precisién diagndstica, y pueden contribuir a la
deteccién precoz de la EP. Asumiendo que ninguna técnica es totalmente especifica, y que exis-
ten discordancias clinico-radioldgicas, estas técnicas tienen todavia un papel controvertido en la
practica clinica diaria.

7.4.1. Neuroimagen funcional mediante PET y DATSCAN

Actualmente es la forma mas objetiva de poder obtener una aproximacion a la posible afec-
tacion fisioldgica de la via dopaminérgica. La tomografia por emision de positrones (PET), y la
tomografia computerizada por emision de un Unico foton (SPECT) son técnicas que permiten la
medicién in vivo de la actividad cerebral focal, con una sensibilidad muy elevada. Existen traza-
dores que evaltan la actividad presindptica de la via dopaminérgica nigroestriatal en estadios
preclinicos de la enfermedad, y otros que evallan la actividad de los receptores dopaminérgicos
postsinapticos. El estudio de la integridad funcional de las proyecciones nigroestriatales es el
principal objetivos de estas técnicas.

En la actualidad estos son los principales marcadores de la funcion de las terminales dopa-
minérgicas:

e Actividad de la dopa-decarboxilasa mediante PET con *F-dopa (AADC: enzima decar-
boxilasa de aminodcidos aromaticos): La captacion estriatal de "*F-dopa refleja la integri-
dad de estructuras estriatales con actividad dopa-decarboxilasa, enzima responsable de la
conversién de levodopa a DA y se correlaciona con la densidad de neuronas dopaminér-
gicas funcionantes en SNc. En estadios iniciales de la EP, la densidad de captacién de este
radiofdrmaco puede no alterarse, e infraestimarse el proceso degenerativo, en funcién
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de mecanismos de compensacion (Ribeiro y cols. 2002). La captacion de **F-dopa en el
putamen se correlaciona con las escalas de incapacidad funcional que hacen referencia a
la rigidez e hipocinesia cuantificada por la Unified Parkinson Disease Rating Scale (UPDRS),
pero no se correlaciona con la intensidad del temblor, lo que indica la implicacién de vias
no dopaminérgicas en la fisiopatologia del temblor.

e Marcadores del transportador presinaptico de dopamina (DAT): Este transportador se
encuentra en las dendritas y axones de neuronas dopaminérgicas, y es un potencial marca-
dor de la integridad de las proyecciones nigroestriatales. Existen varios ligandos destacan-
do )| -CIT por una afinidad similar por los transportadores presinapticos de DA, noradre-
nalina y serotonina. A pesar de tener una cinética de captacion estriatal lenta (24 horas), si
se utiliza el andlisis por voxeles tiene potencial discriminativo en el diagnéstico diferencial
de la EP, la AMS y la PSP. La sensibilidad de estos marcadores para diferenciar la EP precoz
del sujeto sano es del 90%, y al contrario que en la PET con *F-dopa la captacién estriatal
de ligandos de DAT puede estar reducida, ya que la actividad DAT estd reducida en estadios
iniciales en un intento de mantener una concentracion de DA sinaptica adecuada. En la
practica clinica se dispone de un radiofdrmaco comercial para su uso con SPECT: el 123I-
FP-CIT (DATSCAN), analogo de la cocaina, con una sensibilidad del 90-97 % en la valoracion
de la integridad presinaptica nigroestriatal. Su uso permite diferenciar parkinsonismo de
TE y del sujeto sano, donde la captacién de DAT es normal. No tiene igual eficacia en la
diferenciacién de la EP con otros parkinsonismos, donde también existe una afectacion
presindptica de grado variable. Si es esperable encontrar una asimetria en la distribucién
del radioligando, con mayor afectacion del putamen en los casos de EP.

e Marcadores del transportador vesicular de monaminas (VMAT2): Este transportador
es responsable del paso de monoaminas desde el citoplasma al interior de las vesicu-
las sindpticas, y se ha establecido que la densidad de VMAT2 estriatal es proporcional
al numero de neuronas nigroestriatales funcionantes (Vander-Borght y cols. 1995). Para
marcar esta proteina se emplea ‘'C-Dihidrotetrabenazina, que en comparacién con otros
radiotrazadores, parece que su captacién en la EP estd mas reducida que la fluorodopa y
menos que la DAT, por lo que podria proporcionar una medicién mas real de la densidad
de terminales dopaminérgicos (Seppi y cols. 2006).

e Marcadores de la via nigroestriada postsinaptica (*'C-racloprida): Para estudiar la den-
sidad relativa de receptores estriatales D2 se emplea el PET con **C-racloprida, que en la
EP encuentra valores normales, reducidos o aumentados a diferencia de la AMS, donde
todos los estudios encuentran una reduccidn de captacién (Van Laere y cols. 2010).

7.4.2. Resonancia magnética (RM)

Esta técnica de imagen es una de las herramientas mas utilizadas en el diagndstico diferen-
cial de la EP frente a otros parkinsonismos degenerativos o secundarios, formando parte de las
pruebas complementarias mas habitualmente empleadas en la practica clinica diaria.
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En condiciones normales la SNc muestra una hipersenal en T2 limitada lateralmente por
la pars reticulata, y medialmente por el nicleo rojo, que se observa hipointenso en esta se-
cuencia. La RM convencional es normal en la EP sin presencia de demencia, sélo mostrando
alteraciones anatdmicas en otros parkinsonismos como la AMS o la PSP. Con el desarrollo de
equipos mas sofisticados, y de mejor calidad de imdagenes, si se puede observar un menor
volumen relativo de la SNc, que pierde su hipersefial. Estos cambios se observan mejor en
secuencias de inversidn-recuperacién donde se aprecia la SN mas pequefa e irregular en su
region lateral, lo que puede ayudar a diferenciar la EP de un individuo sano (Minati y cols.
2007). Con técnicas de RM potenciadas en difusién (DWI), se han mostrado rasgos diferencia-
les entre la EP y la AMS a nivel de putamen, de protuberancia, y de pedunculos cerebelosos
medios (Nicoletti y cols. 2006). La imagen cuantitativa que ofrece la RM espectroscépica pue-
de ayudar en este diagndstico diferencial debido a las concentraciones de N-acetilaspartato
anormalmente reducidas en el nucleo lenticular de pacientes con AMS y PSP (Guevara y cols.
2010). Las imagenes con tensor de difusion (DTI) son prometedoras para evaluar la integridad
de los tractos nerviosos en sustancia blanca, e indirectamente la conectividad cerebral. En
esta técnica hay dos mediciones de interés: el coeficiente medio de difusion aparente (ADC),
gue mide el movimiento molecular promedio en todas las direcciones, y la anisotropia frac-
cionada (FA) que mide la difusidn direccional del agua. Mediante un procedimiento compu-
terizado (DTT) se reconstruyen las principales vias en el cerebro, basandose en la anisotropia
del movimiento de agua en la sustancia blanca mielinizada. Se han publicado valores bajos de
FA en la SN de pacientes con EP comparados con controles, que se relacionan inversamente
con la gravedad de la enfermedad (Chan y cols 2007). La RM con secuencias de Susceptinility-
Weiigthed Imaging (SWI) evalla el curso y patrén de mineralizacion de los nucleos grises
profundos del cerebro. En la EP la SNc muestra un grado de mineralizacién mayor que en la
AMS o la PSP, aunque todavia la aplicabilidad practica de esta técnica queda por concretar
(Gupta y cols. 2010).

7.4.3. Estudio de Sustancia Negra mediante ultrasonografia

La ultrasonografia transcraneal (UTC) es en un método no invasivo y accesible, que pue-
de ayudar en el proceso diagndstico en la EP. La hiperecogenicidad de la SN registrada me-
diante UTC es un signo tipico de la EP, presente en algunas series hasta en el 90% de los
individuos afectados (Berg y cols. 2002). Este area de ecogenicidad se mantiene estable en
adultos sanos, y permanece sin cambios en los pacientes durante el curso de la enfermedad
(Berg y cols. 2005). No se conoce el motivo ultimo por el cual se muestra este aumento de
ecogenicidad en la SNc, pero los estudios con animales, y los analisis post-mortem de pacien-
tes indican una probable relacidon con el aumento del contenido de hierro en la SNc (Berg y
cols. 2006).

Este hallazgo ultrasonografico se ha propuesto como un posible marcador de susceptibili-
dad de la via nigroestriada en la EP (Siderowf y cols. 2006), que sin embargo no estd presente
en otros parkinsonismos como la AMS y la PSP (Gaenslen y cols. 2008). Estudios realizados en
controles sanos detectan este rasgo en el 8-10% de los individuos (Becker y cols. 1995, Berg y
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cols 1999) en todas las edades, pero especialmente en sujetos de edad avanzada que mostraban
signos clinicos de acinesia (Behnke y cols. 2007).

Pocos estudios han descrito los hallazgos ultrasonograficos en las diferentes formas mono-
génicas de EP, con diferentes resultados (Schweitzer y cols. 2007). Schweitzer y colaboradores
realizaron el estudio ecografico a pacientes con EP asociada a mutaciones en SNCA, LRRK2, PRKN,
PINK1 y DJ-1, y mostraron una menor hiperecogenicidad de SN en los diferentes subtipos genéti-
cos frente a la EP idiopatica. En portadores de mutaciones en parkina, Hagenah y colaboradores
(Hagenah y cols. 2008) observaron un aumento de ecogenicidad de la SNc, tanto en individuos
afectados, como en no afectados. El mismo autor detecté hallazgos similares en portadores de
mutaciones en PINK1 (Hagenah y cols. 2007). En estos trabajos no se determind la posible corre-
lacién con los hallazgos de DATSCAN o PET con F-dopa.

7.5. Marcadores biolégicos en correlacion con las diferentes hipdtesis
patogénicas en la EP

Hasta la fecha no se ha identificado ningin biomarcador en la EP que cumpla todos los crite-
rios anteriormente definidos para ser considerado un marcador ideal. La investigacion se ha cen-
trado en el estudio protedmico del LCR, el andlisis metabdlico del suero o plasma, y la expresion
génica en linfocitos de sangre periférica (LSP).

El estudio en suero, plasma o sangre periférica seria ideal por su accesibilidad, escasa invasi-
vidad y bajo coste. Los estudios realizados han mostrado resultados en muchos casos contradic-
torios, en parte por las dificultades que crea el gran contenido proteico de la muestra. El LCR es
una fuente potencial de biomarcadores en pacientes vivos, por el contacto directo con el cerebro
enfermo, y las proteinas implicadas en la patogénesis de la EP. Estas proteinas se originan en su
mayor parte en la propia sangre, y la contaminacion hematica durante la puncién lumbar puede
tener un efecto significativo, por lo que resulta imprescindible estandarizar los protocolos de
extraccion (Teunissen y cols. 2009). Han sido muchos los estudios que han buscado biomarcado-
res en diferentes muestras bioldgicas, acorde con las diferentes hipétesis sobre los mecanismos
fisiopatoldgicos implicados, con resultados en ocasiones contradictorios (tabla 4) [Van Dijk y cols.
2001].

e Disfuncion mitocondrial y aumento de estrés oxidativo: La reduccién de la actividad del
complejo | mitocondrial en la SN de pacientes con EP comparado con controles, es un he-
cho conocido desde hace mas de 20 afios (Schapira y cols.1989), y reforzado también por
el efecto de un pesticida capaz de producir parkinsonismo como es la rotenona (Betarbet
y cols. 2000), y del tédxico MPTP. Ambos inhiben este complejo y se emplean en modelos
animales de parkinsonismo. Ademas, las proteinas relacionadas con las formas monogé-
nicas de EP, incluyendo SNCA, PRKN, DJ-1, PINK1, LRRK2 y HTRA2, también se han visto
implicadas en esta disfuncion mitocondrial (Lin y cols. 2006), que favorece un incremento
de radicales libres, y de proteinas modificadas por la oxidaciéon como es UHCL-1 (Choi y
cols. 2004) y la propia a-sinucleina (Giasson y cols. 2000).
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TABLA 4

Biomarcadores estudiados en pacientes y en controles, tanto en LCR como en tejido cerebral (tabla adaptada de van Dijk y

cols. 2010)

Tejido cerebral

LCR

Disfuncion mitocondrial

e Ceruloplasmina

1 (Loeffler et al., 1996)

| (Abdi et al., 2006)
= (Loeffler et al., 1994)

* DJ-1

| (Kumaran et al., 2009)

(Waragai et al., 2006)

e Superoxido dismutasa
modificada 1 (SOD1)

1 (Choi et al., 2005)

1
| (Hongetal., 2010)
1 (Guo etal., 2009)

Fallo en la degradacion de proteina

e Actividad de Beta-
glucocerebrosidasa

Alteracion en la secuencia del gen
(Lwin et al., 2004)

| (Balducci et al., 2007)

Agregacion proteica y formacion de

cuerpos de Lewy (CL)

o SDS-soluble o.-synuclein

Presencia en cuerpos de Lewy
(Tong et al., 2010)

= (Borghi et al., 2000; Ohrfelt et
al., 2009)
| (Tokuda et al., 2006; Hong et
al.,, 2010)

e Transglutaminasa tisular

1 (Andringa et al., 2004)

1 (Vermes et al., 2004)

e (Osteopontina

| (lczkiewicz et al., 2006);
Presencia en cuerpos de Lewy
(Maetzler et al., 2007)

1 (Maetzler et al., 2007)

Inflamacion y activacion glial

e |nterleukina 1-beta

1 (Mogi et al., 1994a)

= (Pirttila et al., 1994)

1 (Blum-Degen et al 1995)

no detectable (Mogi and Nagatsu,
1999)

e |nterleukina-6

1 (Mogi et al., 1994a)

1 (Blum-Degen et al., 1995;
Muller et al., 1998)

no detectable (Mogi and Nagatsu,
1999)

e Brain-derived neurotrophic
factor (BDNF)

} (Mogi etal., 1999; Murer et al.,
2001;Parain et al., 1999)

| (Zhang et al., 2008)
1 (Salehi, Mashayekhi, 2009)

e Inhibidor tisular del MMP 1
(TIMP-1)

1 (Lorenzl et al., 2002)

1 (Lorenzl et al., 2003)

e Tumor necrosis factor-alpha
(TNF-a)

1 (Mogi et al., 1994b; Nagatsu et
al., 2000)

1 (Leetal., 1999; Mogi and
Nagatsu, 1999)

e Beta-2-microglobulina

1 (Mogi et al., 1995)

| (Mogi et al., 1989)

1 (Zhang et al., 2008)

no detectable (Mogi and Nagatsu,
1999)

Abreviaturas: SDS = sodium dodecyl sulfate. | indica aumento de nivel en EP comparado con control; |, indica descenso de nivel en
EP comparado con control; = indica no diferencias entre EP y control
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e Agregacion protéica: La produccion de proteinas andmalas, y el fallo en su degradacion
favorecen su agregacién formando los CL y NL. La proteina mas representada en los CL es
a-sinucleina. En la EP se agrega en formas insolubles, pero en estadios intermedios, siguen
siendo formas toéxicas, y se constituye en oligémeros solubles que forman las protofibrillas
de a-sinucleina (ElI-Agnaf y cols. 2003). Son varios los factores que favorecen la formacion
fibrilar, como las mutaciones puntuales en el gen, el descenso de pH, el aumento de tem-
peratura, la presencia de hierro, o de otras proteinas capaces de inducir su agregacién
como la transglutaminasa.

¢ Inflamacion y actividad glial: Se ha demostrado la activacion glial, y la presencia de infiltra-
cidn linfocitica en la SN (Hirsch y cols. 2009). Aumentan los niveles de interleukinas (Mogi y
cols. 1994a), y se aprecian modificaciones en los factores de crecimiento. Se han hallado po-
limorfismos en genes implicados en la neuroinflamacién, como el factor de necrosis tumoral
alpha (TNF-a), la interleukina-1-beta, y la interleukina-6. Todos ellos se han relacionado con
el riesgo de desarrollar la enfermedad (Hirsch y cols. 2009). Por otra parte, se ha descrito
un posible efecto neuroprotector de antinflamatorios no esteroideos (Chen y cols. 2003).

8. Los portadores de mutaciones como modelo de estudio
de la EP: la mutacion R1441G

Es indudable que la EP es una enfermedad heterogénea. De acuerdo al fenotipo clinico, la
edad de comienzo, el curso clinico, y la respuesta al tratamiento se pueden diferenciar diferentes
subgrupos. Los factores que determinan un tipo u otro de EP siguen sin ser identificados, pero
son multiples las hipétesis que se pueden plantear, relacionadas con la todavia desconocida etio-
patogenia de la enfermedad.

La alta frecuencia de la mutacion R1441G en el gen LRRK2 en los pacientes con EP en nues-
tra poblacidn, en virtud de un efecto fundador (Simdn-Sanchez y cols. 2006), nos permite en la
actualidad identificar portadores asintomaticos, que aun no han desarrollado los sintomas mo-
tores clasicos, pero en los que pueden ya detectarse diversas modificaciones en diferentes test
y pruebas diagndsticas. Los portadores asintomaticos de la mutacién R1441G, con una elevada
probabilidad de desarrollar una EP a lo largo de su vida, nos ofrecen la posibilidad de evaluar la
enfermedad de forma prospectiva, desde los estadios mas iniciales. El estudio de sintomas no
motores, presentes en estas fases iniciales, la identificacién de la integridad de la via nigro-estria-
da evaluada mediante DAT-SPECT, o la UTC de la SN en esta poblacidn, nos puede proporcionar
informacion relevante sobre la fase “premotora” de la EP, y podria servir para detectar marcado-
res clinicos, moleculares y de imagen, de evolucion a EP en esta poblacidn de riesgo.

Identificar esta poblacién en riesgo de desarrollar la EP, resultard también primordial, pues-
to que serian potenciales candidatos para futuros tratamientos de neuroproteccién en etapas
tempranas de la enfermedad, cuando la neurodegeneracidon no ha llegado aun a sus ultimas
consecuencias.
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9. La EP asociada a mutaciones en LRRK2:
un modelo diferente de neurodegeneracion

Las multiples publicaciones sobre las caracteristicas de esta enfermedad han permitido co-
nocer su extension a nivel mundial, y su importancia como primera causa genética de EP. Quedan
todavia muchos aspectos por dilucidar, especialmente la funcién de la proteina dardarina, y el
significado fisiopatoldgico de las diferentes mutaciones. Un mejor conocimiento de este mode-
lo de EP permitiria obtener resultados aplicables a la EP en general, a pesar de las diferencias
observadas en la neuropatologia, sin presencia de CLs en algunos casos, que obliga a explicar
la degeneracién de la SNc bajo otro punto de vista, cuestionando el papel de la inclusiones de
a-sinucleina como marcador patdgeno.

En este sentido se han disefiado modelos de neurodegeneracion de la SNc en rata mediante
la sobrexpresién de la mutacion G2019S en LRRK2 (Dusonchet y cols. 2011) que intenta represen-
tar la situacién que padecen los pacientes con la EP. Los autores construyeron adenovirus con la
secuencia de LRRK2 con y sin la mutacién, y fueron inyectados en el estriado de varios grupos de
ratas adultas, obteniéndose una expresion selectiva del transgen en las neuronas dopaminérgica,
tanto en el estriado como en la SNc. El andlisis seriado de la SNc revelé una pérdida significativa
y progresiva de neuronas dopaminérgicas exclusivamente en las ratas a las que se les inyecto el
vector con la mutacion G2019S, lo que sugiere que la sobre-expresién de esta mutacidn induce la
muerte de esta neuronas DA en la rata. El estudio histoldgico no mostré acimulos de a-sinucleina
en la SNc en ninguno de los grupos de animales, mientras que si se observo hiperfosforilacion de
tau en los grupos que sobre-expresaban LRRK2 con y sin mutacién. Estos resultados indican que
la hiperfosforilacién de tau se correlaciona con la maxima sobrexpresién de ambos transgenes
pero no con la muerte neuronal, que sélo se observé en el grupo con la mutacidn.

En la linea de lo expuesto en la introduccidn, en este trabajo de tesis doctoral queremos
mostrar los resultados de los estudios realizados sobre la EP asociada a mutaciones en el gen
LRRK2, especialmente la R1441G por su prevalencia en nuestro entorno. Hacemos referencia
a los trabajos llevados a cabo durante los ultimos 5 afios, pero el inicio se sitla 20 afios antes,
cuando comenzd el seguimiento de familias con varios miembros afectos de EP.
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Hipotesis

Una serie de hechos permiten considerar la hipétesis de trabajo:

1. Las dimensiones fisicas y demogréficas de Gipuzkoa (700.000 habitantes en 1500 Km?),
y las caracteristicas socioldgicas de la poblacién autéctona, ligada al lugar de nacimiento
0 su cercania a lo largo de generaciones, crean un entorno adecuado para estudios de
formas familiares de EP.

2. La mutacién R1441G en el gen LRRK2 fue descrita en su origen en familias procedentes
de la provincia de Gipuzkoa, siendo en esta provincia la mutacion mas prevalente en las
formas familiares de EP.

3. La EP asociada a mutaciones en LRRK2 tiene un fenotipo muy similar a la EP idiopatica.

Estos datos constituyen un escenario donde es factible:

1. Analizar la prevalencia de la mutacion R1441G, en pacientes con EP, asi como en una
muestra poblacional.

2. Estudiar la penetrancia de la mutacién R1441G en portadores de la misma.

3. Analizar el fenotipo clinico motor y premotor de los pacientes con EP portadores de la
mutacién R1441G, e intentar extrapolar los resultados a la EP idiopatica.

4. La existencia de portadores asintomaticos de la mutacién R1441G como poblacidn de
riesgo de desarrollar la EP ofrece la posibilidad de describir las manifestaciones precoces
de la EP, y estudiar la validez de los biomarcadores.
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Objetivos

Teniendo en cuenta las consideraciones expuestas en la introduccién, y el escenario referido
en la hipdtesis, en este proyecto nos hemos planteado los siguientes objetivos.

1. Analizar la prevalencia de las mutaciones R1441G y G2019S entre los pacientes con EP en
Gipuzkoa, y deterrminar la penetrancia de la mutacién R1441G.
2. Realizar el estudio de caracterizacion clinica de los pacientes con EP portadores de la
mutacion R1441G en el gen LRRK2.
3. Descripcién de los hallazgos neuropatoldgicos detectados en pacientes con EP asociada
a la mutacién R1441G.
4. Estudiar posibles marcadores precoces, en portadores de la mutacién R1441G, tanto en
pacientes como en sus familiares asintomaticos.
a) Presencia de sintomas no motores:
i) Signos de disfuncidén simpatica mediante gammagrafia con MIBG
ii) Disfuncidn olfatoria
b) Ecogenicidad de SNc mediante ultrasonografia transcraneal en pacientes, y sus fami-
liares asintomaticos
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Material y métodos

1. Pacientes, familiares y grupo control

Los estudios que conforman esta tesis doctoral han tenido como punto de partida un dife-
rente numero de individuos en funcién del momento de llevarse a cabo cada estudio, y de cdmo
estuviera cumplimentada la base de datos en ese momento.

¢ Estudio de la prevalencia de las mutaciones R1441G y G2019S en nuestra serie de pacien-
tes con EP.

¢ Estudio de la prevalencia geogréfica de las mutaciones R1441G y G2019S en una muestra
poblacional.

¢ Estudio de la penetrancia de la mutaciéon R1441G.

1.1. Total de individuos de la base de datos

En la actualidad son 1232 los individuos que han contribuido al registro clinico y molecular
de la base de datos de la Unidad de Trastornos del Movimiento del Servicio de Neurologia del
Hospital Donostia. Los datos procedentes de estos individuos han sido incluidos entre los afos
1998 y 2010, distribuidos en 3 categorias:

e Pacientes con EP segun criterios de Gelb (Gelb y cols. 1999) [800 individuos]: En su ma-
yoria proceden del Servicio de Neurologia del Hospital Donostia, hospital terciario de la
provincia de Gipuzkoa, que cuenta en la actualidad con 700.000 habitantes. Este hospital
dispone de una Unidad de Trastornos del Movimiento desde 2007, donde se viene reali-
zando una labor mixta asistencial, e investigadora.

e Familiares asintomadticos en primer grado de estos pacientes (232 individuos): Entende-
mos como familiares en primer grado (FPG) los padres, hermanos o hijos del individuo
probado. Serian familiares de segundo grado, abuelos, nietos, primos y tios. Los datos
sobre los familiares asintomaticos han sido obtenidos a partir del sujeto probando, siendo
considerado como tal, aquel que fue estudiado en primer lugar en cada familia. Todos ellos
fueron examinados por un neurélogo que certificé la ausencia de signos de parkinsonismo.
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e Grupo control con ausencia de enfermedad neuroldgica (200 individuos): Los contro-
les sanos, fueron obtenidos de acompanantes de los pacientes, sin lazos familiares, y de
individuos que acudieron a las consultas generales de neurologia, en los que se descarté
la presencia de enfermedad neuroldgica.

Han colaborado de forma activa, aportando pacientes y familiares, los Servicios de
Neurologia de los Hospitales comarcales de la provincia de Gipuzkoa (Hospital de Mendaro y
Hospital de Zumarraga), y el centro de especialidades de la comarca de Tolosa, en la misma
provincia.

De manera mas puntual se ha contactado con pacientes de los Servicios de Neurologia del
Hospital de Cruces (Vizcaya), y del Hospital Virgen de las Nieves (Granada), para realizar el estu-
dio genético de las mutaciones R1441G y G2019S. Estos pacientes no han sido incluidos en los
estudios mostrados en esta tesis.

Todos los individuos participantes en los diferentes estudios, accedieron de forma voluntaria
a colaborar, después de leer y firmar el consentimiento informado aprobado por el Comité de
Etica del Hospital Donostia para cada uno de los estudios (ver anexos).

1.2. Individuos para el estudio de la prevalencia de las mutaciones R1441G y
G2019S en nuestra serie de pacientes con EP

De los 800 pacientes con EP y 200 individuos sanos que figuran en la base de datos actual,
el estudio se realizd durante el afio 2008 sobre la muestra registrada hasta esa fecha de 418
pacientes (media£SD edad inicio, 63.8+£10.9 afios; rango 30-95 afios), y 138 controles (mediazSD
edad, 75+10.2 afos; rango 37-98 afios).

Determinacion del origen

Se valoré el lugar de nacimiento, la procedencia de las generaciones previas, y los 2 pri-
meros apellidos de cada individuo. El criterio seguido para determinar el origen (vasco o no
vasco), se baso en la procedencia de los 2 primeros apellidos de cada paciente, de acuerdo
con los indices onomasticos. En algunos individuos sin estos apellidos se podia constatar la
presencia de varias generaciones previas, que llevaban residiendo en esta region. Este es el
caso de muchos de los individuos que sélo tenia uno de los primeros 2 apellidos vascos, que
en base a estos criterios tampoco fueron considerados de este origen. Para estudiar como
se habia realizado la determinacidn del origen étnico de los pacientes en trabajos previos, y
poder comparar la prevalencia obtenida, se revisaron los articulos publicados sobre la fre-
cuencia de las mutaciones R1441G y G2019S en diferentes regiones de la peninsula ibérica
(figura 14).
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1.3. Individuos para el estudio de la prevalencia geografica de las mutaciones
R1441G y G2019S en una muestra poblacional

Para el estudio de prevalencia de estas mutaciones en el gen LRRK2, se seleccionaron los
municipios vecinos de Azkoitia y Azpeitia, de la provincia de Gipuzkoa (figura 9), dentro de la
comarca donde se habian detectado la mayoria de las familias originales con casos de EP asocia-
da a la mutacién R1441G.

Sobre un total de 24.515 individuos censados segun el registro del Instituto Vasco de
Estadistica (Eustat) de 2006 con todos los grupos de edad (10.701 correspondientes a Azkoitia,
y 13.814 a Azpeitia), el grupo de mayores de 65 afios incluia 4.301 individuos (1.983 corres-
pondientes a Azkoitia, y 2.318 a Azpeitia). Se obtuvo una muestra al azar empleando el sis-
tema de informacién asistencial Osabide (figura 8), perteneciente al Servicio Vasco de Salud
(Osakidetza), que cubre al 98 % de la poblacién censada en ambos municipios. Fueron seleccio-
nados de forma aleatoria 500 individuos, con una distribucion de sexos, y por grupos de edad
equiparables a la distribucion censal (tabla 5). El estudio se realizé entre febrero de 2009 y
marzo de 2010 contactando mediante llamada telefdnica, o solicitdndose la cita por su médico
de Atencidn Primaria, y se tuvo acceso a una entrevista personal con 145 individuos (29 % de
la muestra aleatoria), a los cuales se realizdé una anamnesis dirigida, una exploracién neurolé-
gica, y una extraccién de 30 cc de sangre periférica para el estudio genético de las mutaciones
R1441Gy G2019S en LRRK2, previo consentimiento informado aprobado por el comité de ética
del Hospital Donostia (ver anexos).

La muestra seleccionada se vio complementada por 76 individuos, que tuvieron conocimien-
to del estudio a través del Centro de Salud, o como acompanantes de los individuos con los que
se consiguid contactar. A los individuos contactados se les aplicé un cuestionario con datos de
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FIGURA 8
Pagina de acceso a sistema de informacion asistencial Osabide
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TABLA 5
Distribucion de la muestra del estudio poblacional

TOTAL* Azpeltia Azkoltla
individuos 1.3814 10.701
ndviduost | Azpste Akl
= 65 anos ’ ’
Efecto Muestra
Namada seleccionada
76 500
E Muestra
- contactada
. 145
v )

Total Mueastra
muastra no
contactada contactada

221

355

* Datos: Eustat 2006

filiacion, se recogieron datos referentes a su posible condicidn con respecto a la EP (pacientes,
familiar asintomatico en primer o segundo orden, o sano), y se aplicaron los criterios de Gelb
(Gelb y cols. 1999) para el diagndstico de EP. Los individuos detectados con la enfermedad fueron
clasificados segun el fenotipo (tremorico, rigido-acinético, o mixto), y estadiados segun la clasifi-
cacion de Hoehn & Yahr (H&Y) [Hoehn y cols. 1967].

Los resultados de |la serie contactada, fueron analizados por separado, y en el total de
la muestra de 500 individuos, extrayendo la informacién sobre los individuos no contac-
tados (355 individuos, 71 % del total) del historial médico proporcionado por el registro
Osabide.
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FIGURA 9
Municipios de Azpeitia y Azkoitia, y de los diferentes territorios en la provincia de Gipuzkoa.

FIGURA 10 FIGURA 11
Centro de Salud de Azkoitia (Gipuzkoa) Centro de Salud de Azpeitia (Gipuzkoa)
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1.4. Individuos del estudio de penetrancia de la mutacién R1441G:

El estudio se realizé6 durante el afio 2009, y la muestra estudiada incluyé 307 individuos,
agrupados en 68 pacientes con EP portadores de la mutacién R1441G, y 239 familiares asintoma-
ticos. Esta muestra procedia de 22 familias en las que se habia detectado al menos un paciente
portador de la mutacién R1441G. Para evitar los sesgos que podrian aumentar la penetrancia por
una mayor predisposicidn al estudio de determinadas familias, se excluyeron los casos probando,
y 63 individuos (28 pacientes y 35 familiares asintomaticos) que pertenecian a las primeras 4 fa-
milias estudiadas, y que colaboraron para el estudio de ligamiento, permitiendo la identificacidn
del gen LRRK2 (Paisan-Ruiz y cols. 2004).

En total, el estudio se realizé sobre 80 individuos portadores de la mutacion R1441G. De
ellos 47 eran familiares asintomaticos, y 40 pacientes, de los cuales 38 pertenecian a formas
familiares de EP, mientras que 2 pacientes fueron considerados esporadicos. Definir y delimi-
tar cada familia teniendo en cuenta un probable ancestro comun (Simén-Sanchez y cols. 2006),
resulta una tarea dificil. De hecho, en 3 de las 4 familias originales se ha podido detectar con
posterioridad este origen comun en torno al afio 1700, mediante la informacién obtenida de las
familias, y las partidas de nacimiento del registro diocesano (datos no publicados). Para poder
realizar el estudio se tomd como unidad de analisis la fratria, definida como el conjunto de indi-
viduos que comparten los mismos padres bioldgicos. De esta forma, se separaron las 22 familias
de las que procedian los 40 pacientes, en 59 fratrias.

TABLA 6
Distribucion de la muestra del estudio de penetrancia
Fratrias Familias
[ O l > [ 22
*
-
i ) “
Total
individuos Famlllas
/ 307 \ originales
. s {exchuidas)
i W i "y
Pacientes EP Familiares
K 68 ., ,+ | asintomdticos
’l‘ ol ¥, .,'l' 239
‘ LY " " . g
Casos Perteneclentes
prebando l a famillas
{exchuidos) . originales ) .
{exchuidos) ("
Portadores Portadores
R1441G R1441G
40 a7
b y .
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2. Obtencidn de datos clinicos para los diferentes estudios:
protocolo clinico

Se obtuvo informacion de todos los pacientes a través de un cuestionario (ver anexos)
donde se incluian datos de filiacion, procedencia (en base al origen de los 2 primeros ape-
llidos), ambito rural o urbano (menos o mas de 10.000 habitantes), profesidn, sexo, edad
actual, edad de inicio de sintomas, sintoma de inicio, simetria, respuesta a levodopa, do-
sis maxima de levodopa, presencia de fluctuaciones, disquinesias, distonia (y localizacién),
sintomas de disautonomia (estrefiimiento considerado como 2 é menos deposiciones a la
semana), presencia de TCREM, insomnio, hipersomnia, sindrome de piernas inquietas (SPI),
y presencia o no de deterioro cognitivo (ver evaluacién neuropsicoldgica). Para el estadiaje y
valoracion el grado de afectacion motora se empled la escala de H&Y, y la parte motora (lll)
de la UPDRS.

Se interrogd a cada paciente sobre la presencia de antecedentes familiares de EP, siendo
considerada una historia familiar positiva, si hay constancia de familiares en primer o segundo
grado, afectados por la enfermedad, en base a los resultados obtenidos del cuestionario adapta-
do de Marder (Marder y cols. 1996).

A todos los pacientes se les preguntd sobre habitos téxicos. Con respecto al consumo
activo, previo, o pasivo de tabaco, y sobre la toma habitual de café. Se pidié informacion so-
bre exposicién habitual a pesticidas-herbicidas o toxicos industriales (cuestionario adaptado
PD-RFQ).

Estudio del fenotipo clinico y curso evolutivo:

El fenotipo clinico se ha establecido a través de los datos obtenidos de los 68 pacientes
con EP portadores de la mutaciéon R1441G, y de 28 pacientes portadores de la mutacién
G2019S. En los casos ya fallecidos (28 individuos), se ha recogido de forma retrospectiva la
informacion incluida en su historial médico, o mediante entrevista clinica a sus familiares.

Para considerar su curso evolutivo se han realizado evaluaciones seriadas, y andlisis retros-
pectivo de los datos existentes, tenido en cuenta las siguientes variables:

e Escala H&Y

e Tiempo en llegar al nivel Il y IV desde el inicio de la enfermedad

e Escala UPDRS (lll)

¢ Tiempo en presentar fluctuaciones desde el inicio de la enfermedad
e Tiempo en presentar disquinesias desde el inicio de la enfermedad
¢ Tiempo en presentar distonia desde el inicio de la enfermedad

e Tiempo en presentar caidas y/o dejar de salir solo a la calle

¢ Tiempo en desarrollar deterioro cognitivo

¢ Tiempo hasta el fallecimiento
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Evaluacidn Neuropsicoldgica

La presencia de deterioro cognitivo se ha considerado empleando baterias y test neurop-
sicolégicos estandarizados, que examinan la cognicién global, y los 5 dominios cognitivos pro-
puestos por la Task Force Movement Disorders Society (Dubois y cols. 2007; Emre y cols. 2007):
Atencién y memoria de trabajo, funcidn ejecutiva, visuoespacial, lenguaje y memoria.

3. Estudio genético

Los estudios genéticos se llevaron a cabo en el Laboratorio de Neurogenética del Hospital
Donostia, y mas recientemente en el Instituto Biodonostia. Los datos obtenidos fueron inclui-
dos en la base de datos, con informacidn referente a muestras de ADNs, ARN y suero. De cada
individuo incluido en el estudio, se obtuvo una muestra de sangre periférica (30 ml.), a partir
de la cual se extrajo DNA, y en un subgrupo de pacientes RNA y suero. En todos ellos se estu-
did la presencia de las mutaciones R1441G y G2019S mediante el “TagMan single-nucleotide-
polymorphism assay” y la PCR cuantitativa StepOne (Applied Biosystems). Para asegurar el
anonimato de los individuos incluidos en el estudio, tanto los datos clinicos como las muestras
de sangre y DNA de cada sujeto, fueron identificados con un cddigo. Las muestras bioldgicas
se almacenan en forma de ADN en suspension a —802C en el nodo de Donostia, dentro del
Biobanco Vasco de ADN.

4. Estudio neuropatoldgico

Hemos tenido acceso al estudio neuropatoldgico de un paciente con EP portador de la mu-
tacion R1441G.

La extraccion, procesamiento, y primer estudio fueron realizados en el Departamento de
Anatomia Patoldgica del Hospital Donostia (Dra. Irune Ruiz). Con posterioridad, el estudio fue
completado por el Dr. Isidre Ferrer en el Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital de Bellvitge
(Barcelona).

Las secciones de parafina, de 4 micras de espesor, de las regiones seleccionadas del ce-
rebro se tifleron con hematoxilina-eosina (H&E) y Kliiver Barrera, o tratados con el método
peroxidasa EnVision + sistema (Dako, Barcelona, Espaia). Después del procesamiento con me-
tanol y H202 en PBS y suero normal, las secciones se incubaron con uno de los anticuerpos
primarios de la proteina glial acida fibrilar, ubiquitina, CD68 y lectina Licopericum esculentum
de microglia. Estas secciones de tejido también fueron tratadas con los siguientes anticuer-
pos: anticuerpo monoclonal AT8 de fosfo-tau (Innogenetics, eBioscience, Bionova, Madrid,
Espafia) a una dilucién de 1:50; anticuerpo monoclonal tau anti-3R y anti-4R (Millipore,
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Hampshire, Reino Unido) diluido 1:800 y 1:50, respectivamente; anticuerpo de conejo poli-
clonal a-sinucleina (Chemicon, Millipore, Hampshire, Reino Unido) a una dilucién de 1:500;
anticuerpo monoclonal de raton anti-nitrados a-sinucleina a una dilucion de 1:400 (Zymed,
Invitrogen, Barcelona, Espafia), anticuerpo monoclonal de ratdn anti a-sinucleina-fosforilada a
una dilucién 1:3000 (WAKO, Rafer, Barcelona, Espafia); conejillo de indias policlonal anti-p62
N-terminal y C-terminal (Progen, Heidelberg, Alemania) a una dilucién de 1:100, y policlonales
de conejo aB-cristalina (Novocastra) a una dilucion de 1:500. Después del lavado, las secciones
se incubaron con EnVision durante 1 hora a temperatura ambiente. La reaccién de la peroxi-
dasa se visualizé con 0.05% y 0.01% diaminobencidina peréxido de hidrégeno (precipitado
marrén). El control de la inmunotincién incluyé omisidn del anticuerpo primario, y la sefial tras
la incubacién con sdlo el anticuerpo secundario.

5. Estudio de marcadores en pacientes y familiares:
olfato, gammagrafia cardiaca con MIBG y ultrasonografia
transcraneal de sustancia negra

5. 1. Estudio del olfato

Los pacientes fueron estudiados mediante una version abreviada del University of
Pennsylvania Smell Identification Test (UPSIT). Este es un test de identificacidn olfatoria deno-
minado Brief Smell Identification Test (B-SIT) [figuras 12 y 13]. Consta de 12 items, de respuesta
obligada, con valores corregidos por edad y sexo que permiten clasificar la olfaccién en 4 estadios
de menor a mayor afectacion (normal, deficitario, relativamente anormal, y anormal). El test se
administré en una habitacidn silenciosa, bien ventilada, y habiéndose excluido previamente la
presencia de anomalias del tracto respiratorio superior.

The Brief Smell identification Test™

= P LT TR G _.-'
q;.*.-'-lltﬁ|'-""““1'-" i i

. | aupn 12
Test de identificacion olfatorial

B-SIT
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Nombre y apellidos: Fecha:

Test Olfato B-SIT

1. 7.

a) Fruta a) Sandia

b) Canela b) Cacahuete

c) Madera c) Rosas

d) Coco d) Pintura

2. 8.

a) Aguarras a) Platano

b) Jabon b) Ajo

c) Perro c) Cereza

d) Pimienta negra d) Aceite de motor

3. 9.

a) Aceite de motor a) Humo

b) Ajo b) Whisky

¢) Rosas ¢) Piiia

d) Limén d) Cebolla

4. 10.

a) Manzana a) Rosas

b) Hierba b) Limon

¢) Humo ¢) Manzana

d) Uva d) Gasolina

5. 11.

a) Limon a) Jabon

b) Chocolate b) Pimienta negra

c) Fresas ¢) Chocolate

d) Pimienta negra d) Cacahuete

6. 12.

a) Menta a) Chocolate

b) Rosas b) Platano TOTAL:

c) Lima ¢) Cebolla e Normal

d) Fruta d) Fruta * Deficitario
* Relativ. Anormal
e Anormal

FIGURA 13

Cuestionario empleado para aplicar el test de identificacion olfatorial B-SIT

5.2. Gammagrafia cardiaca

Se realizd esta prueba a pacientes con EP, habiéndose aplicado previamente los criterios de
exclusion: presencia de enfermedades que pudieran alterar los resultados de la gammagrafia car-
diaca (cardiopatia isquémica y diabetes severa), y consumo de farmacos que pudieran interferir
con la captacién de MIBG en las terminales simpaticas (Solanki y cols. 1992).
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La prueba se realizé6 en Onkologikoa de San Sebastian (Gipuzkoa) empleando en cada pa-
ciente 111 de MBq de 123I-MIBG (Amersham, Malinckrodt, NL) inyectado durante 60 segundos.
Los datos fueron recogidos por una gamma Millennium MPR (General Electric) a los 10 minutos
(fase precoz), y a los 240 minutos (fase tardia) de la inyeccién del isétopo. Se obtuvo asi una
imagen de 3 regiones del ventriculo izquierdo en una matriz de 128x128. El total de la mues-
tra se empled para el andlisis cuantitativo, usando el coeficiente de captacidn entre corazén y
mediastino (H/M) en los datos de la escintigrafia planar. Las imagenes fueron evaluadas por un
investigador ajeno al fenotipo, y genotipo del individuo estudiado.

No se han descritos en la literatura valores normales de captacién de MIBG, por lo que se
realizé una revisidén y analisis de las publicaciones mas recientes sobre captacion de este traza-
dor, y se detectd que los puntos de corte descritos hasta la fecha coincidian con los considera-
dos en nuestro trabajo. Los valores empleados como puntos de corte en nuestro estudio, tanto
en la fase precoz como tardia, se eligieron de acuerdo a un trabajo de caracteristicas similares,
publicado por Quattrone y colaboradores, (1.69 para la fase precoz, y 1.98 para la fase tardia)
[Quattrone y cols. 2008]. Los autores basaron los resultados de su estudio en un grupo control
de 10 individuos sanos, familiares de pacientes, no consanguineos, y con ausencia de signos de
parkinsonismo, que fue el grupo seleccionado para comparar el resultado de la gammagrafia
cardiaca con los pacientes con EP.

5.3. Ultrasonografia transcraneal de sustancia negra

El examen ultrasonografico se realizé a través de la ventana ésea preauricular, con un equi-
po Premiun Toshiba Medical System (Japdn), conectado a un trasductor 2.0-2.5 MHz (S4 probe;
Philips). La SN se identificd después de obtener la imagen en “mariposa” correspondiente al
mesencéfalo. Todos los individuos fueron estudiados con el procedimiento aconsejado en las
guias de UTC (Walter y cols. 2007), y fue realizado en su totalidad por 2 examinadores expertos
en ultrasonografia, que desconocian el estado clinico del individuo (tanto pacientes, como fami-
liares asintomaticos y controles) y su condicidn genética. El punto de corte empleado fue basado
en publicaciones previas realizadas con un equipo similar, y se establecia en 0,18 cm” (Hernandez
Vara y cols. 2008). Fueron considerados vélidos para el analisis los estudios realizados a indivi-
duos que tuvieran al menos una de las ventanas acusticas valorables.

6. Estudio estadistico

6.1. Estudio de penetrancia de la mutacion R1441G

Para la estimacion de la penetrancia de la mutacién R1441G se emplearon las curvas de
Kaplan-Meier sobre los resultados de los familiares portadores. Se empled también un método
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alternativo propuesto por Evans (Evans y cols. 2008), denominado método de imputacion, que
consistia en incluir todos los portadores y el nimero proporcional de familiares en primer grado
gue no habian sido estudiados, pero que serian portadores en base a la proporcién estimada
sobre los familiares estudiados. El log-rank test se empled para comparar la penetrancia segun el
sexo. Todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo empleando un software R 2.5.1.

6.2. Estudio de marcadores clinicos y de neuroimagen: estudio de disfuncién
olfatoria, gammagrafia cardiaca con MIBG, y ultrasonografia transcraneal
de sustancia negra

Para determinar la distribucidon de variables se emplearon los test Kolmovorov-Smirnov y
Shapiro-Wilk, y el test t-student para la comparacién de variables. Para evaluar diferencias en
las variables no paramétricas en los grupos estudiados, se emplearon los test Kruskal-wallis y
U-Mann Whitney. El coeficiente de variacion (CV) se calculdé como el coeficiente entre laSD y la
media, expresada como porcentaje. Para analizar los cambios en la frecuencia de distribucidn
de las variables entre los portadores y no portadores de mutaciones en LRRK2, se aplicaron chi-
square (X’) o el test exacto de Fisher. Mediante andlisis de regresion logistica se analizé la poten-
cial relacién entre disfuncién olfatoria, los hallazgos de la gammagrafia cardiaca con MIBG, y la
predisposicidon genética para la EP, en base a las mutaciones en LRRK2.

Los datos generales se expresaron con la media y la SD. Los analisis estadisticos se llevaron
a cabo usando el programa SPSS 16.0 para Windows XP (Microsoft, USA). El valor de la p menor
de 0.05 fue el nivel de significacidn estadistica elegido.

6.3. Estudio comparativo de fenotipo clinico entre portadores de mutaciones
R1441G y G2019S

Para analizar los cambios en la frecuencia de distribucién de las variables entre los porta-
dores de una y otra mutacidn, se aplicaron los test chi cuadrado (x°) o el test exacto de Fisher.

74



Resultados

1. Estudio de prevalencia de las mutaciones R1441G y G2019S
en pacientes con EP esporadica y familiar

El estudio se realizé sobre 418 pacientes con EP y 138 controles, con los criterios previamen-
te establecidos en la metodologia. Se analizé la frecuencia de la mutacién R1441G, por ser la mas
esperada en nuestro entorno, donde se habia descrito previamente un efecto fundador, pero
también la frecuencia de la mutacidn G2019S por ser la mas prevalente a nivel mundial (tabla 7).
Se compararon los resultados con los obtenidos en publicaciones previas sobre la frecuencia de
ambas mutaciones en diferentes regiones de la peninsula ibérica (figura 14).

De acuerdo con los datos obtenidos, la mutacién R1441G resultd mas frecuente en los pa-
cientes con EP de origen vasco (22,4 % frente a 3,7 %), mientras que la mutacion G2019S, era sig-
nificativamente mas frecuente en pacientes de origen no vasco (6% frente a 1,8 %) [test exacto
de Fisher, p<0.001]. No se detectd ningln caso de mutacion R1441G en los 130 individuos de la
poblacidn control estudiada, donde si existia un caso portador de la mutacién G2019S. La media
de edad de inicio en los pacientes portadores de la mutacién R1441G (mediatSD, 61.7£8.5 afios;
rango 44-80 afios) era algo mayor que la observada en los portadores de la mutacion G2019S
(media%SD 58.0+11.5 afos; rango 37—75 afios), pero sin diferencias significativas. Comparando el
total de pacientes portadores de mutaciones en LRRK2 (media+SD, 60.9+9.3; rango 37-80 afios)
con respecto a la muestra de no portadores (mediatSD, 64.3+11.2;rango 24-89 afios), las dife-
rencias en la edad de inicio de sintomas si eran estadisticamente significativas (p<0.05, t test).

En el total de la serie estudiada de 418 pacientes con EP, el nimero de pacientes con edad
de inicio precoz (< 50 afos), es de 37 pacientes, de los cuales 5 eran portadores de la mutacion
R1441G (de un total de 55 portadores), y 3 de la mutacién G2019S (de un total de 16 portadores).

Ente los pacientes de origen vasco (n: 219), 49 eran portadores de la mutacion R1441G
(22,4 %), mientras que 4 lo eran de la G2019S (1,8%). En el grupo de no vascos (n: 119), 6 eran
portadores de la mutacion R1441G (3.0%) y 12 de la G2019S (6.0 %).

De acuerdo con estos datos, la mutacion R1441G se encontraba en el 46 % de los casos fa-
miliares de EP, y en el 2,5% de las formas esporadicas de EP en la poblacién de origen vasco. En
la poblacién no vasca la mutacion G2019S estaba presente en el 11.1% de las formas familiares
de EP, y en el 2.5% de las formas esporadicas.
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TABLA 7
Caracteristicas demograficas y genéticas de la poblacion analizada para las mutaciones R1441G y G2019S
Vasco No vasco Total
R1441G
%  nftotal % nftotal % n/total
Total pacientes 224 49/219 3.0 6/199 131 55/418
e EP esporadico 2.5 3/119 2.5 3/118 2.5 6/237
e EP familiar 46.0 46/100 3.7 3/81 271 49/181
Controles 0.0 0/83 0.0 0/55 0.0 0/138
Vasco No vasco Total
G2019S
% nftotal %  n/total %  n/total
Total pacientes 1.8 4/219 6.0 12/199 3.8 16/418
e EP esporadico 2.5 3/119 2.5 3/118 2.5 6/237
e EP familiar 1.0 1/100 11.1 9/81 5.5 10/181
Controles 0.0 0/83 1.8 1/55 0.7 1/138
Asturias Cantabria Vizcaya Gipuzkoa
n=225 n=105* n=367** n=78 n= 418

R1441G 2.2% R1441G7.6%* R1441G 19.2% R1441G 13.2%
(G2019S 2.2%  G2019S 8,9%** G2019S 7.7% G2019S 3.8%

Cataluna

n= 302
R1441G 0.7%
G2019S 4.9%

Qta

Portugal \
n=138 |
;

R1441G 0%
620195 6.5%\_.;"*

<

Extremadura
n=96
R1441G 0%

G2019S 0% Andalucia

n=187
R1441G 1.7%
G2019S 1.7%

FIGURA 14

Frecuencias publicadas de las mutaciones G2019S y R1441G, en las diferentes regiones de la peninsula ibérica de acuerdo
con la literatura. Las frecuencias se expresan en nimero de pacientes portadores por el total de pacientes analizados en
cada estudio
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2. Estudio de penetrancia de la mutacion R1441G

Resultados

Habiéndose excluido el sesgo de los casos probando, y los pacientes pertenecientes a las
familias originales empleadas para el estudio y deteccidn inicial del gen, este estudio se realizd
sobre un total de 244 individuos pertenecientes a 59 fratrias. 40 de ellos eran pacientes con EP
(16.4%). Se realizé el estudio genético de la mutacién R1441G a 133 individuos (54 %), resul-
tando el resultado positivo (portador) en 68 de ellos (51%). La tabla 8 muestra el numero de
familiares (sintomaticos o no) estudiados desde el punto de vista genético, asi como el nimero
estimado de casos que deberian ser positivos dentro del grupo de familiares no estudiados en
cada cohorte, en las proporciones que determina el grupo estudiado.

La penetrancia de la mutaciéon R1441G que se obtuvo mediante el método convencional
de estudio, basado Unicamente en los 47 familiares asintomaticos portadores, se muestra en

TABLA 8

Proporcion de familiares en primer grado (FPG) sintométicos y asintomaticos con estudio genético agrupados por edades

(casos probando excluidos)

Individuos estudiados

Individuos no estudiados

Estudiados il L No estudiados :;u“nﬂ(ﬁl; N(;\sm:;f ’

(%) (%) (%)
Sintomaticos
<50 ahos 1 1(100 %) 2 100% 2
50-60 anhos 0 1 100% 1
60-70 afios 7 7 (100 %) 4 100% 4
>70 afos 3 3 (100 %) 1 100 % 1
Total FPG 11 11 (100 %) 8 8
Asintomaticos
<50 afos 34 14 (41 %) 29 41% 12
50-60 anhos 31 15 (48 %) 15 48% 7
60-70 afios 20 5 (25%) 21 25% 5
>70 afos 16 2 (13%) 38 13% 5
Total FPG 101 36 (36 %) 103 29
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TABLA 9
Penetrancia de la mutacion R1441G en la EP. Estimacion e intervalos de confianza por edad en los portadores, excluyendo
los probandos, y comparacion con el método de imputacion incluyendo los probandos

Anos Portadores estudiados, Metodo de imputacion Portadores estudiados
probandos excluidos (n=47) (n=105) probandos incluidos
(n=68)
Penetrancia 95% CI Penetrancia 95% Cl Penetrancia 95% CI
50 0 % No datos 4.5% (0.1-8.8) 51% (0-0.5)
55 0 % No datos 8.8% (2.3-14.9) 11.6% (2.3-20.1)
60 0 % No datos 20.4% (10.0-29.6) 23.9% (10.2-35.6)
65 12.8% (0.0-28.1) 37.9% (23.8-49.4) 47.8% (28.6-61.8)
70 50.2% (14.7-70.9) 55.8% (39.5-67.7) 64.4% (43.5-77.6)
75 751% (34.7-90.5) 76.1% (57.8-86.4) 85.8% (65.4-94.1)
80 83.4% (41.9-95.3) 85.6 % (64.2-94.2) 92.9% (73.3-98.1)
a) Penatrancia de la mutacion R14415 b) Panetrancia en funcidn del sexo
a | = ]
- "':.--.--.u - -
..... Mujer
o | — u |
. = _ . =
] =7 - g 21
H ES
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FIGURA 15
Incidencia acumulada para el total de la muestra (a), y en funcion del sexo (b), empleando los casos estudiados, y
excluyendo los casos probando

la tabla 9 y en la figura 15. La penetrancia estimada en todo el curso evolutivo fue de 83,4%
(41,9-95,3), mientras que a los 70 afos era de 50,2 % (14,7-70,9). Estas cifras se incrementaban
hasta el 92,9% y el 64,4% respectivamente si incluiamos los casos probando. Empleando el
meétodo de imputacion propuesto por Evans, y descrito en la metodologia, la muestra final ana-
lizada incluia los 21 probandos, 47 familiares estudiados que eran portadores (11 sintomaticos
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y 36 asintomaticos), y los 37 individuos no estudiados (8 sintomaticos y 29 asintomaticos),
gue se asumirian como portadores teniendo en cuenta la estimacién derivada desde el grupo
estudiado. La penetrancia final empleando este método resulté ser de 85,6 % % (64,2-94,2) a
los 80 aios, y de 55, 8% (39,5-67,7) a los 70 afios. Las diferencias que se obtuvieron también
variaban segun la fratria estudiada, pero el numero de individuos en cada fratria (media de 5,
rango 1-16) no permitia un andlisis estadistico. No se obtuvieron diferencias en la penetrancia
en funcién del sexo (log-rank test X’=10.3, p-valor=0.565) [figura 15].

3. Estudio de prevalencia de las mutaciones R1441G y G2019S
en una muestra poblacional

La muestra total incluia 576 individuos, distribuidos entre los 500 pertenecientes a la mues-
tra aleatoria, y los 76 individuos que accedieron al estudio por el llamado efecto llamada. Se
analizaron por separado los resultados obtenidos en los individuos con los que se consiguié con-
tactar (221), formados por los 145 individuos contactados desde la muestra poblacional, y los 76
individuos del efecto llamada. Se analizaron también los datos clinicos registrados sobre el resto
de la muestra no contactada (355), y de forma conjunta los datos sobre el total de la muestra
(576 individuos) [tabla 10].

Se registraron los motivos por los cuales los individuos no accedian al estudio, con la siguien-
te distribucidn:

¢ No quieren acudir: 184 (51,8 %)
¢ No se consigue contactar: 75 (21,1 %)
= 34 No contestaban al teléfono
= 41 con numero de teléfono erréneo
e Otras causas: 96 (27 %)
= No especifican la causa: 35
= Dificultades para andar: 11
= Referian sus familiares que el individuo era muy mayor: 5
= Vivia en Residencia: 9
= No entiende el estudio: 2
= No se atreve: 2
= Otras enfermedades: 16
= No estd en ese momento en casa: 6
= Tiene que cuidar a los nietos: 5
= Estd ingresado o en postoperatorio: 5

Se pudo comprobar con posterioridad, que en el total de la muestra empleada, de los 75 in-
dividuos con los que no se consiguié contactar 40 estaban fallecidos, y 10 institucionalizados.
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TABLA 10
Caracteristicas de los individuos de la muestra contactada, distribuidos por grupos segiin condicion
Familiares
Pacientes Parkinsonismo asintomaticos Sanos
N:7 n: 28 n: 21 n: 162
Procedencia vasca (%) 85,7% 85,7% 95,2% 93%
Ambiente Rural 7 (100 %) 27 (96,4 %) 19 (90,4 %) 152 (93,8 %)
Trabajo fabrica 2 11 7 85
Trabajo campo 0 4 2 11
Contacto toxicos 2 (28,5%) 9 (32,1%) 7 (33,3%) 57 (35,1%)
Tabaco
e Activo 4 (57,1%) 10 (35,7 %) 4 (19%) 59 (36,4 %)
¢ Pasivo 1 4 4 35
Café 3 (42,8%) 9 (32,1%) 11 (52,3%) 87 (53,7 %)
TCE 3 (42,8 %) 2 (7,1%) 3(14,2%) 16 (9,8 %)
Estrefimiento 3 (42,8 %) 9 (32,14 %) 5(23,8%) 23 (14,1%)
TCREM 4 (57,4%) 2 (7,14%) 0 5 (3%)
Edad media 79,4 (62-92) 75,1 (66-86) 70,8 73,9 (52-94)
Sexos
e Hombre/mujer 4/3 15/13 11/10 77/85
Ant. Familiares 4 (57,1%) 4 (14,2%)
e Primer grado 3 4 12 -
e Segundo grado 1 0 9 -
Mutacion R1441G 2 (28,5%) 0 2 (9,5%) 0
Mutacion G2019S 0 0 0 0

Abreviaturas: TCE: traumatismo craneoencefalico, TCREM: trastorno de conducta del suefio REM

3.1. Estudio sobre los individuos contactados

Se contacté con 221 individuos: 145 (65,6 %) pertenecientes a la muestra aleatoria, y 76 a
través del efecto llamada. La distribucidn por sexos era de 107 hombres y 114 mujeres, y la edad
media de 67,5 afos

La mayoria de los individuos era de procedencia vasca (214/221, 96,8%), y se clasificaron
segun su condicion en:
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e Pacientes: individuos con diagndstico ya previo de EP donde se comprobd que cumplian
los criterios de Gelb (Gelb y cols. 1999): 7

e Posible parkinsonismo: individuos sin diagndstico de EP, pero en los tras ser valorados por
un neurdlogo se describian signos aislados de parkinsonismo: 31

e Familiares asintomadticos: individuos que referian antecedentes familiares de EP en pri-
mer o segundo grado, sin signos de la enfermedad: 21
= En primer grado: 12
= En segundo grado: 9

¢ Individuos “sanos”: considerados como tal los que no tenian antecedentes familiares de
EP, ni diagndstico de EP, ni signos de parkinsonismo: 162.

3.1.1. Pacientes con diagndstico de EP

Siete individuos tenian diagndstico de EP realizado por un neurélogo, cumpliendo crite-
rios de Gelb (Gelb y cols. 1999), y sin signos de atipicidad. De los 7 pacientes, 4 eran formas
familiares, por la presencia de otros miembros en la familia afectos de EP. De ellos 3 con un
patrén AD, y otro con familiares en segundo grado (primos maternos). En la distribucién por
sexos, 4 eran mujeres, y 3 hombres. 5 de los pacientes procedian de la muestra seleccionada, y
2 acudieron por el efecto llamada. 6 de ellos eran de procedencia vasca, y 1 de origen gallego.
Todos habian vivido en ambiente rural, y sélo 2 casos podian haber estado expuestos a toxicos
industriales, coincidiendo con su trabajo en fabrica. 4 pacientes habian fumado durante mas
de 10 afos, y 1 habia sido fumador pasivo durante mas de 10 afos. 3 pacientes habian sido
consumidores importantes de café (mas de 2 cafés al dia), y en 3 casos habia antecedentes de
TCE con al menos conmocién cerebral. La edad media en el momento de la entrevista era de
79,4 aiios (62-92), y presentaban una puntuaciéon media en la escala H&Y de 2,35 (1,5-4). La
edad media de inicio de la enfermedad era de 68,2 afios (56-82), y el sintoma inicial era el tem-
blor de reposo en 4 de ellos, en 2 un sindrome rigido-acinético (SRA), y en un caso un cuadro
mixto. En cuanto a la sintomatologia no motora, 3 presentaban estrefiimiento, y 4 un cuadro
compatible con TCREM.

Realizado el estudio genético de las mutaciones R1441G y G2019S, se hallaron 2 portadores
de la mutacion R1441G, en 2 individuos con AF de EP, y no se hallaron portadores de la mutacion
G2019S (tabla 10).

3.1.2. Individuos con parkinsonismo

Al margen de los 7 pacientes con diagndstico de EP, después de la valoracion de los 221
individuos contactados por un neurdlogo experto en trastornos del movimiento, 31 individuos
presentaban signos aislados de parkinsonismo, que no cumplian los criterios completos de
Gelb (Gelb y cols. 1999) para poder ser considerados pacientes con EP. La distribucién por
sexos era de 15 hombres y 16 mujeres, con una edad media de 75,1 afios (66-86). 28 de ellos
procedian de la muestra seleccionada, y 3 habian accedido al estudio por el efecto llamada.
Del total de 31 individuos con estos signos, en 2 de ellos se constaté la toma prolongada de
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Neurolépticos (Olanzapina y Clebopride) que podria justificar un SRA bilateral, y ademas habia
un caso de hipocinesia global en el contexto de una demencia tipo EA en grado moderado-
grave.

Excluyendo estos 3 casos con parkinsonismo secundario, los otros 28 casos pertenecian a
individuos de procedencia vasca en un 85,7 %. Salvo un caso que habia tenido su residencia en
ambiente urbano, el resto pertenecian a un ambiente rural. En 11 casos existia el antecedente de
trabajo en fabrica, y 4 habian desarrollado su trabajo en el campo. De todos ellos, 9 considera-
ban que podian haber estado en contacto con téxicos industriales o pesticidas. De los 28 casos,
10 habian consumido tabaco durante al menos 10 afios, y 4 se consideraban fumadores pasivos.
9 eran consumidores importantes de café, y en 2 existia el antecedente de TCE. 4 individuos te-
nian antecedentes familiares de EP en familiares de primer grado. En cuanto al fenotipo clinico,
17 casos presentaban un SRA, 10 casos tenian temblor de reposo, y un individuo presentaba una
combinacién de ambos. Como sintomatologia no motora, 5 presentaban estrefiimiento, y 2 un
cuadro compatible con TCREM.

En ninguno de estos casos el estudio genético indicé la presencia de portadores para las
mutaciones R1441G y G2019S (tabla 10).

En este momento no tenemos constancia de que alguno de estos pacientes haya sido diag-
nosticado de EP, pero pasados 2 afios desde la valoracion inicial, esta muestra de individuos va
a ser nuevamente evaluada para valorar signos de progresidn para el diagnéstico de la enfer-
medad.

3.1.3. Familiares asintomaticos

Un total de 21 individuos tenian antecedentes familiares de EP. De ellos, 12 eran en primer
grado, y 9 eran de segundo grado. 17 procedian del listado aleatorizado, y 4 del llamado efecto
llamada. El 95,2 % eran de procedencia vasca, y el 90% (19/21) procedentes de ambiente rural.
La distribucidén por sexos era de 11 hombres y 10 mujeres, con una edad media de 70,8 afos
(60-86). En 7 casos existia el antecedente de trabajo en fabrica y 2 habian desarrollado su trabajo
en el campo. De todos ellos 7 consideraban que podian haber estado en contacto con toxicos in-
dustriales o pesticidas. 11 eran consumidores importantes de café, y en 3 existia el antecedente
de TCE. En cuanto a la sintomatologia no motora 5 presentaban estrefiimiento, y no se detectd
ningln caso con cuadro compatible con TCREM.

Realizado el estudio genético de las mutaciones R1441G y G2019S, se hallaron 2 portadores
de la mutacién R1441G, en 2 individuos con AF de EP, pertenecientes a familias ya conocidas en
nuestro servicio, con varios miembros afectados de EP asociada a esta mutacién. No se hallaron
portadores de la mutacién G2019S (tabla 10).

3.1.4. Individuos “sanos”

Descartados los 7 pacientes con EP, los 31 individuos con parkinsonismo (incluyendo los 3
con parkinsonismo secundario), y los 21 familiares asintomaticos, nos encontramos con 162 in-
dividuos denominados “sanos”. La distribucién por sexos indicaba un predominio femenino,
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con 85 mujeres y 77 hombres, y la edad media era de 73,9 (52-94). El 75% (130) procedian de
la muestra seleccionada, y 32 casos del efecto llamada. Eran de origen vasco el 93 % de casos,
y habian vivido la mayoria en un ambiente rural (93,8 %).

En 85 casos existia el antecedente de trabajo en fabrica, y 11 habian desarrollado su trabajo
en el campo. De todos ellos 57 consideraban que podian haber estado en contacto con toxicos in-
dustriales o pesticidas. De los 162 casos, 59 habian consumido tabaco durante al menos 10 afios,
y 35 se consideraban fumadores pasivos. 87 eran consumidores importantes de café (mas de 2
cafés al dia), y en 16 existia el antecedente de TCE. Ninguno presentaba signos de parkinsonismo,
y en cuanto a la sintomatologia no motora 23 presentaban estrefiimiento, y en 5 casos se detectd
un cuadro compatible con TCREM.

En ninguno de estos casos el estudio genético indicé la presencia de portadores para las
mutaciones R1441G y G2019S (tabla 10)

Ademas de las categorias anteriormente referidas, se han obtenido los siguientes diagnods-
ticos de otras enfermedades neuroldgicas, distribuidos entre los 221 individuos contactados, sin
gue existiera un mayor nimero de diagndsticos entre los que acudieron por el efecto llamada,
frente a los individuos con los que se consiguid contactar.

e Temblor esencial: 10

e Deterioro Cognitivo: 5

e |ctus: 6

e Cefalea: 3

¢ Sindrome de piernas inquietas: 1
e Miopatia: 1

¢ Polineuropatia: 1

e Esclerosis multiple: 1

¢ Mielopatia: 2

3.2. Estudio sobre los individuos no contactados

No se pudo contactar con 355 individuos procedentes de la muestra seleccionada, por los
motivos antes expuestos, pero si pudimos tener acceso a la informacion registrada en su historial
clinico. La distribucién por sexos era de 207 mujeres y 148 hombres, con una edad media de
70,38 afios. Se obtuvieron los datos registrados en Osabide, donde figuran todos los diagnds-
ticos asignados a cada individuo, y la toma de medicacién, donde se pudo extraer referencia a
tratamiento antiparkinsoniano, y de fdrmacos con capacidad de inducir parkinsonismo. Se “cru-
zaron” los datos de esta muestra no contactada con la base de datos de EP de nuestro Servicio
de Neurologia, y se tuvo acceso a datos adicionales tanto clinicos como moleculares cuando
existian. De esta forma se pudo indicar la condicidn de paciente con EP, u otro parkinsonismo, o
de ser familiar asintomatico de otros pacientes con EP.

83



Enfermedad de Parkinson por mutacion vasca de la dardarina (LRRK2): estudio epidemiologico, clinico y genético

3.2.1. Pacientes con diagndstico de EP

Se han detectado 6 casos registrados con diagndstico de EP. Son todos de procedencia vasca,
con predominio masculino (5/1), y con edad media de 79,1 afios (76-86). Uno de ellos asociaba
el diagndstico de deterioro cognitivo. 3 de los 6 casos estaban también registrados en la base de
datos de nuestra unidad, y se les habia realizado estudio genético de las mutaciones R1441G y
G2019S, en aios previos, detectandose un caso portador de la mutacion R1441G.

3.2.2. Pacientes con otros posibles parkinsonismos

En este listado aleatorizado, no figuraba ningln caso con diagndstico de otros tipos de par-
kinsonismo.

3.2.3. Familiares asintomaticos

Se ha tenido constancia de 4 individuos con antecedentes familiares en primer grado de pa-
cientes con EP asociada a la mutaciéon R1441G (2 varones y 2 mujeres), y 2 ya habian fallecido. En
2 de estos 4 familiares se habia realizado previamente el estudio de estas mutaciones, resultando
ser portador uno de ellos para la mutacidn R1441G, también presente en otros miembros de la
familia. Este individuo fallecié a la edad de 91 afos, sin que haya quedado registrado diagndstico
de EP, ni hay constancia de toma de medicacién antiparkinsoniana a lo largo de su vida.

3.2.4. Individuos considerados “sanos”

Al margen de los 6 casos con diagnéstico de EP, y los 4 individuos detectados como fami-
liares de pacientes con EP, el registro detectaba los siguientes diagndsticos sobre enfermedades
neuroldgicas.

e Temblor esencial: 1

e Deterioro cognitivo: 30
= |ctus: 19
= Esclerosis multiple: 1
= Epilepsia: 2

¢ Mielopatia: 1

e Meningioma: 1

¢ Adenoma de hipdfisis: 1

3.3. Resultados globales sobre el total de la muestra
3.3.1. Pacientes con diagndstico de EP

Se detectaron 13 casos de individuos con EP (7 de la muestra contactada y 6 en el res-
to), que suponen el 2,2% del total de la muestra. 12 de ellos era de procedencia vasca. La
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TABLA 11

Caracteristicas de los pacientes con diagnostico de EP, y de los que se ha detectado

parkinsonismo, en el total de la muestra.

EP Parkinsonismo
N: 13 N: 28
Edad media 79,2 (62-92) 75,1 (66-86)
Sexos 9/4 15/13
¢ Hombre/mujer
Procedencia vasca 92,3% 85,7%
Edad inicio* 69,5 (56-82) -
Sintoma inicio*
e Tremdrico 7 10
¢ Rigido-acinético 2 17
e Mixto 1 1
Antecedentes familiares® 5/10 (50 %) 4/28 (14,2 %)
Mutacion R1441G* 3/10 0
Mutacion G2019S* 0 0

Resultados

* Datos sobre 10 individuos

distribucidn por sexos indicaba un claro predominio de varones (9/4), y la edad media era de
79,2 (62-92).

Ademas de los 7 pacientes contactados, se han podido estudiar los datos tanto clinicos
como moleculares de otros 3 pacientes que habian sido valorados previamente por Neurdlogos
del Servicio de Neurologia del Hospital Donostia. Los otros 3 figuran en el registro informatico
con este diagndstico, se encuentran bajo tratamiento antiparkinsoniano, y estan en seguimiento
por Neurdlogos del Hospital de referencia en su comarca (Hospital de Zumarraga). Ninguno de
ellos tenia estudio genético de las mutaciones R1441G y G2019S.

Sobre la informacién registrada de los 10 pacientes con los que se ha conseguido contactar
(en el presente estudio, y en valoraciones previas), la edad media de inicié fue de 69,5 afos (56-
82), con predominio del fenotipo tremérico (7 casos frente a 2 rigido-acinético, y 1 mixto). EIl 50 %
referian antecedentes familiares de EP, y el estudio genético detectd la mutaciéon R1441G en 3 de
los 10 pacientes, todos ellos pertenecientes a formas familiares, lo que supone el 30% de estos
casos detectados con EP. No aparecio ningun paciente portador de la mutacién G2019S, al igual
que en el resto de la muestra (tabla 11).

3.3.2. Total de portadores

Se han detectado 6 casos de portadores de la mutacion R1441G, y ninguno de la G2019S.
4 procedian de la muestra contactada, y otros 2 habian sido valorados y estudiados previamente por
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neurdlogos del servicio. Los 6 individuos pertenecian a familias con EP asociada a esta mutacion.
3 eran pacientes (2 de la muestra contactada, y 1 de la muestra no contactada), y 3 individuos
asintomaticos (2 de la muestra contactada, y 1 de la muestra no contactada). Uno de los porta-
dores asintomaticos tenia 81 afios, y el otro es el individuo referido que fallecié a los 91 afios sin
signos de parkinsonismo.

Los 6 portadores tanto pacientes como familiares asintomaticos suponen el 1% del total
de la muestra, el 30% de los casos de EP (3 de los 10 pacientes con EP con estudio genético), el
60 % de las formas familiares de EP (los 3 pacientes pertenecian a formas familiares de EP de las
5 detectadas), y los 3 portadores asintomaticos de los 25 familiares asintomaticos detectados (los
21 contactados y los 4 de la muestra no contactada) suponen el 12 %.

3.3.3. Otros diagndsticos

Ademas de los 13 individuos con EP. Se han detectado otros 3 parkinsonismos. 2 de ellos
asociado al consumo de farmacos (Olanzapina y Clebopride), y otro en el contexto de encefalo-
patia vascular.

Un total de 11 individuos presentaban TE, destacando que sélo en 1 de ellos estaba registra-
do previamente, y que en ninguno de ellos se han detectado estas mutaciones en LRRK2.

El diagndstico mas habitual fue deterioro cognitivo, sin poder especificarse en la mayoria de
los casos el tipo. La mayoria de ellos (30 de 35) procedian del listado de individuos que no acce-
dieron a la visita, siendo uno de los posibles motivos para no acceder al estudio, por su pérdida
de autonomia. El segundo diagndstico mas frecuente fue el de ictus en 25 casos (4,23 %).

Otros diagndsticos fueron:

¢ Sindrome de piernas inquietas: 1 (0,16 %)
e Cefalea: 3 (0,5%)

¢ Mielopatia: 3 (0,5%)

¢ Esclerosis Multiple: 2 (0,33 %)

¢ Epilepsia: 2 (0,5%)

e Miopatia: 1 (0,16 %)

¢ Poli neuropatia: 1 (0,16 %)

¢ Meningioma 1 (0,16 %)

e Adenoma de hipdfisis 1 (0,16 %)

4. Fenotipo clinico y curso evolutivo de las mutaciones
R1441Gy G2019S

Se ha establecido el fenotipo clinico de la EP asociada a la mutaciéon R1441G en base a los
datos obtenidos de 68 pacientes portadores de esta mutacién, y de 28 pacientes con EP asociada
a la mutacién G2019S.
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La tabla 12 muestra de forma descriptiva las caracteristicas de cada grupo de pacientes, y la
comparacién entre ambos.

En la tabla 13 se describe el curso evolutivo en funcién de los pardmetros descritos, y el
estudio comparativo entre pacientes con ambas mutaciones.

4.1. Caracteristicas clinicas de los pacientes con EP asociada
a la mutacion R1441G

4.1.1. Procedenciay edad

Los pacientes con EP asociada a la mutacidon R1441G son en un 94 % de procedencia vasca.
Tienen AF de EP en el 91% de casos. La distribucion por sexos indica un 48,5% de varones. La
edad media actual de la muestra es de 74,6 anos, con una edad media de inicio de la enfermedad
de 61,8 afios, y 12,7 afios de tiempo de evolucion.

4.1.2. Sintomas motores, escalas, medicacién, y complicaciones

El fenotipo clinico es asimétrico en su inicio en el 89% de los casos. El temblor de reposo
unilateral es el sintoma de inicio en el 60% de pacientes, mientras que el 27,7 % debuta con un
sindrome rigido-acinético (SRA). En un 7,7 % el debut es con un cuadro mixto (temblor y SRA), y el
sintoma inicial era el trastorno de la marcha en 4,6 % de los pacientes. La dosis media de L-dopa
que habia empleado a lo largo de su evolucién cada paciente es de 875 mg/dia, con buena res-
puesta clinica en todos los casos. Los pacientes tenian reflejada en el momento del estudio una
puntuacion media de 2,91 en la escala H&Y, y de 23,9 en la parte motora de la escala UPDRS (lll).

Las complicaciones motoras se presentan con los siguientes porcentajes:

e Las fluctuaciones motoras estan presentes en el 63,5 % de los pacientes, y se inician a una
media de 7,8 afios desde el comienzo de los sintomas.

¢ Lasdiscinesias se presentan en el 56,5 % de pacientes, y se inician a una media de 8,3 afios
desde el comienzo de los sintomas.

¢ Los signos distonicos estan presentes en el 22,6 % de casos, y se inician a una media de 6
afos desde el comienzo de los sintomas.

4.1.3. Sintomas no motores

En el momento de la exploracidn presentan signos de deterioro cognitivo en diferente grado
el 35,9% de pacientes, alucinaciones el 4,8%, y depresion el 31,3 %. Otros sintomas no motores
aparecen con las siguientes cifras de prevalencia: Hipotension ortostatica 11,3 %, estrefiimiento
30,6 %, sintomas de disfuncidn genitourinaria 19,4 %, insomnio 16,1 %, TCREM 11,5 %, hipersom-
nia 4,8 %, hiposmia 36 % (sobre 44 estudiados), y ningun caso con SPI.
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4.1.4. Analisis comparativo con la mutaciéon G2019S

En las tablas 12, 13 y 14 se muestran las caracteristicas demograficas y clinicas de los pacien-
tes con EP asociada a ambas mutaciones.

Son estadisticamente significativas (p<0,005) las diferencias observadas entre ambos grupos
en los siguientes apartados:

¢ Procedencia vasca 94 % de casos en la mutacion R1441G, frente al 28,6 % en la mutacion
G2019S

¢ Presencia de alucinaciones: 4,8 % en la mutacién R1441G, frente al 29,2 % en la mutacion
G2019s.

e Trastornos genitourinarios: 10,4% de las pacientes con la mutacion R1441G frente al
43,5% en los portadores de la G2019S.

TABLA 12
Cuadro comparativo de los pacientes portadores de las mutaciones R1441G y G2019S
Mutacion R1441G Mutacion G2019S P
N:68 N: 28
Procedencia vasca 9 % 28,6 % 0,000
Antecedentes familiares 91% 76 % 0,061
Sexo (H/M) 48,5% 46,4 % 1,000
Edad 74,6 71,3 0,30
Edad inicio 61,8 58,1 1,04
Tiempo evolucion 12,7 12,8 4,6
Respuesta levodopa 100 % 95,7% 0,271
Dosis levodopa 875 mg/d 978 mg/d 0,84
H&Y 2,91 2,95 0,326
UPDRS (1) 23,9 28,2 0,076
TABLA 13
Caracteristicas de los sintomas motores en pacientes portadores de mutaciones R1441G y G20119S
Mutacion R1441G Mutacion G2019S P
N:68 N: 28
Sintoma inicio
e Temblor 60 % 73,9% 0,509
e SRA 27,7% 17,4%
e Mixto 7,7% 8,7%
e T. Marcha 4,6% 0%
Asimetria (si/no) 89% 100 % 0,182
Fluctuaciones 63,5% 69,6 % 0,799
Discinesias 56,5% 56,5 % 1.00
Distonia 22,6 % 26,1% 0,777
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TABLA 14
Caracteristicas de los sintomas no motores en pacientes portadores de mutaciones R1441G y G2019S
Mutacion R1441G Mutacion G2019S P
N:68 N: 28

Deterioro cognitivo 35,9% 38,5% 0,814
Alucinaciones 4,8% 29,2% 0,004
Depresion 31,3% 21,7% 0,435
Hipotension 11,3% 26,1% 0,104
Estrenimiento 30,6 % 43,5% 0,308
Genito-urinario 19,4% 43,5% 0,048
Insomnio 16,1% 26,1% 0,353
TCREM 11,5% 30,4% 0,051
Hipersomnia 4.8% 12,5% 0,342
SPI 0% 4,3% 0,271
Cancer 14,5% 17,4% 0,742
Otros fenotipos Trastorno marcha 3 PSP 1

4.2. Curso evolutivo en pacientes portadores de R1441G y G2019S

4.2.1. Tiempo en aparicidon de complicaciones motoras

El 63,5 % de los pacientes portadores de la mutacion R1441G presentan fluctuaciones
a lo largo de su enfermedad, que se inician a una media de 7,2 afios desde el comienzo de
la misma. El 56,5 % tienen discinesias de aparicidn a los 8,33 afios desde el inicio, y en el
22,6 % se registraron signos disténicos en OFF, de aparicidon a los 6 afios. Con respecto a
la mutacién G2019S, presentan fluctuaciones el 69,6 % de las pacientes a los 7,0 afios del
inicio de la enfermedad, discinesias el 56,5% a los 8,31 afios, y signos de distonia el 26,1 %
a los 8,4 afos.

4.2.2. Tiempo en modificar la puntuacién en la escala H&Y

En la mutacién R1441G el estadio Il en esta escala se alcanza a los 4,8 afios desde el inicio de
la enfermedad (cuya media en los portadores de esta mutacion es 61,8 afios), y el estadio IV a los
12,9 afios. En la mutacion G2019S el estadio Il se alcanza a los 5,4 afios del inicio de los sintomas
(edad media de inicio 58,1 afios), y el estadio IV a los 14,7 afios.

4.2.3. Tiempo en adquirir otras complicaciones

En la mutacién R1441G la presencia de caidas se inicia a los 11,6 aios, el paciente deja de
salir solo a la calle a los 13 afios, inicia deterioro cognitivo a los 13,6 afios, y en los casos fallecidos
el exitus acontece a los 13,9 afios. Con la mutacion G2019S las caidas se inician a los 15,1 afios,
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TABLA 15
Curso evolutivo de los pacientes con EP asociada a las mutacion R1441G y a la mutacion G2019S. Tiempo en afios para
alcanzar las diferentes situaciones desde el inicio clinico.

Tiempo para alcanzar Mutacion R1441G Mutacion G2019S P
(ahos) N:68 N: 28
Fluctuaciones 7,2 7,0 0,822
Discinesias 8,33 8,31 0,984
Distonia 6,0 8,4 0,424
Estadio Il H&Y 4.8 54 0,416
Estadio IV H&Y 12,9 14,7 0,477
Caidas 11,6 15,1 0,211
Dejar salir 13,0 15,2 0,372
Deterioro cognitivo 13,6 11,5 0,534
Fallecimiento 13,9 17,6 0,287

el paciente deja de salir solo a la calle a los 15,2 afios, inicia deterioro cognitivo a los 11,5 afios,
y en los casos fallecidos el exitus se registra a los 17,6 afos.

4.2.4. Estudio comparativo con la mutaciéon G2019S

En ninguna de las variables previas se encuentran diferencias significativas entre pacientes
portadores de una u otra mutacion.

5. Estudio neuropatolégico

5.1. Caso Clinico

El caso descrito a nivel neuropatoldgico pertenece a un hombre que a los 69 afios comienza
con temblor de reposo en su mano derecha. Aunque no presentaba antecedentes claros de EP
en la familia, su madre, de origen vasco (Durango-Vizcaya), habia sufrido temblor de las extremi-
dades superiores, y torpeza en la marcha, de inicio en edad avanzada.

La exploracién neurolégica mostraba temblor de reposo, bradicinesia y rigidez en el miembro
superior derecho. Su lenguaje, la facies, la motilidad ocular, la marcha y la estabilidad postural eran
normales. Fue diagnosticado de EP de predominio tremdrico en un estadio | de H&Y, y se inicid
tratamiento con L-dopa, 300 mg al dia, y trihexifenidilo 4 mg al dia, con buena respuesta. El trata-
miento anticolinergico fue retirado a los 5 afios por presencia de estrefiimiento y retencidn urinaria.
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Durante los siguientes 10 afios, la enfermedad progresé lentamente, con leve alteracién del
lenguaje, y presencia de hipomimia. El temblor de reposo, la bradicinesia y la rigidez en las extremi-
dades derechas empeoro, y aparecieron signos de afectacidn también en hemicuerpo izquierdo. Se
asocié entonces tratamiento con cabergolina 3 mg al dia. A los 12 afios del inicio de la enfermedad,
presentaba importante alteracidén de la marcha con inestabilidad postural (H&Y en estadio ). Se
aumenté la dosis de L-dopa a 600 mg, y aparecieron fluctuaciones motoras, y discinesias diarias de
predominio en pie izquierdo, asi como una anomalia postural en tronco con clara anteflexidn. A los
15 afios del inicio de la enfermedad, el paciente necesitaba ayuda para caminar (H&Y en estadio
IV). El estudio molecular reveld la presencia de la mutacidon R1441G en el gen LRRK2.

A los 18 afos de la enfermedad, cuando el paciente tenia 86 afios, mostraba signos de de-
terioro cognitivo leve, con una puntuacién en minimental scale (MMS) de 27/30. Afectado de
una infeccion respiratoria, e insuficiencia cardiaca, requiridé ingreso hospitalario, mostrando un
cuadro delirante, y murié en diciembre de 2006.

5.2. Hallazgos neuropatoldgicos

Los cambios patolégicos observados en el paciente estudiado, portador de la mutaciéon R1441G
se limitaban a la SN. La pérdida de neuronas fue moderada, y acompafiada por depdsitos de neu-
romelanina libres en el neuropilo, junto con leve astrogliosis y microgliosis, como se revela con H&E
y Klver Barrera, GFAP e inmunohistoquimica CD68. No se detectd depdsito de tau con 3 repeticio-
nes (3R), tau 4R y fosfo-tau (AT8 anticuerpo). No se encontraron CL ni NL. La Inmunohistoquimica
de a-sinucleina, a-sinucleina fosforilada, y a-sinucleina nitrada fue negativa. Los Unicos depdsitos
anormales reseiiables, fueron procesos de inflamacidn neuronal aB-inmunorreactivas, con conte-
nido granular fino compacto, e inclusiones aB cristalina positivos (figura 17).
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Despigmentacion de substancia negra
FIGURA 17

Procesos de inflamacion neuronal alfabcristalina (flecha),
con contenido granular fino, e inclusiones positivas

para alfaBcristalina (flecha larga), junto con pérdida
moderada de neuronas pigmentadas, y granulos libres de
neuromelanina (punta de flecha) en el neuropilo. Seccion
de parafina, inmunohistoquimica a.B-cristalina con
hematoxilina. Bar = 25 micras
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a) FIGURA 18
Inmunocitoquimica. Alfasinucleina (-)

b) FIGURA 19
Inmunocitoquimica. Ubigiuitina (-)

¢) FIGURA 20
Inmunocitoquimica. Tau (-)

6. Estudio de marcadores clinicos en portadores
de la mutacion R1441G

6.1. Estudio de disfuncion olfatoria

Este estudio se realizé sobre 190 pacientes con EP, empleando la versidon abreviada (B-SIT)
del test de identificacion olfatoria disefiado por la Universidad de Pensilvania (UPSIT). De ellos,
104 eran varones, y 86 mujeres, con una edad media de 70,0 £ 9,7 afios. Con respecto a la condi-
cion genética, 146 no eran portadores de mutaciones en LRRK2, y 44 si presentaban mutaciones
en este gen. 39 de ellos eran poratdores de la mutacidon R1441G, y 5 de la mutacién G2019S
(tabla 16). Se evaluaron las principales variables clinicas segun la condicion de portador o no de
mutaciones en LRRK2.

Se observo un inicio de la enfermedad mas temprano en portadores de las mutaciones
R1441G o G2019S (59,4 aios en portadores, frente a 62, 8 en no portadores), y una mayor du-
racion de la enfermedad (7,4 afios frente a 9,2 afios en no portadores). La prevalencia de los
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TABLA 16
Caracteristicas clinicas en pacientes con EP dependiendo de su carga genética, evaluado a través del test de identificacion
olfatoria B-SIT (n=190), y de la gammagrafia cardiaca con MIBG (1123-metaiodobencilguanidina) [n=90]

No portadores en Portadores en LRRK2 Valor de p*
LRRK2 (n=146) (n=44)
Sexo (Hombre/mujer) 81/65 23/ 21 0.732°
Edad media (afos) 70.3+9.8 70.0+9.6 0.700
Edad inicio EP (afos) 62.8 +11.0 59.4+£85 0.036
Duracion de la EP (afos) 74+56 9.2+6.2 0.003
Escala Hoehn and Yahr (H&Y) 2108 2007 0.372
UPDRS (11I) 13.4+75 13.3+5.8 0.629
Temblor al inicio (si /%) 110 (75.3%) 34 (77.3%) 0.844°
Sintomas no motores (si / %)
Estrehimiento 75 (51.4%) 15 (34.1%) 0.106"
TCREM 62 (42.5%) 5(11.4%) <0.001”
Disfuncion olfatoria
Normal 37 (25.3%) 28 (63.6%)
Deficit 56 (38.4%) 9(20.5%)
Relativamente anormal 18 (12.3%) 4 (9.1%) <0.001°
Anormal 35 (24.0%) 3 (6.8%)
MIBG H/M ratio n=63 N=27
Imagen precoz 1.49 £ 0.28 1.75+£0.38 0.004
Imagen diferida 1.32+0.27 1.57 +0.38 <0.001

Abreviaturas: H/M ratio, corazon/mediastino ratio; UPDRS (111) Unified Parkinson Disease Rating Scale, parte motora; TCREM trastorno
de conducta del sueno REM.

Los datos se muestran como media + desviacion estandar (DE).

# pvalor para la comparacion de grupos usando el test no paramétrico U-Mann Whitney

® pvalor es obtenido a través del test chi cuadrado

sintomas no motores, como el estrefiimiento, y el TCREM, fue mas alta en el grupo de no porta-
dores (75 y 62 % respectivamente, frente a 15y 5% en portadores). No se observaron diferencias
en la discapacidad entre ambos grupos en funcién de la escala H&Y, y las puntuaciones en la
escala UPDRS (lll), ni en la presencia de temblor de reposo como sintoma de inicio (tabla 16).

Los pacientes con déficit olfatorio (n = 125) tenian una edad de inicio de la enfermedad
mas tardio (72,3 % 8,2 afios), frente a los pacientes con funcién olfatoria normal (n = 65, 65,7 +
11,0 afos), p = 0,004. La disfuncion olfatoria también fue distribuida de manera diferente entre
ambos sexos (p = 0,009). Un total de 77 varones (74 %) tenian alteraciones en el olfato, mientras
qgue 48 mujeres (56 %) presentaban esta alteracién.

De los 44 portadores de las mutaciones en LRRK2 (36%), 16 presentaron hiposmia,
mientras que 110 de los 146 (75 %) de los no portadores tenian déficit del olfato (tabla 17).
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TABLA 17
Distribucion de la frecuencia de disfuncion olfatoria en funcion de la carga genética en pacientes con EP (n=190)

Distribucion de frecuencias Modelo logistico

No portadores| Portadores
en LRRK2 en LRRK2 P valor’

Disfuncion olfatoria 110 (75 %) | 16 (36 %) 0.001
<Vu.
No disfuncion 36 (25 %) | 28 (64 %) 8.3 35-194 |  <0.001

Abreviaturas: IC intervalo de confianza; OR, odds ratio. El valor de ® p se obtuvo por medio del test exacto de Fisher.
Las variables del modelo logistico fueron codificadas como 0: Disfuncion olfactoria y 1: no alteracion olfactoria, y 0: LRRK2 no portadores,
y 1: LRRK2 portadores. El modelo logistico fue ajustado por duracion de enfermedad y sexo.

OR 95 % IC P valor

Asi, la presencia de la funcién olfatoria normal aumentaba (OR: 8,3; IC95%: 3,5 a 18,40,
p<0,001) la posibilidad de presentar estas mutaciones en LRRK2 ajustados los datos por la
duracion de la enfermedad y el sexo (tabla 17).

6.2. Estudio de function simpdtica mediante escintigrafia cardiaca con MIBG

Excluidos los pacientes con criterios de exclusidn (descritos en material y métodos), el es-
tudio se realizo en 90 pacientes (46 hombres y 44 mujeres; edad media: 71,3 + 8,1 afios). Esta
muestra incluy6 27 portadores de mutaciones en LRRK2 (23 R1441G, y 4 G2019S), y 63 no porta-
dores (tabla 16). El analisis estadistico se realizé en los 84 casos en los cuales se habian comple-
tado todas las variables.

Los portadores de mutaciones en LRRK2 presentaron una captacion de MIBG tanto precoz
como tardia mayor, en comparacion con el grupo de no portadores (tabla 16). Doce de los 25
(48 %) portadores presentaron una baja captacion cardiaca en el estudio precoz. En el grupo de
los pacientes no portadores, 47 de 59 (80 %) presentan esta captacidn baja (tabla 18). Se obtu-
vieron resultados similares en la captacidn tardia, pero no alcanzé significacidn estadistica (tabla
18). La presencia de una captacion normal de MIBG, tanto precoz como tardia, aumenta en 7,2
(95% Cl:2.2-23.3) y 4.2 (95% Cl: 0,9 a 18.7) respectivamente, la posibilidad de presentar estas
mutaciones en LRRK2, ajustados los datos por duracion de la enfermedad y género (tabla 18).

TABLA 18
Diferencias en la distribucion de la captacion cardiaca de MIBG (**’I-metaiodobenzylguanidine) en funcion de la carga
genética (n=90).

Distribucion de frecuencias . Modelo logistico
alor
LRRk2 LRRK2 dep’ | OR 95 %IC P valor
no portador portador
. Baja 47 (80 %) 12 (20 %)
Precoz H/M ratio 0.008
Normal 12 (48 %) 13 (52 %) 7.2 | 2.2-233 | 0.001
; . Baja 55 (73 %) 20 (27 %)
Tardio H/M ratio 0.118
Normal 4 (44 %) 9 (56 %) 4.2 | 09-18.7 | 0.057

Abreviaturas: IC, intervalo de confianza; H/M ratio, corazon/mediastino ratio; OR, odds ratio.

Valor de ? p obtenido mediante el test exacto Fisher.

Las variables del modelo logistico fueron codificadas como 0: valores bajos de captacion, y 1: captacion normal. 0: LRRK2 no portadores,
y 1: LRRK2 portadores. El modelo logistico fue ajustado por duracion de enfermedad y género.
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Teniendo en cuenta el total de la muestra, el 71% (n = 61) y el 90% (n = 77) de los pa-
cientes respectivamente, presentaron valores bajos de captacién tanto precoz como tardia. Los
pacientes con valores bajos de captacion de MIBG precoz, presentaban una mayor puntuacion en
las escala H&Y, y UPDRS (lll), y un mayor tiempo de evolucion de la enfermedad (p <0,05). No se
observaron diferencias para las principales variables clinicas entre los grupos de captacion bajay
normal, en la fase tardia (p> 0,05).

Se analizé la relacidn entre el deterioro olfatorio y la captacién de MIBG mediante el analisis
de la distribucion de frecuencias de estas alteraciones (tabla 19), mostrando que el 82% (n=49)
de los pacientes con disfuncién olfatoria también tenian reducida la captacién precoz de MIBG
(p=0,001). Esta prevalencia fue del 92% (n = 55) analizando la captacion tardia y el deterioro
olfatorio, también con significacion estadistica (p = 0,001).

Se obtuvieron resultados similares en el andlisis del deterioro olfatorio y la captacién de
MIBG, en funcion del tipo de mutacidn en LRRK2. La muestra de portadores de la mutacidn
G2019S es reducida, pero en ella 2 de los 5 pacientes estudiados (40 %) presentaron hiposmia, y
2 de los 4 pacientes (50%) presentaron captacion reducida de MIBG en fase precoz.

TABLA 19
Relacion entre deficit olfactorio y captacion cardiaca de MIBG, mediante el analisis de la distribucion de frecuencias (n=90)
Precoz H/M ratio Tardio H/M ratio
Bajo Alto Valor p* Bajo Alto Valor p*
Disfuncion olfatoria 49 (82 %) 10 (18 %) 0.001 55 (92 %) 8 (8%) 0.001
No disfuncion 14 (46 %) 17 (54 %) ' 13 (48 %) 14 (52 %) '

Abreviaturas: MIBG, "|-metaiodobenzylguanidine; H/M ratio, corazon mediatino ratio.
Valor de ® p obtenido mediante el test exacto Fisher.

a) Captacion normal en individuo sano b) Hipocaptacion en EP asociada a R1441G
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FIGURA 21
Imagenes de gammagrafia cardiaca con MIBG, en fase precoz y tardia, en un individuo sano (a), y en paciente con EP
asociada a mutacion R1441G (b)
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7. Estudio de marcadores de imagen en portadores
de la mutacion R1441G

7.1. Estudio de via nigroestriada mediante ultrasonografia transcraneal

El estudio mediante UTC se realizé en un total de 173 pacientes con EP. 150 pacientes tenian
una ventana acustica adecuada en al menos un lado (hombres: 93 mujeres: 57; edad media: 67,0
+ 9,7 afios). En este grupo de pacientes 118 no eran portadores de mutaciones en LRRK2, y 32
eran portadores, 24 de ellos con la mutacién R1441G, y 8 con la G2019S (tabla 20). También se
estudiaron 33 familiares asintomaticos (18 portadores de mutaciones en LRRK2, y 15 no porta-
dores), y 37 individuos pertenecientes al grupo control.

En los pacientes con EP no se observaron diferencias entre sexo y edad con respecto al
grupo control, ni en estas variables junto con el inicio de la enfermedad, duracién de la enfer-
medad, discapacidad expresada por las escalas H&Y, y la puntuacién en la escala motora UPDRS
(1) entre portadores y no portadores de mutaciones en LRRK2. Tampoco existian diferencias
en las variables demograficas, en familiares asintomaticos en funcidn de la carga genética. Los
valores de UTC fueron similares, entre portadores y no portadores de mutaciones en LRRK2,
tanto en pacientes como familiares asintomaticos (tabla 20), y siempre por encima de los valores
observados en el grupo control. Para la comparacion entre grupos se empled la T de Student con
los siguientes resultados (figura 22):

TABLA 20
Caracteristicas clinicas dependiendo de la carga genética en pacientes con EP y en familiares asintomaticos a los que se
realiza ultrasonografia transcraneal (UTC)

Pacientes con EP Familiares asintomaticos
(n=150) (n=33)
LRRK2 LRRK2 LRRK2 LRRK2
Controles no portadores | portadores | no portadores | portadores Valor Valor
(n=37) (n=118) (n=32) (n=15) (n=18) de p? de pb
Sexo (hombre/mujer) 25/12 73/45 20/12 11/4 12/6 0.706 | 0.878
Edad media (afnos) 67,2 (40-89)| 68.5+10.0 | 66.6+9.3 | 49.6+12.7 | 485+91 | 0.351°| 0.771°
Edad inicio - 61.8+10.7 | 58.3+9.3 - - 0101 | -
(anos)
Duracion de la - 67+51 | 83+6.1 : . 0129 | -
enfermedad (anos)
H&Y -- 2.04£0.80 | 2.02+0.70 - - 0.887 -
UPDRS (liI) -- 125+7.3 12.7+8.0 - - 0.889 -
UTC Derecho 0,14 0,17+0,04 | 0,19+£0.04 | 0,14.+0,04 | 0,15.+0,04 | 0.195 | 0.599
UTC Izquierdo 0,13 0,177+0,04 | 0,17+0,03 | 0,14.+£0,03 | 0,14+ 0,04 | 0.925 | 0.863
2/37 (5,4 %)

Abreviaturas: UTC, Ultrasonografia transcraneal..

Datos mostrados como media + desviacion estandar (SD).
“ pvalor para comparacion entre no portadores y portadores en pacientes con enfermedad de Parkinson mediante test Student t.
® pvalor para comparacion entre no portadores y portadores en familiares asintomaticos mediante test Student t.

¢ pvalor obtenido mediante test chi cuadrado.
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a) UTC en Paciente con EP idiopatica.

b) UTC en familiar asintomatico portador de mutacion R1441G

TONsERL

FIGURA 22

Imagenes de Ultrasonografia trascraneal (UTC) en paciente con EP sin mutacion (a),
y en un familiar asintomatico portador de la mutacion R1441G (b).
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e UTC Derecho:
= Control frente a familiares asintomaticos, p=0.223
= Control frente a pacientes con EP, p<0.001

= Familiares asintomaticos frente a pacientes con EP, p=0.006

e UTC Izquierdo:
= Control frente a familiares asintomaticos, p=0.248
= Control frente a pacientes con EP, p<0.001
= Familiares asintomaticos frente a pacientes con EP, p=0.001.

Se observd un mayor nimero de casos con hiperecogenicidad en pacientes con EP en la
UTC derecha (n=76, 50% vs n=9, el 27 %; p=0,021), UTC izquierda (n=74, 49% vs n=7, el 22%,
p=0,006), y en ambos lados (n=101, 66 % vs n=11, el 34 %, p=0,001) en comparacion con los fa-
miliares asintomaticos, y el grupo control.

En los pacientes con EP, los valores del UTC derecho (r=0,21, p=0,012) e izquierdo (r=0,19,
p=0,020) se correlacionaron de forma positiva con la escala H&Y, de forma que los valores mas
altos se detectaron en pacientes con puntuaciones mas altas. No se observé esta correlacién con
las puntuaciones de la escala UPDRS (ll1).

En el grupo de pacientes portadores de mutaciones en LRRK2, 23 de los 32 (72 %) presenta-
ron valores altos en la UTC, mientras que el 75 de 117 (64 %) de los no portadores presentaban
esta hiperecogenicidad (tabla 21).

TABLA 21
Diferencias en la distribucion de frecuencias en los valores de la UTC en funcion de la carga genética en pacientes con EP,
y en familiares asintomaticos

Pacientes EP Familiares asintomaticos
LRRK2 no LRRK2 LRRK2 no LRRK2
portadores portadores p’ portadores portadores p°
UTC Dcho Baja 60 (52 %) 14 (45 %) 11 (73%) 13 (72 %)
0.516 0.943
Alta 56 (48 %) 17 (55 %) 4 (27 %) 5(28%)
UTC lzdo Baja 59 (51 %) 15 (50 %) 11 (73%) 14 (82 %)
0.933 0.538
Alta 57 (49%) 15 (50 %) 4 (27 %) 3 (18%)
UTC Ambas Baja 42 (36 %) 9 (28 %) 10 (67 %) 11 (65 %)
0.916 0.538
Alta 75 (64%) | 23 (72%) 5(33%) | 6(35%)

Abreviaturas: UTC, Ultrasonografia transcraneal.
p?y p° valores obtenidos mediante test exacto de Fisher para pacientes con EP y familiares asintomaticos respectivamente
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En los familiares asintomaticos portadores de mutaciones en LRRK2, 6 de 17 (35%), pre-
sentaban valores aumentados en la UTC. En el grupo de familiares asintomaticos no portado-
res, 5 de los 15 (33 %) presentan estos hallazgos, y en el grupo control 2 de 37 (5,4%). En el
grupo de familiares asintomaticos la UTC, no mostré diferencias entre los portadores de mu-
taciones en LRRK2, y el grupo de no portadores en (tabla 21), tanto en el lado derecho como
en el izquierdo.

Ecogenicidad de SN
(Cm?)
0,24 -
] 0,001
0,22 4 — - L -
Controln: 37
0.2 4 O
Familiares
0,18 - B [ asintomaticos n; 33
Pacientes EF
ol ] | I
0,14 4 =
0,12 + =
04 S
UTC Dcha UTC lzda
FIGURA 23

Area de ecogenicidad de SN en funcion de los grupos (controles, familiares asintomaticos, y pacientes con EP). La
comparacion entre grupos ha sido realizada mediante ANOVA
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A pesar de que la etiopatogenia de la EP no es completamente conocida, existe un claro con-
senso en considerar el componente genético como una parte importante, a veces como causa
Unica y en otras ocasiones interactuando con un componente ambiental en gran parte descono-
cido. El descubrimiento de la EP asociada a mutaciones en LRRK2 ha contribuido a plantear nue-
vos conceptos en esta enfermedad. En la poblacién vasca se identificé una mutacién, la R1441G
(Paisan-Ruiz y cols. 2004) que si bien se ha descrito de forma puntual también en otras areas de
la peninsula ibérica, tiene su principal nucleo en la provincia de Gipuzkoa.

En este trabajo de tesis doctoral discutimos los resultados de varios estudios que intentan
resolver cuestiones relacionadas con la mutacién R1441G, incluyendo datos relacionados con la
mutacién G2019S también presente en nuestra serie.

¢ Analizamos la prevalencia de la mutacién R1441G en nuestro entorno, y el peso de la EP
asociada a mutaciones en LRRK2 en la EP en general.

e Mostramos el significado del estatus de portador de la mutacién R1441G en individuos
asintomaticos, desde el punto de vista de su penetrancia para ayudar en un consejo gené-
tico mas certero.

¢ Definimos el fenotipo clinico de la EP asociada a mutaciones en LRRK2, y en especial de la
mutacién R1441G.

e Aportamos el primer estudio neuropatoldgico de un paciente con EP portador de la mu-
taciéon R1441G.

¢ Analizamos posibles marcadores precoces de la enfermedad, tanto a nivel clinico
como de neuroimagen, sobre el modelo de pacientes portadores de la mutacion
R1441G.

e Describimos lineas futuras en el estudio de la EP basdandonos en nuestra muestra de pa-
cientes y familiares asintomaticos portadores de mutaciones en LRRK2.
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1. Prevalencia de las mutaciones R1441G y G2019S

1.1. Prevalencia en nuestra serie: determinar su origen étnico

Se realizd el estudio sobre una serie de 418 pacientes con EP que residian en el Pais Vasco,
y en su mayoria en Gipuzkoa. La muestra analizada era de procedencia vasca en el 63 % de los
casos, lo que representaba bien la poblacidn del Pais Vasco en cuanto a su origen étnico (47 % de
los pacientes de origen no vasco en nuestra cohorte, y el 55% de los individuos del Pais Vasco,
segun el Instituto Nacional de Estadistica (www.ine.es).

Nuestros datos sugieren que las mutaciones en LRRK2 son una causa importante de EP en
nuestra comunidad (la mutacion R1441G en el 22% de casos, y la G2019S en el 1,8%), y espe-
cialmente entre los casos de EP familiar donde la prevalencia de la mutacion R1441G asciende
hasta el 46 %.

En este trabajo se ha querido destacar la importancia de determinar el origen étnico de
los pacientes. Hasta la fecha no se habia estudiado la prevalencia de estas mutaciones en una
muestra mayoritariamente vasca, determinando bien su origen. Conviene destacar que incluso
se habia considerado de forma errénea la frecuencia real de estas mutaciones, en un articulo
publicado por Healy y colaboradores en 2008 (Healy y cols. 2008). En este trabajo los autores
describian una prevalencia de la mutacidon G2019S en poblacién vasca del 0%, pero no habian
definido la forma de determinar el origen de los individuos. Los resultados en este estudio eran
muy diferentes a las descripciones previas sobre esta poblacién, con una frecuencia de la muta-
cién G2019S del 7,7 % en el estudio de Gonzdlez y colaboradores (Gonzdlez y cols. 2007). Nuestro
estudio tenia como objetivo determinar la prevalencia de las mutaciones R1441G y G2019S dife-
renciando bien el origen de los individuos, y permitiéo ademas demostrar que la mutacién G2019S
también estd presente en una serie de individuos del Pais Vasco, aunque no se determine su ori-
gen, llegando al 3,8 % del total de la serie de pecientes con EP, frente a lo referenciado por Healy
y colaboradores (Healy y cols. 2008).

Las mutaciones en LRRK2, especialmente la G2019S, son la causa genética de EP mas fre-
cuente en diferentes poblaciones europeas (Di Fonzo y cols. 2005; Kachergus y cols. 2005; Lesage
y cols. 2005; Ferreira y cols. 2007; Pérez-Pastene y cols. 2007), pero mostrando una gran variabi-
lidad. De esta forma, no se han descrito portadores de la mutacidon G2019S en una larga serie de
pacientes de origen griego (Papapetropoulus y cols. 2008), y la frecuencia es baja en poblacién
alemana donde no supera el 0,5% (Moller y cols. 2008). Frente a estos estudios, se encuentran
la descripciones de alta prevalencia publicada en judios Ashkenazi (Orr-Urtreger y cols. 2007), y
en poblacién norteafricana Bereber (Hulihan y cols. 2008), con frecuencias que ascienden hasta
el 14,8% y 30 % respectivamente.

En nuestro estudio, la prevalencia de la mutacién G2019S en poblaciéon no vasca es
del 6,0%, similar a la publicada en el resto de la poblacién espafiola (3.3.%, 2.2%, 4.30%,
7.7%, 8,7 %) [Healy y cols. 2008; Mata y cols. 2006; Gaig y cols. 2006; Gonzalez-Fernandez
y cols. 2007; Sierra y cols. 2011], pero la frecuencia baja al 1,8 % entre los pacientes de
origen vasco.
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Con respecto a la mutacion R1441G, las descripciones realizadas hasta la fecha han demos-
trado una asociacién con la poblacidn vasca, en base a un efecto fundador por la presencia de un
haplotipo comun (Simdén-Sanchez y cols. 2006). Sin embargo, no todos los casos de portadores
de la mutacién R1441G en nuestra muestra estudiada eran de procedencia vasca. De hecho, en
el primer analisis de nuestra muestra, también se detectd la mutacion R1441G en 6 pacientes de
los 199 de origen no vasco. Dos de ellos sin ningn apellido vasco, y 4 con sélo uno de ellos. La
mutacién R1441G ha sido descrita previamente en poblacidn no vasca, con frecuencias similar a
la obtenido en nuestro estudio en Asturias por Mata y colaboradores (Mata y cols. 2006) (2,2 %,
n= 225), con frecuencias mas bajas en Catalufia por Gaig y colaboradores (Gaig y cols. 2006)
(0,7% n =302), y en el sur de Espaia (Gao y cols. 2009) (1,7 %, n=187). En el estudio cataldn, se
detectaron 2 pacientes portadores de esta mutacidn, uno con origen cercano a Asturias, mien-
tras que en el otro no habia antepasados de origen vasco. El estudio andaluz detectd 3 casos con
la mutacién R1441G que compartian el mismo haplotipo que los casos detectados en pacientes
de origen vasco. Los casos detectados de individuos de origen no vasco portadores de esta muta-
cién, tanto en este estudio como en otras descripciones mas ocasionales, probablemenete ten-
gan un ascendente vasco no conocido, que pudo emigrar afios antes y que ha perdido su apellido
a lo largo de los siglos, teniendo en cuenta el efecto fundador de la mutacién R1441G alrededor
del siglo VII (Mata y cols. 2009).

Autores previos habian sugerido un gradiente geografico de esta mutacién, puesto que las
regiones de Asturias, Cantabria y Pais Vasco estan en el norte de la Peninsula Ibérica, mientras
que Cataluia se encuentra en el noreste, Andalucia en el sur, y otras regiones como Extemadura
(Moran y cols. 2010) y Portugal (Ferreira y cols. 2007) no se detectaron casos con la mutacién
R1441G. En el trabajo de Mata y colaboradores (Mata y cols. 2006) no se precisaba el origen
exacto de los portadores de la mutacién R1441G, pero si se describia un haplotipo comun con el
resto de los portadores de origen vasco, que publicado previamente por Simdn y colaboradores
(Simén-Sanchez y cols. 2006). En nuestro estudio la frecuencia de la mutaciéon R1441G entre pa-
cientes con EP de origen vasco (22,4 %) resultd ser mas alta que la descrita por Paisan-Ruiz en la
primera descripcidn (8 %) [Paisan-Ruiz y cols. 2004].

En base a estos resultados, y a publicaciones previas (Gonzéalez-Fernandez y cols. 2007),
y a pesar de no haber sido analizado el gen de forma completa, la poblacion en el Pais Vasco
se situa entre aquellas de mayor prevalencia a nivel mundial de las mutaciones en LRRK2,
especialmente por el peso de la mutacién R1441G. Concretamente, en nuestro estudio sobre
la poblacién de Gipuzkoa, y determinando bien su origen étnico, el 46 % de los pacientes
pertenecientes a formas familiares de EP son portadores de la mutacion R1441G. Ademas, la
cifras de prevalencia de la mutacién G2019S son similares a las descritas en otras poblaciones
europeas.

De este estudio se puede concluir la importancia de tener en cuenta el origen étnico de
los pacientes, cuando se quiere estudiar y comparar la prevalencia de las mutaciones R1441G
y G2019S entre pacientes con EP, ya que los resultados varian si la determinacién no ha sido
correcta, por los sesgos derivados de la heterogenicidad de las poblaciones. Ambas mutaciones
son frecuentes en el Pais Vasco, y especialmente la R1441G en Gipuzkoa, con la relevancia que
supone para el diagnéstico, y el consejo genético en los casos de EP familiar.
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1.2. Prevalencia de la mutaciones R1441G y G2019S en una muestra
poblacional: Azpeitia y Azkoitia

De la misma forma que resultaba obligado conocer la frecuencia de estas mutaciones en
nuestra serie de pacientes, es importante también determinar su prevalencia en la poblacional
general.

Partimos de la hipétesis que considera la impotante carga genética mencionada previamente
en nuestra serie de pacientes con EP, para poder justificar una posible mayor prevalencia de esta en-
fermedad en nuestro entorno. Conviene destacar que contabamos con los resultados de un estudio
epidemioldgico publicado en 2004 por Bergareche y colaboradores, (Bergareche y cols. 2004) con
una metodologia puerta a puerta, realizado en los municipios de Irin y Hondarribia en la comarca
del Bidasoa dentro de la provincia de Gipuzkoa. En este trabajo no se apreciaban diferencias en la
prevalencia de esta enfermedad, con respecto a referencias previas en otras regiones de Europa.
Los resultados de este estudio epidemioldgico no descartaban la hipdtesis referida inicialmente.
A pesar de las reducidas dimensiones fisicas y demograficas de Gipuzkoa (700.000 habitantes en
1500 Km?), pudimos determinar que la mayoria de casos de EP familiar recogidos durante los ulti-
mos 12 afios no procedian de la regidn estudiada por estos autores. Tanto las 4 familias originales,
que sirvieron para la identificacion de la mutacion R1441G, como la mayoria de las registradas con
posterioridad, también asociadas a esta mutacion, proceden de municipios del centro de Gipuzkoa
en un area aproximada de 50 km de didmetro. Se seleccionaron por ello los municipios vecinos de
Azpeitia y Azkoitia pertenecientes a la comarca Urola-Costa dentro de esta drea, donde podriamos
comprobar con mayor fiabilidad el planteamiento del trabajo, y determinar asi la prevalencia de la
mutacion R1441G (ademas de la G2019S) en este entorno, y su posible influencia en una hipotética
mayor prevalencia de EP, en base sobre todo a estas formas familiares de EP.

Este estudio muestra una prevalencia de portadores de la mutacién R1441G, y de pacientes
con EP que inicialmente, y con las limitaciones del estudio podria esperarse en funcién de la
hipotesis previa. Se detectaron 6 individuos portadores de la mutacidon R1441G (1,8% del total
de la muestra contactada), y 13 pacientes con EP (2,2 % del total de la muestra). Esta frecuencia
es mayor que la descrita por Bergareche y colaboradores (Bergareche y cols. 2004) en los otros
2 municipios guipuzcoanos, sin olvidar que la metodologia empleada en ambos estudios fue di-
ferente. El estudio de Bergareche y colaboradores era un estudio puerta a puerta, y el realizado
por nosotros un registro de casos.

Se pudo obtener informacién completa, tanto clinica como molecular, de 10 de los 13 pacien-
tes detectados, y existia un predominio de formas familiares (50%), y la presencia de la mutacién
R1441G en 3 de ellos (30 % de los casos), todos ellos pertenecientes a estas formas familiares.

Los datos obtenidos de la muestra contactada y la informacién recogida del resto de la mues-
tra seleccionada, si sugieren que la prevalencia de la mutacién R1441G en el entorno estudiado
(1,8%), esta por encima de la prevalencia esperada en la poblacién general, y la prevalencia de
pacientes con EP (2,2 %) se encuentra también por encima de las cifras habitualmente descritas.
Este estudio de una muestra aleatorizada perteneciente a municipios seleccionados no permitié
acceder al 100% de los individuos, en su primera fase, por lo que los resultados deben interpre-
tarse con precaucion.
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De este trabajo también se pueden extraer y analizar otros resultados que no eran el objeti-
vo primario, y que se pueden destacar aunque no se haya contactado con el total de la muestra.
De esta forma, llama la atencidon, aunque es un resultado esperable, la diferencia en la frecuencia
de algunos diagndsticos si la muestra ha sido valorada por un neurologo o si los datos son Unica-
mente extraidos de un registro. La prevalencia de TE es un ejemplo que pudo detectarse en 10
de los 155 individuos de la muestra contactada, mientras que sélo figuraba como diagndstico en
1 de los 355 individuos de la muestra no contactada. Esta diferencia indica el infradiagndstico de
este signo cuando no ha sido valorado el total de la muestra por un neurdlogo. Ademas de esta
diferencia en frecuencias, conviene destacar como ninguno de los 10 casos estudiados era porta-
dor de estas mutaciones en LRRK2. Asi, aunque sélo se hayan estudiados las mutaciones R1441G
y G2019S, y el nimero de casos sea escaso, estos resultados podrian tener valor dentro del estu-
dio de los mecanismos fisiopatogénicos que podrian unir la EP y el TE, y que podrian tener una
base distinta si se comprobaran estos mismos resultados en una serie mas amplia.

También en relacién con el infradiagndstico de algunas enfermedades, una situacion similar
podria darse con signos parkinsonianos de leve intensidad, indicativos de una fase inicial de una
EP, u otras enfermedades que cursan con parkinsonismo. De esta forma, de la misma manera que
en los 155 individuos de la muestra contactada se pudieron detectar signos de parkinsonismo en
31 individuos cuando fueron valorados por un neurélogo, también podrian haber sido diagnosti-
cados estos signos en mayor numero entre los 355 individuos que no accedieron a una valoracion
directa por el especialista. Parte de ellos podrian corresponder con una EP, y de esta forma la
prevalencia de la EP en esta muestra sobre una poblacidn seleccionada seria aliin mayor de la
detectada, e hipotéticamente un porcentaje de ellos serian portadores de la mutacion R1441G si
extrapolamos los datos obtenidos sobre los casos estudiados hasta la fecha (3 de los 10 pacientes
con estudio genético).

2. Penetrancia de la mutacion R1441G

Con las cifras de prevalencia descritas en los apartados previos, el siguiente paso era deter-
minar el significado real de ser portador de estas mutaciones en LRRK2, en cuanto al riesgo de
desarrollar la enfermedad. Resultaba especialmente importante establecer la penetrancia de la
mutacién R1441G, por su frecuencia en nuestro entorno, y por no haber sido estudiada hasta la
fecha. En este estudio se estimd la penetrancia de la mutacién R1441G por medio de los datos
obtenidos de 59 fratrias (57 pertenecientes a EP familiar, y 2 a EP esporadica), pertenecientes a
20 familias en las que se habian detectado portadores de esta mutacion, habiendo sido exclui-
dos los individuos pertenecientes a las 4 familias originales estudiadas en la primera publicacién
donde se descubrié esta mutacion (Paisan-Ruiz, y cols 2004).

En esta muestra, con un total de 40 pacientes con EP y 204 familiares asintomaticos, todos
los pacientes eran portadores de la mutacidén. No se encontrd ninguna fenocopia (individuos con
EP no portadores de la mutacidon aunque pertenezcan a familias donde el resto de casos con EP
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si son portadores), a diferencia de publicaciones previas de EP asociada a otras mutaciones en
LRRK?2 (Latourelle y cols. 2008). En la muestra estudiada predominaban los casos de EP familiar,
y como se ha explicado en la metodologia del estudio, resultaba en ocasiones dificil establecer
diferencias entre ellas por la presencia de ancestros comunes segliin nos remontabamos afios
atras, y sobre la base de los estudios que indicaban un efecto fundador de esta mutacién en
el entorno (Simdén-Sanchez y cols. 206; Mata y cols. 2009). Se consideré por ello conveniente
agrupar a los individuos en fratrias que permitian ademds un manejo mas facil por presentar un
menor numero de miembros.

En estudios basados en formas familiares, puede existir un sesgo de seleccidon debido a la
mayor predisposicién a colaborar de las familias con varios familiares afectados. Teniendo en
cuenta que ello podria suponer una sobreestimacidn en las cifras de penetrancia, y para reducir
esta variabilidad en el reclutamiento, en la muestra total de las 59 fratrias se incluyeron también
las formas esporadicas de EP, y el total de los familiares (244), incluyendo individuos con y sin
estudio genético.

Se realizé el calculo con el denominado método convencional, en el que se tenian en cuenta
sdlo los individuos a los que se les habia hecho el estudio genético, y la penetrancia detectada
fue del 83,4%. Cuando se realizd el célculo en el total de la muestra, incluyendo también los
familiares sin estudio genético, el resultado era similar (85,6 %). Este método fue denominado
de imputacidn proporcional, y ya habia sido empleado en estudios de penetrancia de factores de
riesgo genético relacionados con el cancer (Evans y cols. 2008).

Resulta dificil comparar las cifras de penetrancia obtenidas en este estudio con las publi-
cadas previamente en relacidén con la mutacidon G2019S, fundamentalmente por las diferen-
cias en el disefio de los diferentes estudios, y por la gran variabilidad de resultados encon-
trados con esta mutacidn. Si consideramos sélo los estudios de penetrancia de la mutacién
G2019S en formas familiares de EP, sin incluir los casos esporadicos, destaca el trabajo de
Latourelle y colaboradores (Latourelle y cols. 2008), que confirmé una penetrancia global del
67 % para esta mutacidn. En este estudio se discutia también el papel de posibles factores de
susceptibilidad genética que podrian modificar la penetrancia de las mutaciones en LRRK2,
y podrian también justificar el fendmeno de fenocopias detectadas en su trabajo. En otros
estudios la penetrancia descrita es bastante menor. En el estudio de Goldwurm y colabora-
dores (Goldwurm y cols. 2007), la penetrancia de la mutacién G2019S excluyendo también
los casos probando, en individuos de menos de 65 afios, era similar a la referida en nuestro
estudio sobre la mutacidén R1441G, pero a los 80 afios era claramente menor, no alcanzando
el 33 % frente al 83,4 % descrito en nuestra serie. Recientemente Sierra y colaboradores sobre
la poblacién de Cantabria, donde han descrito una alta prevalencia de esta mutacién en una
serie consecutiva de 367 pacientes con EP (8,7 %), la penetrancia no llega al 50 % a los 80 afios
(Sierra y cols. 2011).

No se han publicado estudios comparativos de penetrancia entre las diferentes mutaciones
en LRRK2. Sélo Healy y colaboradores (Healy y cols. 2008), compararon los resultados de la mu-
taciéon G2019S con los obtenidos en otras mutaciones, estimando una penetrancia mas baja en
los portadores de G2019S, pero teniendo en cuenta que las otras mutaciones estaban insuficien-
temente representadas en este estudio.

106



Discusion

Comparando la incidencia acumulada de EP por género, no hubo diferencias significativas en
la penetrancia de la mutacién R1441G entre hombres y mujeres, lo que sugeria un riesgo similar
de la EP en ambos sexos (figura 15). En algunos estudios con la mutacién G2019S (Latourelle
y cols. 2008), tampoco se habia encontrado diferencias significativas en funcién del género, al
contrario de las descripciones clasicas de prevalencia de la EP, que generalmente registran una
mayor nimero de casos de la enfermedad en los hombres (Shulman y cols. 2002; Van Den Eeden
y cols. 2003; Benito-Ledn y cols. 2004). Estos datos podrian sugerir que los factores modificado-
res de la penetrancia en las mutaciones en LRRK2 no se relacionan con el género

Teniendo en cuenta estas consideraciones, la penetrancia de la mutacién R1441G en nues-
tra muestra fue baja por debajo de los 60 afos, sin haber registrado ningln caso en la muestra
estudiada a esta edad; el 12,8 % a los 65 afos; 50,2% a los 70 afios, y aumentaba hasta el 83,
4% a los 80 afios. En este estudio, se observd un incremento constante en la penetrancia depen-
diente de la edad, especialmente en el intervalo de 60-70 afios (de 12,8 a 50,2 %). En este rango
se encuentra la edad de inicio de la enfermedad en los portadores de la mutacién R1441G, tanto
en los estudios previos realizados por nuestro grupo con una media de 60,9 afios (Paisan-Ruiz y
cols. 2004; Simoén-Sanchez y cols. 2006), como en el estudio actua con una edad media de inicio
de 62,3 afios.

La penetrancia de la mutacién R1441G estimada a través del estudio de las diferentes fra-
trias nos ofrece una informacién de gran importancia para ayudar en el consejo genético, exclu-
sivamente para indicar el riesgo de desarrollar la enfermedad en cada grupo de edad, pero con
la cautela de no poder indicar aspectos prondsticos en base al tipo de fenotipo clinico. Tanto
los valores de penetrancia, como el fenotipo clinico varian en funcidn de la fratria analizada.
En algunas, la penetrancia es del 100% a los 70 aflos, mientras que en otras existen portadores
asintomaticos después de los 80 afios de edad. Asi mismo, se aprecian diferencias entre fratrias
también a nivel clinico, aunque sean pertenecientes a la misma familia. De esta forma los familia-
res de la misma fratria tienen una forma de debut, un fenotipo clinico, y un curso clinico bastante
homogéneo, que va cambiando si lo comparamos con fratrias cada vez mas alejadas dentro del
arbol genealdgico (datos no publicados).

Esta variabilidad en la presentacion clinica observada en este y otros estudios, que puede
determinar unas cifras de penetrancia también variables, hace imprescindible determinar los
potenciales factores que pueden actuar como modificadores de la penetrancia, de la edad de
inicio, y del fenotipo clinico entre los portadores de la mutacién R1441G. Para comprender esta
variabilidad, la investigacion deberd centrarse en el andlisis de los factores de susceptibilidad
genética conocidos (Blazquez y cols. 2006; De Silva y cols. 2002; Farrer y cols. 2006; Maragarone
y cols. 2004). Resulta igualmente importante determinar el papel de otros factores genéticos
adicionales, sus interacciones con un determinado ambiente, y el papel de las modificaciones
epigenéticas (Marqués y cols. 2011). De esta forma, el estudio de las fenocopias pdria tener tener
un valor afiadido. En nuestra serie no hemos detectado fenocopias, pero su descripcién en fami-
lias con otras mutaciones en LRRK2 (Latourelle y cols. 2008), si bien puede representar una mera
coincidencia de una enfermedad frecuente como la EP idiopatica en una familia con la mutacidn,
también sugiere que en algunas de estas familias otros factores genéticos o ambientales podrian
influir en el desarrollo de la enfermedad.
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Se han identificado también familias en las que coexisten mutaciones en LRRK2 y en otros
genes que causan formas monogénicas de EP, como el gen de la parkina (Dachsel y cols. 2006;
Marras y cols. 2010) o el gen GIGYF2 (Lautier y cols. 2008), o bien con el nimero de repeticiones
CAG/CAA de la ataxia espinocerebelosa tipo 2 (SCA2) [Charles y cols 2007], o del haplotipo H1
del gen tau (Golub y cols. 2008), también asociado a un riesgo mayor para desarrollar una EP. Al
margen, de estas situaciones puntuales, ain no se conoce ningun factor genético o ambiental
gue modifiquen la expresién clinica de la EP asociada a estas mutaciones en LRRK2, y que pueda
justificar una penetrancia tan variable en algunos casos como es la mutacién G2019S. Dentro de
estos posibles factores modificadores de la expresidn clinica, destaca la alta prevalencia descrita
de las mutaciones en el gen GBA (Gan-Or y cols 2008). En diferentes grupos étnicos como los
judios Askhenazi (Aharon-Peretz y cols. 2004) el riesgo de desarrollar EP en los portadores es 7
veces superior a la poblacion control, por lo que su estudio en portadores de las mutaciones en
LRRK2 podria resultar relevante.

3. Fenotipo clinico y curso evolutivo de las mutaciones
R1441Gy G2019S

Las primeras descripciones de la EP asociada a la mutacién R1441G, sobre una muestra
pequeiia de pacientes (Paisan-Ruiz y cols. 2004; Paisan-Ruiz y cols. 2005; Simdén-Sanchez y cols.
2006), mostraban caracteristicas muy similares a los resultados obtenidos en el trabajo actual,
sobre una muestra significativamente mas amplia. En estas primeras publicaciones, pudimos
comprobar una edad de inicio alrededor de los 60 afios, predominando el temblor de reposo
asimétrico como sintoma de inicio (Paisan-Ruiz y cols. 2004; Paisan-Ruiz y cols. 2005). Estos tra-
bajos indicaban un curso clinico lentamente progresivo, con excelente respuesta al tratamiento
dopaminérgico, y los pacientes desarrollaban fluctuaciones motoras y discinesias a los afos de
inicio del tratamiento, con presencia casi nula de dedeterioro cognitivo.

En el trabajo actual se han recopilado datos clinicos del total de la muestra, constituida
por 68 pacientes portadores de la mutacién R1441G, y 28 pacientes portadores de la mutacién
G2019S.

Los pacientes con EP portadores de la mutacion R1441G son en su mayoria de origen vasco
(94 %), la mayoria de casos se encuadran en el contexto de una EP familiar (AF en 91% de casos),
y con una edad de inicio de 61,8 afios, superponible a la descrita hasta la fecha.

En este trabajo los sintomas motores no difieren de los habitualmente descritos en la EP
idiopatica. Predomina el temblor de reposo asimétrico como sintoma de inicio (60%), y estan
presentes las complicaciones motoras cldsicas, fluctuaciones (63,5 %), y discinesias (56,5 %), en
el plazo de tiempo habitual en la EP idiopatica. Destaca la presencia de distonia a lo largo de la
enfermedad en el 22,6 % de los casos, de predominio en miembros inferiores, especialmente en
extension del primer dedo de uno de los piés, siendo el sintoma de debut en algunos casos, y un
signo caracteristico, y muy homogeneo en algunas familias.
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Conviene destacar los resultados del estudio de la sintomatologia no motora, por su posible
valor como marcador clinico precoz. Algunos sintomas como la disfuncién olfatoria, y la afecta-
cién simpdtica medida mediante la captacidn cardiaca de MIBG, junto con otros sintomas no mo-
tores como la presencia de estrefiimiento, y TCREM se describieron en pacientes con EP asociada
a las mutaciones R1441G y G2019S, y se hizo un analisis comparativo frente a pacientes con EP
idiopatica (Ruiz-Martinez y cols. 2011), donde se apreciaba que en los portadores de estas muta-
ciones en LRRK2 todos estos sintomas se veian menos representados. Deben considerase estos
resultados teniendo en cuenta que el TCREM fue registrado por anamnesis, sin confirmacion
mediante un estudio polisomnografico. Esta menor representacién de los sintomas no motores
indica una enfermedad de curso menos agresivo, o al menos con menor extensién. La ausencia
de CL en el estudio neuropatolégico referido podria también correlacionarse con este fenotipo
de menor expresién clinica extranigrica.

En este trabajo se han estudiado también las posibles diferencias clinicas entre las muta-
ciones R1441G y G2019S, inicialmente asociadas ambas a una EP con las caracteristicas de la
EP idiopatica clasica. Ademas de las diferencias esperadas en cuanto a la procedencia, destaca
una edad de inicio algo menor en la mutacién G2019S, y un tiempo de evolucién similar en am-
bas mutaciones, pero en la mutacion R1441G con una puntuacién menor en la escala UPDRS
(1), y con menos necesidad diaria de L-dopa, lo que podria indicar una evolucién menos agre-
siva. Desde el punto de vista motor, en ambas mutacién el fenotipo de inicio es tremdrico,
asimétrico, con buena respuesta a L-dopa, y con presencia de fluctuaciones, disquinesias y
distonia en un porcentaje similar, y tras un periodo de latencia parecido. Con respecto a los
sintomas no motores, menos freceuentes en ambas mutaciones frente a la EP idiopatica, se
ha observado una menor presencia en la mutaciéon R1441G, salvo en los signos depresivos,
pero sélo de forma significativa en los trastornos genitourinarios (10,4 % frente al 43,5% en los
portadores de la G2019S), y rozando la significacion en el TCREM (11,5% frente al 30,4% en
portadores de G2019S).

Hasta la fecha en los pacientes portadores de R1441G se habia descrito una menor presen-
cia de signos de deterioro cognitivo, incluso pasados mas de 15 afios desde el inicio de la enfer-
medad (Paisan-Ruiz y cols. 2005; Simdn-Sanchez y cols. 2006). En este trabajo hemos recogido
datos de un mayor niumero de pacientes portadores de esta mutacidn, asi como de la mutacion
G2019S, y sefialado signos de deterioro cognitivo, ya sean detectados en la consulta, referidos
por sus familiares, o registrados en el historial médico de los casos fallecidos. De esta forma, en
la actualidad se han detectado signos de deterioro cognitivo en diferente grado en el 35% de
los pacientes portadores de la mutacién R1441G y en el 38,5% de los portadores de la muta-
cién G2019S (Estanga y cols. Manuscrito en preparacion), con diferencias no estadisticamente
significativas en la edad de inicio, algo anterior en la mutacién R1441G, donde la edad media
de inicio de la enfermedad es algo mas tardia. En publicaciones previas con la mutacién G2019S
(Di Fonzo y cols. 2005; Nichols y cols. 2005), también se habia descrito una frecuencia menor de
deterioro cognitivo con respecto a la EP idiopatica. En este contexto de resultados similares entre
ambas mutaciones, destaca sin embargo la presencia significativamente menor de alucinaciones
visuales bien estructuradas en los portadores de la mutacion R1441G (4,8 % frente al 29,2% en la
mutacién G2019S). Los test neuropsicoldgicos mas dirigidas al estudio de la funcidn de regiones
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posteriores, y a funciones visuoespaciales, no han detectado diferencias entre los portadores
de ambas mutaciones (resultados no mostrados), por lo que no se ha podido correlacionar esta
menor presencia de alucinaciones en los portadores de la mutacién R1441G con el rendimiento
en este tipo de tareas, como posible rasgo diferencial entre ambas mutaciones. En el estudio
neuropsicolégico que hemos completado a 28 pacientes portadores de la mutacién R1441Gya 6
pacientes con la G2019S no hemos encontrardo diferencias en ninguna de las variables estudia-
das (Estanga y cols. Manuscrito en preparacion).

Ademads de describir el fenotipo de la enfermedad, teniamos interés en perfilar su curso
evolutivo, teniendo en cuenta las referencias previas que indicaban una EP con evolucién mas
benigna, y ver si podia existir algun factor diferencial entre las mutaciones R1441G y G2019S. Las
complicaciones motoras como hemos mencionado, ocurren con igual frecuencia y latencia tras
el inicio de la enfermedad en las 2 mutaciones. Otras complicaciones que afectan directamente
a las actividades de la vida diaria, como la presencia de caidas, la necesidad de salir a la calle
acompafiado, y el deterioro cognitivo, se corresponden con el tiempo en llegar al estadio IV de
H&Y, y tampoco muestran diferencias significativas entre ambas mutaciones.

En resumen, el perfil clinico de la EP asociada a la mutacién R1441G, es muy similar al
descrito habitualmente en la EP idiopatica, con una menor frecuencia de algunos sintomas no
motores, y con presencia de signos de deterioro cognitivo en un porcentaje mas bajo que en la
EP idiopdtica, pero mayor del descrito previamente, y con escasa presencia de alucinaciones.
Comparando ambas mutaciones, el fenotipo motor es muy similar, con diferencias significativas
en algunos sintomas no motores que se muestran menos representados en la mutacion R1441G.
En base al fenotipo se pueden establecer pocas diferencias, pero si indicativas de un patrén mas
homogeneo en la mutacion R1441G que podria justificar la mayor penetrancia descita, y con un
curso evolutivo algo mas benigno que la mutaciéon G2019S, que aln asi sigue siendo mejor que
el descrito en la EP idiopatica.

4. Estudio Neuropatoldgico

En los ultimos afios hemos tenido acceso al estudio neuropatoldgico de 3 pacientes portado-
res mutaciones en el gen LRRK2, 2 de la R1441G y 1 de la G2019S. Los 3 casos presentaban una
EP tipica que cumplian los criterios clinicos cominmente aceptados para su diagndstico (Hughes
y cols. 2002). En este momento soélo disponemos del estudio completo de uno de los portadores
de la mutacién R1441G donde no se han detectados depdsitos de a-sinucleina en forma de CL.
Los resultados preliminares de otro de los portadores de esta mutacion tampoco indican presen-
cia de estos acumulos, y sélo muestra degeneracién nigroestriatal (manuscrito en preparacion).

El fenotipo y la evolucién del paciente estudiado son similares a la descripién clinica de Gaig
y colaboradores, en el Unico caso espainol estudiado hasta la fecha con la mutacién G2019S,
donde al igual que en nuestro caso sélo se ha descrito una degeneracidn nigral pura (Gaig y cols.
2007).
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En el estudio histoldgico de nuestro paciente Unicamente se apreciaba una leve pérdida
neuronal nigroestriada, sin la presencia de inclusiones positivas para a-sinucleina en forma de CL
o NL. Los Unicos depdsitos anormales detectados, fueron signos de inflamacién neuronal en SNc
con contenido granular fino, e inclusiones aB cristalina positivos, aungue sin un claro significado
patoldgico.

Se han publicado hasta la fecha varios estudios neuropatolégicos de cerebros de pacientes
con EP asociada a mutaciones en LRRK2 (tabla 3). Trece de los 15 cerebros estudiados procedian
de portadores de la mutacién G2019S (Gilks y cols. 2005; Ross y cols. 2006; Giasson y cols. 2006;
Gaig y cols. 2007), y mostraban la despoblacion neuronal de la SNc, con la presencia caracteristi-
ca de CL en la SN, el locus coeruleus, e incluso en la corteza entorrinal. En los otros 2 pacientes
con la mutacién G2019S, sélo se apreciaba degeneracidn nigral inespecifica, sin presencia de
inclusiones de a-sinucleina. Previamente se habia descrito un paciente con EP portador de la
mutacién G2019S con ovillos neurofibrilares tau positivos (Rajput y cols. 2006), y en un individuo
control asintomatico portador de esta mutacion, fallecido a los 68 afios, sin antecedentes fami-
liares de EP, no se habian encontrado signos de neurodegeneracién (Ross y cols. 2006). Se han
publicado también descripciones histopatoldgicas diversas, al igual que fenotipos no siempre
de EP. Ross y colaboradores describieron el estudio de una mujer de 89 afios, portadora de la
mutacién G2019S, donde se identificd Unicamente la neuropatologia caracteristica de la EA (Ross
y cols. 2006), y se ha publicado, un caso de sindrome cortico-basal (SCB), y afasia progresiva
primaria que asociaba la mutacion G2019S (Chen-Plotkin y cols. 2008). En relacion con fenotipos
diferentes a la clasica EP, en nuestra serie clinica Unicamente destaca un paciente portador de la
mutacién G2019S, que aunque en su inicio tenia un temblor de reposo en pierna, en el primer
afio de evolucién empieza a mostrar signos de atipicidad, y cumple los criterios clinicos de una
PSP probable (Litvan y cols.1996). Frente a este caso, y otros descritos de portadores de esta
mutacidn, no hemos detectado ningun portador de la mutacién R1441G con fenotipo de EA, PSP,
u otros parkinsonismos atipicos, por lo que podemos indicar de nuevo que el fenotipo de esta
mutacién se comporta de una manera mds homogénea.

Esta variabilidad en los resultados histopatoldgicos, también se ha observado en pacien-
tes portadores de otras mutaciones en LRRK2. En la primera familia descrita con EP asociada al
PARKS, (“Sagamihara kindred”), los pacientes eran portadores de la mutacién 12020T (Funayama
y cols. 2005; Hasegawa y cols. 1997). Se describié en ellos Unicamente degeneracién nigral pura
en la SN, sin presencia de CL, ni NL. En un paciente portador de la mutaciéon R1441C, la SNc
mostraba una marcada pérdida neuronal sin inclusiones de a-sinucleina, pero si con inclusiones
de ubiquitina. En otros dos individuos de la misma familia con criterios clinicos de EP, en uno de
ellos la neuropatologia era compatible con DCL, y en el otro caso se apreciaban inclusiones tau
positivas (Zimprich y cols. 2004a). En un estudio de tres individuos portadores de la mutacion
Y1699C, existia degeneracidn inespecifica de SNc, con inclusiones neuronales de ubiquitina en
dos de los casos, mientras que en el tercero se apreciaban CL (Kham y cols. 2005). En el primer
estudio neuropatolégico de un paciente portador de la mutacidn Ile1371Val, se describian los
hallazgos caracteristicos de la EP, con presencia de CL (Giordana y cols. 2007). También en los
pacientes con mutaciones en el gen PRKN, se ha descrito Unicamente degeneracion nigral pura,
sin inclusiones de a-sinucleina (Mori y cols. 1998; Khan y cols. 2003).
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La ausencia de CL a-sinuclein positivos en esta y otras descripciones de pacientes portado-
res de mutaciones en LRRK2 puede entenderse desde diferentes planteamientos. Algunos au-
tores consideran esta histopatologia, como un posible marcador de una pérdida neuronal mas
lenta, que podria justificar la evolucion clinica menos agresiva observada en nuestro caso. La EP
ya sea asociada a una mutacion patdgena, o de origen idiopatico tiene en comun el fenotipo cli-
nico acorde con los criterios para su diagnostco, y a nivel morfolégico la degeneracién neuronal
en la SNc. A pesar de ello, tanto esta descripcién como previas en pacientes con otras mutacio-
nes en LRRK2, muestran una heterogeneidad en los resultados del estudio neuropatoldgico que
podria sugerir que gran parte de los cambios patoldgicos que hasta la fecha se han considerado
esenciales, podrian no serlo tanto. En los ultimos afios se han postulado diferentes hipétesis fi-
siopatogénicas, basadas en una agregacion anormal, y un posterior depdsito de un a-sinucleina,
con efecto toéxico en las zonas donde se deposita. En los pacientes portadores de mutaciones en
LRRK2 donde no se han descrito estas inclusiones, el mecanismo de muerte neuronal deberia jus-
tificarse por otro mecanismo, que sin embargo afecta igualmente a la via nigroestriada, y deter-
mina un similar fenotipo clinico. Es posible que los CLs sean un epifenémeno de la toxicidad de
otras proteinas anormales implicadas en la patogénesis de la neurodegeneracién, en el contexto
del envejecimiento y de factores genéticos y ambientales.

Con esta variabilidad histopatolégica observada en este y otros casos de mutaciones en
LRRK2, ademds de cuestionar el papel esencial de los CLs en el mecanismo patogénico de la
enfermedad, se podria cuestionar el valor del estadiaje de Braak y colaboradores (Braak y cols.
2003), en las formas genéticas de EP.

5. Marcadores clinicos en portadores de la mutacion R1441G

5.1. Estudio del olfato y funcién simpatica mediante gammagrafia cardiaca
con MIBG

Como se ha mencionado en la introduccién, algunos sintomas no motores se presentan en
fases tempranas de la enfermedad, por lo que su deteccién podria tener valor en si mismo como
marcador clinico de la EP. En este trabajo se estudiaron el olfato y la funcidn simpatica, en una
serie de pacientes portadores de las mutaciones R1441G y G2019S. Nuestro estudio determind
gue estos pacientes presentaban menos hiposmia, y menos denervacidn simpatica cardiaca que
otros pacientes con EP sin ninguna mutacién conocida, y una evolucién clinica similar.

Hasta la fecha se han descrito diferentes formas de afectacidén de la capacidad olfatoria en
estudios previos de pacientes con EP portadores de mutaciones en LRRK2 (Berg y cols. 2005;
Healy y cols. 2008; Markopoulo y cols. 1997; Khan y cols. 2005; Silveira-Moriyama y cols. 2008).
En los ultimos afios se ha extendido la hipdtesis que defiende la participacion de la via olfatoria
como paso critico para el desarrollo de la patologia relacionada con la EP. De esta forma, en ce-
rebros de algunos individuos sin EP, se ha visto afectada esta via sin asociar todavia anomalias en

112



Discusion

la SNc (Braak y cols. 2003; Bloch y cols. 2006; Santpere y cols. 2009), pero no se ha demostrado
hasta la fecha, que la afectacién de la via olfatoria preceda siempre a la pérdida neuronal en la
SN, como cabria esperar segun las descripciones de Braak (Braak y cols. 2003)

Silveira-Moriyama y colaboradores (Silveira-Moriyama y cols. 2008), estudiaron el olfato em-
pleando la version de 40 items del test UPSIT, en pacientes portadores de la mutacion G2019S y
en un grupo de controles sanos, obteniendo una menor puntuacién los pacientes portadores de
esta mutacion. Los resultados en los portadores asintomaticos de la mutacién G2019S eran igua-
les a los observados en el grupo de controles sanos, dentro del rango normal. En este trabajo, los
autores tuvieron acceso al estudio postmorten de 4 casos autopsiados en los que se detectaron
depdsitos de a-sinucleina en rinencefalo. En otros casos de pacientes con formas familiares de
EP, como la asociada a mutaciones en SNCA, se han descrito algunos pacientes con resultado
normal después de un completo estudio del olfato, empleando tanto técnicas de deteccién como
de identificacion olfatoria (Bostantjopoulou y cols. 2001).

Las diferentes capacidades olfatorias (deteccién e identificacién) se han descrito alteradas
hasta en un 75% de los pacientes con EP (Haehner y cols. 2007). En este sentido, los datos pu-
blicados hasta la fecha son similares a los observados en nuestro estudio, dentro de la serie de
pacientes con EP sin ninguna mutacion conocida. Sin embargo, el grupo de pacientes portadores
de mutaciones en el gen LRRK2 mostraban hiposmia en un porcentaje significativamente menor,
mostrando alteracién el 36 % de casos.

Teniendo en cuenta los resultados de este estudio, y la ausencia de inclusiones de
a-sinucleina en el caso descrito y en otros portadores de mutaciones en LRRK2, es posible que
exista otra forma de progresar en la EP asociada las mutaciones en LRRK2, y se podria cues-
tionar una vez mas el modelo de CLs como mecanismo fisiopatogénico, y el estadiaje de Braak
y colaboradores para los portadores de estas mutaciones. El estadio premotor, incluyendo la
hiposmia, el estrefiimiento, el TCREM o la depresidon quedaria definido en esta clasificacién en
base a las alteraciones neuropatoldgicas detectadas en la zona caudal del tronco cerebral y
bulbo olfatorio, en las fases | y Il de Braak. En nuestro trabajo, los portadores de estas muta-
ciones mostraban menos presencia de estos sintomas no motores, en base a la anamnesis, y
después del estudio del olfato mediante el test B-SIT, y de la actividad simpatica, mediante la
gammagrafia cardiaca con MIBG.

En el estudio de la via simpatica mediante la gammagrafia cardiaca con MIBG, los resultados
son similares a los descritos por Quattrone y colaboradores (Quattrone y cols. 2008). En el tra-
bajo de estos autores, se describié un resultado normal en el 50% de los pacientes portadores
de la mutacidon G2019S, lo que sugeria que la denervacién simpatica cardiaca se producia con
menos frecuencia en la EP asociada a esta mutacién que en los casos de EP idiopéatica. En estu-
dios como el de Nagayama y colaboradores (Nagayama y cols. 2005) realizados sobre una gran
serie de pacientes con EP idiopatica, se demuestra que la captacién de MIBG en la gammagrafia
cardiaca es menor en los pacientes con la enfermedad mas avanzada, indicando asi una capta-
cién miocdrdica de MIBG inversamente proporcional a la gravedad de la EP. En nuestro trabajo
también pudimos detectar una correlacién similar. Los pacientes con valores bajos de captacién,
presentaban mayor puntuacidn en las escala H&Y, y UPDRS (lll), y una enfermedad que llevaba
un mayor tiempo de evolucién.
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La identificacién de los sintomas no motores en fases precoces de la enfermedad, ha cam-
biado nuestra forma de entender la progresion de la enfermedad, pero quedan todavia varios
aspectos por discutir:

¢ Los sintomas de disfuncidén autondmica no estan siempre presentes en la EP.

¢ La patologia Lewy en ganglios y plexos autondmicos periféricos, no siempre se correlacio-
na con la presencia de los sintomas clinicos.

¢ La presencia de CL en los ganglios simpaticos y en los nervios simpaticos posganglionares
en el corazén (Braune y cols. 2001), podria indicar que la patologia con CL puede causar
una importante denervacion simpatica cardiaca, y justificar asi la baja captacién de MIBG.
Falta por conocer la naturaleza y composicién de los CL en el sistema nervioso auténomo
para interpretar estos hallazgos.

¢ No se dispone de datos acerca de los cambios moleculares presentes en las etapas tempra-
na y tardia de la patologia Lewy en el sistema nervioso auténomo periférico.

¢ Se dispone de escasa informacién acerca de los primeros cambios moleculares en el bulbo
olfatorio, que se ven afectados en algunos cerebros, sin que todavian presenten afectacion
en la SNc (Haehner y cols. 2004; Bloch y cols. 2006).

¢ No hay informacién sobre la patologia molecular en todas estas regiones, en ciertos casos
de EP asociados a las mutaciones en PRKN y LRRK2.

En la EP asociada a mutaciones en el gen PRKN se han descrito casos con una captacion
cardiaca normal de MIBG (Suzuki y cols. 2005). El examen post mortem en estos individuos re-
veld, que la tincidn con tirosina hidroxilasa (TH) en las fibras nerviosas del epicardio permanecia
conservada en los pacientes con mutaciones en homocigosis en este gen. Por el contrario, en
los pacientes con EP idiopatica, ademas de presentar CL, las fibras nerviosas se habian reducido
de forma acusada, o estaban ausentes. Estos hallazgos sugerian la integridad de la via simpatica
cardiaca en la EP asociada a mutaciones en parkina, y una posible asociacién con la ausencia de
CLs en estos casos. Los resultados de nuestro estudio, con menor afectacién en la gammagrafia
con MIBG en los portadores, también podrian relacionarse con la ausencia de CL observados en
el caso descrito y en otros previos.

Se ha descrito la asociacion entre la alteracidn del olfato, y el desarrollo futuro de EP (Klein y
cols. 2007) en un estudio prospectivo de base poblacional, cuyos resultados sugerian que la hipos-
mia podria preceder hasta en 4 afos al desarrollo de los sintomas motores de la enfermedad. De
esta foma, una linea futura que se deriva de nuestro trabajo, es determinar el valor predictivo del
estudio del olfato, y de la via simpatica mediante la captacién cardiaca de MIBG en una serie de
pacientes con EP asociada a mutaciones en LRRK2. Un resultado normal en el test de identificacién
olfatoria B-SIT en un paciente que presenta una EP con un fenotipo tipico, donde es frecuente en-
contra hiposmia, aumenta la probabilidad de que esta EP esté asociada con estas mutaciones en el
gen LRRK2, por lo que podria ser un motivo para indicar el estudio molecular en estos pacientes,
especialmente si hay presencia de antecedentes familiares de la enfermedad. A la vista de resul-
tados, iguales conclusiones se pueden derivar del estudio de la via simpatica, y de esta forma una
captacion normal de MIBG aumenta la posibilidad de que |a EP esté asociada con estas mutaciones.
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El estudio de estos sintomas no motores en pacientes con EP asociada a estas mutaciones,
nos permite aproximar el valor que tienen estas pruebas como macador precoz en portadores
asintomaticos de las mismas. Con los resultados obtenidos en este estudio, estudiar la via olfato-
ria y la via simpdtica mediante la gammagrafia cardiaca con MIBG en portadores asintomaticos,
puede resultar poco rentable en la busqueda de marcadores de riesgo de evolucion a una EP. De
igual forma, si consideramos la presencia de otros sintomas no motores descritos en esta trabajo,
como el TCREM, y el estrefiimiento, también menos representados en los pacientes con EP aso-
ciada a mutaciones en LRRK2, si bien estos resultados deben considerarse con mayor cautela, por
no tener un estudio polisomnografico que confirme la sospecha clinica de TCREM.

Teniendo en cuenta la importancia que supone disponer de marcadores precoces de la EP
con este componente genético, el estudio deberia ir dirigido a evaluar areas o sistemas que si
han demostrado pérdida de actividad, y en este sentido la via dopaminérgica nigroestriatal que
define el perfil motor de la enfermedad. El PET o el DATSCAN pueden resultar mas eficaces en
estadios preclinicos por estar dirigidas a estas dreas donde existe una degeneracién neuronal
demostrada, al margen de la ausencia de CLs.

6. Marcadores de imagen

6.1. Estudio de via nigroestriada mediante ultrasonografia transcraneal (UTC)

La UTC es una técnica indcua, y de bajo coste que permite visualizar la SN con relativa sen-
cillez. La sensibilidad de esta técnica como prueba diagnostica, ha sido sin embargo cuestionada
por estar sometida a la subjetividad del que la lleva a cabo, y por las diferencias observadas en
los diferentes estudios segun la tecnologia empleada, y el punto de corte determinado.

A pesar de las publicaciones que indican el valor diferencial de los hallazgos ultrasonografi-
cos en pacientes, y en individuos sanos, hasta la fecha no se ha podido determinar con seguridad
su valor como posible marcador de la enfermedad en etapas presintomaticas, en portadores de
las principales mutaciones asociadas a la EP.

Nuestro estudio mostraba que los pacientes con EP portadores de las mutaciones R1441G o
G2019S en el gen LRRK2, presentaban una hiperecogenicidad de la SN similar a la observada en
pacientes con EP sin mutaciones conocidas, y un perfil clinico similar. Teniendo en cuenta que en
la EP el dato objetivo que define su fenotipo motor, es la pérdida neuronal en la SNc, ya sea una
EP asociada a estas mutaciones o una EP idiopatica, los resultados de la UTC vendrian a reflejar
esta situacion, independientemente de la carga genética del paciente.

Se han publicado previamente estudios que miden la ecogenicidad de la SN en pacientes
con EP asociada a mutaciones en LRRK2 (Hagenah y cols. 2007; Hedrich y cols. 2006; Berg y cols.
2002). Schweitzer y colaboradores (Schweitzer y cols. 2007) compararon los resultados obtenidos
en siete portadores de mutaciones en este gen, con los obtenidos en pacientes con EP idiopatica.
En este articulo se muestra un aumento significativo del area de ecogenicidad en los pacientes
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portadores en comparacion con los controles sanos, aunque no tan intensa como la obtenida en
pacientes con EP sin carga genética. En este mismo trabajo, sobre otros subtipos monogénicos
de la EP, (SNCA, PRKN, PINK1 y DJ-1), se obtuvieron los mismos resultados frente a casos con EP
idiopatica. En otro estudio realizado en portadores de mutaciones en LRRK2, cuatro de los cinco
pacientes estudiados mostraron hiperecogenicidad (Berg y cols. 2005b). Por ultimo, Hedrich Ky
colaboradores (Hedrich y cols. 2006) describieron este mismo signo ecografico en dos hermanas
portadoras de una mutacion en este gen.

Los valores obtenidos en nuestra serie de portadores de mutaciones en LRRK2, se corres-
pondian con los obtenidos en estos estudios previos, donde no se observaban diferencias fren-
te a los pacientes con EP idiopatica. Esto implicaria que los posibles mecanismos patogénicos
implicados en este hallazgo ecografico, y el posible papel del metabolismo del hierro descrito
previamente en la EP idiopatica, podrian estar presentes de forma similar también en la EP aso-
ciada a estas mutaciones. La UTC permitiria detectar este hecho comun patogénico, relacionado
con la pérdida neuronal en la SNc, independientemente del componente genético asociado, y al
margen también de la presencia o no de inclusiones de sinucleina.

En este trabajo se utilizdé un ecégrafo de gama media, y el punto de corte se situd en cifras
inferiores a las publicadas habitualmente (0,20 cm) [Berg y cols. 2005a; Berg y cols 2005b]. A
pesar de las limitaciones de la técnica, con la metodologia empleada en nuestro estudio, la dife-
rencia de resultados entre el grupo de pacientes con EP, y el grupo de familiares asintomdticos
(portadores o no de mutaciones en LRRK2), y el grupo control fue estadisticamente significativa.

Uno de los objetivos de este estudio era determinar el potencial de la UTC de SN, como
posible marcador de cambios preclinicos en la EP, con la hipétesis de que en los portadores de
mutaciones en LRRK2 esta hiperecogenicidad podria apreciarse de forma precoz, de la misma
forma que se habia determinado en portadores de mutaciones en PRKN (Zecca y cols. 2005). La
UTC en estos pacientes con EP podria ser por ello un método no invasivo de cribado en la identi-
ficacidn de signos precoces de degeneracidn nigroestriatal. Los hallazgos ecograficos en la SN se
han estudiado también en correlaciéon con otros posibles marcadores precoces, como la hipos-
mia, o la gammagrafia cardiaca con MIBG. lwanami y colaboradores (lwanami y cols. 2010) no
encontraron correlacion entre la disfuncidn olfatoria y los resultados de la UTC, en pacientes que
ademas presentaban TCREM, como signo de posible evolucion a EP. En relacion con la reduccion
de captacidn cardiaca de MIBG, en el trabajo de Kajimoto y colaboradores (Kajimoto y cols. 2009)
se presentaron resultados similares, sin obtener correlacién con el drea de ecogenicidad de SN,
en pacientes con EP idiopatica.

Nuestros resultados en pacientes con EP mostraron una hiperecogenicidad de la SN en la
misma proporcion en portadores, y no portadores. En los grupos de familiares asintomdticos
(portadores o no), la proporcion de individuos que mostraban hiperecogenicidad de SNc era su-
perior al 40%, independientemente de su estado portador, y siempre con una diferencia signi-
ficativamente mayor que la observada en el grupo control (5,6 %), con resultados similares al
8-10% descritos previamente en poblacidn general (Becker y cols. 1995, Berg y cols 1999). Otros
estudios en familiares asintomaticos de pacientes con EP, en este caso sin carga genética, mostra-
ban resultados similares (Ruprecht-Dorfler y cols. 2003), pudiendo correlacionarse estos hallaz-
gos con los resultados de los estudios epidemioldgicos que estiman que el riesgo de desarrollar
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una EP en la poblacidn general es del 0,1 % (Benito-Ledn y cols. 2004), pero 2.4 veces superior en
sus familiares de primer grado (Marder y cols. 2003). Previamente también se habia publicado la
hiperecogenicidad de SN, como posible factor de riesgo epidemiolégico, en pacientes con ante-
cedentes familiares de EP, en un estudio sobre una amplia serie de 1.120 individuos (Schweitzer
y cols. 2007). De la misma forma que este estudio, nuestros resultados podrian indicar también
una posible predisposicion genética en los familiares de primer grado de pacientes con EP para
mostrar este hallazgo ecografico sugestivo de afectacion nigroestriatal. Teniendo en cuenta que
no hemos observado diferencias entre nuestros familiares asintomdticos sean o no portadores
de estas mutaciones en LRRK2, esta predisposicion otorgada sélo por el hecho de ser familiar
de un paciente con EP, seria independientemente de la carga genética relacionada con las mu-
taciones R1441G y G2019S en LRRK2, y podria sugerir la existencia de otros factores genéticos
implicados en la configuracién del fenotipo clinico en portadores de mutaciones en este gen.

En conclusidn, este estudio en portadores de mutaciones en el gen LRRK2 muestra resulta-
dos similares a los obtenidos previamente en pacientes con EP idiopatica, por lo que el hipotéti-
co papel fisiopatogénico del depdsito de hierro que justificaria la hiperecogenicidad, podria ser
similar en ambos subtipos de EP. Este método no invasivo podria ser valido para detectar esta
afectacion nigroestriatal en pacientes con EP y sus familiares de primer grado, donde existiria
una vulnerabilidad selectiva en esta area, determinada genéticamente, sin que las mutaciones
R1441G y G2019S actuen como un factor diferencial entre ambos grupos.

7. Lineas futuras

Describimos algunas lineas de trabajo que hemos iniciado en los Ultimos afios, o que serdn
iniciadas en un futuro cercano, sobre aspectos que consideramos podran ser relevantes para un
mejor conocimiento de la EP asociada a mutaciones en LRRK2 y de la EP en general. Incluimos
trabajos de investigacidn liderados por nuestro grupo, y registros internacionales multicéntricos.

7.1. Marcadores moleculares: estudio de los miRNA

Los micro RNAs (miRNAs) se definen como secuencias enddgenas cortas no codificantes de
RNA que participan en la regulacién de la expresion génica. Se ha propuesto que estas moléculas
actuan sobre los RNA ya procesados, uniéndose a ellos de manera especifica, e impidiendo su
unién al ribosoma, y por tanto su traduccién, regulando de esa manera la expresién de genes
(Berezikov y cols. 2006). Siguiendo las recientes evidencias que proponen los miRNAs como un
factor regulador de la neurodegeneracion, nos planteamos analizar la alteracidn de sus niveles
de expresidn en sangre periférica de pacientes con EP asociada a las mutaciones en el gen LRRK2,
y a sus familiares portadores asintomaticos, con el fin de poder establecer el valor de los mismos
como biomarcadores moleculares de la enfermedad, o modificadores de su penetrancia.
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7.2. Factores genéticos modificadores: Estudio de mutaciones en GBA

Como hemos mencionado en la introduccidn, recientemente, se ha descrito la asociacién
entre las mutaciones del gen GBA y la EP en poblaciones americanas, europeas y asiaticas, si-
guiendo un patrén no mendeliano. Existen pocos estudios con una valoracién clinica detallada
de los pacientes, y en ningun trabajo previo se ha valorado la actividad de la GBA en relacion
con las mutaciones en LRRK2, y la posible variabilidad clinica de los pacientes. En un proyecto
recientemente iniciado, proponemos estudiar en esta poblacién homogénea, la prevalencia de la
mutacidn de la GBA, y realizar una detallada descripcién clinica. También se valorara la utilidad
de la determinacién de la actividad de GBA en leucocitos de sangre periférica, como biomarcador
en la EP.

7.3. Marcadores neuropsicolégicos!

Alteraciones psiquiatricas (apatia, depresion, ansiedad) y cognitivas (disfuncion ejecutiva)
se han sugerido como sintomas no motores ya presentes en las fases iniciales de la EP, incluso
antecediendo la aparicion de los sintomas motores, en la fase “premotora” de la enfermedad
(Chaudhuri y cols. 2006). Actualmente se considera que determinadas alteraciones neuropsi-
coldgicas (ciertas caracteristicas de personalidad, como la baja busqueda de nuevas sensacio-
nes, disfunciones neurocognitivas o anomalias en el control visuomotor), pueden constituir un
marcador precoz de la enfermedad, con capacidad predictiva sobre el devenir cognitivo del
paciente. Asi, el rendimiento en velocidad de procesamiento (Frias y cols. 2007), el déficit y
fluctuacién en la atencidén (Taylor y cols. 2008; Emre. 2007), la disfuncidn ejecutiva, especial-
mente la flexibilidad mental y la inhibicién de respuestas inadecuadas (Woods y cols. 2003) o
la memoria verbal (Aarsland y cols. 2009) se asocia con mayor declive cognitivo en pacientes
con EP. De la misma forma, se han propuesto diversas pruebas neuropsicolégicas con valor
predictivo del deterioro cognitivo, como la fluidez verbal semdantica, la copia de pentdgonos in-
sertados y el Wisconsin Card Sorting Test (WCST). Ademas del déficit exclusivamente cognitivo,
recientes hallazgos informan de disfuncién en la cognicidon social (reconocimiento de expresio-
nes faciales, toma de decisiones y teoria de la mente), viéndose ésta perjudicada incluso en la
fase “premotora” de la enfermedad.

En el ultimo afio, hemos empezado a definir de forma reglada el perfil neuropsicolégi-
co de pacientes con EP, portadores o no de mutaciones en el gen LRRK2, asi como de sus
familiares en primer grado, con esta misma diferenciacion genética. Uno de los objetivos
de este estudio es analizar la presencia de sintomas neuropsicolégicos en estos familiares
asintomaticos, portadores de las mutacidon R1441G y G2019S, y de esta forma establecer su
valor como marcador precoz de la enfermedad, y las diferencias entre formas genéticas y no
genéticas de EP.

1 Este proyecto fue ganador de la 22 edicion de los premios de Investigacion de la Federacion Espafiola de Parkinson
(2009)
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7.4. Estudio de factores ambientales?

La heterogeneidad en la forma de presentacién de la EP, y en las tasas de penetrancia de
determinadas mutaciones, nos lleva a plantear hipdtesis sobre los posibles factores modifica-
dores tanto desde el punto de vista genético como ambiental. Como hemos mencionado con
anterioridad, en los pacientes portadores de mutaciones en el gen LRRK2, el estudio de factores
ambientales, puede realizarse con menos sesgos, y sus resultados podrian ser extrapolables a la
EP idiopdtica, sin carga genética conocida, donde esta variabilidad fenotipica acontece de forma
similar.

En un trabajo de colaboracidn con un proyecto internacional, liderado desde la Universidad
de Toronto, hemos iniciado el estudio de los factores ambientales y habitos, que pueden modifi-
car la expresividad clinica y la penetrancia de la EP asociada a las mutaciones R1441G y G2019S
en LRRK2.

7.5. Estudio de sintomas no-motores e integridad de la via nigroestriatal
en portadores asintomaticos de mutaciones en el gen LRRK2:
Estudio ASAP?

En colaboraciéon con el Hospital Clinic de Barcelona, en los ultimos 2 afios venimos rea-
lizando el estudio en familiares asintomaticos de pacientes con EP, y portadores de la mu-
tacion R1441G 6 G2019S, de sintomas motores y no motores, asi como la valoraciéon de la
integridad de la via nigro-estriada mediante DATSCAN. Estd previsto analizar estos datos en
50 familiares asintomaticos portadores de estas mutaciones, en 50 familiares asintomaticos
sin mutaciones, y en 50 controles pareados por edad y sexo. El DATSCAN se realizara en los
50 familiares asintomaticos portadores de mutaciones, y en los 50 controles. En el estudio
los investigadores se mantienen ciegos al estado genético (portador versus no portador de
la mutacién) y a la condicion familiar (pariente de un paciente con EP versus control), utili-
zando el siguiente procedimiento estandarizado: 1) historia médica y neuroldgica y examen
neuroldgico, 2) evaluacién del olfato, 3) evaluacion de la funcién autondmica, 4) evaluacidn
del suefio, 5) evaluacién neuropsiquiatrica, 6) evaluacion de la personalidad, 7) evaluacién
cognitiva, 8) test motores, y 9) DAT SPECT con 123l-loflupano. Estad previsto finalizar este
estudio en el préximo afio, y los resultados clinicos preliminares estdn en fase de analisis y
de redaccidn para su publicacién.

2 Proyecto FIS concedido en edicién de 2010.

3 Proyecto FIS y del Gobierno Vasco concedidos en edicién de 2010.
Una ampliacién de este estudio, con la inclusién de material bioldgico (fibroblastos y LCR) ha sido recientemente
financiada para los préximos 2 afios por la Michael J. Fox Fundation.
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7.6. Estudio de formas mendelianas de EP*

En el dltimo afio estamos participando en un estudio multicéntrico europeo denominado
MEFOPA (mendelian forms of Parkinson’s disease), coordinado por el Dr. Thomas Gasser de la
Universidad de Tuebingen (Alemania). Nuestros datos clinicos sobre pacientes con EP asociada a
las mutaciones R1441G y G2019, asi como los portadores de mutaciones en parkina estan siendo
analizados en conjunto con los pertenecientes a otros centros.

7.7. Estudios epigenéticos

A pesar de que los pacientes con EP asociada a mutaciones en LRRK2 muestran un fenotipo
compatible con la EP clasica, con las diferencias descritas en su sintomatologia no motora, hay
aspectos todavia sin dilucidar, especialmente en la variabilidad clinica inter e intrafamiliar. En
condiciones donde la carga genética y los factores ambientales se muestran homogéneos, los
estudios epigenéticos pueden resultar de especial importancia. Nuestro grupo esta empezando a
disefiar los primeros estudios en este sentido.

4 Proyecto financiado por Grant Europeo en edicién de 2010 (241791).
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Conclusiones finales

Este trabajo nos permite extraer las siguientes conclusiones:

1. La mutacién R1441G es responsable de casi el 50% de los casos de EP familiar de origen
vasco, en Gipuzkoa. La mutacidon G2019S es tan prevalente como en otras series en po-
blacion europea, especialmente en poblacidn de origen no vasco, tanto de casos familia-
res como esporadicos.

2. La mutacién R1441G podria justificar un mayor prevalencia de EP en los dos municipios
de la comarca estudiada (Urola Costa).

3. La EP asociada a la mutacion R1441G presenta un fenotipo clinico similar a la EP idiopati-
ca, con algunos signos diferenciales, como la menor frecuencia de sintomas no motores.

4. Los hallazgos neuropatoldgicos del paciente con EP asociada a la mutacién R1441G de-
muestran ausencia de CLs, como signo diferencial, y plantea la posibilidad de otro meca-
nismo fisiopatoldgico que justifique la pérdida neuronal en SNc.

5. Los marcadores clinicos o de imagen que pueden tener valor en el diagndstico presinto-
matico en la EP, pueden tener una menor rentabilidad en portadores asintomaticos de la
mutacién R1441G.

a) La disfuncidn olfatoria, y la deteccién de disfuncién simpatica medida mediante gam-
magrafia cardiaca con MIBG, se ve menos afectada en los pacientes con EP asociada
a la mutacién R1441G.

b) Los hallazgos de la ultrasonografia de la SN en familiares asintomaticos de pacientes
portadores, no muestra diferencias con respecto a los familiares asintomaticos no
portadores, lo que indicaria que la carga genética asociada a esta mutacion no es un
factor diferencial Unico, y que existen otros factores que lo determinan.

6. Con los datos existentes se avala el hecho de que la afectacién de la SN¢, como circuns-
tancia clave para el desarrollo de la EP se puede alcanzar por diferentes caminos, no
siendo la afectacidon “premotora” o la presencia de CL requerimientos imprescindibles.
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Anexos

1. Informes de evaluacidon por el comité de ética
de los diferentes proyectos

Se adjuntan las valoraciones realizadas por el Comité Etico de Investigacién Clinica del
Hospital Donostia, a los proyectos presentados relacionados con el tema de tesis.

1.1. Andlisis del valor predictivo de pruebas de diagndstico en la Enfermedad de Parkinson:
Estudio de una cohorte de pacientes con mutaciones en LRRK2

* FIS 2006

Sintomas no-motores e integridad de la via nigroestiatal en portadores asintomaticos
de mutaciones en el gen LRRK2

* FIS 2009

* Gobierno Vasco 2009

1.2.

1.3. Factores ambientales y habitos que influyen en la penetrancia y expresividad de la en-
fermedad de Parkinson asociada a mutaciones en LRRK2/dardarina
* FIS 2010
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Osakidetza Haspital

Servicio vasco de salud D o nm

——Jgpitalea

P° Dr. Beguiristain, s/n
20014 Donostia-San Sebastian

San Sebastian, 19 de Diciembre de 2006

El Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital Donostia,

CERTIFICA que en el dia de la fecha ha evaluado el Proyecto de Investigacion

cuyo investigador principal es José Félix Marti-Masso y titulado:

“Analisis del valor predictivo de pruebas de diagndstico presintomatico en la
Enfermedad de Parkinson: Estudio de una cohorte de pacientes con mutacién en

LRRK2.”

Resultando APROBADO segun consta en Acta 11/06.

Presidente del Comité Etico de
Investigacion Clinica
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Osakidetza Hospital

. Servicio vasco de salud D 0 n?tia

Ospitalea

P° Dr. Beguiristain, s/n
20014 Donostia-San Sebastian

San Sebastian, 18 de Febrero de 2009

El Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital Donostia,

CERTIFICA que el Proyecto de Investigacion cuyo investigador principal es

Javier Ruiz Martinez y titulado:

“Sl’ntomas no-motores e integridad de la via nigroestriatal en portadores

“asintomaticos” de mutaciones en el gen LRRK2”

Ha sido evaluado por este CEIC decidiendo dar su aprobacién al mismo.

]

Fdo.: Jose Ignacio Emparanza

Presidente del Comité Etico de
Investigacion Clinica
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Osakidetza

DICTAMEN DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA
DEL AREA SANITARIA DE GIPUZKOA

D. JOSE IGNACIO EMPARANZA KNORR, Presidente del Comité Etico de
Investigacion Clinica del Area Sanitaria de Gipuzkoa,

CERTIFICA

Que este Comité Etico de Investigacion Clinica del Area Sanitaria de Gipuzkoa
ha recibido el Proyecto de Investigacion titulado:

“Factores ambientales y habitos que influyen en la penetrancia y

expresividad de la enfermedad de Parkinson asociada a mutaciones en
LRRK2/dadarina”

Resultado aprobado segun consta en acta n° 4/2010

Lo que firmo en San Sebastian, a 14 de Abril 2010

]

Fdo.: Jose Ignacio Emparanza

Presidente del CEIC del
Hospital Donostia
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Anexos

2. Consentimiento informado para estudio genético

2.1. Hoja de Consentimiento informado para estudio genético en EP

El abajo firmante , 0 en su defecto
D. en calidad de familiar responsable/cuidador/tutor legal
(tachese lo que no proceda) del paciente/control (tachese lo que no proceda),

AUTORIZO a la toma de una muestra bioldgica de de sangre y/o saliva para el estudio
de marcadores genéticos relacionados con la enfermedad de Parkinson.

DECLARO conocer que esta investigacion pretende descubrir la existencia de marca-
dores genéticos (alteraciones en genes) que sean causa o hayan facilitado el desarrollo de
la enfermedad de Parkinson en mi persona, independientemente de que de los resultados
de esta investigacion no se deriven beneficios concretos para el tratamiento de la enfer-
medad o su prevencion en terceros.

DECLARO haber sido informado de los pormenores, compromisos y objetivos del es-
tudio y haber recibido la informacién por parte de ........cccceevvveennenn.

DECLARO haber sido informado que no existen riesgos significativos derivados de la
venopuncion para la extraccion de sangre o del cepillado de la mucosa bucal.

CONOZCO que mi participacidn en el estudio es voluntaria, pudiendo abandonar el
estudio sin necesidad de dar explicaciones y sin que ello repercuta en el cuidado médico
que recibo o deba recibir en el futuro por parte de los promotores del estudio. Este aban-
dono podra implicar si es mi deseo la destruccion de las muestras bioldgicas ya almacena-
das y de los resultados obtenidos hasta la fecha si ese fuese mi deseo.

ENTIENDO que los promotores del estudio estan obligados a guardar una estricta
confidencialidad de los datos obtenidos, que no podran ser conocidos por terceros ajenos
a la investigacién desarrollada por el Servicio de Neurologia del Hospital DONOSTIA

AUTORIZO a que los datos puedan ser tratados informaticamente de acuerdo a las
restricciones de la Ley de Proteccidon de Datos y siempre que el personal que maneje los
mismo sea personal sanitario o investigador obligado por el secreto profesional.

Me RESERVO el derecho tanto de conocer como el de no conocer los resultados de
la investigacion o de decidir si procede de acuerdo con los principios de autonomia y be-
neficiencia la posibilidad de revelarlos a familiares directos mios en su interés o el de sus
descendientes.

En,a de de 200

Paciente/control Testigo Cuidador/tutor
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2.2. Hoja de informacion para el paciente, familiar, o control dentro

del estudio genético en EP

La enfermedad de Parkinson es una enfermedad neurodegenerativa de causa no bien
conocida que es la causa de torpeza motora, temblor y rigidez en mds de un 1% de la po-
blacién mayor de 65 afios. Hasta la fecha se conoce que aproximadamente un 10 % de los
casos son casos familiares y que existen 6 genes implicados en su aparicion. Recientemente
se ha conocido que un nuevo gen denominado dardarina puede ser causa de la enferme-
dad tanto en casos familiares (esto es, con mds de un miembro afectado en la familia)
como en casos aparentemente esporddicos.

El conocimiento de si estos factores juegan un papel en el desarrollo de su enferme-
dad o en la de otros pacientes puede reportar una mejora en el conocimiento general de
la enfermedad de Parkinson, en la busqueda de tratamientos eficaces para la misma o en
la aplicacion profilactica de terapias neuroprotectoras actualmente bajo investigacién que
pudiesen impedir el desarrollo de la misma tanto en Vd como en sus familiares.

Vd. como afecto de una enfermedad de Parkinson, tratada en este Servicio puede si lo
desea participar en este estudio, permitiendo que analicemos la presencia de alteraciones
en estos genes u otros que pudiesen descubrirse que justificasen la aparicion o desarrollo
de la enfermedad de Parkinson.

El método empleado para estudiar la dotacidn genética es la extraccion del ADN a
partir de células circulantes de la sangre (tras puncion en la vena cubital) o eventualmente
a partir de las células de la mucosa bucal obtenidas tras un leve cepillado de la cavidad
oral.

En el momento actual la informacién obtenida no permite establecer predicciones
fiables acerca del devenir futuro de la enfermedad en Vd ya que este tipo de estudios sélo
tienen un valor tras la acumulacion de muchos datos individuales.

En el caso de que por los resultados del estudio pudiera derivarse alguna medida te-
rapéutica o preventiva adicional a las que ya estd tomando, de interés para Vd o para sus
familiares, Vd podra decidir en todo momento vy sin restriccién ninguna si desea conocer
los resultados del estudio o no.

En todo momento, podrd ampliar la informacidn referente a este estudio contactando
con el Dr. Marti Massé investigador coordinador de este estudio, o con Dr. Ruiz-Martinez
o Dr. Lopez de Munain en el teléfono 943-007027 del Servicio de Neurologia del Hospital
DONOSTIA.
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3. Plantilla de obtencion de datos clinicos de pacientes, familiares
asintomaticos, e individuos del estudio poblacional

3.1. Registro de datos clinicos de pacientes, familiares, o controles

DATOS CLINICOS
Fecha:
FILIACION
Nombre y apellidos: Médico:
Teléfono:
F. nacimiento: Edad Actual: Sexo:
Diestro / Zurdo
Procedencia: Vasco No vasco Habitat: Rural Urbano
Contacto Téxicos: s/ NO Profesién: Casa Oficina
Campo  Fdbrica
Condicioén: Paciente Familiar asintomdtico Control
AN. FAMILIARES
No Si Tipo: Edad fallecimiento Padre: Madre:
CLiNICA:
Edad inicio: Edad Diagnéstico: Tiempo evolucién (desde inicio):
H&Y actual : UPDRS (lll): (ON  OFF)  Tratamiento:
Respuesta a L-dopa: Buena irregular mala Indeterminada
SINTOMAS Otros
Temblor reposo Si No Fluctuaciones Si No
Temblor postural Si No Disquinesias Si No
Temblor ortostatico Si No Deterioro cognitivo Si No
Hipocinesia Si No
Rigidez Si No
Dolor Si No Impotencia. Si No
Asimetria Si No Presincopes Si No
Inestabilidad Si No Sincopes Si No
T. Marcha Si No Estrefiimiento Si No
Distonia Si No Incontinencia Ur Si No
D. Cognitivo Si No T. Suefio Si No
Topografia: ESDESI EID Ell Cuello Cara Otra
ENCUESTA HABITOS
Tabaco: TCE (con conmocion)
Fumador activo: Fumador pasivo No
No No Si N2 episodios
Si N2 Afios: Si Cafeina (café): No Si
Cigarros / d: Afios / tazas
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3.2. Registro de datos clinicos de individuos en el estudio epidemioldgico

ESTUDIO POBLACIONAL. EP-09

Fecha: ...../...../
Lugar:....cccooeeeenes
FILIACION
NOMbBre:. ..o
Apellido 1: ... e Apellido 2: e,
F. Nacimiento Edad..............
Lugar nacimiento:.......cccceeuenuee. Procedencia: Vasco No vasco
Habitat: Rural Urbano
RELACION CON EP
Condicion: Sano Familiar asintomdtico Paciente
Antecedentes familiares EP: No Si ] Jo T,
EPIDEMIOLOGICO
Estrefiimiento: Si No
T. conducta del REM: Si No
Profesion: Casa Oficina Fdbrica Campo
FArmacos:.....ccoeevvueeeveneeirenirineeenene
Toxicos ambientales (pesticidas, industria) Si No
Tabaco: Activo Pasivo
Café: Si No
TCE (con conmocion): Si No
EXPLORACION Normal Dudoso parkinsonismo EP
Si EP: - Tremdrico Rigido-acinético = Ambos
-H&Y: 0 1 1,5 2 3 4 5
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4. Carta de informacién para participar en el estudio epidemioldgico

Donostia, 3 de Febrero de 2009
Estimado ciudadano/a

Su nombre ha sido seleccionado de una forma aleatoria a través del registro Osabide, por
cumplir en este momento dos caracteristicas: tener mds de 65 afios cumplidos, y tener fijada su
residencia en los municipios de Azpeitia y Azkoitia.

Por medio de esta carta nos ponemos en contacto con usted para explicarle de antemano, un
proyecto para el cual le solicitamos su absoluta y completamente voluntaria colaboracion.

En los ultimos afios se han emprendido muchos estudios dirigidos a entender como y por-
que se desarrollan una serie de enfermedades que se han denominado neurodegenerativas, porque
afectan al sistema nervioso, y degeneran de una forma progresiva. En este grupo se incluyen en-
fermedades de las cuales habrd oido hablar, como la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de
Parkinson, pero también otras enfermedades similares tienen cabida a pesar de ser menos habitua-
les (otras demencias y trastornos que afectan al movimiento). Desde el Servicio de Neurologia del
Hospital Donostia, y bajo la direccion del Dr. José Félix Marti Massd se han liderado en los tltimos 20
afios muchos estudios que han logrado aumentar el conocimiento sobre las multiples preguntas que
estas enfermedades plantean, y que se resolverdn en la medida que estas investigaciones continden.

En este momento hemos emprendido un estudio que se centra en conocer la frecuencia con
que se encuentran estas enfermedades en la comarca en la que usted reside, que no resulta casual
sino fruto de otras investigaciones en las que se ha detectado la presencia de una mayor frecuencia
de formas familiares de estas enfermedades en esta region, que han dado como resultado el des-
cubrimiento de alteraciones genéticas causales y que podrian ser exclusivas de este entorno. Con la
subvencion del Departamento de Sanidad del Gobierno vasco, y después de haber sido aprobado
este trabajo por el comité de ética del Hospital Donostia, queremos iniciar este estudio que tendrd
una duracién de 2 afios, y para el cual necesitamos la colaboracion de personas residentes en estos
municipios, que hayan cumplido los 65 afios, seleccionadas al azar a través del registro poblacional
que existe en el programa Osabide (registro de individuos pertenecientes al programa de salud de
atencion primaria. Osakidetza)

Su colaboracion implicard una valoracion neuroldgica realizada por un neurdlogo, en un dia
convenido en su propio municipio, y una extraccion sanguinea.

e Con la exploracion neuroldgica se intentardn detectar signos de padecer estas enferme-
dades, (que pueden estar ya diagnosticadas y seguidas en consulta por otro neurdlogo),
presentes de forma muy leve y casi inapreciable, (en cuyo caso se le facilitard la forma de
continuar su seguimiento con otro compafiero), o ausentes.

e El andlisis de sangre se realizard a todos los que hayan accedido a ser visitados, tengan o
no sintomas de la enfermedad. Se realizard entonces un estudio genético anénimo de las
alteraciones que como he mencionado son frecuentes en su entorno, de cuyos resultados no
tendrd conocimiento ni el grupo de investigadores, ni usted mismo, salvo que tenga expreso
deseo de que asi sea y nos lo haga constar.

Entiendo que a pesar de la sencillez que implica (menos de media hora, en su municipio, en el
dia convenido) le pueden asaltar dudas que intentaremos resolverle por teléfono en el nimero que
se le indica, o en una entrevista personal. Recuerdo el cardcter voluntario de su colaboracion, y el
interés del estudio exclusivamente dirigido al fin para el cual ha sido subvencionado.

Agradezco de antemano su colaboracion.
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