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1. Generalidades

La enfermedad de Parkinson (EP) es una enfermedad neurodegenerativa cuyo sustrato
patoldgico esencial, es la degeneracién de neuronas dopaminérgicas de la pars compacta
de la sustancia negra (SNpc). Consecuentemente se produce una pérdida de inervaciéon
dopaminérgica en el estriado que causa los signos cardinales de la enfermedad: temblor
de reposo, rigidez y bradicinesia (Fahn ez 4/, 1971). El tratamiento con levodopa
(Birkmayer and Hornykiewicz, 1961; Cotzias et al., 1968; Hornykiewicz, 1974) o
agonistas dopaminérgicos produce una mejoria de los signos motores clasicos, aunque
su uso crénico se asocia con complicaciones como las discinesias, las fluctuaciones
motoras y no motoras y el trastorno de control de impulsos (T'CI). El avance de la
enfermedad hace que los signos cardinales que, inicialmente suelen estar confinados a
un hemicuerpo, se generalicen progresivamente y aparezcan los denominados signos

axiales, como la inestabilidad postural o los bloqueos de la marcha.

Ademds de estas manifestaciones, la EP se caracteriza por otro grupo de signos y
sintomas denominado “sintomas no motores”. Aunque pueden estar presentes desde el
principio e incluso antes de que las manifestaciones motoras aparezcan, son mds
frecuentes en estadios tardios (Rodriguez-Oroz ez al., 2009a). Entre ellos se incluyen,
alteraciones del sistema nervioso auténomo (hipotensién ortostdtica, mal control de
esfinteres, disfuncién eréctil, alteraciones de la sudoracién), alteraciones del suefio
(insomnio, hipersomnia diurna, trastorno de conducta del sueno REM [TCREM)),
alteraciones psiquidtricas (ansiedad, depresién, apatia, alucinaciones, delirios),
alteraciones del tracto gastrointestinal (disfagia, enlentecimiento del trdnsito intestinal,
estrefimiento) y deterioro cognitivo. Aunque inicialmente este grupo de
manifestaciones estaba eclipsado, probablemente por la necesidad de la investigacién
médica de controlar las manifestaciones motoras de la enfermedad, en los tltimos anos
han cobrado especial relevancia. Hoy en dia estd ampliamente aceptado que estas
manifestaciones producen tanto o mds deterioro en la calidad de vida que los aspectos
motores (Simuni and Sethi, 2008) y, por tanto, la investigacién en este campo ha sido

sumamente prolifica en los dltimos anos. Especialmente relevante es el deterioro



INTRODUCCION

cognitivo que, aunque inicialmente no suele interferir con la funcionalidad diaria,

avanza a demencia en una proporcién importante de pacientes.

2. Epidemiologia

La incidencia de la EP varfa segiin los diferentes estudios entre 1,5 y 22 casos por
100.000 habitantes y afo (Wirdefeldt ez @/, 2011). En una revision sistemdtica que
utiliz6 los datos de ocho estudios que cumplieron diversos criterios de calidad, se
estimé una incidencia media en paises desarrollados de 14 casos por 100.000 habitantes
y ano (Hirtz ez al., 2007). En estudios restringidos a poblaciones por encima de 55 o
65 afios la incidencia varfa entre 410 y 529 casos por 100.000 habitantes y afo
(Baldereschi et al., 2000; Benito-Leon et al., 2004; de Lau et al., 2004). Cabe destacar
que la incidencia es ligeramente superior en varones segun se deriva de dos meta-

andlisis que arrojan una ratio varén:mujer de 1,49 y 1,46, respectivamente (Wooten ez

al., 2004; Taylor ez al., 2007).

La prevalencia de la EP también varfa, dependiendo de la metodologia utilizada, entre
31 y 5.703 casos/100.000 habitantes (Wirdefeldt ez al, 2011). En el articulo de
revisién previamente mencionado se estimé una prevalencia por encima de los 65 afios
de 950 casos/100.000 habitantes utilizando los datos de 12 estudios de EEUU y
Europa que cumplieron diversos criterios de calidad (Hirtz ez a/., 2007). La prevalencia
de la EP aumenta con la edad, que es el principal factor de riesgo para desarrollar la
enfermedad, llegando a tener una prevalencia del 2,6 % en el subgrupo de 85-89 anos
(de Rijk ez al., 2000). El riesgo acumulado es de aproximadamente un 2 % a lo largo de
la vida (Elbaz ez al., 2002). En el afo 2007 se preveia un aumento al doble de su
prevalencia en EEUU en los siguientes 25 anos y de mds del doble en paises en vias de

desarrollo de Asia y América del Sur (Dorsey ez al., 2007).
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3. Manifestaciones clinicas
3.1. Manifestaciones motoras

La bradicinesia es la manifestacion mds caracteristica de la enfermedad. Bajo este
término se suele englobar a la “acinesia”, la “bradicinesia” y la “hipocinesia”, que
literalmente significan ausencia, lentitud y reduccién de movimientos, respectivamente.
Inicialmente se puede manifestar como una lentitud general en los movimientos o en
las actividades diarias, reduccién de los movimientos espontdneos, sobre todo los
automdticos y tiempos de reaccidn largos (Jankovic ez al., 1999; Rodriguez-Oroz et al.,
2009a). Ademds de lentitud generalizada, los movimientos finos estin muy alterados, lo
que se puede poner de manifiesto en la exploracién al realizar movimientos alternantes
riapidos y movimientos secuenciales. Otras manifestaciones derivadas de la bradicinesia
incluyen sialorrea (debida a disminucién en la deglucién), hipofonia, hipomimia, y

reduccién del braceo al andar.

El temblor es otra de las manifestaciones caracteristicas de la EP. James Parkinson ya lo
reflejé en el titulo de su trabajo en 1817 “An Essay on the Shaking Palsy”. Se trata de un
temblor que aparece en reposo con una frecuencia de entre 4 y 6 Hz y, casi siempre, es
miés llamativo en la parte distal de una extremidad. En la regién craneal, el temblor
suele afectar a los labios, la barbilla y la mandibula, pero raramente a la cabeza (Roze e#
al., 2006). Curiosamente algunos pacientes se quejan de un “temblor interno”, que no
es visible externamente. Muchos pacientes presentan de forma concomitante temblor
postural, que puede ser incluso mds incapacitante que el de reposo.

La rigidez se caracteriza por un aumento del tono muscular y se puede poner de
manifiesto mediante maniobras de flexo-extensién y rotacién articular pasivas en las
que caracteristicamente se evidencia una rigidez en “rueda dentada”. La rigidez puede
aparecer o aumentar al realizar movimientos voluntarios concomitantes durante la
exploracién, en lo que se conoce como “maniobra de Froment” (Broussolle ez al.,
2007). A veces puede llegar a producir dolor, de hecho, el hombro doloroso como

consecuencia de la rigidez es una manifestacion de inicio frecuente de la EP (Stamey ez

al., 2008).
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La pérdida de reflejos posturales es mds frecuente en fases avanzadas de la enfermedad.
Suele ir unida a la imantacion o bloqueos de la marcha, lo que aumenta notablemente el
riesgo de caidas. Estudios prospectivos muestran que después de 20 anos, el 87% de los
pacientes sufren caidas y el 81% imantacién (Hely ez al., 2008). Los bloqueos de la
marcha se definen como una ausencia o marcada reduccién breve y transitoria de la
progresién hacia delante de los pies a pesar de tener la intencién de andar (Giladi and
Nieuwboer, 2008). Los pacientes lo describen como si sus pies “se pegaran al suelo” y
suele ocurrir al iniciar la marcha o en los giros. La pérdida de reflejos posturales y los
bloqueos de la marcha se han asociado ademds de con el déficit dopaminérgico, con
alteraciones del sistema colinérgico y noradrenérgico (Zarow et al., 2003; Bohnen et 4l.,
2009). Es por ello, probablemente en parte, que estas alteraciones en general no

responden o lo hacen en menor medida al tratamiento dopaminérgico.

3.2. Manifestaciones no motoras

Cldsicamente, la EP ha sido vista como una enfermedad primariamente motora. Sin
embargo, ya a James Parkinson le llamaron la atencién los problemas del sueno y
gastrointestinales (Parkinson, 1817). Multiples estudios en los dltimos afios han puesto
de manifiesto la gran frecuencia y las graves consecuencias sobre la calidad de vida de

las manifestaciones no motoras, en especial en estadios avanzados de la enfermedad

(Lang and Obeso, 2004; Chaudhuri ez /., 2000).

La disfuncion autondmica, que tipicamente se asocia a la atrofia multisistema (AMS),
puede ocurrir al inicio de la EP (Kaufmann e /., 2004), si bien su frecuencia aumenta
conforme avanza la enfermedad, y puede dar lugar a diversas manifestaciones. La
hipotensién ortostdtica se da hasta en el 47% de pacientes, sin embargo, es raro que
lleguen a presentar sincopes. Las alteraciones de la sudoracién, tanto hiperhidrosis
como hipohidrosis, se han descrito en el 64 % de pacientes (Swinn ez al., 2003). Los
sintomas urinarios son una queja muy frecuente. En un estudio se encontré que el 53%
de pacientes tenia episodios de urgencia miccional mientras que el 27% presentaban

incontinencia (Ransmayr er 4/, 2008). Las alteraciones sexuales son también muy
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frecuentes, tanto en forma de disfuncién eréctil o eyaculacién precoz en los hombres,
como de dificultad para alcanzar el orgasmo o insatisfaccién en las mujeres (Bronner ez
al., 2004). Finalmente, las alteraciones gastrointestinales derivan del enlentecimiento
del trdnsito gastrointestinal lo que origina con mucha frecuencia estrenimiento y
alteraciones en la absorcién de la medicacién, llegando en ocasiones a ser un problema
grave. Se ha sugerido que el estrefiimiento puede ser uno de los sintomas mds precoces

de la enfermedad, precediendo en afios a la aparicién de las manifestaciones motoras

(Abbott ez al., 2007).

Las alteraciones del sueiio también se han reconocido ampliamente como una
manifestacion de la EP, con mayor frecuencia en fases avanzadas. La mds frecuente es el
trastorno de conducta de sueno TCREM (Poryazova and Zachariev, 2005), pero
también los somniloquios, los suefios vividos, el insomnio y la hipersomnia diurna. El
TCREM es un trastorno frecuente en la EP, con una prevalencia estimada de entre el
15% y el 47% de los pacientes. Se considera un factor de riesgo de EP pudiendo
preceder en afios su aparicién (Comella ez al., 1998; Iranzo ez al., 2006). Ademds, con
frecuencia se asocia con disfuncién autondmica, y supone un factor de riesgo para el
desarrollo de demencia (Postuma ez a/., 2012). La hipersomnia diurna es mds frecuente
en fases avanzadas y, en su origen, se consideran multiples factores tales como la
medicacién dopaminérgica, peor descanso nocturno por los trastornos motores y el
avance de la propia enfermedad, que afecta a estructuras relacionadas con el
mantenimiento del ciclo suefo/vigilia (Arnulf ez /., 2002; O'Suilleabhain and Dewey,

2002).

Las alteraciones psiquidtricas tienen un gran impacto en la calidad de vida de los
pacientes y sus familiares. La depresion es muy frecuente en la EP, con una prevalencia
que varfa del 2,7% al 90%. La estimacién en un meta-andlisis de la prevalencia de
sintomas depresivos clinicamente = significativos (independientemente de que se
cumplieran criterios diagndsticos) es del 35% (Reijnders ef al, 2008). Aunque es
frecuente en todos los estadios de la enfermedad, su prevalencia aumenta con la
gravedad y con la presencia de demencia. El riesgo de suicidio global es del 4 % y se

correlaciona con la gravedad de la depresién, el TCI y la psicosis (Nazem et al., 2008).
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Los sintomas depresivos suelen ir unidos a ansiedad. La prevalencia de ansiedad varia
segiin estudios entre el 6% y el 55%, habiéndose estimado una prevalencia media de
sintomas de ansiedad clinicamente significativos del 25,7% en un meta-andlisis reciente
(Broen ez al., 2016). La ansiedad se ha asociado con un empeoramiento subjetivo de los
sintomas motores, mds trastornos de la marcha, discinesias y disminucién en la calidad
de vida (Aarsland and Kramberger, 2015). El trastorno de ansiedad generalizada es la
forma mds frecuente, seguida de las fobias y los ataques de pdnico (Broen ez al., 2016).
La apatia se caracteriza por una disminucidn en el interés, falta de iniciativa para iniciar
o completar actividades, falta de preocupacion, indiferencia y aplanamiento afectivo
(Dujardin et al., 2007). Se ha descrito una prevalencia de entre el 16,5% y el 40% (den
Brok er al., 2015). Aunque la apatia suele ir asociada a sintomas depresivos, en un
meta-andlisis se determind que la mitad de los pacientes con apatia no presentaban
depresion concomitante, sugiriendo que la apatia es una entidad separada (den Brok ez
al., 2015). De hecho, es llamativo cémo pacientes con falta total de iniciativa y abulia

refieren “no estar tristes”.

El deterioro cognitivo, la demencia y la psicosis se tratardn en secciones posteriores.

4. Anatomia patolégica

Aunque con el paso del tiempo el conocimiento de los cambios neuropatolégicos que
tienen lugar en la EP se ha ido ampliando, los principales hallazgos histolégicos siguen
siendo 1) la despigmentacidn, pérdida de neuronas dopaminérgicas y gliosis en la SNpc
y 2) la presencia de cuerpos de Lewy (CL) y neuritas de lewy (NL) en la SN (Figura 1)
y otras regiones como el locus coeruleus y algunas dreas corticales (Lowe ez al., 1997).
En 1919, Tretiakoff relacioné la pérdida de neuronas en la SN con la EP y describié la
presencia de CL en las neuronas de esta estructura. Los CL son cuerpos de inclusién
eosinofilicos intracitoplasmdticos, que habfan sido previamente descritos por el
neurdlogo de origen alemdn, Friedrich Heinrich Lewy, en la sustancia innominata y el

nucleo dorsal del vago en pacientes con EP. Varios autores entre principios y mediados
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del siglo XX confirmaron estos hallazgos y descubrieron afectacién patolégica a otros
niveles, como el locus coeruleus y los nicleos del rafe (Goedert ez al., 2013). En 1997,
Spillantini y colaboradores descubrieron que el principal componente de los CL es la a-
sinucleina (Spillantini ez al, 1997), que se deposita de forma anormal en estos
agregados. A partir de entonces y con las nuevas técnicas de inmunohistoquimica,
multiples estudios han descrito la presencia de o-sinucleina en el sistema nervioso
periférico, auténomo y en otros érganos como las glindulas adrenales, la retina, el
sistema genitourinario el corazén, la piel (Djaldetti ez al, 2009) y la glindula

submaxilar (Adler ez al., 2016).

El diagnéstico histolégico de la EP requiere dos hallazgos clave: pérdida de neuronas en
la SNpc y presencia de CL (Daniel and Lees, 1993; Gelb ez 4/, 1999). Sin embargo,
aunque la presencia de CL ayuda a confirmar el diagnéstico de EP, su ausencia no
descarta la enfermedad y su presencia no es patognoménica de la misma. Aunque la
gran mayoria de casos con EP presentan CL o NL, muchos casos de EP juvenil o los
ligados a mutaciones de parkina, no tienen CL o NL (Poulopoulos ez al., 2012). Por
otro lado, se pueden encontrar en otras enfermedades como la neurodegeneracién con
acimulo de hierro, la ataxia-telangiectasia, la parlisis supranuclear progresiva (PSP), la
degeneracién corticobasal o la enfermedad de Alzheimer (EA) (Popescu ez al., 2004).
Ademds, se ha observado que estdn presentes en un 7-10% de las autopsias de rutina
(Gibb, 1986) y que aumentan con la edad (Fearnley and Lees, 1991), si bien, algunos
autores consideran que estos hallazgos representarian formas presintomdticas de EP.

El envejecimiento fisiolégico también se asocia a pérdida de neuronas dopaminérgicas,
(preferentemente de la ldmina dorsal de la SNpc) y pérdida de dopamina en el caudado
(Fearnley and Lees, 1991). Sin embargo, la pérdida de neuronas en la EP afecta
primero a la ldmina ventrolateral de la SNpc, (Double ez al, 2010). Esto se
corresponde con un patrén de pérdida de terminales dopaminérgicos que afecta
primero al putamen dorsal y caudal y posteriormente al putamen ventral y al caudado
(Kish ez al., 1988). La degeneracién del sistema nigroestriatal produce una denervacién
del estriado con una pérdida de dopamina que varia entre el 44% y el 98% (Rajput ez
al., 2008). La pérdida de dopamina en el estriado se correlaciona de forma significativa

con la pérdida de neuronas dopaminérgicas (Bernheimer e al., 1973).
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Figura 1. Cuerpos de Lewy (flechas) y neuritas de Lewy (cabeza de flecha) en la
sustancia negra de un paciente con EP, tenidos con un anticuerpo policlonal frente
a a-sinucleina (20x aumentos). Barra=50 pm. Foto: Leire Almandoz Gil, Uppsala
University (Ingelsson, 2016).

En el momento del diagnéstico la pérdida de dopamina en el estriado es mayor que la
pérdida de neuronas dopaminérgicas en la SN. El concepto cldsico de que los sintomas
motores aparecen cuando se ha perdido el 50% de neuronas dopaminérgicas
(Bernheimer ez al., 1973) ha sido puesto en entredicho. Recientemente se ha sugerido
que en el momento del diagnéstico, sélo el 30% de las neuronas dopaminérgicas se
habrian perdido, mientras que entre el 50% y 60% de sus terminales axonales habrian

desaparecido (Cheng ez /., 2010).

Aunque la afectacién principal es la del sistema dopaminérgico, estructuras implicadas
en otros sistemas de neurotransmisién se ven también afectadas en la EP. Asi, la
alteracién del locus coeruleus produce déficit de las vias noradrenérgicas hacia el
prosencéfalo. La degeneracién de neuronas colinérgicas del ntcleo pedinculopontino y

del nidcleo basal de Meynert, produce déficit en la transmisién colinérgica. Y
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finalmente, las neuronas serotoninérgicas de los nucleos del rafe también presentan

degeneracién, lo que produce un déficit serotoninérgico (Halliday ez a/., 1990).

5. Etiologia

Como en tantas otras enfermedades, la causa de la EP no se conoce con exactitud y, de
modo simplista, se postula que puede ser el resultado de la interaccién entre factores

ambientales y factores de predisposicién individual (no genéticos y genéticos).

5.1. Factores ambientales

Multiples estudios epidemioldgicos han revelado que diversos factores ambientales
pueden aumentar o disminuir el riesgo de desarrollar EP. Se trata de exposiciones a
diferentes sustancias o téxicos ambientales que inhiben el complejo I de la cadena
respiratoria mitocondrial, induciendo estrés oxidativo. Desde la primera evidencia en
1985 de que la 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina  (MPTP) producia
parkinsonismo (Ballard ez al., 1985), son multiples los estudios que han encontrado
asociaciones entre diferentes téxicos y la EP. La rotenona, un pesticida de origen
vegetal, puede también producir parkinsonismo experimental, y la exposicién al mismo
se ha asociado con EP (Frigerio ez al., 2006). Otros pesticidas que se han asociado con

un riesgo aumentado de EP son el maneb y el paraquat, entre otros (Costello ez al.,

2009).

Sin embargo, hay algunos factores ambientales que se han asociado muy
consistentemente con un riesgo reducido de EP, en especial el consumo de tabaco y
café. En un gran estudio de cohortes se correlacioné el menor riesgo de desarrollar EP
con mds afios de consumo de tabaco, mayor niimero de cigarrillos al dfa, mayor edad al
dejar de fumar y menos anos desde que se habia dejado de fumar (Thacker er al.,
2007). El consumo de café también se ha asociado con una pequefia disminucién del

riesgo de EP (Ross ez al., 2000; Ascherio ez al., 2001). En un meta-anilisis en el que se
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evaluaron 30 factores de riesgo, se hallaron 11 factores ambientales que modificaban el
riesgo de EP (Noyce ez al., 2012). En orden decreciente de fuerza de asociacién, los
factores que aumentaban el riesgo fueron: exposicién a pesticidas, traumatismo
craneoencefilico previo, lugar de residencia rural, uso de B-bloqueantes, ocupaciéon
agricola y consumo de agua de pozos. Los factores que se encontraron asociados con
una disminucién del riesgo fueron, en orden decreciente de fuerza de asociacién:
consumo de tabaco, consumo de café, uso de antiinflamatorios no esteroideos, uso de

antagonistas del calcio y consumo de alcohol.

5.2. Factores de predisposicién individual (no genéticos)

Multiples estudios epidemiolégicos han revelado que diversos factores pueden
aumentar o disminuir el riesgo de desarrollar EP. Como se ha descrito previamente, el
sexo masculino confiere un riesgo ligeramente superior que el que tienen las mujeres,
con una ratio varén:mujer de aproximadamente 1,5 (Wooten ez al., 2004; Taylor ez al.,
2007). La raza se ha propuesto también como factor de riesgo. Por ejemplo, en Estados
Unidos la incidencia es mayor en la poblacién de origen hispano, seguida por la de
blancos no hispanos, asidticos y afroamericanos (Van Den Eeden ez 4/, 2003). Sin
embargo, la edad es el mayor factor de riesgo para padecer EP. De hecho, la prevalencia

y la incidencia aumentan casi de forma exponencial con la edad (Driver ez al., 2009).

5.3. Factores de riesgo genético

Aunque histéricamente se consideraba que la EP era una enfermedad esporddica de
causa desconocida, en las dos dltimas décadas ha quedado claro que alrededor del 10%
de casos estdn causados por mutaciones genéticas con forma de transmisidon
monogénica (Lesage and Brice, 2009). La heredabilidad de la EP se sugirié
primeramente al encontrar que la incidencia de EP era superior en familiares de
pacientes con EP y con temblor (Noyce er al, 2012). Aunque inicialmente se

describieron formas con un patrén de herencia mendeliana con mutaciones raras con
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alta penetrancia, posteriormente se han descrito mutaciones relativamente frecuentes
con penetrancia variable. Finalmente, se estin describiendo multitud de variantes
genéticas con una frecuencia alélica alta en la poblacién, que producen una variacién
muy pequena en el riesgo de EP y que posiblemente interaccionen con factores

ambientales o epigenéticos.

5.3.1. Formas autosémicas dominantes

El primer gen que se encontr6 asociado a la EP fue el gen SNCA, que codifica la o-
sinucleina. Mutaciones sin sentido en este gen o multiplicaciones del locus que lo
contiene producen EP con herencia autosémica dominante (Polymeropoulos ez al.,
1997; Kruger et al., 1998). La EP asociada con mutaciones en éste gen suele tener una
edad de inicio mds temprana y una progresién mds rdpida, con deterioro cognitivo
precoz. Las duplicaciones o triplicaciones del gen producen también EP de inicio
temprano y progresion rdpida, y se ha demostrado que existe un efecto de dosis
genética. Los pacientes con duplicaciones desarrollan la enfermedad aproximadamente
una década mds tarde que los portadores de triplicaciones (Singleton ez al., 2003).
Aunque es una causa rara de EP, gracias a este descubrimiento, se consiguié identificar
la o-sinucleina como el principal componente de los CL y las NL (Spillantini ez al.,
1997). La o-sinucleina se expresa fundamentalmente en tejido nervioso, tanto del
sistema nervioso central (SNC) como del periférico a nivel presindptico, aunque
también se encuentra en los hematies. Aunque su funcién exacta no estd del todo clara,
multiples evidencias sugieren que puede intervenir en la regulacién de la transmisién
sindptica, la regulacion del calcio, la homeostasis mitocondrial, la expresién de genes y

la fosforilacién de proteinas (Stefanis, 2012).

El gen LRRK2 codifica la proteina leucine-rich repeat kinase 2, una proteina grande y
multidominio que estd implicada en multiples funciones celulares, como el crecimiento
de neuritas y la morfogénesis sindptica, el trafico transmembrana, la autofagia y la
sintesis de proteinas (Roosen and Cookson, 2016). Sus dominios incluyen un dominio

serina/treonina kinasa, un dominio ROC GTPasa y un dominio C-terminal COR
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(Paisan-Ruiz ez 4., 2004). Las mutaciones en LRRK2 son la causa mds frecuente de EP
genética, encontrdndose en aproximadamente el 4 % de casos familiares y en el 1% de
casos esporddicos (Healy er al., 2008). Se han identificado al menos 8 mutaciones
patogénicas en este gen, siendo la mds frecuente el cambio de glicina por serina en la
posiciéon 2019 (G2019S), que aumenta la actividad kinasa de la proteina. La EP
causada por esta mutacién es especialmente prevalente en algunas poblaciones, como
en los Judios Askenazis (28% de casos familiares y 10% de los esporddicos) y los
Bereberes del norte de Africa (36% de casos familiares y 39% de casos esporddicos)
(Healy ez al., 2008). Aunque el patrén de herencia es autosdmico dominante, su
penetrancia no es completa, y varia segin los diferentes estudios entre el 30% (Ozelius
et al., 20006) y el 90% (Latourelle ez al., 2008). Uno de los estudios mds grandes (1045
portadores) determind que la edad se asociaba a la penetrancia, que fue del 28% a los
59 anos, del 51 % a los 69 anos y del 74% a los 70 afios (Healy ez al., 2008). Sin
embargo, en un estudio més reciente en 652 portadores, se encontré una penetrancia
global del 24% a los 80 anos (Marder ez al., 2015). La sustitucién R1441G es también
patogénica y, aunque es rara a nivel mundial, es muy frecuente en el Pais Vasco, donde
estd presente en el 16% de las formas familiares y el 4% de las esporddicas (Gorostidi ez
al., 2009). Esta distribucién geogréfica se ha explicado por un efecto fundador (Simon-
Sanchez et al., 2006).

Mutaciones en el gen VPS35 (Vacuolar protein sorting 35) también se asocian con EP
de forma autosémica dominante. La proteina codificada por este gen interviene en el
transporte retrégrado de proteinas a través de la red del trans Golgi. Es una causa muy
rara de EP; el 1% de EP familiar y el 0,2% de EP esporddica se deben a mutaciones de
este gen (Lesage ez al., 2012). Fenotipicamente es similar a la EP esporddica y presenta

buena respuesta a levodopa (Kumar ez 4/, 2012).

5.3.2. Formas autosdmicas recesivas

Los genes que se han asociado con formas autosémicas recesivas de EP son parkina

(RBR E3 ubiquitin protein ligase), PINKI (PTEN induced putative kinase 1) y DJ-1
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(protein deglycase DJ-1). Al contrario que las formas autosémicas dominantes, cuya
edad de inicio es similar a la de la EP esporddica, las formas recesivas se asocian mds
frecuentemente con EP de inicio antes de los 40 afios (Schrag and Schott, 2006). Las
mutaciones en el gen parkina son la causa mds frecuente de EP con herencia
autosémica recesiva. En pacientes con edad de inicio antes de los 45 afios, las
mutaciones en este gen se encuentran hasta en el 50% de los casos familiares y en el 15
% de los esporddicos (Lucking er al, 2000). El fenotipo de los pacientes con
mutaciones en parkina es similar al de la EP esporddica, aunque es tipico el inicio con
distonia en una extremidad. Las mutaciones en PINKI y DJ-1 son menos frecuentes

(1-8% y 1-2% de casos de EP esporddica de inicio precoz, respectivamente) (Singleton

et al., 2013).

La EP autosémica recesiva puede ser el resultado de mutaciones monozigotas o
heterozigotas compuestas de estos genes. Las proteinas codificadas por estos tres genes
estan implicadas en funciones mitocondriales, entre otras. Parkina, una ubiquitina
ligasa E3 y PINKI, una serina treonina quinasa, funcionan en conjunto eliminando
mitocondrias dafiadas en lo que se conoce como mitofagia (McCoy and Cookson,
2012). La funcién de DJ-1 estd menos establecida, aunque se sugiere que estd

implicada en la proteccién de neuronas frente al estrés oxidativo (Kim ez 4., 2005).

Mutaciones en el gen DNAJC6 (Encoding DNAJ heat shock protein family member C6),
que codifica la proteina auxilina, se han descrito recientemente como causa de EP
autosémica recesiva. Las caracteristicas de la enfermedad causada por este gen son
atipicas, con una edad muy temprana de inicio, espasticidad, psicosis y deterioro
cognitivo precoz (Edvardson ez al., 2012; Olgiati ez al., 2016). La proteina auxilina es
una proteina asociada a clatrina y, predominantemente expresada en neuronas y en
especial en terminales nerviosos, lo que sugiere que el transporte de vesiculas es

importante en la patogenia de la EP (Eisenberg and Greene, 2007).

Hay otros genes que también causan formas atipicas de EP, como ATPI13A2 (ATPase
13A2) (Ramirez ez al., 2006), FBX07 (F-box protein 7) (Shojaee et al., 2008), PLA2G6
(Phospholipase A2 group VI) (Paisan-Ruiz ez al., 2009) y SYNJI (synaptojanin 1) (Krebs

et al., 2013), entre otros.
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5.3.3. Variantes modificadoras del riesgo

El escenario de la genética de la EP se ha ido completando en los dltimos anos con el
descubrimiento de variantes genéticas. En general se trata de polimorfismos de un sélo
nucledtido (SNPs: single nucleotide polymorphisms) que también existen en la poblacién
general y que de forma individual sélo modifican muy sutilmente el riesgo de padecer
la enfermedad. Las variantes de riesgo pueden ser “comunes” o “raras”, en funcién de
su frecuencia en la poblacién general, considerdindose comunes cuando la frecuencia
alélica es 21%. En general, las variantes comunes suelen presentar un efecto muy

pequeno (OR < 1,5), mientras que las variantes raras tienen efectos mayores.

En los dltimos anos, se han identificado numerosos genes y loci asociados al riesgo de
EP. Aunque la aproximacién mds reciente implica estudios de asociacién de genoma
completo (GWAS: genome-wide association study), algunos resultados se obtuvieron
estudiando directamente genes candidatos. Asi, por ejemplo, se ha demostrado que el
microsatélite REP] de la regién promotora del SNCA se asocia con un riesgo 1,4 veces
aumentado de EP (Maraganore ez al., 20006). Posteriormente, en estudios de GWAS se
han identificado multiples SNPs en este loci asociados al riesgo de EP. El
descubrimiento de mutaciones en el gen LRRK2 como causa de EP monogénica,
también llevé a estudiar variantes comunes en este gen. Consecuentemente, se ha
demostrado de forma consistente que algunas variantes como p.G2385R (Tan ez al.,
2007; Zabetian er al, 2009) y p.1628P (Ross ¢ al., 2008; Pulkes er al, 2011)
aumentaban el riesgo al doble. Aunque en estudios de GWAS el locus de LRRK? se
identifica de forma consistente en poblacién caucdsica, las variantes exactas que causan
el aumento del riesgo siguen siendo desconocidas, por lo que se requiere un andlisis
més profundo del locus (Hernandez e 4l., 2016). Derivado también de observaciones
clinicas, se identificé el haplotipo H1 del gen MAPT como un factor de riesgo de EP
(Martin et al., 2001). Finalmente, en un meta-andlisis de estudios de GWAS reciente,
se han identificado 28 SNPs en 24 loci que se asocian con la susceptibilidad de padecer

EP (Nalls ez /., 2014).

Las mutaciones en el gen de la glucocerebrosidasa (GBA) son especialmente interesantes

ya que su efecto se sitla en un punto intermedio entre las formas autosémicas
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dominantes y las variantes que aumentan el riesgo. La glucocerebrosidasa es un enzima
lisosomal, y las mutaciones homozigotas de su gen producen la enfermedad de
Gaucher. Los portadores de mutaciones en el gen GBA presentan un riesgo
considerablemente aumentado de EP con una odds ratio de 5,43 (Sidransky ez al.,
2009; Anheim et al., 2012) y un riesgo acumulado del 30 % a los 80 afos (McNeill ez
al., 2012). Por tanto, se habla de un patrén de herencia “pseudo-autosémico
dominante”. Sin embargo, al contrario que los genes que causas las formas
monogénicas, las mutaciones en GBA son relativamente frecuentes, con una prevalencia

en poblaciones no Askenazis de entre el 2,3% y el 9,4 % (Sidransky and Lopez, 2012).

6. Patogenia

Las manifestaciones motoras cardinales de la EP se deben al déficit dopaminérgico
estriatal, siendo la rigidez y la bradicinesia las que mejor correlacién muestran. Por ello,
gran parte de la investigacién sobre la patogenia de la enfermedad se ha centrado en los
mecanismos que causan degeneracién del sistema nigroestriatal. Sin embargo, otros
sistemas monoaminérgicos, también degeneran en la EP, como el noradrenérgico y el
serotoninérgico, aunque su conocimiento es menor. Hay numerosos procesos que se
han puesto en relacién con la pérdida de neuronas dopaminérgicas como el estrés
oxidativo, la disfuncién mitocondrial, la excitotoxicidad, las alteraciones en la

autofagia, la inflamacién y la apoptosis.

6.1. Estrés oxidativo

En condiciones normales, los radicales libres o especies reactivas oxigenadas estdn en
equilibrio con el sistema antioxidante para mantener la homeostasis. Cuando los
radicales libres sobrepasan la actividad antioxidante de la célula, se produce el estrés
oxidativo. El exceso de radicales libres produce dafo a dcidos nucleicos, lipidos y

proteinas. Estd ampliamente demostrado que en la EP existe un exceso de radicales
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libres que producen deterioro de estas macromoléculas (Sanders and Greenamyre,
2013). Son numerosos los estudios que han demostrado acimulo de radicales libres,
como el radical hidroxilo de productos oxidados en cerebros post mortem de pacientes
con EP. También hay una disminucién del glutatién reducido, uno de los principales
antioxidantes intracelulares, en la SNpc (Perry et al., 1982; Sian ez al., 1994), si bien no
se conoce si esto es un defecto primario o una consecuencia del estrés oxidativo (Martin

and Teismann, 2009).

La acumulacién de hierro en su forma redox activa, también tiene un papel importante.
Se ha demostrado que existe una acumulacién de hierro en la SNpc de pacientes con
EP, lo que sugiere que la peroxidacién de lipidos inducida por hierro es también
importante en la patogenia de la enfermedad (Friedlich and Beal, 2000). Por dltimo,
niveles plasmdticos o séricos elevados de dcido trico, que tiene propiedades
antioxidantes, se han asociado en varios estudios prospectivos con una reduccién en el
riesgo de desarrollar EP (Davis ez al, 1996; de Lau et al., 2005a; Weisskopf ez al.,
2007) y con una progresién mds lenta de la enfermedad (Schwarzschild ez 4/., 2008).

6.2. Disfuncién mitocondrial

El papel de la disfuncién mitocondrial en la patogenia de la EP estd ampliamente
demostrado. La primera evidencia vino dada por el hecho de que el MPTP, que
bloquea la trasferencia de electrones a través del complejo I, podia producir muerte de
células dopaminérgicas y parkinsonismo practicamente indistinguible de la EP (Ballard
et al., 1985). De hecho, el MPTP ha sido ampliamente usado para generar modelos
animales de EP que permiten estudiar mecanismos y consecuencias de la pérdida de
neuronas nigroestriatales 7z vivo (Smeyne and Jackson-Lewis, 2005). Posteriormente, se
ha descubierto que otros agentes téxicos como la rotenona, con un mecanismo
semejante al MPTP, producen un efecto similar habiendo sido empleados también en
modelos animales (Betarbet ez «/, 2000). Por dltimo, el estudio de las formas

autosémicas recesivas de EP revel6 que las formas mutadas de Parkina, DJ-1 y PINK
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tienen efectos téxicos en la mitocondria (Muftuoglu ez al., 2004; Zhang ez al., 2005;

Abramov et al, 2011).

La vulnerabilidad de las neuronas a la disfuncién mitocondrial se puede explicar por su
alta actividad metabdlica y su gran demanda energética, especialmente para mantener
los gradientes idnicos transmembrana y la neurotransmisién (Nicholls and Budd,
2000). Las neuronas dopaminérgicas en concreto tienen una gran demanda energética,
ya que tienen que mantener mds de 400.000 sinapsis por cuerpo neuronal. Esto hace
que sean especialmente vulnerables a cualquier proceso que comprometa la funcién
mitocondrial (Bolam and Pissadaki, 2012). En cerebros post mortem de pacientes con
EP se ha demostrado que existe una reduccién del 30% al 40% de la actividad del
complejo I mitocondrial en la SN (Schapira ez al., 1989). Ademds, PGCla, un factor
de transcripcién implicado en el recambio mitocondrial que se ha asociado con el
riesgo de EP en un estudio de GWAS, tiene una expresién disminuida en cerebros de
pacientes con EP (Zheng er al, 2010). Por otro lado, mutaciones en el ADN
mitocondrial podrian tener importancia. Aunque estas se producen con el
envejecimiento fisioldgico, en la SN hay una mayor proporcién de mutaciones que en
otras dreas cerebrales. Ademds, las mutaciones en el gen que codifica la y-polimerasa
mitocondrial (POLG1) pueden producir fenotipos con manifestaciones parkinsonianas

(Delgado-Alvarado ez 4l., 2015).

6.3. Degradacién proteica

Hay dos sistemas mediante los cuales las células eliminan proteinas solubles o
insolubles: el sistema ubiquitin-proteasoma y el sistema de la autofagia. Tanto el mal
funcionamiento de cualquiera de estos sistemas, como su saturacién con cantidades
anormales de a-sinucleina oligomérica, puede dar lugar a la acumulacién de «-
sinucleina y por tanto a la formacién de CL (Cuervo ez al., 2004). Se han encontrado
alteraciones de ambos sistemas en la EP (Balch ez 4/, 2008). Con el envejecimiento
fisiolégico el sistema ubiquitin-proteasoma disminuye su actividad, por lo que la

degradacion proteica a través del sistema lisosomal de autofagia cobra mds importancia
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(Rubinsztein, 2006). Los lisosomas son orgdnulos que continen una variedad de
enzimas para la degradacién de proteinas, lipidos, azicares y otras macromoléculas. Su
fusién a endosomas que contienen estas macromoléculas (macroautofagia) es un paso
clave en la autofagia. Se ha demostrado que el acimulo de o-sinucleina produce una
disminucién de la degradaciéon de proteinas por alteracion del trifico de enzimas a los
lisosomas (Cooper ez al, 2006). Ademds, influye negativamente en el trifico de
proteinas a través de vesiculas o endosomas al lisosoma para su degradacién (Volpicelli-
Daley et al., 2014). La autofagia mediada por chaperonas se encarga de la degradacién
de proteinas citosélicas de forma selectiva en los lisosomas. La a-sinucleina contiene un
motivo de aminodcidos que hace que sea reconocida por chaperonas citosdlicas y
dirigida a los lisosomas. Tanto las formas mutadas de o-sinucleina, como su

sobreexpresion alteran su degradacién por esta via (Xilouri ez al., 2009).

Diversos estudios sugieren que LRRK2 tiene un papel regulador en la autofagia, tanto
en la macroautofagia, como en la autofagia mediada por chaperonas. Por ejemplo, se ha
demostrado que la mutacién G2019S produce un aumento de las vacuolas autofégicas
y una reduccién de las neuritas, efecto que que se facilita con rapamicina, un inductor
de la autofagia (Winner ez al., 2011). Por otra parte, tanto la regulacién positiva de
LRRK2 nativa como de sus formas mutantes inhibe la actividad de la autofagia
mediada por chaperonas (Yue and Yang, 2013). Resulta interesante el hecho de que
mutaciones en el gen de la glucocerebrosidasa, un enzima lisosomal, es una causa
relativamente frecuente de EP (3% de las formas esporddicas) (Winder-Rhodes ez 4/,
2013). Recientemente se ha demostrado, como cabia esperar, que la actividad de la
glucocerebrosidasa estd disminuida en la SN de pacientes con mutaciones heterozigotas
en GBA. Curiosamente, también se ha encontrado disminuida en la SN de pacientes

con EP esporddica (Gegg ez al., 2012).

6.4. Inflamacién

Muiltiples lineas de evidencia sugieren que la inflamacién crénica puede contribuir a la

degeneracién de neuronas dopaminérgicas y a la progresion de la EP. En estudios
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epidemioldgicos se ha observado una menor prevalencia de EP en sujetos que han
usado anti-inflamatorios no esteroideos (Gao et 4l., 2011). Por otro lado, en estudios
post mortem se ha demostrado la presencia de microglia activada en la SN y otras dreas
cerebrales (Imamura ez al., 2003), lo que se ha corroborado 7 vivo mediante PET
(Positron  emission tomography) con PK11195 (Gerhard er al, 2006). Ademds,
variaciones en el locus del Complejo Mayor de Histocompatibilidad, implicado en
reconocimiento inmunoldgico y senalizacién entre células del sistema inmune
(International Parkinson's Disease Genomics and Wellcome Trust Case Control,
2011) y en otros genes implicados en inflamacién (Holmans ez 4/, 2013) se han
encontrado asociadas a EP. Se ha sugerido que se podria establecer un bucle en el que la
microglia aumenta la liberacién de factor de necrosis tumoral o (TNF-a) e
interleuquina 18 (IL1-B) en respuesta al dafio celular, lo que a su vez induciria un

mayor dafio neuronal (Collins ez al., 2012).

Por otro lado, algunos estudios han encontrado un aumento de factores
proinflamatorios en plasma en pacientes con EP como son la interleuquina 6 (IL-6), el
receptor soluble de interleuquina-2 (RSIL-2), y el TNF-o (Dobbs ez al., 1999; Scalzo ez
al., 2010; Lindqvist ez al., 2012). En liquido cefalorraquideo (LCR) también se han
encontrado diferencias en los niveles de IL-6, IL-1 8 y TNF-o entre pacientes con EP y
controles (Blum-Degen ez al., 1995; Mogi et al., 1996).

6.5. Hipétesis de la transmisién trans-sindptica de proteinas

El estudio de la extensién de la patologia tipo Lewy por diversas estructuras del cerebro
dio lugar al sistema de estadiaje de Braak y colaboradores (Figura 2). En su trabajo
sugieren que la patologia tipo Lewy comienza en el ntcleo motor dorsal del vago y el
nucleo olfatorio anterior y va afectando con la evolucién de la enfermedad a otras 4reas
de tronco del encéfalo, como la SNpc, marcando el inicio de la fase sintomdtica de la
enfermedad. Finalmente afectaria a diversas dreas corticales. Posteriormente se planted
si el proceso degenerativo podria comenzar fuera del sistema nervioso central (SNC), ya

que encontraron inclusiones de a-sinucleina en ganglios simpdticos y parasimpadticos,
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médula espinal, médula adrenal, tracto gastrointestinal, y piel de pacientes con EP
(Hishikawa ez 4/., 2000; Braak et al., 2006; Braak et al., 2007; Fumimura et /., 2007;
Beach et al., 2010) Estas observaciones han dado lugar la “dual hit hypoyhesis”, por la
cual se especula que un patégeno desconocido entraria al sistema nervioso a través del
bulbo olfatorio y del plexo entérico para ir afectando de manera progresiva a estructuras

centrales.

Fase Fase c Fase Fase d Fase Fase
presintomatica  sintomatica presintomética  sintomatica . presintomatica  sintomaética

Neocértex sec. + prim

Neocértex asociative

Mesocortex
Sustancia negra
Locus coeruleus

Nucleas dorsales Xy X

Figura 2. Seis estadios de la patologia tipo Lewy segtin la hipétesis de Braak et al. Los casos con
inclusiones de a-sinucleina caen en uno de los seis grupos de acuerdo con las regiones cerebrales
afectas. La progresion entre grupos implica la adicién de nuevas dreas y el empeoramiento de las
previas (Goedert ez al., 2013).

Sobre esta linea de hipétesis, en los dltimos afios, se especula con la posibilidad de que
la a-sinucleina patoldégica pueda transmitirse entre células tanto del sistema nervioso
periférico al central como dentro del SNC. Una de las primeras observaciones que
apoyaba esta hip6tesis fue la aparicién en cerebros post mortem de inclusiones de o-
sinucleina en células que habian sido trasplantadas a pacientes con EP (Li ez al., 2008).
Mds recientemente, se ha demostrado que fibrillas de a-sinucleina recombinante son
capaces de entrar en neuronas en cultivo e inducir la formacién de agregados de o-

sinucleina y finalmente muerte neuronal (Volpicelli-Daley ez 4/, 2011). Ademds, la
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inoculacién intraestriatal de una forma sintetizada de a-sinucleina en ratones wild type
indujo la agregacién de o-sinucleina en otras regiones, como la SNpc (Luk ez 4l,
2012). Incluso se ha comprobado que inoculando extractos purificados de CL de
pacientes con EP en la SN o el estriado de ratones y monos macacos wild type se
inducia el acimulo de a-sinucleina patoldgica y degeneracidn nigroestriatal (Recasens ez
al., 2014). Estas evidencias hacen que se hipotetize sobre la posible transmisibilidad de

la o-sinucleina entre células y se hable de un comportamiento “similar a priones”.

Lejos de ser mecanismos individuales, cada vez parece mds evidente que los diferentes
mecanismos patogénicos tienen muchos puntos de confluencia y que pueden ser

sinérgicos entre si (Figura 3).
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Figura 3. Mecanismos patogénicos en la EP. Modificado de (Athauda and Foltynie,

2015).
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7. Diagnéstico

El diagnéstico de la EP es eminentemente clinico. Los primeros criterios diagndsticos
fueron propuestos por Hoehn y Yahr en 1967 (Hoehn and Yahr, 1967) y modificados
por Marttila y Rinne en 1976 (Marttila and Rinne, 1976). Proponian el diagndstico de
EP idiopdtica en presencia de dos o mds sintomas cardinales: temblor de reposo,
rigidez, hipocinesia y alteracién de reflejos posturales. Como requisito habia que
descartar el temblor esencial y los pacientes con historia previa de encefalitis, quienes se

clasificaban como EP postencefalitica.

En 1985, Schoenberg y colaboradores (Schoenberg ez al., 1985) propusieron los
términos EP probable y posible basindose en criterios de exclusién adicionales, como el
parkinsonismo inducido por firmacos o debido a otras enfermedades. En 1992, Calne
y colaboradores (Calne ez al., 1992) anaden la categoria diagndstica parkinsonismo
idiopdtico clinicamente definido que requerfa tres de los cuatro sintomas cardinales
descritos originalmente o dos de ellos con al menos uno distribuido de forma

asimétrica.

Los criterios mas usados hasta la actualidad han sido los del Banco de Cerebros del
Reino Unido, que requieren la presencia de bradicinesia, mds al menos uno de los
siguientes: rigidez, temblor de reposo o inestabilidad postural. Entre los criterios de
exclusién destacan los ictus de repeticién o disautonomia grave. Afadieron como
criterios de apoyo al diagnéstico la respuesta a levodopa y el cardcter progresivo de la
enfermedad (Ward and Gibb, 1990). Gelb y colaboradores disefiaron unos criterios
diagnésticos en 1999 basdndose en una revision de la literatura, similares a los
propuestos por Calne y colaboradores, en los que establecieron tres niveles de certeza:
EP posible, EP probable y EP definitiva. En estos criterios se dio importancia al inicio
asimétrico y la respuesta a tratamiento con levodopa o agonistas dopaminérgicos, y no

se considerd la alteracién de reflejos posturales como sintoma cardinal (Gelb ez 4.,

1999).

Sin embargo, el avance en el conocimiento de la EP, en especial en lo que concierne a

manifestaciones no motoras y genética ha hecho que la Movement Disorders Society
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(MDS) haya redefinido recientemente, mediante un panel de expertos, los criterios

diagnésticos de la EP (Postuma ez al., 2015). Se han establecido dos niveles de certeza:

o EP clinicamente establecida: Se prioriza la especificidad. Al menos el 90%

tienen EP

o EP clinicamente probable: Hay un equilibrio entre sensibilidad y especificidad.
Al menos el 80% de pacientes diagnosticados tienen EP. Se identifican el 80%

de casos de EP.

La base de los criterios es la presencia de parkinsonismo definido como bradicinesia en
combinacién con al menos uno de los otros signos cardinales (temblor de reposo o
rigidez). Se anaden unos criterios de apoyo, unos criterios de exclusién absolutos (que
tienen que estar ausentes en ambos niveles) y unas “red flags”, cuya presencia no
excluye en ninguno de los niveles, pero va en contra del diagnéstico de EP. Entre los
criterios de apoyo se incluyen, entre otros, la presencia de discinesias inducidas por
levodopa y la presencia de hiposmia o denervacién simpdtica cardiaca demostrada
mediante SPECT (single photon emission computed tomography) con [°'I]-MIBG. Los
criterios de exclusién absolutos son muy relevantes ya que se requiere su ausencia en las
dos categorfas diagnésticas. Entre ellos encontramos pardlisis supranuclear de la
infraversién de la mirada, normalidad en las pruebas de imagen del sistema
dopaminérgico o falta de respuesta a la levodopa a altas dosis a pesar de presentar
sintomas moderados. Las “red flags”, que no pueden estar presentes en la categoria de
EP establecido incluyen, entre otras, disfuncién bulbar temprana, disfuncién

autonémica grave dentro de los 5 primeros afios o piramidalismo.

8. Tratamiento

Debido a que los principales problemas motores se deben al déficit dopaminérgico
estriatal, el principal abordaje farmacolégico es la administracién de firmacos

dopaminérgicos. Aun hoy, justo medio siglo después de la introduccién de la levodopa
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(Cotzias et al., 1967), éste sigue siendo el tratamiento més efectivo para la EP (Olanow
et al., 2009). El uso de agonistas dopaminergicos solos o en combinacién con levodopa
es una estrategia ampliamente usada. Aunque el uso de estos firmacos mejora
considerablemente algunos sintomas, como la bradicinesia o la rigidez, no es efectivo
para mejorar otras manifestaciones como los trastornos de la marcha, o el deterioro
cognitivo. Ademds, con la evolucién de la enfermedad su efectividad disminuye y
aparecen las fluctuaciones motoras y discinesias, refractarias al tratamiento
convencional. En ese momento existen tres opciones terapéuticas: bomba de infusién

de apomorfina, infusidn intrayeyunal de levodopa o estimulacién cerebral profunda.

A pesar de que el tratamiento sintomdtico mejora la calidad de vida e incluso aumenta
la esperanza de vida de los pacientes con EP, la bisqueda de un tratamiento capaz de
frenar el proceso de neurodegeneracion sigue siendo el objetivo de multiples grupos de
investigacién. Son muchos los agentes que, aunque han demostrado ser efectivos en
modelos animales, han fracasado al ser probados en ensayos clinicos y por el momento
no existe ningin tratamiento capaz de frenar el proceso de neurodegeneracién (Shults

et al., 2004).

9. Deterioro cognitivo y demencia en la enfermedad de Parkinson

Lejos de la observacién inicial de James Parkinson en la que afirmaba que la funcién
intelectual estaba preservada (“..the senses and intellects being unjured...”), hoy en dia se
reconoce que el deterioro cognitivo es una manifestacién frecuente en la EP. Se incluye
dentro de los sintomas no motores junto con las alteraciones psiquidtricas, las
alteraciones del sistema nervioso auténomo, las alteraciones sensoriales, entre otros. De
hecho, es uno de los sintomas no motores mis frecuentes de la EP con escasa o nula

respuesta al tratamiento dopaminérgico.
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9.1. Demencia
9.1.1. Epidemiologia

Ya en el momento del diagndstico una proporcién importante de pacientes (hasta un
36 %) presenta déficits cognitivos (Foltynie ez al., 2004), y la mayoria de ellos acaban
progresando a demencia asociada a la EP (DEP) a largo plazo (Williams-Gray ez al.,
2009). La prevalencia acumulada de DEP, segtn estudios longitudinales es del 78% a
los 8 anos (Aarsland ez a4/, 2003a) y del 83 % a los 20 afos (Hely ez al., 2008) de
evolucién de la enfermedad. La prevalencia puntual de la DEP se ha estimado en una
revisién sistemdtica de entre 24% y el 31 % (Aarsland ez @/, 2005b). En la poblacién
general con 65 afos o mds, la prevalencia de la DEP es de 0,2% a 0,5 % y representa
entre el 3% y el 4 % de todas las demencias (Aarsland ez /., 2005b). La incidencia de
la DEP segtin estudios comunitarios varfa entre 95,3 (Aarsland ez 4/, 2001a), 107,1
(Hobson and Meara, 2004) y 112,5 (Marder ez al., 1995) por cada 1.000 pacientes y
ano. Finalmente, el riesgo relativo de padecer demencia de un paciente con EP
comparado con el de una persona sin EP varia segun los estudios entre 1,7 (Marder ez
al., 1995), 4,7 (de Lau ez 4l., 2005b), 5,1 (Hobson and Meara, 2004) y 5,9 (Aarsland ez
al., 2001a).

9.1.2. Perfil neuropsicoldgico

En general, el inicio del deterioro cognitivo es insidioso y la progresién a demencia
lenta. La caida anual del Mini Mental State Examination (MMSE) es de 1 punto en
pacientes con EP sin demencia (EPND) y de 2.3 en pacientes con DEP, similar a los
pacientes con EA (Aarsland ez al, 2004a). El perfil cognitivo de la DEP es
predominantemente subcortical o disejecutivo, sin embargo, en fases avanzadas el
fenotipo de la DEP va mis all4, con alteraciones floridas en otros dominios. De hecho,
en muchos estudios se ha comprobado que la diferenciacién entre DEP y EA sélo

mediante el uso de test neuropsicolégicos es considerablemente dificil (Emre ez al.,

2007).
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Las alteraciones en la atencidn se presentan como una dificultad en la continuidad del
pensamiento durante las frases haciendo que sea dificil seguir una conversacién
(Gratwicke ez al., 2015). Ademds, hacen que la vigilancia disminuya y el nivel de alerta
fluctde, lo que produce niveles de cognicién fluctuante (Ballard ez al., 2002). Los
déficits en atencién se han descrito como el sintoma mds incapacitante en la DEP, con
una disminucién importante en la calidad de vida (Bronnick ez 4/, 2006). Aunque
existe controversia, en uno de los estudios mds exhaustivos que utiliz la variabilidad en
el tiempo de ejecucion en una serie de tareas, se demostré que los pacientes con DEP y
demencia con cuerpos de Lewy (DCLw) tenian una variabilidad mayor que los

pacientes con EA (Ballard ez 4/., 2002).

Los problemas en la memoria son la queja inicial en el 67 % de los pacientes con DEP,
mientras que lo es en el 94 % de los pacientes con DCLw y en el 100 % de aquellos
con EA (Noe et al., 2004). Se cree que la disfunciéon de la memoria en los pacientes con
EP es un fallo de la evocacién mds que de la codificacién o almacenamiento
(Whittington ez al., 2000). Esta hipétesis proviene de estudios en pacientes con EPND
en los que se demostré que el reconocimiento estaba intacto y el rendimiento
aumentaba con pistas. Sin embargo, en los pacientes con DEP también existe alteracién
en la recuperacién con pistas (Higginson ez al, 2005), asi como déficits en el
reconocimiento de material verbal y no verbal (Whittington ez a/., 2000). Con todo, se

cree que el déficit en memoria visual y verbal es menor en la DEP que la EA (Emre ez

al., 2007).

La funcion ejecutiva suele estar alterada en la EP desde el momento del diagnéstico
(Muslimovic et al., 2005) y empeora con la evolucién de la enfermedad (Christopher ez
al., 2014). Se caracteriza por dificultades en la concentracion, en el almacenamiento de
la informacidn, las habilidades de planificacién y organizacién y en el cambio de tareas
(“set shifting”), y ha sido objeto de estudio en multitud de trabajos. Medida con el test
de fluencia verbal, en numerosos estudios presenta resultados controvertidos, con
estudios que muestran mayor alteracion en pacientes con DEP que en EA, mientras
que en otros no encuentran diferencias significativas (Emre ez @/, 2007). En fases

avanzadas de la demencia parece que no existen diferencias entre DEP, DCLw y EA
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(Pillon ez al., 1993). Sin embargo, teniendo en cuenta los estudios disponibles, parece

que la funcién ejecutiva estaria mds afectada en pacientes con DEP que en aquellos con

EA (Emre et al., 2007).

Los pacientes con EP tienen alteraciones sutiles en la funcidn visuoespacial (percepcién
del espacio extra-personal) (Levin ez al, 1991) y en la funcién visuoperceptiva
(dificultades al reconocer objetos por su forma) (Kida ez /., 2007) que van avanzando
con la progresién de la enfermedad. De hecho, la funcién visuoespacial ha demostrado
tener una alta sensibilidad para detectar la transicién a DEP (Biundo ez al., 2014) y estd
muy alterada en los pacientes con DEP, similar a los pacientes con DCLw, pero miés

que en los pacientes con EA (Mosimann et al., 2004).

En cuanto al lenguaje, es quizés el dominio que menor atencién ha recibido en la EP,
debido probablemente a que la presencia de afasia clinicamente evidente es rara. Parece
que los pacientes con EA presentan mds problemas en la denominacién, tienen un
discurso espontdneo mds empobrecido, mds anomia y mds problemas al generar listas

de palabras que los pacientes con DEP (Cummings ez al., 1988; Pillon ez al., 1993).

Las praxias y la construccidn tipicamente se estudian mediante la copia de disenos
complejos o dibujando objetos comunes. El test del reloj estd gravemente alterado en
los pacientes con DEP (Emre ez al., 2004). Este test no sirvié para diferenciar pacientes
con DEP, DCLw y EA, aunque se demostré que los dos primeros grupos tenian mds
errores de planificacién. En otros estudios en los que se usaron test de copia no se
encontraron diferencias (Aarsland ez 4/, 2003b; Noe ez al., 2004) entre pacientes con

DEP y con EA, o se encontré mayor déficit en los primeros (Cormack ez a/., 2004).

9.1.3. Otras manifestaciones clinicas

Mis alld del perfil cognitivo, la DEP presenta algunas manifestaciones clinicas mds
frecuentemente que en otros tipos de demencia, como la psicosis (alucinaciones y

delirios) o los trastornos afectivos.
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Las alucinaciones son frecuentes en los pacientes con EP en general (25%-40%)
(Aarsland ez al., 1999b; Fenelon et al., 2000; Aarsland ez al., 2001d), pero son mds
frecuentes en los que presentan DEP (45%-65%) (Fenelon ez al., 2000; Aarsland ez al.,
2001b; Aarsland er al., 2001¢; Aarsland ez al., 2007) y mds adn en los pacientes con
DCLw (60-80%) (Ballard ez al., 1999; Hirono et al, 1999; Aarsland ez 4/, 2001b).
Esto contrasta con la baja frecuencia de alucinaciones en la EA leve o moderada, que es
del 4%-8% (Hirono et al, 1999; Aarsland et al, 2001c; Benoit et al., 2005). En
general, tanto en la DEP como en la DCLw, se trata de alucinaciones visuales (Fenelon
et al., 2000; Mosimann et al., 2006), y su gravedad es variable, desde alucinaciones
menores en que el paciente tiene critica de las mismas hasta alucinaciones bien
estructuradas con pérdida de realidad del paciente (Fenelon ez al., 2000; Llebaria ez al.,
2010). Entre las menores, son muy frecuentes las alucinaciones de “pasaje” en las que el
pacientes tiene la sensacién de estar acompanado por alguien, aunque realmente sabe
que estd s6lo. Las alucinaciones pueden tener un gran impacto en la calidad de vida del
paciente cuando estin bien estructuradas (escenas complejas, etc) y se pierde la
percepcién de irrealidad del fenémeno. Las alucinaciones auditivas, cenestésicas (Ergun

et al., 2009) u olfatorias (Goetz ez al., 2011) aunque pueden ocurrir, son raras en la EP.

Los delirios son menos frecuentes que las alucinaciones, aunque también son
relativamente frecuentes en la EP (17%) (Aarsland er al, 1999b; Aarsland et al.,
2001d), en la DEP (25%-30%) (Aarsland er al, 2001b; Aarsland et al, 2001c;
Aarsland ez al., 2007) y en la DCLw (57-78%) (Hirono ez al., 1999; Aarsland et al.,
2001b). En todo caso son mds frecuentes que en la EA (Hirono ez al., 1999; Aarsland
et al., 2001¢; Benoit ez al., 2005). Los tipos mds frecuentes son los delirios paranoides
(robo, celos, etc) y los de tipo “phantom boarder” que consisten en la sensacién de

presencia de personas en el domicilio (Aarsland ez /., 2001b).

Las alteraciones afectivas ocupan también un lugar importante entre las manifestaciones
de la DEP. Tanto el estado de 4nimo depresivo como el sindrome de depresién mayor
son mds frecuentes en los pacientes con DEP que en los afectos de EA (Starkstein ez al.,
1996). Mientras que la prevalencia de depresién mayor es del 13 % (Aarsland ez al.,
2001b), la de sintomas depresivos llega a ser del 40%-58 % (Aarsland ez al., 2001c). La
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ansiedad, que se incluye en el mismo grupo de sintomas y suele acompanar a los

sintomas depresivos, se da en el 30%-49 % (Menza ez al., 1993).

La irritabilidad y la agresividad no tienen un papel muy prominente en la DEP,
mientras que su frecuencia es mayor en la DCLw y en la EA (Engelborghs ez al.,
2005). La irritabilidad se da en menos del 10 % de pacientes con EPND y en el 14 %
de los que presentan DEP (Aarsland ez al, 2001c). La apatia, mis tipica de la
demencia frontotemporal (Hirono ez al., 1999) y de la PSP (Aarsland ez al., 2001d), se
ha descrito en el 23%-54% (Aarsland ez 4/, 2001c; Aarsland et 4/, 2007) de los
pacientes con DEP, en comparacién con el 17 % en los pacientes con EPND

(Aarsland ez 2/, 2001d).

9.1.4. Consecuencias

El impacto de la demencia en la EP es enorme y sus consecuencias sobre diferentes
aspectos muy importantes. Resulta intuitivo pensar que el hecho de desarrollar
demencia es catastréfico en una enfermedad que de base, ya puede afectar gravemente a
las actividades diarias por la afectacién motora. De hecho, en algunos estudios se ha
asociado el desarrollo de demencia con un deterioro motor més agresivo (Elizan ez al.,
1986; Graham and Sagar, 1999). En un estudio longitudinal, la caida en la puntuacién
de la Unified Parkinson’s Disease Rating Scale (UPDRS) III en un periodo de dos anos
fue mayor en los pacientes con DEP (9,7 puntos) que en los pacientes con EPND (5,1
puntos) (Burn ez al., 2006). Por otro lado, se ha encontrado que la demencia es un
factor de riesgo para presentar caidas (Wood er al., 2002), complicacién también
temida en esta enfermedad. En un estudio transversal, los trastornos de la marcha y del
equilibrio eran mds frecuentes en los pacientes con DEP (93%) que en aquellos sin
demencia (43%) (Allan ez al., 2005). Todo ello hace que la demencia esté claramente
asociada con un empeoramiento en las funciones de la vida diaria (Rosenthal ez 4.,

2010).
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El impacto socioeconémico de la DEP es también otra consecuencia de suma
importancia. En un estudio retrospectivo se demostré que las estancias hospitalarias de
los pacientes con DEP son el doble de largas que las de los pacientes con EPND
(Fletcher er al., 2011). Ademds, la demencia contribuye a que estos pacientes sean
institucionalizados en residencias, siendo el mayor predictor de ingreso la presencia de
alucinaciones (Aarsland ez al, 2000). De hecho, la prevalencia de DEP entre los
pacientes ingresados en residencias llega a ser del 77% (Weerkamp er al., 2013).
Resulta interesante conocer los datos de un estudio prospectivo que valoré el impacto
de la DEP sobre los costes médicos y no médicos derivados de la EP. En €l se demostrd

que los costes de los pacientes con DEP (34.980 €/ano) eran 3,3 veces mayores que los

de los pacientes con EPND (10.626 €/ano) (Vossius ez al., 2011).

No hay que olvidar tampoco el impacto que produce la EP sobre los cuidadores, que
presentan mds sintomas depresivos, cansancio y menos satisfacciéon con sus vidas. Los
predictores mds importantes que contribuyen a la carga del cuidador son el deterioro
cognitivo, la agitacién, los delirios y las conductas motoras inapropiadas (Aarsland ez
al., 1999a). Finalmente, la DEP se asocia con una mayor mortalidad en los pacientes
con EP. En un estudio prospectivo de 90 pacientes con EP y 11 afios de seguimiento se
demostré que la edad, la presencia de demencia y la depresién eran predictores

independientes de mortalidad (Hughes ez 4l., 2004).

9.2. Deterioro cognitivo leve en la enfermedad de Parkinson
9.2.1. Definicién y criterios diagndsticos

El término deterioro cognitivo leve (DCL) fue introducido por primera vez en 1988
por Reisberg y colaboradores (Reisberg ez al., 1988) para referirse al estadio 3 de la
Global Deterioration Scale. Esta escala, que consta de siete estadios, ha sido y sigue
siendo ampliamente usada para determinar la gravedad de las demencias degenerativas
primarias. En 1999, Petersen y colaboradores redefinieron el concepto e introdujeron

los primeros criterios diagnésticos para el DCL, que en esencia, identificaba a sujetos
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con un deterioro de memoria mayor del esperado para la edad y el grado de educacién,
pero sin demencia (Petersen ef al., 1999). Este grupo de pacientes ha sido objeto de
amplios estudios prospectivos en los que se ha tratado de diferenciar el envejecimiento
fisioldgico de las fases prodrémicas de la EA y se han evaluado posibles biomarcadores

para su diagnéstico (Petersen ez al., 2009).

Posteriormente, el concepto de DCL se ha aplicado también a la EP (DCL-EP). Se ha
definido este sindrome (andlogo al DCL en la EA) para referirse a la fase prodrémica o
inicial del proceso de deterioro cognitivo en la EP. Se define como un declive en las
funciones cognitivas que no es normal para la edad pero con mantenimiento normal de
las funciones de la vida diaria en pacientes con EP de mds de un afio de evolucién de la
enfermedad. Hasta hace poco no ha habido consenso en los criterios diagndsticos del
DCL-EP, por lo que el uso de diferentes criterios diagnésticos ha tenido como
consecuencia que los resultados de numerosos estudios sean dificilmente comparables.
Como ejemplo, en una misma cohorte de pacientes con EP y usando dos tipos de

criterios diferentes se clasific6 como DCL-EP al 14 % o al 89 %, respectivamente

(Dalrymple-Alford ez al., 2011).

En vista de la falta de homogeneidad y de la importancia de reconocer esta entidad, la
MDS reunié en 2012 una Zask Force para elaborar unos criterios diagndsticos formales
para el DCL-EP (Litvan et al, 2011) (Figura 4). La definicién del DCL-EP, asi
establecida se basa en criterios clinicos, cognitivos y funcionales. Se establecieron dos
niveles de diagnéstico en funcién de la exhaustividad de los test neuropsicolégicos
usados para evaluar la funcién cognitiva. El nivel I (evaluacién abreviada) permite hacer
el diagnéstico de DCL-EP posible y no aporta tanta certeza diagndstica como el nivel
II. Requiere “disfuncién en una escala global de habilidades cognitivas validada para ser
usada en EP o en una bateria limitada de test neuropsicolégicos”. El nivel II
(evaluacién exhaustiva) requiere la realizacién de una evaluacién cognitiva que incluya
al menos dos test neuropsicolégicos por cada uno de los cinco dominios cognitivos
(atencién y memoria de trabajo, funcién ejecutiva, lenguaje, memoria y funcién
visuoespacial). El diagnéstico de DCL-EP se hace cuando se encuentra “disfuncién en

al menos dos test neuropsicolégicos que pueden corresponder a un mismo dominio
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cognitivo o a diferentes dominios”. La disfuncién se puede poner de manifiesto de tres
maneras: a) rendimiento disminuido 1-2 desviaciones estindar por debajo de la norma;
b) deterioro significativo demostrado en test seriados o ¢) deterioro significativo con
respecto a niveles pre mérbidos estimados (Litvan ez @/, 2012). Hay que considerar,
que el rango de desviaciones estindar permitido en el nivel II para determinar que un
test neuropsicoldgico este alterado, puede todavia introducir una considerable variacién
diagnéstica en la sensibilidad con que estos criterios son capaces de detectar el DCL-

EP.

4[ PD-MCI DIAGNOSTIC CRITERIA

TABLE 1. Criteria for the Diagnosis of PD-MCI

I. Inclusion criteria

« Diagnosis of Parkinson's disease as based on the UK PD Brain Bank
Criteria”®

B. Level Il {comprehensive assessment)

« Neuropsychological testing that includes two tests within each of the
five cognitive domains (i.e., attention and working memory, executive,

language, memory, and visuospatial)®

« Impairment on at least two neuropsychological tests, represented by
either two impaired tests in one cognitive domain or one impaired
test in two different cognitive domains

« Impairment on neuropsychological tests may be demonstrated by:
o Performance approximately 1 to 2 SDs below appropriate norms or
o Significant decline demonstrated on serial cognitive testing or
o Significant decline from estimated premorbid levels

« Gradual decline, in the context of established PD, in cognitive ability
reported by either the patient or informant, or observed by the clinician

« Cognitive deficits on either formal neuropsychological testing or a
scale of global cognitive abilities (detailed in section Ill)

+ Cognitive deficits are not sufficient to interfere significantly with func-
tional independence, although subtle difficulties on complex functional
tasks may be present

Il. Exclusion criteria

« Diagnosis of PD dementia based on MDS Task Force proposed
criteria'®

IV. Subtype classification for PD-MCI (optional, requires
two tests for each of the five cognitive domains
assessed and is strongly suggested for research
purposes)’

« PD-MCI single-domain—abnormalities on two tests within a single cog-
nitive domain (specify the domain), with other domains unimpaired or

« PD-MCI multiple-domain—abnormalities on at least one test in two or
more cognitive domains (specify the domains)

« Other primary explanations for cognitive impairment (e.g., delirium,
stroke, major depression, metabolic abnormalities, adverse effects of
medication, or head trauma)

« Other PD-associated comorbid conditions (e.g., motor impairment or
severe anxiety, depression, excessive daytime sleepiness, or psychosis)
that, in the opinion of the clinician, significantly influence cognitive testing

1ll. Specific guidelines for PD-MCI level | and level Il
categories
A. Level | (abbreviated assessment)

« Impairment on a scale of global cognitive abilities validated for use in
PD* or

o Impairment on at least two tests, when a limited battery of neuropsy-
chological tests is performed (i.e., the battery includes less than two
tests within each of the five cognitive domains, or less than five cog-
nitive domains are assessed)

Figura 4. Criterios diagnésticos de DCL-EP propuestos por la Movement Disorders Society
Task Force (Litvan et al., 2012).

Por ello, el International Parkinson and Movement Disorders Society PD-MCI Validation
Study Group, ha realizado una validacién del valor predictivo de los criterios

diagnésticos de nivel II. Asi, han demostrado que la disminucién del rendimiento por
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debajo de -1,5 desviaciones estindar representa un deterioro significativo en relaciéon
con el riesgo de desarrollar demencia. Sin embargo, ain se recomienda precaucién ya
que, como se ha visto previamente, ademds de la disminucién en el rendimiento de los
test, el deterioro se puede poner de manifiesto mediante declive en test seriados o
respecto del nivel premoérbido. Esta flexibilidad es una potencial limitacién y se
recomiendan mds estudios para validar las diferentes formas de aplicar los criterios en

diferentes poblaciones (Geurtsen ez al., 2014).

EL DCL-EP es un factor de riesgo de demencia, si bien es una entidad muy

heterogénea, como se desarrollard posteriormente.

9.2.2. Epidemiologia

La prevalencia del DCL-EP estimada en la revisién sistemdtica de la literatura que se
realizé en la MDS Tuask Force es del 19-38% (media 27%). Hay que tener en cuenta
que la variabilidad en la prevalencia puede reflejar, en parte, las diferentes definiciones
y criterios diagndsticos que se han manejado de DCL-EP. En varios estudios de
cohortes de pacientes con EP de reciente comienzo, previos a la introduccién de los
criterios de la MDS, la prevalencia de DCL-EP en el momento del diagnéstico era de
19-36% (Foltynie ez al., 2004; Muslimovic ez al., 2005; Elgh er al., 2009). En un
estudio multicéntrico en el que se evalué una muestra de 1.341 pacientes con EP con
una duracién media de la enfermedad de 6,1 afos se determind una prevalencia de
DCL-EP del 25,8% (I.C. 95%: 23,5% - 28,2%). En este estudio se defini6 DCL-EP
en base a una disminucién del rendimiento 1,5 desviaciones estindar por debajo de la
media normativa en al menos uno de tres dominios (atencién/funcidén ejecutiva,

memoria y funcién visuoespacial) (Aarsland ez al., 2010).
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9.2.3. Subtipos de deterioro cognitivo leve

La funcién ejecutiva es el dominio cognitivo mds prominentemente afectado en la EP,
tanto en estadios iniciales como en fases avanzadas de la enfermedad (Foltynie ez al.,
2004a; Goldman e al., 2013; Muslimovic ez al., 2005). La funcién ejecutiva ha sido
objeto de numerosos estudios en la EP, dado que esta funcién se afecta, en parte, por el
déficit de modulacién dopaminérgica del circuito asociativo de los ganglios basales que
tienen los pacientes con EP. No obstante, el DCL-EP es heterogéneo desde el punto de

vista neuropsicoldgico y puede haber afectaciéon de todos los dominios.

Se puede hacer una subclasificaciéon en funcién de los dominios cognitivos afectados.
Anteriormente a los criterios de la MDS, esta subclasificacién se hacia
fundamentalmente atendiendo a la presencia o no de alteracién en la memoria
(siguiendo los criterios de Petersen) y se establecia un subtipo amnésico y otro no
amnésico. En la actualidad, segiin los criterios de la MDS, se recomienda que la
clasificacion se haga atendiendo al niimero y al tipo de dominios afectados (dominio
tnico o multidominio y qué dominios estdn alterados) (Litvan er al, 2012). Los
estudios en los que se han empleado los criterios de la MDS han demostrado que la
mayoria de los pacientes con DCL-EP son del subtipo multidominio (mds del 90% en
cohortes prevalentes (Goldman er al., 2013; Marras et al, 2013) y 65% en una
cohorte incidente (Broeders ez al., 2013a)). Sin embargo, en la mayoria de estudios
previos sobre deterioro cognitivo en pacientes con EPND, el tipo mds frecuente era el
no amnésico de un tnico dominio (Aarsland et 4/, 2009; Caviness et al, 2007;
Foltynie er al., 2004a; Goldman ez al, 2012b; Litvan et al., 2011), posiblemente
debido al tipo de examen neuropsicologico realizado y los criterios usados. En un
estudio reciente que ha evaluado a 219 pacientes con EP se ha encontrado que el
dominio mds frecuentemente afectado (1,5 desviaciones estdndar por debajo de la
norma) es la memoria (15,1%), seguido de funcidn visuoespacial (13,2%), atencién y
memoria de trabajo (12,3%) y la funcién ejecutiva (11%). El lenguaje sélo se encontré
afectado en el 5% de pacientes, incluso tomando como disfuncién 1 desviacion

estandar por debajo de la norma (Yarnall ez al., 2014).
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9.2.4. Evolucidn del deterioro cognitivo leve

El DCL-EP se ha asociado con el desarrollo de DEP (Litvan et /., 2011). En estudios
longitudinales se ha identificado el DCL-EP como un factor de riesgo de desarrollo de
demencia, con una tasa de conversién a DEP a los 4 afios del 62% de los pacientes con
DCL-EP en comparacién con el 20 % de los cognitivamente normales en la EP
avanzada (Janvin ez al, 2006). En otro estudio longitudinal en pacientes con EP
avanzada el 42,3 % de los pacientes con DCL-EP desarrollé6 DEP a los 31 meses de
seguimiento (Gasca-Salas ez al., 2014). En pacientes con EP de reciente diagnéstico se
han descrito tasas de conversién de DCL-EP a DEP del 26 % a los 5 afios (Broeders et
al., 2013b) o del 27 % a los 3 afos (Pedersen ez al., 2013). Sin embargo, no se sabe si
todos los subtipos de DCL-EP tienen la misma tasa de evolucién a DEP o si los

diferentes subtipos de DLC-EP tienen pronésticos diferentes.

Aunque hasta hace poco la disfuncién ejecutiva se ha descrito como predictor del
desarrollo de demencia (Mahieux ez al., 1998; Levy et al., 2002; Janvin et al., 2005),
hoy en dia existen varias lineas de evidencia que apuntan en otra direccién. El estudio
de la cohorte CamPalGN con un amplio seguimiento, ha determinado que los
predictores basales mds importantes de desarrollo de demencia a los 10 afios son el
deterioro en la fluencia semdntica y la copia de los pentdgonos. Las tareas que reflejan
funcién ejecutiva, como la fluencia fonémica u otras no se asociaron con conversién a
demencia. De hecho, no se observé durante este periodo deterioro en la funcién
ejecutiva (Williams-Gray ez 4/., 2007; Williams-Gray ez al., 2009; Williams-Gray ez al.,
2013). En otro estudio que valord la utilidad de la escala Cognitive Rating Scale, se
pudo ver que la progresién de DCL-EP a DEP requerfa la adicién de déficits en
funciones corticales visuoespaciales al sindrome disejecutivo de base (Pagonabarraga ez
al., 2008). En un meta-andlisis que inclufa 901 pacientes con EPND con un
seguimiento medio de 29 meses, se describié durante este tiempo deterioro en la
funcién cognitiva global, funcién visuoespacial y memoria, pero no en la funcién

ejecutiva (Muslimovic ez 4/., 2007).
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9.3. Fisiopatologfa del deterioro cognitivo y la demencia en la enfermedad de

Parkinson
9.3.1. Déficit dopaminérgico

Con la evolucién de la enfermedad, hay una deplecién dopaminérgica creciente hacia el
putamen anterior y en el caudado (Hilker ez 4/, 2005a; Bohnen ez 4l., 2006a), que se
ha relacionado con un mayor deterioro cognitivo en funcién ejecutiva (Nagano-Saito ez
al., 2008). Ademds, algunas tareas asociadas a regiones frontales, tales como la fluencia
verbal o la capacidad de atencién, se han relacionado con el estado dopaminérgico
(Kulisevsky ez al., 1996). En este sentido, varios estudios de PET con ['*F]-dopa, que es
un marcador de la funcionalidad de los terminales dopaminérgicos presindpticos del
sistema nigroestriado, han encontrado asociacién entre disfuncién en las tareas
ejecutivas y reduccion de la captacién de este radioligando en el caudado (Marie ez 4.,
1999; Bruck ez al., 2001). Ademds, muchos aspectos de la funcién ejecutiva mejoran
con el tratamiento dopaminérgico (Cooper et al., 1992; Lange et al, 1992). Sin
embargo, el tratamiento dopaminérgico puede producir un efecto negativo en otros
aspectos, como el aprendizaje asociativo, probablemente por una “sobredosificacién” en
el estriado ventral, que se encontraria menos denervado, dando lugar a una disfuncién
en el subcircuito frontoestriatal (orbitofrontal, cingulo anterior y circuito
inferotemporal) (Kulisevsky, 2000). Ademds, en los pacientes con DEP existe una
mayor denervacién dopaminérgica en el caudado, estriado ventral y cingulo anterior
que en los pacientes con EP sin alteraciones cognitivas (Ito ez a/., 2002; Bosboom ez 4l.,
2004; Jokinen et al., 2009) por lo que no sélo el sistema dopaminérgico nigroestriatal,
sino también el mesolimbico y mesocortical parecen tener un papel en los déficits
cognitivos de la DEP (Figura 5). Sin embargo, en relacién al sistema dopaminégico
mesocortical, existen datos contradictorios, ya que mediante PET con ["'C]-raclopride
(antagonista de receptores dopaminérgicos D2 en el estriado) pacientes con EPND no
mostraron alteraciones (Sawamoto ez al., 2008), mientras que en estudios con PET con
['*F]-dopa mostraban reduccién de la captacién de este radiofdrmaco en dicho sistema
(Scatton ez al., 1983; Nagano-Saito ez al., 2004). Mds recientemente, con PET de
[''C]-dihidrotetrabenazina y PET de [''C]-FLB 457, que evalda los receptores D2
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corticales (pero no estriatales) se encontré una severa deplecion en el estriado ventral y
en la insula en los pacientes con DCL-EP. Ademds, los pacientes con DCL-EP de tipo
amnésico presentaban una mayor alteracién del receptor D2 en corteza insular, cingulo
anterior y la circunvolucién parahipocdmpica derecha en comparacién con los

pacientes con DCL-EP no amnésico y los controles sanos (Christopher ez al., 2014).

Es probable que tanto la deplecién dopaminérgica nigroestriatal como la mesocortical
contribuyan a las alteraciones de la funcién ejecutiva en la EP, mientras que el déficit
de memoria parece relacionarse con la disfuncién dopaminérgica en corteza insular,

cingulo anterior y circunvolucién parahipocdmpica derecha.

9.3.2. Déficit colinérgico

Los pacientes con EP presentan alteraciones importantes en el sistema colinérgico
(Bohnen e al., 2011). De hecho, existe pérdida de neuronas colinérgicas del nicleo
basal de Meynert (Nakano and Hirano, 1984; Tagliavini ez al., 1984). Los estudios in
vivo mediante PET de ["C]-metil-pirperidilpropionato de acetil colinesterasa han
demostrado que los déficits colinérgicos aparecen precozmente en la EP (Shimada ez
al., 2009), con una reduccién mds marcada en la demencia (Hilker ez 4/, 2005b),
donde se encuentra un déficit mayor que en la EA (Bohnen e al, 2003). Mis
recientemente, un estudio ha demostrado que la intensidad de la denervacién
colinérgica en la corteza es mayor cuanto mayor es el déficit cognitivo, sugiriendo un
papel importante de este neurotransmisor en el desarrollo de la DEP (Bohnen ez 4/,
2015). La denervacién colinérgica se ha relacionado también con las alucinaciones
(Bosboom ez al., 2003) y con la depresién y la apatia (Bohnen ez al., 2007), sugiriendo
que el deterioro cognitivo y estas manifestaciones pueden tener un solapamiento
fisiopatoldgico. Ademds, el grado de hiposmia se ha correlacionado también con el
déficit de acetilcolina en el hipocampo y neocdrtex (Bohnen e# al., 2010). Ademds, se
encontré que la hiposmia tenfa una asociacién selectiva con el déficit de memoria
episddica. Por ello, se sugirié que una mayor alteracién en la identificacién de olores

podria servir para diferenciar los pacientes con mayor riesgo de deterioro cognitivo
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clinicamente significativo. Los firmacos inhibidores de la acetilcolinesterasa, que
aumentan la transmisién colinérgica, han demostrado tener eficacia en algunos aspectos
de la DEP (Aarsland er al, 2004b; Poewe er al., 2006; Emre, 2007), mejorando
principalmente la atencién y la funcién ejecutiva y también las alucinaciones (Figiel
and Sadowsky, 2008). Ademds, en estudios con PET de ['*F]-fluorodesoxiglucosa se ha
demostrado que el tratamiento con estos firmacos aumenta el metabolismo cerebral en

16bulos frontales y cingulo anterior bilateral (Ceravolo ez al., 2006; Lee et al., 2008).

—.- Frontostratal dopamine network (with nigrostriatal Input)
—’- Mesocortical dopamine network [from VAl
i Corticopetal cholinergic network (frem NEM)

e netwark (from loc

Figura 5. Principales redes subcorticales afectadas en la DEP (de acuerdo con sus principales
neurotransmisores). A = amygdala; AC = anterior commissure (lateral aspect); C = caudate; Cg
= cingulate gyrus; DLPFC = dorsolateral prefrontal cortex; GPi = globus pallidus (internus); IN
= insular cortex; LC = locus ceruleus; P = putamen; SN = substantia nigra; T = thalamus;
VLPFC = ventrolateral prefrontal cortex; VTA = ventral tegmental area.(Gratwicke et al.,
2015).
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9.3.3. Déficit noradrenérgico

En los cerebros de pacientes con DEP existe degeneracién extensa de las neuronas
noradrenérgicas del locus coeruleus (Zweig ez al., 1993; Del Tredici and Braak, 2013),
lo que disminuye las concentraciones de noradrenalina a nivel cortical (Fornai ez al.,
2007). Aunque la implicacién de este déficit en el deterioro cognitivo no estd aclarada,
la noradrenalina estd implicada en los trastornos del 4nimo y la conducta y en la
atencién (Benarroch, 2009). De hecho, el déficit de dopamina y noradrenalina en el
estriado ventral, se ha asociado ademds de a depresién y apatia a alteraciones en la
atencién (Weintraub et /., 2005; Rektorova et al., 2008). Ademds, el tratamiento con
un inhibidor de la recaptacién de noradrenalina mejora la funcién ejecutiva en

pacientes con EP (Marsh ez 4l., 2009).

9.3.4. Déficit seroroninérgico

El déficit serotoninérgico se produce como consecuencia de la pérdida neuronal en los
nicleos del rafe. Este hecho se conoce ya desde los estudios anatomopatoldgicos
clasicos (Bernheimer et al., 1961; Fahn et al., 1971). M4s recientemente, estudios con
radioligandos que se unen al transportador de serotonina han puesto de manifiesto un
déficit serotoninérgico en globo pélido, estriado y corteza ademds de pérdida neuronal
en los nucleos del rafe en pacientes con EP (Kerenyi ef al., 2003; Guttman ez al.,
2007). Este déficit se ha relacionado con la depresién en la EP (Frisina ez al., 2008;
Politis ez al., 2011), y algunos estudios sugieren que puede estar implicado en la
presencia de alucinaciones visuales (Ballanger ez 4/., 2010; Huot ez al., 2011). No se ha
estudiado si este déficit se asocia a deterioro cognitivo en la EP. Sin embargo, en tejido
post mortem de pacientes con DEP existe un aumento en el recambio cortical de
serotonina (Perry er al., 1991) y en los receptores serotoninérgicos 2A (Cheng ez al.,
1991), lo cual sugiere una reduccién en la inervacién serotoninérgica en estos

pacientes.
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9.4. Anatomia patolégica de la demencia y el deterioro cognitivo leve en la

enfermedad de Parkinson

La base neuropatolégica de la DEP no estd del todo clara y sigue siendo ampliamente
discutida y revisada. Todo hace pensar que los cambios neuropatoldgicos que
acontecen son de naturaleza heterogénea e incluyen CL corticales, patologia tipo
Alzheimer y patologia cerebrovascular (Hurtig ez a/., 2000; Jellinger, 2006; Sabbagh ez
al., 2009; Adler ez al., 2010; Choi ez al., 2010; Irwin ez al., 2012). Segtn la evidencia
disponible hasta el momento, los CL y NL corticales son el factor que presenta una
correlaciéon mds fuerte con la DEP. La gravedad del deterioro cognitivo se ha
correlacionado con la presencia de CL en el cértex (Hurtig e# al., 2000), especialmente
a nivel frontal y del cingulo (Mattila ez al., 2000; Apaydin ez al., 2002; Irwin ez al.,
2012).

La coexistencia de patologia tipo Alzheimer con la patologia de tipo Lewy en pacientes
con DEP es variable, con algunos estudios que encuentran una alta prevalencia (Hurtig
et al., 2000; Mattila ez al., 2000; Sabbagh ez al., 2009; Irwin et al., 2012) y otros en los
que es menor (Apaydin ez al., 2002; Hely ez al., 2008). Sin embargo, parece que puede
tener un papel en la DEP ya que se ha encontrado correlacién entre los ovillos
neurofibrilares y la demencia en pacientes con EP (Hurtig ez al., 2000; Irwin et al.,
2012). Ademds, existe correlacién entre la presencia de patologia tipo Lewy neocortical
y las placas amiloides y ovillos neurofibrilares (Apaydin ez al., 2002). A este respecto,
un estudio que cuantific6 ambas patologias a nivel cortical concluyé que es la
combinacién de ambas la que se correlaciona de forma mds robusta con la DEP

(Compta et al., 2011b).

El papel de otros cambios patoldgicos en la DEP no estd del todo claro. Hay que tener
en cuenta que, en la mayoria de estudios patoldgicos, la edad de los sujetos estudiados
muy frecuentemente es superior a los 75 anos, por lo que la presencia de hallazgos
casuales a nivel patolégico es muy alta, y resulta complicado controlar estas variables.
La patologia vascular, en concreto la carga lesional en la sustancia blanca, se ha
correlacionado con la DEP (Choi er 4/, 2010). Sin embargo, en otros estudios se

describe una prevalencia baja de patologia vascular en los pacientes con DEP (Apaydin
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et al., 2002; Halliday er al., 2008; Hely ez al., 2008; Rodriguez-Oroz ez al., 2009b;
Gonzalez-Redondo ez al., 2012). La angiopatia amiloide cerebral también se asocia con
la DEP (Irwin ez al., 2012) y se ha observado que se correlaciona positivamente con la
patologia tipo Lewy (Ghebremedhin ez /., 2010). En un estudio se ha encontrado que
la angiopatia cerebral amiloide es mds frecuente en pacientes con EP y patologia tipo
Alzheimer concurrente que en aquellos sin esta (Bertrand ez 4/., 2008). Por dltimo, la
esclerosis del hipocampo (pérdida de neuronas y gliosis en la regiéon CA1 del hipocampo
y en el subiculum) que se puede encontrar hasta en un 10 % de pacientes con EA
(Beach et al., 2012), se ha observado en 1 de 17 pacientes con DEP (Hely ez al., 2008)
y en 7 de 131 (5.3 %) (Malek-Ahmadi ez 4/, 2013). En otro estudio no se observd

correlacién entre esclerosis del hipocampo y DEP (Irwin ez al., 2012).

Los estudios neuropatoldgicos de pacientes con DCL-EP son escasos, pero los datos
disponibles apuntan a un sustrato patolégico similar al de la DEP. En un estudio de 4
casos con EP con deterioro cognitivo pero sin demencia 3 mostraban CL neocorticales
(Aarsland ez al., 2005a). En otro estudio en el que evaluaron 8 pacientes con DCL-EP
mediante el sistema de estadiaje unificado de la patologia por CL de Beach (Beach ez
al., 2009), 3 tenfan CL de predominio en el tronco del encéfalo (estadio 2a), 3 en el
tronco del encéfalo-sistema limbico (estadio 3), y 2 en la corteza (estadio 4). La mitad
de ellos tenian placas seniles en cantidad pequefa y 2 cumplian los criterios NIA-
Reagan de EA (estos dos presentaban DCL amnésico) (Adler ez 4/, 2010). En otro
estudio que usé este mismo sistema de estadiaje para evaluar 8 pacientes con DCL-EP,
2 tenfan un estadio 2a, 5 tenfan un estadio 3 y 1 tenfa un estadio 4, mientras que la
patologia tipo Alzheimer fue muy heterogénea (Jellinger, 2010). En ambos estudios se
encontraron cantidades variables de angiopatia cerebral amiloide (Adler ez al., 2010;

Jellinger, 2010).
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10. Biomarcadores
10.1. Antecedentes y definicién

El término biomarcador se refiere en Gltima instancia a una subcategoria de signos
médicos, es decir, indicadores objetivos del estado médico observados desde fuera del
paciente que pueden ser medidos de forma precisa y reproducible. A lo largo de la
historia de la Medicina, los médicos se han esforzado enormemente en encontrar
pardmetros cuantificables que fueran reflejo del estado de salud o enfermedad de sus
pacientes. Por ejemplo, en el siglo XVII, era practica habitual probar la orina de los

pacientes para ver si era dulce y tratar de establecer asi el diagnéstico de diabetes.

Biomarcador ha sido definido por el National Institues of Health Biomarkers Definitions
Working Group como “una caracteristica que es medida y evaluada de forma objetiva
como un indicador de procesos bioldgicos normales o patolégicos o respuestas
farmacolédgicas a una intervencién terapéutica (Biomarkers Definitions Working,
2001). La World Health Organization por su parte lo ha definido como “cualquier
sustancia, estructura o proceso que puede ser medido en el cuerpo o sus productos y
que influye o predice la incidencia o el prondstico de una enfermedad” (WHO
International Programme on Chemical Safety. Biomarkers in Risk assessment: Validity
and Validation. 2001. Retrieved from http//:www.inchem.org/documents/ehc/ehc/
ehc222.htm).

Los biomarcadores pueden servir como herramienta diagndstica, para monitorizacién
de la gravedad de enfermedades, como indicadores del prondstico o para predecir y
monitorizar la respuesta a intervenciones. En general, los biomarcadores implican
medidas en muestras bioldgicas (plasma, suero, orina, LCR, biopsias, etc.) o medidas
en pruebas de imagen que, en el caso de las enfermedades neuroldgicas, son cerebrales

(resonancia magnética, PET, SPECT entre otras).

La identificacién de biomarcadores requiere determinar su relevancia y su validez. La
relevancia se refiere a la capacidad de aportar informacién clinicamente relevante en el

dmbito que se quieran usar. La validez se refiere a la necesidad de caracterizar la
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efectividad del biomarcador o su utilidad como medida indirecta de un estado clinico.

Existen varios niveles a la hora de evaluar la validez de un biomarcador:

e . Se puede medir de forma objetiva y reproducible en un caso y es capaz de
medir una caracteristica objetiva y cuantificable?

e Validez interna: Dentro de un mismo estudio, jexiste una correlacion robusta
con la variable clinico a medir?

e Validez externa: ;Tiene ese biomarcador un valor predictivo similar en otras

poblaciones o estudios?

Un biomarcador ideal tiene que ser sensible, reproducible, barato, no invasivo y estar

rigurosamente validado (Strimbu and Tavel, 2010).

10.2. Biomarcadores de enfermedad de Parkinson

El diagnéstico de la EP, como se ha visto, se basa en criterios clinicos. Debido a que
algunas de las manifestaciones clinicas de la EP son similares a los de otras
enfermedades, los diagndsticos erréneos son frecuentes. De hecho, la precisién
diagnoéstica es de alrededor del 75% para los neurdlogos generales y algo mayor al 90%
para los expertos en trastornos del movimiento (Hughes ez 4/., 2002). La precisién en el
diagnéstico varfa en funcién del tiempo de evolucién de las manifestaciones, de la edad
del paciente y de la experiencia del médico. Los errores en el diagndstico se pueden
deber a un fallo en el reconocimiento de otras patologias neurodegenerativas que cursan
con parkinsonismo, principalmente PSP, AMS y degeneracién corticobasal, o del
parkinsonismo vascular. Por otro lado, otras entidades que cursan con temblor pueden
etiquetarse erréneamente como EP, fundamentalmente el temblor esencial, el temblor
disténico u otros tipos de temblor (Berg ez al., 2015). Las pruebas de imagen basadas
en radioligandos, como el PET con [**F]-dopa o el SPECT con N-(3-fluoropropil)-23-
carbometoxi-38-(4-iodofenil) ('*I-FP-CIT), entre otras, son capaces de evaluar el
estado de los terminales dopaminérgicos. La sensibilidad de estas pruebas para

diferenciar la EP probable de sujetos normales o pacientes con temblor esencial ronda
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el 90%. Por tanto, su positividad apoya el diagnéstico de EP cuando hay dudas. Sin
embargo, estd menos claro si su negatividad puede excluir el diagnédstico (Brooks,
2004). Por otra parte, estas pruebas no permiten distinguir la EP de los otros
parkinsonismos neurodegerativos. Por ello, la busqueda de biomarcadores que asistan

en el diagndstico de la EP sigue siendo una necesidad crucial.

Por otro lado, en el momento del diagnéstico hay una reduccién del 30 % de las
neuronas de la SN y una reduccién de entre el 50% y 60% de los terminales
dopaminérgicos estriatales. (Cheng ez al., 2010). Por tanto, aunque en la actualidad no
existe ninglin tratamiento neuroprotector, seria crucial poder detectar la enfermedad en
sus fases mds iniciales por muchos motivos. Es intuitivo pensar que cuanto antes se
inicie un potencial tratamiento neuroprotector, y antes se pare el proceso de
neurodegeneracién, mds beneficio aportard. Por tanto, el desarrollo de terapias
modificadoras del curso de la enfermedad ha de ser paralelo al descubrimiento de
biomarcadores de diagnéstico temprano de la misma. Finalmente, si disponemos de
biomarcadores de diagndstico precoz, el seguimiento desde fases premotoras o incluso
presintomdicas de los pacientes aportarfa informacién muy valiosa en el conocimiento
de la patogenia y de la evolucién de la enfermedad en fases que hoy en dia apenas se

conocen.

La bisqueda de biomarcadores para el diagnéstico cierto de EP se ha basado en diversas

aproximaciones basadas en el estudio de muestras bioldgicas (plasma, orina, LCR),

biopsias (piel, gdndula salival) y pruebas de imagen (PET, SPECT, RM).

10.2.1. Biomarcadores en liquido cefalorraquideo

El LCR es una fuente atractiva de posibles biomarcadores, dado que es el fluido
bioldgico que tiene un mayor contacto con el SNC. Aunque se han estudiado multiples
moléculas, la aproximacién mds utilizada en EP ha sido la de determinar las proteinas
que forman parte de los cambios patoldgicos de la EP. Como se ha visto, ademds de la

patologia tipo Lewy, en estudios post morten, se observa que la patologia tipo
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Alzheimer es frecuente en la EP (32%-44%), especialmente en pacientes con demencia
(Mattila ez al., 1998; Galvin ez al., 2006; Sabbagh ez al., 2009). La patologia tipo
Alzheimer consiste en el depésito extracelular de 3- amiloide (BA) en placas amiloides y
la acumulacién intracelular de proteina tau en ovillos neurofibrilares. Por ello, ademds
de la a-sinucleina, se han estudiado el BA y las especies de tau en LCR. Los resultados
respecto a o-sinuclefna son bastante contradictorios. Numerosos estudios no han
encontrado diferencias entre pacientes y controles (Tokuda ez a/., 2010; Foulds et al.,
2012; Herbert ez al., 2014; Nielsen ez al., 2014; Trupp et al., 2014), mientras que en
muchos otros se ha observado una disminucién en los niveles de a-sinucleina en
pacientes (Hall ez al., 2012; Kang et al., 2013; Toledo ez al., 2013; Wennstrom et al.,
2013; Mondello et al., 2014; Parnetti et al., 2014b).

La medicién de la forma oligomérica de a-sinucleina ha cobrado especial interés y sus
niveles se han encontrado aumentados en pacientes (Tokuda ez /., 2010). Pero lo més
interesante es que calculando el indice o-sinucleina oligomérica/a-sinucleina total se
diferenciaba a pacientes de controles con una sensibilidad del 89,3% y una
especificidad del 90,6% con una drea bajo la curva de 0,948 (Tokuda ez 4l., 2010).
Tanto tau total (T-Tau) como tau fosforilada (P-Tau) muestran también resultados
muy contradictorios, con estudios que han encontrado sus niveles elevados
(Mollenhauer ez al., 2006; Compta et al., 2009; Prikrylova Vranova et al., 2010;
Toledo et al., 2013), disminuidos (Montine et 2/, 2010; Shi et 2/, 2011; Hall et al,
2012; Kang ez al., 2013; Stav ez al., 2015) o sin diferencias (Jansen Steur ez a/., 1998;
Sjogren ez al., 2000; Parnetti ez al., 2008; Compta ez al., 2009; Sussmuth ez al., 2010;
Wennstrom et al., 2013; Vranova et al., 2014). Quizds los resultados mds consistentes
son los relativos a la fraccién 1-42 del BA, con un predominio de estudios que
muestran una disminucién de sus niveles (Mollenhauer ez /., 2006; Alves et al., 2010;
Montine et al., 20105 Shi et al., 2011; Kang ez al., 2013; Toledo ez al., 2013), aunque
también hay trabajos que no muestran diferencias (Kanemaru ez /., 2000; Sjogren et
al., 2000; Vranova et al., 2014). Dos enzimas relacionadas con el aclaramiento de «-
sinucleina, la neurosina (Wennstrom ez al, 2013) y la ubiquitin carboxi-terminal
hidrolasa (Mondello ez 4/, 2014) se han encontrado disminuidas en pacientes

comparados con controles. La transtiretina es una proteina transportadora de tiroxina y

47



INTRODUCCION

retinol, y también estd implicada en la eliminacién de las especies tdxicas de BA
(Fleming e# al., 2009). Curiosamente, sus niveles se han encontrado elevados en

pacientes (Maarouf et al., 2012a).

Las proteinas implicadas en supervivencia celular asi como algunos factores de
crecimiento también han sido objeto de estudio. La clusterina, una apolipoproteina que
estd implicada, entre otras funciones, en la supervivencia celular y en la proteccién
frente al estrés del citosol, (Prikrylova Vranova er al, 2010) se ha encontrado
aumentada en pacientes con respecto a controles (Prikrylova Vranova er al., 2010;
Maarouf ez al., 2012b). ApoE, otra apolipoproteina, se ha encontrado aumentada
(Maarouf ez al., 2012b), disminuida (Zhang ez al., 2008) o sin cambios (Alves ez al.,
2010). El factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNEF: Brain derived neurotrophic
factor) tiene un papel importante en la plasticidad sindptica, y sus niveles se han
encontrado aumentados en pacientes comparados con controles. Este factor
neurotréfico, combinado con otros 8 biomarcadores (T-Tau, IL-8, BA1-42, B2-
microglobulina, proteina de unién a vitamina D, apoAll y apoE), clasificé bien al 95%

de 38 pacientes con EP frente a controles (Zhang et al., 2008).

Dada la implicacién de la inflamacién en la patogenia de la EP, se han estudiado
diversas proteinas relacionadas con la misma. Asi, se ha encontrado elevacién en los
niveles de IL-8 (Yu ez al., 2014), de IL-6 y de IL-18 (Blum-Degen ez al., 1995; Mogi ez
al., 1996; Muller ez al., 1998; Dobbs ez al., 1999; Scalzo et al., 2010) en pacientes. Los
niveles de TNF-o se han encontrado elevados (Mogi ¢z al., 1994b) o sin cambios

(Lindqvist ez al., 2013).

La implicacién del estrés oxidativo en la EP también ha guiado algunos trabajos. La
proteina DJ-1, cuyas mutaciones producen EP con herencia autosémica recesiva,
regula factores de transcripcién que ponen en marcha mecanismos de defensa
antioxidantes (Saito, 2014). Los niveles de esta proteina se han encontrado disminuidos
(Hong et al., 2010) o aumentados (Waragai ez al., 2006; Herbert ez al., 2014).
También se ha encontrado una reduccién en los niveles de glutatién oxidado (Lewitt ez

al., 2013) y un aumento de glutatién S-transferasa Pi (Maarouf ez al., 2012a). Los
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niveles de 8-hidroxiguanosina, un marcador de dafio oxidativo del RNA, se han

encontrado elevados (Kikuchi et 4/, 2002; Abe et al., 2003).

Finalmente, guiados por las alteraciones en la autofagia encontradas en estudios post
morten e in vitro, algunos estudios han evaluado la actividad de diversos enzimas
lisosomales en LCR de pacientes con EP. Asi, se ha encontrado que la actividad de la
catepsina E (van Dijk et al., 2013), la -galactosidasa (van Dijk et al., 2013) y la B-
hexosaminidasa (Parnetti et al., 2014) estaban elevadas, mientras que la de la o-
fucosidasa (van Dijk et al., 2013), la a- y B-mannosidasa (Balducci et al., 2007) y la

glucocerebrosidasa (Balducci et al., 2007; Parnetti et al., 2014) estaban reducidas.

10.2.2. Biomarcadores en sangre

La sangre como fuente de biomarcadores es ideal en cuanto a su accesibilidad y coste.
Sin embargo, presenta una serie de desventajas, como la falta de una conexién directa
entre sangre y SNC o la heterogeneidad de su composicién, en la que intervienen

células, proteinas, lipidos y multitud de productos metabélicos.

Dada la importancia de la o-sinucleina en la patogenia de la EP, ha habido estudios que
han evaluado su presencia en plasma como biomarcador. Se ha conseguido detectar en
sus diferentes formas: total, oligomérica y fosforilada. Sin embargo, los resultados son
muy poco consistentes. Un estudio preliminar en el que se detectaron niveles elevados
de o-sinucleina oligomérica en pacientes con respecto a controles (El-Agnaf ez al.,
2006) no pudo ser replicado por el mismo grupo (Foulds et /., 2011). Otros estudios
han encontrado niveles disminuidos de a-sinucleina total (Li ez /., 2007; Kang ez al.,
2013; Mollenhauer ez al., 2013), elevados (Lee et al., 2006) o sin diferencias (Shi ez al.,
2010). Varios aspectos metodoldgicos pueden influir estos resultados, entre ellos el alto

contenido de a-sinucleina en los glébulos rojos.

DJ-1 también se ha sugerido como posible biomarcador. Pero al igual que ocurre con la
a-sinucleina, sus niveles en sangre pueden estar influenciados por otras variables. Shi y

colaboradores demostraron que la hemdlisis, la contaminacién con plaquetas y la edad
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influfan los niveles plasmdticos de DJ-1. De hecho, mds del 95% de los niveles de D]J-1
y a-sinucleina provenian de los glébulos rojos. Controlando por esas variables no se
encontraron diferencias entre pacientes y controles (Shi ez /., 2010). Posteriormente se
evaluaron los niveles totales de DJ-1 y de diversas isoformas utilizando electroforesis en
gel de dos dimensiones, inmunoblotting y espectroscopia de masas. Con esta técnica
tampoco se encontraron niveles diferentes de DJ-1, pero se encontré que fracciones

especificas de una isoforma eran diferentes en pacientes que en controles (Lin ez al.,

2012).

En relacién a la inflamacién varias citoquinas como IL-6, IL-18, TNF-« o interferén
ganma (IFN-y) (Dobbs ez al., 1999; Brodacki et al., 2008; Scalzo ez al., 2010; Tang ez
al., 2014) se han encontrado elevadas en plasma de pacientes, si bien la IL-6 también se

ha encontrado disminuida (Dursun ez 4/, 2015).

Mediante aproximaciones sin candidatos elegidos de antemano se han encontrado otras
proteinas con potencial como biomarcador. En un estudio que evalué 96 proteinas
plasmdticas mediante multiplex, ApoAl se asocié de forma inversa con el riesgo de EP
en dos cohortes independientes, y ademds se asocié con la gravedad de la enfermedad
(Qiang ez al., 2013). De acuerdo con esto, se ha demostrado que los niveles plasmdticos
de APOAL presentan una correlacién negativa con el déficit dopaminérgico. Y esto
tiene implicaciones terapéuticas inmediatas, ya que los niveles de APOA1 son
modificables. De hecho, dos estudios de cohortes han demostrado que el uso de
estatinas que elevan los niveles de APOAL, disminuyen el riesgo de EP (Gao ez al.,

2012; Lee et al., 2013).

10.2.3. Neuroimagen

De las diferentes técnicas de imagen disponibles, son las pruebas de imagen funcional
con radiotrazadores (PET o SPECT) las que han mostrado un mayor rendimiento en el

diagnéstico de la EP. Como se ha expuesto, las pruebas de imagen funcional con
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radioligandos que evaltian el estado del sistema dopaminérgico tienen utilidad en el

diagnéstico diferencial de la EP (Brooks, 2004).

Por otro lado, la evidencia relativa a la resonancia magnética (RM), sugiere que no es
un método util para el diagnéstico precoz de la EP. La evaluacién estructural de la
sustancia gris cortical o de estructuras subcorticales (mediante secuencias T1)
(Feldmann ez al., 2008; Biundo et al., 2011; Cerasa et al., 2011; Jubault ez al., 2011;
Tinaz et al., 2011; Tessitore et al, 2012; Jia et al, 2015) asi como la volumetria
(Hutchinson et 4/l., 2003; Minati et al., 2007; Menke et al., 2009; Peran et al., 2010;
Cho et al, 2011; Kwon et al, 2012) u otras técnicas (relaxometria, secuencias
ponderadas en susceptibilidad, tensor de difusién) (Baudrexel e al., 2010; Peran et al.,
2010; Du ez al., 2011; Lotfipour et al., 2012; Wang et al., 2012; Zhan et al., 2012)
para detectar cambios en la SN presentan resultados muy variables y son en general
técnicas muy poco sensibles y especificas para el diagndstico de la EP. La RM
funcional, aunque ha mostrado resultados prometedores al detectar cambios precoces
en la conectividad funcional entre diversas dreas (Long ez al., 2012; Skidmore et al.,

2013) tampoco tiene utilidad en el diagndstico de la EP.

10.3. Biomarcadores de deterioro cognitivo leve y demencia

En los dltimos anos, los trabajos dedicados al estudio de biomarcadores de deterioro
cognitivo o demencia en la EP han crecido considerablemente. Pero, ;tiene sentido
disponer de un biomarcador de deterioro cognitivo en la EP? Como se ha expuesto
anteriormente, el DCL-EP se ha establecido sin lugar a dudas como un factor de riesgo
del desarrollo de demencia, sin embargo no se conoce qué pacientes con DCL-EP
tienen mds riesgo de desarrollar DEP. Una consecuencia préctica inicial de poder
identificar a los sujetos en riesgo de presentar DCL-EP y DEP seria la capacidad del
médico para evaluar de forma individualizada el prondstico de cada paciente y poder

hacer un manejo terapéutico optimizado (Weintraub ez al., 2004).
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Por otro lado, con el objetivo de instaurar potenciales terapias neuroprotectoras o
tratamientos preventivos, tendria sentido aplicdrselas sélo a aquellos pacientes que estén
en riesgo de desarrollar deterioro cognitivo en las fases mds precoces del mismo, antes
de que el proceso adquiera un cardcter irreversible. La identificacién de sujetos con
DCL-EP se hace hasta ahora mediante criterios diagndsticos, que estdn basados en
datos clinicos, con las limitaciones que ya se han puesto de manifiesto. El contar con
una herramienta diagnéstica de apoyo facilitaria enormemente la inclusién de estos
pacientes en ensayos clinicos o estudios prospectivos. Por ultimo, el estudio de
marcadores moleculares o de imagen podria contribuir a entender la fisiopatologia del

proceso de deterioro cognitivo (Shi ez a/., 2010).

Los tipos de abordaje que se han usado en la bisqueda de biomarcadores de DEP o
DCL-EP son superponibles a los que se han visto para el diagnéstico de la EP. Aunque
se proporciona a continuacién un breve resumen de los hallazgos principales, en el

Articulo I (Anexo) se realiza una revisién detallada.

10.3.1. Biomarcadores en liquido cefalorraquideo

Como se ha visto, el DCL-EP y la DEP se asocian con la presencia de patologia tipo
Lewy y tipo Alzheimer en diferentes dreas, principalmente corticales (Hurtig ez 4l.,
2000; Mattila ez al., 2000; Apaydin ez al., 2002; Jellinger, 2006; Sabbagh ez al., 2009;
Adler et al., 2010; Choi et al, 2010; Irwin et al, 2012). Por ello, muchos de los
estudios que han tratado de evaluar biomarcadores de DCL-EP o DEP han estudiado

las proteinas implicadas en los agregados patoldgicos: BA, T-Tau, P-Tau y o-sinucleina.

En la mayoria de estudios, el BA se encuentra disminuido en pacientes con DEP
comparados con controles (Mollenhauer e al., 2006; Maetzler ez al., 2009; Montine ez
al., 2010; Compta et al., 2011a; Compta et al., 2015) o con pacientes con EPND
(Mollenhauer ez al., 2006; Compta ez al., 2011a; Compta ez al., 2015). Ademds, niveles
bajos de BA se han asociado con conversién a demencia en pacientes con EPND

(Siderowf et al., 2010; Compta et al., 2013). Sin embargo, los resultados con T-Tau o
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P-Tau han mostrado resultados menos consistentes, ya que sus niveles se han
encontrado elevados (Mollenhauer ez a/., 2006; Compta et al., 2009; Hall ez al., 2012;
Compta et al., 2015) o sin cambios (Jansen Steur ez al., 1998; Parnetti et al., 2008;
Montine ez al., 2010; Maetzler et al., 2012; Vranova et al., 2014) en pacientes con
DEP. Los resultados en pacientes con DCL-EP son mds variables, habiéndose
encontrado niveles reducidos (Montine ez a/., 2010) o sin cambios de BA (Beyer ez al.,
2013; Yu et al., 2014), niveles aumentados (Yu ez al., 2014) o sin cambios (Montine et
al., 2010; Beyer ez al., 2013) a de T-Tau y niveles comparables de P-Tau (Montine ez
al., 2010; Beyer et al., 2013; Yu et al., 2014).

Resulta interesante el hecho de que en pacientes con EPND, niveles disminuidos de
BA se asocian con peor rendimiento cognitivo en diferentes dominios o test como en
fluencia fonémica (Compta et al., 2009; Compta et al., 2013), en memoria (Alves ez al.,
2010; Siderowf ez al., 20105 Stav ez al., 2015), funcién ejecutiva (Siderowf ez al., 2010)
o atencién y memoria de trabajo (Leverenz er al, 2011). Asimismo, niveles
disminuidos de BA se han asociado con una mayor progresién del deterioro cognitivo

(Siderowf ez al., 2010; Compta et al., 2013; Liu ez al., 2015).

Los niveles de a-sinucleina se han encontrado elevados (Hansson ez a/., 2014; Compta
et al., 2015) o sin cambios (Hall ez 4/, 2012; Wennstrom ez al., 2013) en pacientes con
DEP comparados con aquellos con EPND vy controles. Aunque su concentracién se ha
asociado con un deterioro cognitivo mds rdpido en pacientes con EP de novo (Stewart ez
al., 2014), la mayoria de estudios no han encontrado asociacién entre los niveles de o-
sinucleina y el rendimiento cognitivo en pacientes con EPND (Parnetti ez a/., 2014b;

Buddhala ez 2/, 2015; Stav et al., 2015).

Se han valorado proteinas implicadas en otros procesos metabdlicos, como la
inflamacién. La proteina C reactiva se ha encontrado elevada en pacientes con DEP
respecto de pacientes con EPND vy controles (Lindqvist ez /., 2013). En pacientes con
DCL-EP la IL-6 e IL-1f se han encontrado elevadas, mientras que el IFN-y y TNF-«
estaban disminuidas al compararlos con controles (Yu ez al., 2014). Ademds se han
demostrado algunas asociaciones interesantes como una correlacién negativa entre los

niveles de IL-6 y la puntuacién del Montreal Cognitive Assessment (MoCA) en pacientes
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con DCL-EP (Yu et al., 2014) o la puntuacién del MMSE en pacientes con DEP
(Lindqyvist et al., 2013).

Aunque la actividad de los enzimas lisosomales se ha evaluado, como se ha visto, en
relacién a la presencia de EP, no existe ningtin estudio que lo haya hecho en relacién al

deterioro cognitivo o la demencia en la EP.

Como se puede observar, a la luz de los estudios existentes, la reduccién en los niveles
de BA en pacientes con DEP es el hallazgo mds consistente. Sin embargo, en pacientes
con DCL-EP existe bastante heterogeneidad en las concentraciones de BA (Montine ez
al., 2010; Beyer et al., 2013; Yu et al., 2014), probablemente en relacién con la
heterogeneidad cognitiva del DCL-EP. Esto, junto con la presencia de correlaciones
entre los niveles de BA y déficit en diferentes dominios, sugiere que el BA podria servir
como biomarcador de subtipos especificos de DCL-EP con un mayor riesgo de

desarrollar DEP.

10.3.2. Biomarcadores en sangre

La sangre como fuente de biomarcadores de DCL-EP o DEP es igualmente atractiva,
pero presenta las limitaciones mencionadas. La homocisteina, que se asocia con
demencia y con deterioro cognitivo en la poblacién general y en la EA, estd elevada en
pacientes con EP en tratamiento con levodopa (Ansari ez al., 2014). Sin embargo, su
asociacién con deterioro cognitivo en la EP es controvertido. Mientras algunos estudios
han encontrado que niveles elevados se asocian con demencia o peor rendimiento
cognitivo (O'Suilleabhain ez al., 2004; Bialecka ez al., 2012; Song ez al., 2013a), otros
no han encontrado ninguna relacién con el DCL-EP, la DEP o el rendimiento
neuropsicolégico (Hassin-Baer ez a/., 2006; Camicioli et al., 2009; Rodriguez-Oroz et
al., 2009b).

Las proteinas implicadas en la inflamacién, también se han evaluado en relacién al
deterioro cognitivo o la demencia en la EP, aunque los estudios son mds escasos.

Mientras que no se han encontrado diferencias entre pacientes con DEP y controles en
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los niveles de proteina C reactiva ultrasensible (Song ez /., 2013b), niveles elevados de
IL-6 (Menza et al., 2010; Scalzo et al, 2010), TNF-o. (Menza et al., 2010), y la
proteina 10 inducida por interferén y (Rocha er al., 2014) se han asociado con peor

cognicién global en pacientes con EPND.

Algunos resultados interesantes se han encontrado en relacién a factores de
crecimiento. Niveles reducidos de factor de crecimiento epidérmico han demostrado
tener cierto valor predictivo para el desarrollo de DEP y deterioro cognitivo (Chen-
Plotkin ez al., 2011; Pellecchia ez al., 2013). Asimismo se ha visto que el factor de
crecimiento similar a insulina correlaciona de forma positiva con la cognicién global

(Ma et al., 2015) ay la funcién ejecutiva (Pellecchia ez al., 2014).

Hasta la fecha no se ha validado ningtin biomarcador de DCL-EP o DEP en plasma.

10.3.3. Neuroimagen

Aunque el arsenal de radioligandos disponibles para estudiar diferentes aspectos de la
fisiologia del cerebro es amplio (sistemas de neurotransmisién [dopaminérgico,
colinérgico], metabolismo de la glucosa, depésito de BA, flujo sanguineo, etc.), no se
puede considerar ninguno de ellos como biomarcador de deterioro cognitivo o
demencia en la EP (Bohnen ez al., 2003; Colloby ez al., 2005; Hilker ez al., 2005b;
Mito et al., 2005; Bohnen ez al., 2006b; Edison ez al., 2008; Garcia-Garcia et al., 2012;
Petrou ez al., 2012; Shimada ez al., 2013; Song et al., 2013c; Gonzalez-Redondo ez 4l.,
2014).

Diferentes técnicas de RM han sido usadas para explorar diferencias entre pacientes con
DCL-EP o DEP y pacientes con EPCN o controles. En los tltimos anos la cantidad de
estudios disponibles ha crecido de forma considerable y ademds las técnicas de andlisis
de RM estdn en constante evolucién, por lo que la complejidad a la hora de interpretar
los resultados puede ser una limitacién. Sin embargo, aunque se han encontrado
diferencias en los estudios estructurales de sustancia gris (Nagano-Saito ez al., 2005;

Summerfield ez al., 2005; Pagonabarraga ez al., 2013; Mak et al., 2014), en los estudios
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con tensor de difusién (Kamagata er al., 2012; Agosta et al., 2013; Melzer et al., 2013),
o en los estudios de RM funcional (Ekman et a/., 2012; Rektorova et al., 2012; Seibert
et al., 2012; Baggio et al., 2014; Nagano-Saito et al., 2014), ninguna de estas técnicas
permite hasta este momento mejorar el rendimiento diagndstico de los criterios

clinicos.
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HIPOTESIS

El proceso neurodegenerativo en la EP comienza afios antes de que seamos capaces de
diagnosticarla. Por otro lado, los criterios diagndsticos, basados en las manifestaciones
clinicas motoras, aunque tienen una alta sensibilidad y especificidad, necesitan ser
mejorados con biomarcadores objetivos. Dada la importancia de realizar un diagnéstico
preciso y de estar en condiciones de detectar la enfermedad lo mds pronto posible, el

estudio de biomarcadores diagnédsticos de EP sigue siendo crucial.

Por otra parte, el deterioro cognitivo leve en la EP es un factor de riesgo del desarrollo
posterior de demencia asociada a la EP. Sin embargo, es una entidad muy heterogénea
desde el punto de vista neuropsicolégico y probablemente, neuropatolégico. Esto se ve
reflejado en que no todos los pacientes con DCL-EP acaban desarrollando demencia y
que la latencia a la misma también varia en quienes la desarrollan. Una considerable
corriente de evidencia sugiere que, aunque la funcién ejecutiva es un dominio alterado
desde fases tempranas de la enfermedad en una proporcién importante de pacientes, es
la adicién de alteraciones en los dominios “alojados en regiones posteriores” (lenguaje y
funcidn visuoespacial) lo que se asocia con la progresién a demencia. Sin embargo, esta

hipétesis no estd suficientemente contrastada y son necesarios biomarcadores fiables.

En la patogenia de la EP y del deterioro cognitivo asociado a la EP intervienen
diferentes mecanismos que interaccionan entre si. Las proteinas patolégicas (o
sinucleina, B-amiloide, tau total y tau fosforilada) en LCR pueden ser el reflejo de
diferentes mecanismos neuropatoldgicos sinérgicos. Por todo ello, nuestra hipétesis es
que la combinacién en forma de indices o ratios de a-sinucleina y marcadores de
patologia tipo Alzheimer (3-amiloide, tau total y tau fosforilada) junto a marcadores de
inflamacién en LCR tendrian una mayor utilidad como biomarcadores diagnésticos de
EP y de DEP que de forma individual. Ademds, diferentes indices entre estas proteinas

podrian asociarse con subtipos de deterioro cognitivo.

Por otra parte, dada la implicacién de las alteraciones de la autofagia en el depésito de
estas proteinas de forma patoldgica, hipotetizamos que pueden existir cambios en la
actividad de enzimas lisosomales en LCR de pacientes con EP y que estos cambios

pueden servir para diferenciar pacientes con DCL-EP.
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OBJETIVOS

El propésito principal de esta tesis es buscar biomarcadores para ayudar al diagnéstico

de la EP y del deterioro cognitivo leve y demencia asociados a la misma.
I. En relacién al diagnéstico de EP se establecen los siguientes objetivos:

1. Estudiar en una muestra de pacientes y controles las proteinas
neuropatoldgicas B-amiloide, tau total y tau fosforilada en LCR y un panel de
citoquinas proinflamatorias en LCR y en sangre para conocer su valor
diagnéstico.

2. Determinar si la combinacién de proteinas neuropatoldgicas entre si o con
citoquinas proinflamatorias aumenta el rendimiento diagnéstico de las
proteinas individuales.

3. Establecer correlaciones entre estas proteinas y sus indices con variables clinicas
de gravedad de la enfermedad.

4. Validar los resultados en una cohorte mds amplia multicéntrica e internacional.

5. Estudiar en una muestra de pacientes y controles la actividad de diversos

enzimas lisosomales para conocer su valor diagnéstico.

II. En relacién al deterioro cognitivo leve y la demencia se establecen los siguientes

objetivos:

1. Estudiar en una muestra de pacientes con DCL-EP y cognitivamente normales
las proteinas neuropatolégicas B-amiloide, tau total y tau fosforilada en LCR y
un panel de citoquinas proinflamatorias en LCR y en sangre para conocer su
valor en el diagnéstico del DCL-EP.

2. Determinar el valor diagnéstico de la combinacién de diferentes proteinas
neuropatoldgicas entre si en el DCL-EP.

3. Establecer correlaciones entre diferentes combinaciones de proteinas y subtipos
de DCL-EP segtin afectacién de los distintos dominios cognitivos.

4. Validar los resultados en una cohorte mds amplia, multicéntrica e
internacional,  con seguimiento prospectivo, para establecer su valor

prondstico en el desarrollo de demencia y en el deterioro cognitivo.
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5. Estudiar las diferencias en la actividad de enzimas lisosomales entre pacientes

con DCL-EP y aquellos cognitivamente normales.



IV. Métodos



METODOS

1. Cohorte I (Hospital Universitario Donostia)

1.1. Pacientes

Se reclutaron pacientes con EP en la Unidad de Trastornos del Movimiento del
Hospital Universitario Donostia desde Enero de 2012 hasta Enero de 2016. El
diagnéstico de EP se realizé por un experto en trastornos del movimiento de acuerdo
con los criterios del Banco de Cerebros de Londres (Hughes ez al, 1992). Se les
informé del objetivo del estudio y de las pruebas a realizarse y firmaron el
Consentimiento Informado, aprobado por el Comité de FEtica del Hospital

Universitario Donostia. Los criterios de exclusién fueron:

Demencia o psicosis.
Pacientes en estadios graves de la enfermedad (Hoehn y Yahr > 4).
Estimulacién cerebral profunda.

Depresién clinicamente relevante.

RAEE NS A

Comorbilidad importante que a juicio de los investigadores pudiera influir
negativamente en el rendimiento cognitivo.
6. Contraindicacién para realizacién de puncién lumbar, tales como tratamiento

con anticoagulantes.

1.2. Controles

Los controles se buscaron entre los cényuges o acompanantes de los pacientes y otros
voluntarios sanos. Se les informé también de la naturaleza del estudio y de las pruebas
que se les iba a realizar previo a la firma del Consentimiento informado. Los criterios

de exclusién fueron:

1. Cualquier enfermedad neurolégica o sistémica con afectacién del SNC.
2. Deterioro cognitivo leve o demencia.

3. Antecedentes familiares de EP o EA.

67



METODOS

4. Alcoholismo, tabaquismo importante, presencia de factores de riesgo
cardiovascular que a juicio del evaluador podian tener repercusiones a nivel del
SNC.

Presencia de lesiones cerebrales en RM craneal.

6. Uso de medicamentos psicotrépicos.

Los controles asi reclutados se utilizaron como muestra para determinar los valores
normativos en los test neuropsicolégicos (como se explicard a continuacién) asi como
para realizar las determinaciones en plasma. Sin embargo, no se obtuvo LCR de esta
cohorte, por lo que para disponer de LCR de controles se contacté con el Centro de
Investigacién y Terapias Avanzadas CITA-Alzheimer en San Sebastidn, donde realizan

seguimiento de una cohorte de sujetos sanos sin patologia en RM y con MMSE>28.

1.3. Evaluacién clinica

Tanto en pacientes como en controles se recogieron los datos demogrificos bdsicos:
edad, sexo, anos de escolarizacién. Ademds, a ambos grupos se les aplicaron las

siguientes escalas de morbilidad psiquidtrica:

e Escala Hospitalaria de Ansiedad y Depresiéon (HADS).
o Neuropsychiatric Inventory (NPS).

A los pacientes, ademds, se les evaluaron diferentes aspectos motores y no motores de la
enfermedad mediante escalas especificas. Esta evaluacién se realizé bajo los efectos de su

medicacién dopaminérgica habitual. Las escalas utilizadas fueron:

e Escala de Hoehn y Yahr (H&Y).

o Unified Parkinson’s disease Rating Scale (UPDRS) partes I, II II y IV.
o Interview for Deterioration of Daily Activities in Dementia (IDDD).

o Parkinson’s disease Quentionnaire (PDQ-39).
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1.4. Evaluacién neuropsicoldgica

Tanto al grupo de pacientes como de controles se les realiz6 una evaluacién

neuropsicolégica exhaustiva. A los pacientes se les realizé6 bajo los efectos de su

medicacién dopaminérgica habitual. Se utilizaron dos test por cada uno de los cinco

dominios cognitivos, de acuerdo con las recomendaciones de la MDS 7usk Force para

el diagnéstico de DCL-EP:

Atencién y Memoria de trabajo: Digitos Inversos (WAISS III) (Wechsler
1997), Symbol Digit Modality Test (Wechsler, 1997).

Funcién Ejecutiva: Trail Making Test B (Reitan, 1955), Fluencia verbal
((P”‘

Memoria: Recuerdo diferido del Rey Auditory Verbal Learning Test (Rey,
1964), recuerdo inmediato de la Figura compleja de Rey (Osterrieth,
1944).

Lenguaje: Denominacién de Boston (Kaplan ez al, 1938), Fluencia

Verbal Semdntica (animales).

Funcién Visuoespacial: Decisién de Objeto y localizacién de ntimero

(VOSP) (Warrington et al., 1991).

Ademds como test de funcién cognitiva global se usaron el MMSE

(Folstein et al., 1975) y el MoCA (Nasreddine ez 4l., 2005).

La copia de los pentdgonos del MMSE se utiliz6 de forma especifica, dado
su valor predictor en la progresién a demencia (Williams-Gray ez al.,
2013; Gasca-Salas ez al., 2014). Se puntué utilizando una escala de 0 a 2,
en la que 2 puntos indican que los 10 dngulos estdn presentes y existe
interseccién, 1 punto indica que las dos figuras existen y una de ellas tiene

5 dngulos y 0 peor que eso (Ala et al., 2001).
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En cada paciente se calcul6 una puntuacion z para cada test de acuerdo con la férmula:

Puntuacion del test - Media de ese test en controles

zZ= . ., ,
Desviacion estindar de ese test en controles

El diagnéstico de DCL-EP se realizé de acuerdo con el nivel II de los criterios de la
MDS Task Force (2012) (Litvan et al., 2012). Asi, se establecié diagnéstico de DCL-EP

cuando se cumplian los dos siguientes criterios:

1. Deterioro cognitivo referido por el paciente, el acompanante u observado por
el neurblogo, que no interferfa de forma significativa con la independencia
funcional, si bien podia haber dificultades sutiles en tareas complejas.

2. Puntuacién menor de 1,5 desviaciones estindar por debajo de la media de los
controles en al menos dos test neuropsicolégicos de la baterfa administrada,

bien dentro de un mismo dominio o en diferentes dominios.

Se calculé también una puntuacién z para cada dominio obteniendo la media de las
puntuaciones z de los test que componen cada dominio, de acuerdo con lo

anteriormente establecido.

1.5. Extraccién y procesamiento de plasma

Se realizd extraccién de sangre por venopuncién tras permanecer en ayunas desde las 0
h del mismo dia. Se recogié en tubos tratados con EDTA y se centrifugé dentro de los
primeros 20 minutos tras la extraccién a 2000g durante 15 minutos a 4 °C. Se recogié
el plasma que se distribuyé en alicuotas en tubos de polipropileno que se almacenaron a

-80 °C hasta su utilizacién.
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1.6. Extraccién y procesamiento de liquido cefalorraquideo

Se extrajo LCR mediante puncién lumbar en el espacio L4-L5 o L3-L4 usando una
aguja de 22G. Se llevé a cabo entre las 9 h y las 10 h, tras ayunas desde las 0 h del
mismo dia. Antes de la puncién se anestesié la zona con mepivacaina al 1%. Los
primeros 2mL de LCR se utilizaron para descartar anomalias en los estudios de rutina
(células, glucosa y proteinas) y los siguientes 10 mL se recogieron en tubos de
polipropileno. La muestra obtenida se centrifugé inmediatamente durante 10 minutos
a4000g y 4 °C y posteriormente se almacené a -80 °C en alicuotas de polipropileno de

400pl hasta su andlisis final.

1.7. Determinacién de proteinas en liquido cefalorraquideo

Se determinaron las concentraciones en LCR de B-amiloide, tau, tau fosforilada en el
residuo treonina 18 (p-tau) y a-sinucleina total mediante kits comerciales de ELISA.
Todas las curvas se ajustaron mediante regresién logistica de cuatro pardmetros. Los

duplicados con un coeficiente de variacién superior al 20 % fueron excluidos.

Debido a que los hematies tienen un alto contenido de o-sinucleina, la presencia de
hematies en el LCR puede ser un factor de confusién de los niveles totales de o-
sinucleina en el LCR. Por ello, se determiné la concentracién de hemoglobina en el
LCR y se descartaron (para los andlisis en los que intervenia la o-sinucleina) las

muestras con una concentracién de hemoglobina > 200 ng/mL.

1.7.1. B-amiloide

Se determind la fraccién B-amiloide 1-42 mediante el kit comercial de ELISA Innotest®
B-Amyloid (1-42) de Fujirebio, (Gante, Bélgica). Se siguieron las instrucciones del
fabricante que, a modo de resumen, fueron las siguientes. Tras descongelar las

muestras de forma progresiva en hielo y atemperar los reactivos a temperatura
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ambiente, se procedié del siguiente modo. Primeramente se prepararon los estindares
para realizar la curva patrén, partiendo de una concentracién de 2000 pg/mL, que se
diluyé progresivamente hasta conseguir el estdndar menor que tiene un valor de 125
pg/mL. A continuacidn, se prepar6 una placa de polipropileno de predispensacién con
las soluciones estdndar, las muestras de LCR vy diluyente de muestra como blanco. Ya
que todas las muestras y estindares se analizaron por duplicado, se cuidé de poner
exceso suficiente en la placa de predispensacién para dos muestras finales de 25 pL.
Seguidamente se anadieron 75 pL de la solucién con el anticuerpo biotinilado (IgG
murina anti-B-amiloide(1-42) marcada con biotina). Después se anadieron 25 pL de las
muestras estindar, las muestras de LCR y el diluyente como blanco, y se incubé a
temperatura ambiente durante 1 hora. Se eliminé el contenido de los pocillos mediante
inversién. Tras lavar 5 veces de forma manual con la solucién de lavado administrada
en el kit, se afadieron 100 uL de la solucién con la estreptavidina unida a peroxidasa y
se incub6 durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se eliminé el contenido vy, tras
lavar 5 veces la placa, se anadieron 100 pL de solucién substrato (bencidina de
tetrametilo) y se incubé durante 30 minutos en oscuridad a temperatura ambiente.
Tras ello, se paré la reaccién afiadiendo la soluciéon de parada (dcido sulfirico 0,9 N).
Se cuidé de seguir el mismo orden para parar la reaccién que se habia seguido para
afadir las muestras. Finalmente se procedié a la lectura de la absorbancia a 450 nm de

longitud de onda en un aparato Multiskan Ascent (Thermo Electron Corporation).

1.7.2. Tau rotal

Se determiné la proteina tau total en LCR mediante el kit comercial de ELISA
Innotest” hTAU Ag de Fujirebio, (Gante, Bélgica). Se procedié de la misma forma que
con el kit anterior, sélo que en este kit, las muestras estindar vienen ya preparadas
(“calibradores”) con un rango de 50-2000 pg/mL. Las muestras analizadas fueron de
25 L. La incubacién con los anticuerpos biotinilados fue de 18 h a 25 °C. El resto del

procedimiento fue superponible al previo.
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1.7.3. Tau fosforilada

Se determiné la proteina tau fosforilada en prolina 181 en LCR mediante el kit
comercial de ELISA Innotest” Phospho-Tau(181P) de Fujirebio, (Gante, Bélgica). Se
procedié de la misma forma que con los kits anteriores. La curva patrdn se prepard,
partiendo de una concentracién de 500 pg/mL que se diluy6 progresivamente hasta
conseguir un estindar de 15,6 pg/mL. El volumen de las muestras analizadas fue de 75
pL. La incubacién con el anticuerpo anti tau fosforilada fue a 4 °C durante 18 h. La
incubacién con la solucién de estreptavidina unida a peroxidasa fue de 1 h en lugar de

30 minutos. El resto del procedimiento fue superponible a los previos.

1.7.4. a-Sinucleina

La o-sinucleina se determiné mediante el kit comercial de ELISA Alpha-Synuclein
ELISA, de Covance (Dedham, MA, USA). La descongelacién y procesamiento de las
muestras fue igual que con los otros kits. La curva patrén consté de una concentracién
méxima de 1500 pg/mL y una minima de 6,1 pg/mL. Las muestras se diluyeron 1:10,
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las muestras finales tuvieron un
volumen de 200uL. Se realizé una primera incubacién con las muestras y los estdndares
toda la noche a 4 °C con agitacién. Al dia siguiente se tird el contenido de la placa y se
lavé 4 veces de forma manual. Después se retir6 el contenido y se incubé 2 h a
temperatura ambiente con 50 pL de la solucién que contenia el anticuerpo primario
biotinilado. Posteriormente se anadieron 200 uL de la solucién con estreptavidina y se
incub6 durante 1 h a temperatura ambiente. Tras tirar el contenido se anadieron 100
puL de substrato quimioluminiscente. Seguidamente se realizé6 la lectura de la

luminancia en un Appliskan (Thermo Scientific).
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1.7.5. Hemoglobina

La concentracién de hemoglobina en LCR se determiné mediante el kit comercial de
ELISA Human hemoglobin ELISA quantitation kit, de Bethyl Lab Inc (Montgomery,
TX, USA). La descongelacién y procesamiento de las muestras fue igual que con los
otros kits. La curva patrén consté de una concentracién mdxima de 1500 ng/mL y la
minima 6,25 ng/mL. Las muestras se diluyeron 1:10, de acuerdo con las instrucciones
del fabricante, para un volumen final de muestra de 100pL. Primeramente se incubé la
placa con 100 pL de anticuerpo de recubrimiento durante 1 hora a temperatura
ambiente. Tras eliminar el contenido, se anadieron 200 pL de solucién de parada que
se incub6 durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después se eliminé y se
anadieron 100 pL de las muestras estdndar, las muestras de LCR y el diluyente como
blanco y se incubé durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente se eliminé
el contenido y se afadieron 100 pL de la solucién con el anticuerpo frente a la
hemoglobina. Se incubé durante 1 hora a temperatura ambiente. Se eliming el
contenido y se anadieron 100 pL de la solucién con el substrato y se incubé durante 15
minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Tras ello, se paré la reacciéon anadiendo
la solucién de parada. Finalmente se procedié a la lectura de la absorbancia a 450 nm

de longitud de onda en un aparato Multiskan Ascent (Thermo Electron Corporation).

1.8. Determinacién de citoquinas en liquido cefalorraquideo

Los niveles de IL-1B, IL-2, IL-6, IFN y TNF-o en LCR se midieron mediante un
ensayo multiplex basado en microesferas recubiertas de anticuerpo, que permite la
medicién simultidnea de multiples proteinas. Se utilizé un kit comercial, el “Milliplex”
MAP Human High Sensitivity T cell Magnetic Bead Panel”, de Millipore (Billerica,
MA, USA). Se siguieron las instrucciones del fabricante, que a modo de resumen
fueron las siguientes. Tras descongelar las muestras de forma progresiva en hielo y
atemperar los reactivos a temperatura ambiente se procedié del siguiente modo. Se
preparé la mezcla de microesferas a partir de viales individuales con microesferas

especificas para cada citoquina. Para ello se sonicaron durante 30 segundos y se
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agitaron con un vértex durante 1 minuto antes de afadir 70 pL de cada vial al
recipiente de mezcla, que se completé con diluyente hasta un volumen final de 3,5 mL.
A continuacién, se prepararon las muestras estindar. Para ello se reconstituyd el
estindar administrado (conteniendo todas las citoquinas simultdneamente) con 250 puL
de la solucién diluyente administrada (MXHSM-7). A partir de 50 pL de la solucién
estandar asf obtenida se fueron haciendo diluciones seriadas hasta obtener 7 estdndares.
A continuacién, se abri6 la placa del ensayo y se lavé con 200 pL de buffer de lavado
que se mantuvo durante 10 minutos en el agitador. Tras retirar el buffer de lavado, se
afadieron 50 pL de la solucién estdndar en los pocillos correspondientes y 25 pL de las
muestras mds 25 pL de buffer de ensayo en el resto de pocillos. Como blanco se usé
“Serum Matrix”. Se anadieron 25 pL de la solucién con las microesferas, que se fue
agitando con frecuencia para evitar que las microesferas se decantasen. La placa se sell6
y envolvié en papel de aluminio y se incubd durante 18 horas a 4 °C. Al dia siguiente
se retiré el contenido de la placa y se lavé de forma manual 3 veces. Para ello, la placa
se colocd en un plato de lavado magnético al menos 60 segundos antes de eliminar el
contenido, para permitir que las microesferas se decantaran y no se eliminaran con el
lavado. Después se anadieron 50 pL de la solucién con los anticuerpos de deteccién. Se
sell6 la placa y se envolvié en papel de aluminio y se incubé en un agitador durante 1
hora a temperatura ambiente. Tras ello, se afadieron 50 pL de la solucién con
estreptavidina-ficoeritrina y se incubé de la misma manera durante 30 minutos.
Posteriormente se eliminé el contenido de los pocillos y se lavé 3 veces como se ha
descrito. Se afadieron 150 puL de “Drive Fluid” y se resuspendieron las microesferas
mediante agitacién durante 5 minutos. Se procedié a la lectura de la placa en un

equipo Luminex 200™. Los datos se analizaron con el software Milliplex®Analyst 5.1.

1.9. Determinacién de actividad de enzimas lisosomales en liquido

cefalorraquideo

La actividad de los enzimas lisosomales B-glucocerebrosidasa, B-hexosaminidasa, o-
fucosidasa, B-galactosidasa, and catepsina D se determinaron utilizando substratos

fluorégenos, de acuerdo con procedimientos previamente descritos (Persichetti ez al.,
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2014). Para la B-hexosaminidasa y la o-fucosidasa, 10 uL de LCR se incubaron con 40
pL de la solucién de substrato durante 10 minutos a 37 °C. La actividad de la B-
glucocerebrosidasa y la B-galactosidasa se midi6é incubando 20 pL de LCR con 40 pL
de la solucién con el substrato durante 3 h. Se afadié 4dcido taurodesoxicélico al 0,2%
al mix de la B-glucocerebrosidasa. Todas las reacciones se pararon anadiendo buffer
glicina/NaOH 0,2 M frio a pH 10,4 hasta un volumen final de 0,3 mL. La
fluorescencia del fluordforo liberado (4-methylumbelliferone) se midié en un
fluorémetro BMG LabtechFLUOstar OPTIMA (longitud de onda de excitacién = 360
nm; longitud de onda de emisién = 446 nm). La actividad de la catepsina D se
determind usando el substrato Mca-Gly-Lys-Pro-Ile-Leu-Phe-Phe-Arg-Leu-Lys(Dnp)-
D-Arg-NH2. Se incubaron 30 pL de LCR con el substrato durante 90 minutos a 40
°C. Las reacciones se pararon afadiendo 4cido tricloroacético al 5% (w/v) hasta un
volumen final de 0,3 pL. La fluorescencia se midié con una longitud de onda de
excitacién de 328 nm y una longitud de onda de emisién de 393 nm. La concentracién
de proteinas se determiné mediante el método de Bradford (Bradford, 1976). Todas las
medidas se realizaron por triplicado. El coeficiente de variacién aceptado se fijé en

menos de 10%.

1.10. Determinacién de citoquinas en plasma

Sélo las citoquinas detectadas en LCR fueron estudiadas en plasma.

1.10.1. Interleuquina 6

La IL-6 en plasma se midi6 con el kit comercial Quantikine® ELISA Human IL-6
Immunoassay de R&D Systems (Minneapolis, MN, USA). Se siguieron las
instrucciones del fabricante). La descongelacién y procesamiento de las muestras fue
igual que con los otros kits. La curva patrén const6 de una concentracién méxima de
100 pg/mL y la minima 3,13 pg/mL El volumen de muestra fue de 100 pL. Se realizé

una primera incubacién de las muestras y los estandares a temperatura ambiente
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durante 2 horas. Después se eliminé el contenido y anadieron 200 pL de la solucién
con el anticuerpo anti IL-6 conjugado y se incubé 2 horas a temperatura ambiente. Se
eliminé el contenido y se anadieron 200 pL de solucién substrato y se incubé durante
20 minutos en oscuridad a temperatura ambiente. Tras ello, se paré la reaccién
afadiendo 50 pL de solucién de parada. Se cuidé de seguir el mismo orden para parar
la reaccién que se habia seguido para afadir las muestras. Finalmente se procedié a la
lectura de la absorbancia a 450 nm de longitud de onda en un aparato Multiskan

Ascent (Thermo Electron Corporation).

1.10.2. Factor de necrosis tumoral «

El TNF-o en plasma se midié con el kit comercial Quantikine® ELISA Human TNF-o
Immunoassay de R&D Systems (Minneapolis, MN, USA). Se siguieron las
instrucciones del fabricante. La descongelacién y procesamiento de las muestras fue
igual que con los otros kits. La concentracién mayor en la curva patrén fue de 1000
pg/mL que se diluyé progresivamente hasta conseguir el estindar menor, de 15,6
pg/mL. El volumen final de las muestras fue de 200 pL. Inicialmente se incubaron las
muestras a temperatura ambiente durante 2 horas. Después se incubé con 200 pL de
la solucién con el anticuerpo anti TNF-« conjugado durante 2 horas a temperatura
ambiente. Después se afnadieron 200 pL de solucién substrato y se incubé durante 20
minutos en oscuridad a temperatura ambiente. Tras ello, se paré la reaccién afadiendo
50 pL de solucién de parada. Finalmente se procedi6 a la lectura de la absorbancia a
450 nm de longitud de onda en un aparato Multiskan Ascent (Thermo Electron

Corporation).
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2. Cohorte II (Parkinson’s Progression Markers Initiative)

Parkinson’s Progression Markers Initiative (PPMI) es un estudio internacional (10
aises) y multicéntrico centros), prospectivo, longitudin observacional disenado
y mult t (33 tros) t longitudinal y ob ald d

para el descubrimiento y validacién de biomarcadores de progresién de EP (Figura 6).
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Figura 6. Estructura organizativa del PPMI y distribucién de los diferentes centros en EEUU,

Europa y Australia (Kang, 2016).

Una parte muy importante de esta iniciativa es el depésito de muestras y datos en un
repositorio que estd disponible para toda la comunidad cientifica (Parkinson
Progression Marker, 2011).De esta forma cualquier investigador con una propuesta de
estudio puede obtener permiso para acceder a datos clinicos, genéticos, analiticos, de
RM, de SPECT o de LCR.La metodologia detallada de todo el estudio estd disponible

en http://www.ppmi-info.org/study-design/research-documents-and-sops/.
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2.1. Pacientes

Los pacientes incluidos en el PPMI son pacientes con EP con un mdximo de dos anos
de evolucién, con un estadio de H&Y menor o igual a 2, y con una edad igual o
superior a 30 afos. Se requiere confirmacién de déficit dopamnérgico con DaT SCAN
o el PET de VMAT-2. Como principales criterios de exclusién se incluyen los
parkinsonismos atipicos o debidos a firmacos, la presencia de demencia (Emre ez al.,
2007) y que hayan iniciado tratamiento para la EP (los criterios de inclusién y
exclusién completos se pueden descargar en: http://www.ppmi-info.org/wp-

content/uploads/2017/02/PPMI-Am11-Protocol.pdf).

2.2. Controles

El grupo de controles incluyé hombres o mujeres de 30 afios 0 mds, sin enfermedades
neuroldgicas presentes o activas clinicamente significativas, con una puntuacién del
MoCA < 26 (los criterios de inclusién y exclusién completos estdn disponibles en:

http://www.ppmi-info.org/wp-content/uploads/2017/02/PPMI-Am11-Protocol.pdf).

2.3. Evaluacién clinica

Como se ha expuesto, el estudio PPMI es prospectivo y longitudinal, y consta de 16
visitas a lo largo de 96 meses de seguimiento y diferentes evaluaciones en cada visita.
Ademds de los datos demogréficos bdsicos y otros aspectos clinicos, en la primera visita

S€ recogen.

e UPDRSLILIIyIV.
o Escalade H&Y.
e Escala modificada de Schwab y England de actividades de la vida diaria.
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e Escala de sueno de Epworth.
®  REM Sleep Behavior Disorder Questionnaire.
o Geriatric Depression Scale.

o Test de identificacién de olores (UPSIT).

2.4. Evaluacién neuropsicolégica

La evaluacién neuropsicolégica del PPMI se realiza en la visita basal y a los 12, 24, 36,

48, 60, 72, 84 y 96 meses. La bateria utilizada estd formada por:

e  MoCA.

o  Hopkins Verbal Learning Test (HVLT)
o Symbol Digit Modalities test.

o Letter and number sequencing.

e  Fluencia semdntica.

e Orientacién de las lineas de Benton.

2.5. Obtencién y manejo de los datos

La descarga de datos se realizé con fecha 4 de Julio de 2016 de la base de datos del
PPMI (www.ppmi-info.org/data), obteniéndose informacién de 423 pacientes y 240

controles.

2.5.1. Estudio de biomarcadores diagndsticos

Se utilizaron los datos de los valores de BA1-42, T-Tau, P-Tau and a-sinucleina de la
visita basal. De acuerdo con la metodologia aplicada en nuestra cohorte, se excluyeron
las muestras con niveles de hemoglobina > 200 ng/mL (106 pacientes y 46 controles).

La n final con la que se trabaj6 fue de 314 pacientes y 111 controles.
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De las variables clinicas recogidas en el PPMI utilizamos: edad, sexo, anos de evolucién

de la enfermedad, UPDRS I-IV y escala de H&Y.

2.5.2. Estudio de biomarcadores de deterioro cognitivo

Para esta parte especifica se utilizaron los datos de pacientes que tuvieran LCR en la
primera visita y que tuvieran datos de exploracién cognitiva tanto en la primera visita
como en la visita de seguimiento a los 3 afios. Igualmente se excluyeron aquellos
pacientes que tuvieran niveles de hemoglobina > 200 ng/mL. La n final con la que se

trabajé fue de 281 pacientes.

Se clasificé a los pacientes de acuerdo con la presencia de DEP a los 3 anos cuando la

puntuacién del MoCa fue < 21 (Dalrymple-Alford ez al., 2010).

Para determinar el declive cognitivo se calculé la diferencia entre la visita basal y a los
tres afos de las puntuaciones obtenidas en cada visita. En los casos en los que se
disponia de mds de un test por dominio para poder calcular una puntuacién z

compuesta se usé este valor a partir de los valores z de los test:

e Memoria: Recuerdo inmediato del HVLT, recuerdo diferido del HVLT y
reconocimiento diferido del HVLT.

e Atencién y memoria de trabajo: Letter and Number Sequencing y Symbol Digit
Modality Test.

Para el resto de test se utilizd la resta de sus puntuaciones brutas:

e  Orientacidn de las lineas de Benton (funcién visuoespacial).

e  Fluencia semdntica (lenguaje).

El célculo de las puntuaciones z de los test se realizé de acuerdo con la férmula descrita

previamente, utilizando los datos de los controles del PPMI en la visita basal.
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También se calcul6 la diferencia de la puntuacién de MoCA, como media de deterioro

cognitivo global.

3. Analisis estadistico

La comparacién de las variables cuantitativas entre tres grupos se realizé mediante
ANOVA y correccién de Bonferroni. Para variables que no segufan una distribucién
normal se utilizé el test de Kruskal-Wallis seguido del test de Mann-Whitney o T de
Student (penalizando x3) para comparaciones post hoc. La comparacién de variables
cuantitativas entre dos grupos se realiz6 mediante la T de Student o U de Mann
Whitney, de acuerdo con la distribucién normal o no de las muestras. La comparacién
de variables cualitativas se realizé mediante el test de Chi* Las correlaciones bivariadas
se realizaron con el coeficiente de correlacién de Pearson o Spearman, segin la
distribucién de las variables a correlacionar. Para ajustar las comparaciones y las
correlaciones por edad, se introdujo esta variable como variable independiente en un
modelo de regresién lineal. Cuando la variable dependiente no seguia una distribucién

normal se realiz6 transformacién logaritmica.

Para estudiar el rendimiento diagndstico de las diferentes proteinas o ratios se trazaron
sus curvas ROC (receiver operating characteristic). Cuando se quiso incluir mds de una
variable en una curva ROC, se introdujeron los valores predictivos obtenidos en un
andlisis de regresion logistica que inclufa como variables independientes las variables de

interés.

Para confirmar la asociacién entre determinadas ratios y el declive cognitivo en la
cohorte del PPMI, se realizaron modelos de regresién lineal introduciendo como
variable dependiente la diferencia en las puntuaciones z compuestas de los dominios o
en las puntuaciones de los test entre la visita de seguimiento a los 3 afos y la visita
basal. Como variables predictoras se introdujeron las ratios de interés. La edad y/o la
puntuacién basal del MoCA se introdujeron como factores de confusién en el andlisis

multivariante cuando en el univariante habian presentado una asociacién significativa
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con la variable dependiente. Ademds para calcular el riesgo relativo de desarrollar
demencia se realizaron modelos de regresién logistica con las ratios de interés que se
dividieron en cuartiles y se categorizaron obteniendo dos grupos: uno que englobaba a
los cuartiles 1°,2° y 3° y otro que englobaba el 4° cuartil. Asi se introdujeron como
variable independiente. Mediante la ecuacién propuesta por Zhang et al. (Zhang and
Yu, 1998) se calculd el riesgo relativo de desarrollar demencia del cuartil 4°, respecto de

los demads cuartiles.

El anilisis se realizé usando el soporte informdatico SPSS 20.0 (SPSS Inc, Chicago, 11l
EEUU).
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RESULTADOS

1. Biomarcadores diagnésticos de enfermedad de Parkinson

Los resultados de este apartado han dado lugar al Articulo IT (Anexo I).

1.1. Cohorte I (Hospital Universitario Donostia)

A partir de una cohorte de 70 pacientes (edad media 71 + 6 afos, 43 varones [61,4%]
y 8 + 4 afios de evolucién de la enfermedad) se obtuvo LCR de 45 pacientes, que
fueron los que accedieron a realizarse una puncién lumbar. De esas muestras, por

razones, técnicas se trabajé con 40 muestras para las mediciones en LCR (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes y controles para el estudio de

LCR.

EP (n=40) Controles (n=40) p
Edad 71,0 + 6,2 68,2 +5,0 0,028
Sexo (n° hombres/%) 28 (70%) 21 (53,8%) 0,168
Educacién (afios) 10,4 13,7 0,002
Duracién de la EP (afios) 7,9 + 4,1 -
Hoehn y Yahr 2,3+0,5 -
UPDRS I 13,2+ 59 -
UPDRS II 16,7 7,2 -
UPDRS III 22,2+7,9 -
UPDRS IV 2,6 +£3,7 -
Dol oim
IDDD 37,7 £ 8,6 -
MMSE 27,7 £2,2 28,5+ 1 0,160
MoCA 21,8 £4,8 -

*La dosis total equivalente de levodopa = levodopa x 1 + levodopa de liberacién prolongada x
1 + levodopa con entacapona x 0,33 + levodopa con tolcapona x 0,5 + pramipexol x 100 x
1,42 + ropinirol x 20 + rotigotina x 30 + selegilina x10 + rasagilina x 100 + amantadina x 1
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1.1.1. Liquido cefalorraquideo

Los resultados se muestran en la Tabla 2. Los pacientes eran mayores que los controles
(p=0,028). Ajustando por la edad, los niveles de o-sinucleina (p=0,007) y de BA1-42
(p=0,048) fueron menores en pacientes que en controles. Los niveles de T-Tau
(p=0,656) y P-Tau (p=0,865), asi como los indices T-Tau/BA1-42 (p=0,513) y P-
Tau/BA1-42 (p=0,600) no mostraron diferencias significativas. Sin embargo, todas las
ratios en las que intervenia la o-sinucleina, fueron mayores en pacientes que en
controles: T-Tau/a-sinucleina (p<0,001), P-Tau/a-sinucleina (p<0,001), T-Tau/BAl-
42+a-sinucleina (p=0,005) y P-Tau/BA1-42+a-sinucleina (p=0,001) (Tabla 2).

Los niveles de IL-18, IL-2 e IFNy en LCR estaban por debajo del umbral de deteccién,
explicado en métodos, para cada uno. La IL-6 alcanzé niveles detectables en la mayoria
de pacientes (39) y de controles (38), y sus niveles medios no mostraron diferencias
entre ambos grupos (p=0,346). Los niveles de TNF-u estaban por debajo del umbral de
deteccién en 8 pacientes y 13 controles. En el resto, la concentracién media, ajustada
por edad, resulté ser mayor en pacientes que en controles (p=0,021). Para saber si la
presencia de niveles detectables de TNF-u se debia a algin factor de confusién
comparamos las principales variables demogrificas y clinicas en cada grupo entre los
sujetos con y sin niveles detectables de esta citoquina. No se encontraron diferencias en
los controles en edad (p=0,811) o sexo (p=0,427), ni en los pacientes en edad
(p=0,791), sexo (p=0,649), duracién de la enfermedad (p=0,839) o UPDRS III
(p=0,619).
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Tabla 2. Caracteristicas bioquimicas en LCR de los pacientes con EP y los controles.

EP (n=40) Controles (n=40) p
BA1-42 (pg/mL) 736,8 + 239,1 877,6 + 289,5 0,048*
T-Tau (pg/mL) 231,2 + 113,7 210,7 £ 115,9 0,656
P-Tau (pg/mL) 46,6+ 17,8 46,2+ 16,5 0,865
T-Tau/BA 0,330 + 0,193 0,279 + 0,245 0,513
P-Tau/BA 0,0662 + 0,0279 0,0593 + 0,0368 0,600
a-sinucleina (pg/mL) * 1048,9 + 492,0 1170,3 + 392,3 0,007*
T-Tau/a-sinucleina® 0,2379 + 0,007 0,1654 + 0,06 <0,001*
P-Tau/a-sinucleina® 0,0490 + 0,008 0,0385 + 0,007 <0,001*
T-Tau/BA+a-sinucleina® 0,1359 + 0,051 0,0951 + 0,045 0,005*
P-Tau/pA+u-sinucleina® 0,0276 + 0,006 0,0215 + 0,005 0,001*
IL-6 (pg/mL)® 0,617 + 0,30 0,531 + 0,22 0,346
TNF-« (pg/mL) © 0,401 + 0,158 0,307 + 0,124 0,021*
IL-18 (pg/mL) Indetectable Indetectable
IL-2 (pg/mL) Indetectable Indetectable
IFNy (pg/mL) Indetectable Indetectable

* p ajustada por edad. Sélo las comparaciones que fueron significativas en el andlisis univariante
se corrigieron por la edad.

Dado que se excluyeron muestras en el andlisis de a-sinucleina y no todos los sujetos
presentaron niveles detectables de citoquinas, la cifra de pacientes y controles en diferentes
variables difiere:

@ Pacientes con EP (n= 35; hombres 25; edad 71,4 + 6,4 anos), controles (n= 34;
hombres=18; edad 68,1 + 5): p para la edad=0,021 y para el género p=0,140.

b Pacientes con EP (n= 39; hombres 28; edad 71,2 + 6,2 afos), controles (n= 38;
hombres=20; edad 68,1 + 4,8): p para la edad=0,016 y para el género p=0,083.

¢ Pacientes con EP (n= 32; hombres 22; edad 71,1 + 6,6 afos), controles (n= 27;
hombres=13; edad 68,2 + 4,2): p para la edad=0,049 y para el género p=0,109.
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RESULTADOS

Para evaluar el rendimiento diagndstico en la diferenciacién de pacientes y controles de
las proteinas y ratios que habian resultado diferentes entre ambos grupos, se realizé un
andlisis de curvas ROC (Figura 7) Las mayores dreas bajo la curva (ABC) fueron las de
la ratio P-Tau/a-sinucleina y las de esta ratio en combinacién con los niveles de TNE-
o. E1 ABC del indice P-Tau/a-sinucleina combinado con los niveles de TNF-a fue de
0,914 (I.C. al 95% 0,839-0,988; p<0,001) con una sensibilidad del 92,9% y una
especificidad del 75% para el punto de corte <0,710. La ratio P-Tau/a-sinucleina sola
mostré un ABC de 0,856 (I.C. al 95% 0,767-0,945; p<0,001) con una sensibilidad del
97,1% y una especificidad del 61,8% para el punto de corte <0,392.

En un andlisis de correlacién se observé que ninguna de las proteinas de forma
individual, ni de las ratios o la combinacién de la ratio P-Tau/a-sinucleina con TNF-«

mostr correlacién con ninguna de las escalas UPDRS.
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Figura 7. Curvas ROC de las diferentes proteinas y ratios en LCR en la diferenciacién de
pacientes y controles.
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Sensibilidad
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Figura 7 (continuacién). Curvas ROC de las diferentes proteinas y ratios en LCR en la
diferenciacién de pacientes y controles.
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1.1.2. Plasma

Sélo se evaluaron en plasma las citoquinas cuyos niveles habian sido detectables en
LCR, es decir IL-6 y TNF-a. Los niveles de TNF-u estaban por debajo del umbral de
deteccidén para la técnica en todos los pacientes y controles. Los niveles de IL-6 estaban
por encima del umbral de deteccién, pero no hubo diferencias en su media entre ambos

grupos (p=0,742) (Tabla 3).

Tabla 3. Citoquinas plasmdticas en pacientes y controles.

EP (n=51) Controles (n=24) p
Edad (afios) 71,0 £ 6,3 68,2 +5,5 0,070
Sexo (n° hombres/%) 34 (66,6%) 12 (50%) 0,167
IL-6 (pg/mL) 2,29 + 2,66 1,91 + 1,27 0,742
TNF-« (pg/mL) Indetectable Indetectable

Sin embargo, en un andlisis de regresion lineal se observé que, ajustados por edad y
afios de evolucidn, los niveles plasmdticos de IL-6 se correlacionaban positivamente con
la UPDRS I (8=0,490; p=0,002), UPDRS II (8=0,492; p<0,001) y UPDRS III
(8=0,367; p=0,020) (Figura 8).
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Figura 8. Correlaciones entre IL-6 en plasma y UPDRS I, 1T y IIL.



RESULTADOS

1.2. Cohorte II (PPMI)

Las caracteristicas demograficas, clinicas y de los pardmetros de LCR se recogen en la
Tabla 4. Los pacientes eran ligeramente mayores que los controles teniendo esta
diferencia una tendencia hacia la significacién estadistica (p=0,051). Tras ajustar por
edad, ninguno de los niveles de proteinas fue diferente ente pacientes y controles. Sélo
las diferencias en los niveles de a-sinucleina mostraron una tendencia hacia la
significacién estadistica con una media menor en los pacientes (p=0,061). La ratio P-
Tau/a-sinucleina (p=0,030) y la ratio P-Tau/BA1-42+a-sinucleina (p=0,034) estaban
elevadas en pacientes comparados con controles. Sin embargo, al realizar un andlisis de
curvas ROC, sus ABC no mostraron valores aceptables para considerarlos
biomarcadores diagndsticos de EP: P-Tau/a-sinucleina 0,551 (p=0,113) y P-Tau/BAl-
42+a-sinucleina 0,553 (p=0,098).

Tabla 4. Cohorte del PPMI: Caracteristicas demograficas, clinicas y de LCR de los pacientes
con EP y los controles.

EP (n=314) Controles (n=111) p p ajustada
Edad (afios) 61,3+9,7 59,1+ 11,5 0,051
Sexo (n° hombres/%) 203 (64,4%) 68 (61,3%) 0,523
alller:ecsl)on de la enfermedad 6.9+ 6.7 i
Educacién (afios) 15,6 + 2,9 16 + 3,1 0,238
Hoehn y Yahr 1,5 £0,5 -
UPDRS III 20,6 + 8,6 -
MoCA 27,1 £2,2 28,2+ 1 <0,001
BA (pg/mL) 374,0 £ 102,4 385,3 £+ 75,1 0,054 0,120
T-Tau (pg/mL) 44,6 + 18,0 43,8 + 15,1 0,993 0,617
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Tabla 4 (continuacién)

EP (n=314) Controles (n=111) p p ajustada
P-Tau (pg/mL) 15,9 + 10,3 14,2 + 6,5 0,329 0,446
T-Tau/BA1-42 0,1259 + 0,06 0,1131 £ 0,02 0,126 0,490
P-Tau/BA1-42 0,0443 + 0,036  0,0371 + 0,014 0,030 0,088
a-sinucleina (pg/mL) 1836,9 + 734,4  1978,1 + 796,5 0,109 0,066
T-Tau/a-sinucleina 0,0256 + 0,008 0,0234 + 0,005 0,017 0,061
P-Tau/a-sinucleina 888364 * 0,00785 + 0,0035 0,035 0,030
T—Tau/ﬁA+u—sinuc1€1’na 0,0207 + 0,006 0,0191 + 0,003 0,017 0,082
P-Tau/BA+a-sinucleina 8’88268 * 0,00640 + 0,0027 0,020 0,034

2. Biomarcadores de deterioro cognitivo y demencia

Los resultados de esta parte han dado lugar al Articulo III (Anexo).

2.1. Cohorte I (Hospital Universitario Donostia)

Tras aplicar los criterios diagndsticos de DCL-EP de la MDS Tusk Force (nivel 1I), de

los 40 pacientes de los que se habia realizado el andlisis de proteinas y citoquinas en

LCR, 25 tenfan DCL-EP y 15 eran cognitivamente normales. Los pacientes con DCL-

EP presentaban un rendimiento menor que los pacientes con EPCN en diversos test

neuropsicoldgicos y dominios cognitivos (Tabla 5).
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Tabla 5. Caracteristicas demograficas, clinicas y cognitivas de los pacientes con DCL-EP y con

EPCN.

EPCN (n=15) DCL-EP (n=25) P
Edad 66,6 + 6,3 73,7 £4,5 <0,001
Sexo (n° hombres/%) 12 (80%) 16 (64 %) 0,285
Educacién (afios) 14+5 8+4 <0,001
Duracién de la enfermedad (afios) 6+2 8+4 0,108
Hoehn y Yahr 2,1+0,5 2,4+04 0,185
UPDRS I 10,6 + 6,7 14,8 + 4,8 0,028
UPDRS 11 14,2+ 8,0 18,2+ 6,3 0,090
UPDRS III 18,2+7,1 24,6 +74 0,011
UPDRS IV 2,0 £4,0 3,0+3,5 0,151
Ejj:o‘:i:’f(i ;?“ivaleme de 1041,2 £545,9  1080,8 + 484,9 0,813
IDDD 34,47+ 10,6 39,9 +6,7 0,031
MMSE 28,4 2,6 27,2+ 1,8 0,010
MoCA 24,47 + 5,43 20,32 + 3,77 0,005
Z atencién y memoria de trabajo -0,37 + 0,41 -1,52 £ 0,36 <0,001
*SDMT 32,1 £6,8 12,6 + 6,7 <0,001
*Digitos inversos 4,0+ 1,0 3,3+0,8 <0,001
Z funcién ejecutiva -0,35 + 0,87 -2,79 + 1,40 <0,001
*TMTB 119,3 £ 59,0 304,6 + 118,8 <0,001
*Fluencia fonémica 14,6 £ 7,0 10,0 + 4,0 0,013
Z memoria -0,58 + 0,67 -1,25 + 0,76 0,011
*RAVLT diferido 5,2 +2,6 4,6 £2,7 0,565
*FCR recuerdo inmediato 15,2 +4,3 8,8+5,8 0,001
Z lenguaje 0,18 + 0,82 -1,30 + 1,09 <0,001
*Fluencia semdntica 19,4+ 6,2 14,8 +4,9 0,013
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Tabla 5 (continuacién)

EPCN (n=15) DCL-EP (n=25) P
* Denominacién de Boston 52,7 £ 5,7 45,0 + 8,7 0,004
Z visuoespacial -0,54 + 1,21 -1,83 + 1,69 0,011
*Decisién de objeto (VOSP) 15,9 +22 13,6 + 2,7 0,011
*Localizacién de niimero (VOSP) 8,5+1,7 7,3 £2,0 0,047
0: 1 (6,7%) 0: 3 (12%)
Copia pentdgonos 1: 0 1: 6 (24%) 0,084
2: 14 (93,3%) 2: 16 (64%)

*Test usados para el diagnéstico de DCL-EP de acuerdo con los criterios de la MDS 7Task
Force (nivel II).

2.1.1 Liquido cefalorraquideo

No hubo diferencias en ninguna de las proteinas, sus ratios o las citoquinas estudiadas

en LCR entre los dos grupos (Tabla 6).
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Tabla 6. Caracteristicas de LCR de pacientes con DCL-EP y controles.

EPCN (n=15) DCL-EP (n=25) p P ajustada

BA1-42 (pg/mL) 703,5 + 235,9 756,7 + 243,6 0,503 0,968
T-Tau (pg/mL) 206,1 + 99,6 246,9 + 121 0,248 0,678
P-Tau (pg/mL) 41,9+ 13,2 49,2+ 19,6 0,335 0,926
T-Tau/BA1-42 0,3208 + 0,224 0,3375+0,1754 0,317 0,710
P-Tau/BA1-42 0,0647 +0,0279  0,0670 +0,0284 0,621 0,984
a-sinucleina (pg/mL)? 903,8 + 252,5 947,8 + 393,6 0,714 0,879
T-Tau/a-sinucleina® 0,2394 + 0,09 0,2467 + 0,05 0,178 0,289
P-Tau/o-sinuclefna® 0,0499 + 0,009 0,0506 + 0,009 0,929 0,789
;riiz;‘e/l,i‘:}"izm’ 0,1362 + 0,06 0,1351 0,03 0,447 0321
ZnTui‘l‘e/ iﬁj'”*“’ 0,0280 £ 0,007  0,0274+0,005 0,776 0,549
IL-6 (pg/mL) 0,555 + 0,24 0,625 + 0,33 0,650 0,709
TNF-x (pg/mL)* 0,448 £ 0,16° 0,373 + 0,15 0,199 0,372
IL-18 (pg/mL) Indetectable Indetectable

IL-2 (pg/mL) Indetectable Indetectable

IFNy (pg/mL) Indetectable Indetectable

Dado que se excluyeron muestras en el andlisis de a-sinucleina y no todos los sujetos
presentaron niveles detectables de citoquinas, la cifra de pacientes con DCL-EP y EPCN en
diferentes variables difiere:

EPCN (n=14; hombres12; edad 66,8 + 6,5), DCL-EP (n=21; hombres16; edad 74,4 +
4,3): p=0,001 para la edad y p=0,445 para el sexo.

"EPCN (n=14; hombres 12; edad 66,9 = 6,5), DCL-EP (n=25; hombres 16; edad 73,7 +
4,5): p=0,001 para la edad y p=0,148 para el sexo.

‘EPCN (n=12; hombres 10; edad 67,3 £ 6,3), DCL-EP (n=20; hombres 12; edad 74,1 +
4,5): p=0.001 para la edad y p=0,168 para el sexo.
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Al realizar el andlisis de correlacién entre los niveles de proteinas en LCR o sus ratios y
las puntuaciones z de los dominios cognitivos, la puntuacién del MoCa y la
puntuacién de la copia de los pentdgonos se observaron diferentes correlaciones, que se
mantenian tras introducir la edad como covariable. Los indices T-Tau/BA1-42 (r=-
0,450; p= 0,018) y T-Tau/BA1-42+a-sinucleina (r=-0,501; p=0,007) presentaban una
correlacién negativa con la puntuacién z en memoria. La ratio T-Tau/a-sinucleina (r=-
0,490; p=0,003) y la ratio P-Tau/o-sinucleina (r=-0,347; p=0,007) tenfan una
correlacién negativa con la puntuacién de la copia de los pentidgonos y la primera,
ademds correlacionaba negativamente con la puntuacién del MoCA (r=-0,432;

p=0,012) (Figura 9).

r=-0.501; p=0.007 r=-0.450; p= 0.018

T-Tau/RA1-42

P-Tau/RA1-42+a-sinucleina
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| R bl
Z memoria Z memoria

=-0.490; p=0.003 r=-0.347; p=0.007

T-Taulo-sinucleina
o 6 fo
P-Taula-sinucleina

T T T

1 2 I
Copia pentagonos Copia pentagonos

Figura 9. Correlaciones entre diferentes ratios de proteinas en LCR y diferentes

medidas cognitivas.
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2.1.2. Plasma
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Figura 9 (continuacién)

Como se ha mencionado, s6lo se evaluaron en plasma las citoquinas que habian sido

detectables en LCR: IL-6 y TNF-a. El TNF-a estaba por debajo del umbral de

deteccién en todos los sujetos y los niveles de IL-6, que eran detectables, no fueron

diferentes entre ambos grupos (Tabla 7). Sin embargo, al realizar un estudio de

correlacién entre los niveles de IL-6 y los dominios cognitivos y la puntuacién del

MMSE y del MoCA, se observé que los niveles plasmdticos de IL-6, ajustados por la

edad, correlacionaron negativamente con la puntuacién del MoCA (r=-0,429;

p=0,024) y con la puntuacién z de lenguaje (r=-0,553; p=0,002) (Figura 10).

Tabla 7. Citoquinas plasmdticas en pacientes con DCL-EP y cognitivamente normales.

EPCN (n=21) DCL-EP (n=29) p p ajustada
Edad (afios) 67,3 £ 6,3 74,0 + 4,4 <0,001
Sexo (n° hombres/%) 15 (71,4%) 18 (62%) 0,490
IL-6 (pg/mL) 1,70 + 1,4 224+2 0,040 0,707
TNF-u« (pg/mL) Indetectable Indetectable
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Figura 10. Correlaciones entre IL-6 plasmdtica y medidas cognitivas.

2.2. Cohorte II (PPMI)

Tras observar que algunas ratios presentaban correlaciones negativas con algunas
variables cognitivas, quisimos determinar si alguna de esas ratios era ttil para predecir
el deterioro en determinadas funciones cognitivas o el desarrollo de demencia en esta
cohorte longitudinal. Tras 3 afios de seguimiento (media 36 + 1 meses), 11 pacientes
cumplian criterios de DEP (MoCA < 21). En la visita basal esos pacientes eran mayores
y tenfan una puntuacién menor en el MoCA que los que permanecieron sin demencia
a los 3 anos. Las ratios T-Tau/BA1-42 (p=0,001), T-Tau/a-sinucleina (p=0,004) y T-
Tau/BA1-42+a-sinucleina (p<0,001) eran mayores en los pacientes que desarrollaron

demencia a los 3 anos, incluso corrigiendo por la edad y la puntuacién basal del MoCA

(Tabla 8).
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Tabla 8. Caracteristicas basales de los pacientes del PPMI clasificados de acuerdo con su estado
cognitivo a los 3 anos de evolucién.

EPND (n=270) DEP (n=11) p
Edad (afios) 60,9 +9,9 67,2 +4 <0,001
Sexo (n° hombres/%) 173 (64,1%) 6 (54,5%) 0,519
Educacién (afios) 15,7 +2,9 14,5 + 2,5 0,187
Hoehn y Yahr 1,5+0,5 1,5+0,5 0,977
UPDRS III 20,2 £8,6 19,0 £5,9 0,752
MoCA 27,2 £2,1 25,5+2,8 0,027
LCR
BA1-42 (pg/mL) 374,2 + 98,2 326,7 + 114,0 0,342
T-Tau (pg/mL) 43,8 £ 16,8 60,2 + 29,3 0,072
P-Tau (pg/mlL) 15,8 + 10,5 162 +7,6 0,509
T-Tau/BA1-42 0,122 + 0,06 0,207 £ 0,12 0,010
P-Tau/BA1-42 0,044 + 0,03 0,056 + 0,03 0,151
a-sinucleina (pg/mL) 1833,4 +722,1 1638,5 + 455,2 0,609
T-Tau/a-sinucleina 0,0253 + 0,007 0,0367 £ 0,013 0,004
P-Tau/«-sinucleina 0,0096 + 0,008 0,0098 + 0,003 0,125
T-Tau/AB1-42+a-sinucleina  0,0204 + 0,005 0,0305 + 0,01 0,003
P-Tau/AB1-42+a-sinucleina  0,0077 + 0,006 0,0082 + 0,002 >0,999

En los modelos de regresion lineal (Tabla 9) se observé que las ratios T-Tau/BA1-42,
T-Tau/o-sinucleina y T-Tau/BA1-42+o-sinucleina eran predictores independientes de
caida en la puntuacién del MoCA (8=0,236 p<0,001; $=0,231 p<0.001; $=0,274
p<0,001; respectivamente) y en la fluencia semdntica (8=0,176 p=0,005; $=0,126
p=0,038; B=0,147 p=0,017; respectivamente). Sélo el indice T-Tau/BA1-42 fue
predictor independiente del deterioro en el dominio de memoria (8=0,141; p=0,026).

Los modelos de regresién logistica demostraron que los pacientes del 4° cuartil de esas
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3 ratios (valores de T-Tau/BA1-42 > 0,137; T-Tau/o-sinucleina > 0,029; y T-

Tau/BA1-42+a-sinucleina > 0.023) tenfan un riesgo relativo de desarrollar demencia a
los 3 anos de 5,26 (I.C. al 95% 1,61-14,77; p=0,007), 5,26 (I.C. al 95% 1,61-14,77;
p=0,007) y 5,36 (I.C. al 95% 1,64-14,99; p=0,000), respectivamente, al compararlos

con los pacientes con valores en el resto de cuartiles (Figura 11).

=
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® T-Tau/a-sinucleina

T-Tau/BA1-42+a-sinucleina

12

Cuartiles de las ratios basales

a
2 -
, N
J0 30 40

Ratio
T-Tau/AB1-42
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T-Tau/BA1-42+a-sinucleina
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0,023

RR

5,26
5,26
5,36

I.C. 95% p
1,61 - 14,77 0,007
1,61 - 14,77 0,007

1,64 - 14,99 0,006

Figura 11. Pacientes con DEP en el PPMI a los tres afos en funcién del cuartil de las ratios de
proteinas (grafico). Riesgo relativo de tener DEP a los 3 afios en los pacientes con valores de las
ratios por encima del 4° cuartil (tabla).
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Tabla 9. Regresién lineal de las principales ratios como predictores de deterioro en cognicién
global, memoria, atencién y memoria de trabajo, fluencia semdntica y test de orientacién de las

lineas de Benton a los 3 afios de evolucién

UNIVARIABLE MULTIVARIABLE
Coeficiente p Coeficiente p
MoCA
Edad 0.229 <0.001
MoCA basal 0.309 <0.001
T-Tau/AB1-42 0.295 <0.001 0.236 <0.001
T-Tau/a-sinucleina 0.237 <0.001 0.231 <0.001
T-Tau/BA1-42+a-sinucleina 0.297 <0.001 0.274 <0.001
MEMORIA
Edad 0.133 0.028
MoCA basal -0.102 0.094
T-Tau/AB1-42 0.169 0.005 0.141 0.026
T-Tau/a-sinucleina 0.056 0.357
T-Tau/BA1-42+a-sinucleina 0.097 0.113
ATENCION Y MEMORIA
DE TRABAJO
Edad 0.005 0.195
MoCA basal 0.089 0.159
T-Tau/AB1-42 0.012 0.855
T-Tau/a-sinucleina -0.088 0.163
T-Tau/BA1-42+a-sinucleina -0.058 0.357
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Tabla 9 (continuacién)

UNIVARIABLE MULTIVARIABLE
Coeficiente  p Coeficiente  p

FLUENCIA SEMANTICA

Edad 0.125 0.038

MoCA basal 0.012 0.837

T-Tau/AB1-42 0.198 0.001 0.176 0.005

T-Tau/a-sinucleina 0.141 0.020 0.126 0.038

T-Tau/BA1-42+q-sinucleina 0.166 0.006 0.147 0.017
O’RIENTACION DE
LINEAS DE BENTON

Edad 0.093 0.124

MoCA basal -0.077 0.203

T-Tau/AB1-42 -0.021 0.723

T-Tau/a-sinucleina -0.064 0.292

T-Tau/BA1-42+q-sinucleina -0.051 0.401

3. Enzimas lisosomales
Los resultados de esta parte han dado lugar al Articulo IV (Anexo).

Se estudiaron 41 pacientes y 41 controles. Ninguna de las actividades de los enzimas
lisosomales medida tenfa correlacién con la concentracién total de proteinas en LCR,

por lo que las actividades no se normalizaron.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre pacientes y controles

en ninguno de los enzimas estudiados, aunque habia una tendencia para la B-

galactosidasa (p=0.06) (Tabla 10).
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Tabla 10. Caracteristicas demograficas y clinicas y actividad de enzimas lisosomales de pacientes

y controles.

EP (n=41) Controles (n=41) P

Edad (afos) 70,9 + 5,7 69,1 +4,2 0,110
Sexo (n° hombres/%) 27 (65,9%) 27 (65,9%) >0,999
Duracién de la enfermedad (afios) 7,8 +3,9 - -
Hoehn y Yahr 22+0,5 - -
UPDRS III 22,3+7,6 - -
B-hexosaminidasa (pmol/min/ml) 24447 +558,2  2482,9 +390,4 0,721
a-fucosidasa (pmol/min/ml) 4337 + 148,1 4434+ 1014,3 0,731
Catepsina D (pmol/min/ml) 61,9+ 16,3 64,7 + 14,3 0,386
B-glucocerebrosidasa (pmol/min/ml) 6,1 £1,6 6,5+ 1,4 0,308
B-galactosidasa (pmol/min/ml) 6,1£24 7,1£2,4 0,062

De la muestra de pacientes 24 tenfan DCL-EP y 17 eran cognitivamente normales. Los

pacientes con DCL-EP eran mayores y tenfan menos afos de escolarizacién que los

pacientes con EPCN. Ajustando por la edad, la actividad de la catepsina D era menor

en los pacientes con EPCN que en los pacientes con DCL-EP (p= 0.018) y la de -

glucocerebrosidasa presentaba tendencia con p=0.58 (Tabla 11).
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Tabla 11. Caracteristicas demogréficas y clinicas y actividad de enzimas lisosomales de pacientes

con EPCN y DCL-EP

EPCN (n=17) DCL-EP (n=24) P

Edad (afios) 67,1 5,9 73,6 £ 3,8 0,001
Sexo (n° hombres/%) 13 (76,5%) 14 (58,3%) 0,228
Duracién de la enfermedad (afios) 6,9 + 3,0 8,5+4,5 0,285
Escolarizacién (afios) 13+5 8+4 0,001
H&Y 2+04 2,4+0,5 0,062
UPDRS III 19,6 +7,9 24,2 +7 0,058
MMSE 28,2 £2,4 27,2+1,9 0,028
MoCA 25,0+ 5,0 20,0 £ 3,6 0,001
B-hexosaminidasa (pmol/min/ml) 2362,1 + 533,6 2503,2 + 579,0 0,432
a-fucosidasa (pmol/min/ml) 421,4 + 93,5 442 4 + 178,5 0,627
Catepsina D (pmol/min/ml) 55,2+ 12,0 66,6 + 17,5 0,018*
B-glucocerebrosidasa (pmol/min/ml) 5,5+1,2 6,5+1,7 0,058
B-galactosidasa (pmol/min/ml) 5,8+ 1,6 6,3+£2,8 0,460
*Ajustado por edad

En un andlisis de correlacién se observé que controlando por la edad, la actividad de la
catepsina D tenfa una correlacién positiva con la UPDRS 1 (r=0,331; p=0,024),
UPDRS IV (r=0,351; p=0,022), HADS (r=0,378; p=0,019), and PDQ-39 (r=0,330;
p=0,044). Por otro lado, la o-fucosidasa presentaba una correlacién negativa con la

escala de H&Y (-0,335; p=0,021) y la PDQ-39 (r=-0,462; p=0,002).

En un andlisis de correlacién entre las actividades de enzimas lisosomales y las
puntuaciones z de los dominios cognitivos, la puntuacién del MoCA y del MMSE no

se observé ninguna correlacién.

Un subgrupo de 37 de los 41 pacientes con andlisis de enzimas lisosomales disponia

también de determinacién de BA1-42, T-Tau, P-Tau; y en 34 pacientes se disponia
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también de a-sinucleina. Con estos pacientes se realizé6 un andlisis de correlacién para

determinar si existia relacién ente los niveles de proteinas patoldgicas y la actividad de

alguno de los enzimas estudiados. Asi se observé que la actividad de la (-

hexosaminidasa tenfa una correlacién positiva con los niveles de BA1-42 (r=0,382;

p=0,020) y que tanto la actividad de la B-hexosaminidasa como la «-fucosidasa

correlacionaron de forma positiva con los niveles de T-Tau (r=0,649 p<0,001 y
r=0,435 p=0,008, respectivamente), P-Tau (r=0,619 p<0,001 y r=0,452 p=0,005,
respectivamente) y o-sinucleina (r=0,541 p=0,001 y r=0,387 p=0,026). Como la

actividad de estas dos ultimas enzimas correlacionaba de forma positiva (r=0.606;

p<0.001), se introdujeron como variables independientes junto con la edad en un

modelo de regresién lineal para cada una de las proteinas como variables dependientes.

De esta forma, sélo la actividad de la B-hexosaminidasa permaneci6 asociada de forma

independiente con los niveles de o-sinucleina (8=0.459; p=0.028). La correlacién de la

B-hexosaminidasa con los niveles de BA1-42 se ajusté Unicamente por la edad,

permaneciendo también significativa (8=0.372; p=0.027) (Figura 12).
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Figura 12. Correlacién entre la actividad de la f-hexosaminidasa y los niveles en LCR de

a-sinucleina y BA1-42.
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DISCUSION

La presente tesis se ha centrado en el estudio de biomarcadores en LCR y plasma, no
s6lo para ayudar al diagndstico de la EP, sino también para monitorizar o predecir una
de sus complicaciones mds relevantes, el deterioro cognitivo y la progresién a demencia.
La aproximacién seguida en multiples estudios de evaluar en LCR las proteinas
implicadas en los agregados patoldgicos presentes en la EP, se ha completado con el
cilculo de las ratios entre ellas, el estudio de citoquinas proinflamatorias en LCR y
plasma, y la actividad de enzimas lisosomales en LCR. Ademds, para validar nuestros
resultados en lo que respecta al estudio de las proteinas patoldgicas y sus ratios se ha
utilizado la base de datos de la cohorte del PPMI, que contiene datos longitudinales de

mds de 400 pacientes con EP.

Biomarcadores para el diagnéstico de la enfermedad de Parkinson

El hallazgo principal del Articulo II es que el indice P-Tau/a-sinucleina, s6lo o en
combinacién con los valores de TNF-o en LCR, presenta una precisién para diferenciar
pacientes con EP de controles mayor que cualquiera de las proteinas estudiadas por
separado. Al igual que en trabajos previos (Mollenhauer ez al., 2006; Parnetti et al.,
2008; Compta ez al., 2009; Alves et al., 2010; Montine et al., 2010; Shi ez al., 2011;
Kang ez al., 2013; Toledo ez al., 2013; Wennstrom ez al., 2013), hemos encontrado
que los niveles de BA1-42 y de a-sinucleina en LCR son menores en pacientes que en
controles. Sin embargo, el rendimiento diagndstico de estas dos proteinas para
diferenciar pacientes de controles fue muy bajo, de acuerdo con las dreas bajo la curva
de sus curvas ROC, que fue de 0,642 para el BA1-42 (I.C. al 95% 0,512-0,766;
p=0.029) y de 0,685 para la a-sinucleina (I.C. al 95% 0,560-0,810; p=0,008). En la
mayoria de estudios previos no se dan resultados de curvas ROC de los niveles de estas
proteinas, probablemente debido a que no presentaron valor diagndstico o fue muy
bajo. Sin embargo, en un estudio previo que si los describid, el drea bajo la curva del
BA1-42 fue de 0,62 y el de la a-sinucleina 0,71 (Shi ez al., 2011), muy similares a los

vistos en nuestro trabajo. Esto probablemente se debe a que los niveles de estas
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proteinas tienen una gran dispersién y un alto grado de solapamiento de sus valores

entre pacientes y controles.

Los resultados para T-tau y P-Tau de nuestro trabajo concuerdan con los de otros
estudios que no han encontrado diferencias en los niveles de estas proteinas entre
pacientes y controles (Molina ez al, 1997; Jansen Steur et al., 1998; Sjogren et al.,
2000; Parnetti ez al., 2008; Compta ez al., 2009; Alves et al., 2010; Parnetti et al.,
2014b; Vranova et al., 2014). No obstante, existe una gran heterogeneidad de
resultados con numerosos estudios que han encontrado aumento (Mollenhauer ez 4/,
2006; Compta ez al., 2009; Prikrylova Vranova et al., 2010; Toledo ez al., 2013) o
disminucién (Montine ez al., 2010; Shi ez al., 2011; Hall er al., 2012; Kang ez al.,
2013; Stav et al., 2015) de las especies de tau.

Tanto el indice T-Tau/o-sinucleina como el indice P-Tau/a-sinucleina, o este indice en
combinacién con los niveles de TNF-a& mostraron unas ABC buenas para el
diagnéstico de la EP. Parnetti y colaboradores evaluaron los indices T-Tau/o-
sinucleina, P-Tau/a-sinucleina y BA1-42/a-sinucleina en la diferenciacién de pacientes
con EP de controles y otras enfermedades como DCLw, EA y demencia
frontotemporal. En su estudio encontraron que el mejor rendimiento para la
diferenciacion de pacientes frente a controles fue el de la ratio T-Tau/a-sinucleina, con
un 4rea bajo la curva de 0,765, una sensibilidad del 89% y una especificidad del 61%
(Parnetti et al., 2011). Los valores de la curva ROC de la ratio P-Tau/a-sinucleina no
se dan en este articulo, aunque se dice que son “algo menores”. De cualquier manera, el
drea bajo la curva de la ratio P-Tau/a-sinucleina en nuestro trabajo puede ser superior:
0,856 (IC al 95% 0,767-0,945; p= 0,001) con una sensibilidad del 92.9% y una

especificidad del 75% para un punto de corte de la ratio < 0,710.

Ademis de estos dos indices, evaluamos otros: T-Tau/BA1-42, P-Tau/BAl1-42, T-
Tau/BAl1-42+a-sinucleina y P-Tau/BAl-42+a-sinucleina ya que en la EP,
especialmente en estadios avanzados, hay una alta prevalencia de patologia tipo
Alzheimer (Hurtig ez al., 2000; Mattila ez al., 2000; Sabbagh ez al., 2009; Irwin ez al.,
2012). Algunos estudios han evaluado las ratios formadas por T-Tau o P-Tau y BA1-42

con resultados heterogéneos. Prykrylova y colaboradores no encontraron diferencias en

114



DISCUSION

la ratio T-Tau/BA1-42 (duracién media de la enfermedad de 4,4 + 3,6 anos), pero hay
que tener en cuenta que el tamafo muestral era relativamente pequefio (32 pacientes y
30 controles) (Prikrylova Vranova ez al., 2010). Por otro lado, en un estudio preliminar
de la base del PPMI se encontré que este indice estaba disminuido en pacientes con EP
de novo (duracién media 0.4 ahos) respecto de controles, pero hay que tener en cuenta
que la magnitud del cambio no era grande (0,240 frente a 0,215) y que el nivel de
significacién fue de 0,45 (Kang ez al., 2013).

En nuestra cohorte, tanto la ratio P-Tau/BA1-42 como la T-Tau/BA1-42 estdn
elevadas en pacientes respecto de controles, pero sus dreas bajo la curva no son buenas
como para que puedan ser consideradas biomarcadores diagnésticos de EP. Tomando
como ejemplo estas ratios, disenamos las ratios compuestas por BA1-42 + o-sinucleina
en el denominador. Dado que la mayoria de estudios sugieren que el BA1-42 y la «-
sinuclefna estdn disminuidos en el LCR de pacientes, se incluyé la a-sinucleina en el
denominador, ya que el sentido de su variacién serfa el mismo que el del BA1-42. Sin
embargo, aunque estas ratios se encontraron elevadas en pacientes, sus dreas bajo la
curva no fueron mayores que las de sus homélogas formadas tinicamente por T-Tau o
P-Tau y a-sinucleina. Esto podria deberse a que los depésitos de a-sinucleina son mds
relevantes en el desarrollo de la EP que los de BA1-42. Sin embargo, como se discutird
més adelante, los depdsitos de BA, y por tanto los indices formados por BA1-42,
podrian tener mds relacién con el desarrollo de determinadas manifestaciones de la

enfermedad, como el deterioro cognitivo.

Los resultados encontrados en la cohorte del PPMI refuerzan los resultados de nuestra
cohorte. Al comparar los niveles de BA1-42, T-Tau, P-Tau y o-sinucleina en LCR de
forma individual, ninguna de estas proteinas difiri6 entre los pacientes y los controles
del PPMI. Sin embargo, cuando comparamos los indices que habiamos usado en
nuestra cohorte, dos de ellos, se encontraron significativamente elevados en pacientes:
el indice P-Tau/a-sinucleina y el indice P-Tau/o-sinucleina+BA1-42. Esto resulta
especialmente interesante, ya que estos dos indices son los que mayor drea bajo la curva
mostraron en nuestra cohorte. Sin embargo, al realizar el andlisis de curvas ROC de

estos indices en la cohorte del PPMI, sus dreas bajo la curva no alcanzaron valores
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estadisticamente significativos (P-Tau/a-sinucleina 0.551 [p=0.113] y P-Tau/AB1-
42+a-sinucleina 0.553 [p=0.098]). Esto y el hecho de que en el PPMI no se hayan
encontrado diferencias en otros indices que si fueron diferentes en nuestra cohorte
podria deberse a que los pacientes incluidos en la cohorte del PPMI son de reciente
diagndstico, con una evolucién media de la enfermedad de 6 meses, a diferencia de los
pacientes de nuestra cohorte, que tenfan una duracién media de 8 afios. Por otro lado,
hay que tener en cuenta que al ser una cohorte de pacientes de novo, no se puede
descartar la presencia de parkinsonismos atipicos, que sélo se pueden identificar tras
afos de evolucién. Ademds, no se puede descartar que no existan diferencias en los
métodos analiticos utilizados. Por tanto, podria hipotetizarse que, dado que el indice P-
Tau/a-sinucleina es el que mejor drea bajo la curva mostré en nuestra cohorte y es uno
de los dos indices que muestran diferencias en la corte del PPMI, podria ser el indice
que antes se altera con la EP y ser un buen candidato como biomarcador de

enfermedad.

De las dos citoquinas que alcanzaron niveles detectables en LCR, el TNF-« estaba
aumentado en el LCR de pacientes al compararlos con controles, en linea con un
estudio previo (Mogi er al, 1994b) y en contraposicién a otro en el que no se
encontraron diferencias (Lindqvist ez 4/, 2013). Resulta de especial interés el hecho de
que al combinar los niveles de TNF-o con la ratio P-Tau/a-sinucleina en nuestra
cohorte se obtuvo una curva ROC con unos pardmetros muy buenos. Un trabajo
previo utilizé una aproximacién similar utilizando indices formado por complemento
3/BA1-42 y factor H/ BA1-42. Aunque estas ratios fueron mayores en pacientes que en
controles, su valor diagnéstico no mejoraba el de ambas proteinas inflamatorias por
separado. Nosotros, por primera vez, hemos demostrado que la combinacién de un
marcador de inflamacién con proteinas de agregacién patoldgica resulta en unos

pardmetros de curva ROC discretamente superiores.

Los niveles de IL-6 en LCR no fueron diferentes entre los pacientes y los controles, a
diferencia de los pocos estudios que han evaluado esta citoquina en LCR, que han
encontrado niveles aumentados en pacientes en comparacién con controles (Blum-

Degen et al., 1995; Mogi et al., 1996; Muller ez al., 1998). Esta discrepancia podria
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deberse importantes diferencias metodoldgicas, ya que esos estudios utilizaron ELISA
como método de deteccién mientras que en nuestro estudio utilizamos un ensayo
multiplex. Ademds, en uno de ellos el LCR se obtuvo de los ventriculos (Mogi ez al.,
1996). Por otro lado, tampoco en nuestra cohorte se encontraron diferencias en la IL-6
plasmdtica, lo que también estd en desacuerdo con estudios previos en los que se
encontré elevada (Dobbs et al, 1999; Brodacki et al, 2008; Scalzo et al, 2010;
Lindqvist ez al, 2012) o disminuida (Dursun e al, 2015). En este caso, las
discrepancias entre nuestro estudio y los previos puede deberse, entre otros, a la

diferencia en los kits de ELISA utilizados.

Sin embargo existia una correlacién positiva entre los niveles plasméticos de IL-6 y las
UPDRS I, II y III, lo cual indicaria que niveles crecientes de IL-6 se asocian con una
mayor gravedad de la enfermedad tanto a nivel motor, como no motor. Un estudios
previo ha encontrado que niveles elevados de IL-6 plasmdtica se asocian con
alteraciones en diversos aspectos motores como la velocidad de deambulacién o

velocidad de transferencia de sentado a levantado, entre otros (Scalzo et 4., 2010).

Aunque el papel de la inflamacién en la EP ain no se comprende del todo, la evidencia
disponible en los tltimos afios sugiere que la inflamacién derivada del estrés oxidativo y
la toxicidad producida por citoquinas pueden contribuir a la degeneracién
nigroestriatal y a acelerar la progresién de la EP (Tansey and Goldberg, 2010; Edison ez
al., 2013). En estudios post-mortem se ha demostrado que existe un aumento de
microglia activada y de los niveles de diversas citoquinas proinflamatorias, como TNF-
o, IL-1B, IL-2, IL-4 e IL-6 en la SN de pacientes con EP (Mogi et al., 1994a; Mogi et
al., 1996; Hunot et al., 1999; Imamura et 4/, 2003). En estudios in vivo, mediante
PET  con ["'C](R)PK11195 (1-(2-chlorofenil)-N-metil-N-(1-metilpropil)-3-
isoquinolina carboxamida) se ha verificado una hiperactivacién de la microglia en
diversas dreas corticales, mayor cuanto mds avanza la enfermedad (Edison ez al., 2013;
Fan er al, 2015). Curiosamente, en un estudio con microarrays de expresién, se
observé que la regién lateral de la SN, la que antes degenera en la EP, presentaba un
patrén de expresién con un incremento de genes que codifican para citoquinas

proinflamatorias (Duke ez 4/, 2007). Ademds, la mayoria de estos genes se expresan en
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altos niveles en las células de la glia (Chung ez al., 2005). A diferencia de las neuronas
del hipocampo o la corteza, las neuronas diopaminérgicas mesencefdlicas son
exquisitamente sensibles a las propiedades deletéreas de las citoquinas, como el TNF-o
(Block et al., 2007). Y ademds, la regién mesencefdlica donde se encuentran las
neuronas dopaminérgicas es la que presenta una mayor densidad de microglia (Lawson
et al., 1990). Todo esto sugiere que la microglia puede estar activada desde etapas
tempranas en el desarrollo de la enfermedad, produciendo una respuesta aberrante o

exagerada ante diversos estimulos.

La microglia es una poblacién de células del sistema fagocitico mononuclear
establecidas en el SNC que, en condiciones normales, se encarga de la eliminacién de
células que entran en apoptosis como parte de procesos fisiolégicos (Hickey and
Kimura, 1988). La microglia libera TNF-o en respuesta al dafo celular, como parte de
la respuesta inmune innata. En modelos in vitro de células dopaminérgicas se ha
demostrado que el TNF-u reduce la degradacién de o-sinucleina a través de la
alteracién de la acidificacién de los lisosomas (Wang ez al., 2015). Ademis, el TNF-«
estimula a las y- y B-secretasas, enzimas implicadas en la protedlisis de la proteina
precursora de amiloide y por tanto aumenta la produccién de BA1-42. En consonancia
con estos datos, firmacos con efecto inhibidor sobre el TNF-a, como la pentoxifilina o
el XPro®1595 han demostrado efectos neuroprotectores en el modelo de rata con 6-
OHDA (Barnum et al., 2014; Neves et al., 2015). De esta forma, puede que se
establezca un bucle, en el que la inflamacién perpetia e incrementa la
neurodegeneracién, que a su vez produce una retroalimentacién positiva de la

inflamacién.

La IL-6 es una interleuquina importante en la respuesta inmune innata. Se sabe que las
formas mutadas de a-sinucleina asociadas con la EP autosémica dominante inducen la
expresion de IL-6 en astrocitos (Klegeris ez 4l., 2006). Sin embargo, el papel de la IL-6
en la neuroinflamacién y en la EP es complejo. Aunque inicialmente se pensaba que era
un citoquina puramente proinflamatoria, posteriores estudios han demostrado que
también posee propiedades antiinflamatorias, como por ejemplo, antagonizar las

acciones de la IL-13 y el TNF-«, entre otras. La IL-6 es capaz de inducir la agregacion
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de ubiquitina, a-sinucleina y tau en cultivos de células gliales (Bick ez a/., 2008). Sin
embargo, por otro lado, se ha demostrado que la IL-6 es capaz de rescatar la muerte de
neuronas dopaminérgicas inducida por 1-metil-4-fenilpiridinium (MPP+) (Akaneya ez
al., 1995) y que en ratones knock out para IL-6 la vulnerabilidad al MPTP era mayor
(Bolin et al., 2002).

Deterioro cognitivo leve y demencia

En el Articulo III se han evaluado las proteinas de agregacién “cldsicas” y sus indices en
LCR asi como citoquinas en LCR y plasma como candidatos a biomarcadores de
DCL-EP o progresién a demencia. Los principales resultados de este trabajo son que en
nuestra cohorte los indices T-Tau/BA1-42 y T-Tau/AB1-42+a-sinucleina T-Tau/a-
sinucleina y P-Tau/a-sinucleina presentan correlaciones con diversas medidas
cognitivas. De esas ratios, tres de ellas (T-Tau/AB1-42, T-Tau/a-sinucleina y T-
Tau/AB1-42+a-sinucleina) demostraron ser predictores independientes de progresion a

demencia o empeoramiento en memoria en la cohorte del PPMI.

No hubo diferencias en ninguna de las proteinas ni en sus indices entre pacientes con
DCL-EP y pacientes con EPCN. Sin embargo, se encontraron algunas correlaciones
interesantes. Controlando por la edad, se encontré que las ratios T-Tau/BA1-42 y T-
Tau/AB1-42+a-sinucleina presentaban una correlacién negativa con la puntuacién z del
dominio memoria. Por otro lado, se observé que las ratios T-Tau/a-sinucleina y P-
Tau/a-sinucleina tenfan una correlacién negativa con la puntuacién de la interseccién
de los pentdgonos. Finalmente, la ratio T-Tau/a-sinucleina también correlacionaba

negativamente con la puntuacién del MoCA.

Resulta muy interesante el hecho de que al explorar estas mismas ratios en la cohorte
del PPMI, tres de ellas, T-Tau/BA1-42, T-Tau/a-sinucleina y T-Tau/AB1-42+a-
synucleina, se encontraron elevadas en los pacientes que a los tres afios desarrollaron
DEP. Por ello, se explord si estas ratios predecian el deterioro cognitivo global o en

dominios especificos. Para ello, se crearon modelos de regresién lineal que tenfan como
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variable dependiente la caida en diferentes dominios o test neuropsicolégicos. Como en
la base del PPMI no habia test suficientes para obtener puntuaciones z de todos los
dominios, se utilizaron las puntuaciones brutas de algunos test de forma individual
como reflejo del estado de algunos dominios. Asi se obtuvieron modelos para el declive
en MoCA, z de memoria, z de atencién y memoria de trabajo, fluencia semdntica y el
test de la Orientacién de las lineas de Benton. Para cada dominio o test se hicieron
modelos con cada ratio, introduciendo la edad y/o la puntuacién del MoCA basal
como covariables, cuando fue apropiado. De esta forma se comprobd que estas tres
ratios eran predictores de forma independiente de la caida en la puntuacién del MoCA
y en la fluencia seméntica. Unicamente la ratio T-Tau/AB1-42 fue predictor del declive
en memoria. La prediccién del declive en fluencia semdntica y memoria es
especialmente relevante, ya que el deterioro de estas funciones se ha asociado con la
progresién a demencia (Muslimovic ez al., 2007; Broeders ez al., 2013a) y aqui por

primera vez se proponen biomarcadores para la prediccién de su empeoramiento.

En un dltimo paso se quiso cuantificar, de alguna manera, la influencia de estas ratios
sobre el riesgo de desarrollar DEP. Para ello, se realizaron 3 modelos de regresién
logistica en los que la variable dependiente fue la presencia o no de DEP a los tres afios.
Como variable independiente en cada modelo se introdujeron las ratios categorizadas
en cuartiles. Asi se encontré que los pacientes con valores de las tres ratios por encima
del 4° cuartil presentaron un riego unas 5 veces superior que el de los pacientes del

resto de cuartiles de desarrollar DEP a los 3 anos de evolucidn.
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Tabla 12. Caracteristicas en LCR de las proteinas de agregacion y sus ratios, correlacidon con diferentes medidas cognitivas y capacidad diagnéstica o

predictiva.

T-Tau/pAl- P-Tau/BAl- T-Tau/pAl- P-Tau/BAl-

BA T-Tau P-Tau o-sin T-Tau/a-sin P-Tau/u-sin

42 42 42+u-sin 42 +a-sin
EP' ! - - ! - - 1 1D 1 i
DCL-EP? = = = = = = = = = =
DEP - - - - P - P - P -
Cpiiin e : -
Memoria - - - - P, C - - - C -
Pentdgonos - - - - - - C C - _
F. semdntica - - - - P - P P -

'comparados con controles.
*comparados con pacientes con EPCN.
Abreviaturas: D, diagnéstico; P, predictor; C, correlacion



DISCUSION

Tanto en nuestra cohorte como en la del PPMI, las proteinas de forma individual no
han mostrado ninguna utilidad como biomarcadores de deterioro cognitivo o
demencia. Sin embargo, los diferentes indices se han asociado con la capacidad
cognitiva en diferentes dominios o test en nuestra cohorte y con la progresién del
deterioro cognitivo en la cohorte del PPMI. Este hecho es de gran relevancia y puede
traducir la naturaleza heterogénea de la patologia del deterioro cognitivo y la demencia
en la EP, como se ha demostrado en estudios neuropatoldgicos (Hurtig ez al., 2000;
Jellinger, 2006; Sabbagh ez al., 2009; Adler ez al., 2010; Choi et al., 2010; Irwin ez al.,
2012). De hecho, se ha comprobado que existe correlacién entre la patologia tipo Lewy
y tipo Alzheimer (Apaydin ez al., 2002) y que la combinacién de ambas correlaciona de
forma muy robusta con la DEP (Compta ez al., 2011b). Esto concuerda con multiples
estudios in vitro e in vivo que muestran mdaltiples interacciones entre las proteinas que
se agregan en la DEP. Asi mientras que el BA induce la agregacién de la a-sinucleina
(Masliah ez al., 2001), la o-sinucleina a su vez es capaz de inducir la agregacién del
BA1-42 (Clinton et al., 2010). Ademds, la a-sinucleina promueve la hiperfosforilacién
de tau (Frasier et al., 2005), asi como las inclusiones de tau en neuronas (Guo et al,

2013).

Esta heterogeneidad y complejidad patoldgica y bioquimica, puede estar en relacién
con la gran heterogeneidad clinica observada en el deterioro cognitivo de la EP. En
efecto, aunque el constructo DCL-EP delimita un subgrupo de pacientes con EP, la
heterogeneidad clinica de este subgrupo es muy grande. La cantidad y tipo de dominios
cognitivos afectados entre sujetos es muy variable y lo que es mds importante, aunque
el DCL-EP es un factor de riesgo de progresion a demencia, no todos los pacientes con
DCL-EP acaban desarrolldndola. Y este es quizds uno de los puntos clave en el estudio
de biomarcadores de deterioro cognitivo, diferenciar a los pacientes con DCL-EP que

tienen mds riesgo de evolucionar a demencia.

El hecho de que en nuestra cohorte las ratios T-tau/AB1-42 correlacionaran con la
ejecucion en el dominio de memoria y de que en la cohorte del PPMI se asociara con el
declive en este mismo dominio podria ser relevante. Estos indices, formados por las

proteinas implicadas en la patologfa tipo Alzheimer podrian constituir un biomarcador
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adil en la identificacién de un tipo especifico de DCL-EP. Es mds, dado que en el
PPMI su elevacién en pacientes con EP de novo predice el desarrollo de demencia,
sugiere que estos indices podrian servir como biomarcadores desde fases tempranas de
la enfermedad, incluso antes de que aparezca DCL-EP. En concreto, podria servir para
identificar a aquellos pacientes con mayores cambios patoldgicos tipo Alzheimer y con
mayor declive en memoria, en consonancia con estudios previos en los que el deterioro
en memoria marcaba la progresién a demencia (Muslimovic ez 4l., 2007; Williams-

Gray et al., 2009).

Por otro lado, la ratio T-Tau/a-sinucleina presenté una correlacién negativa con la
puntuacién de la copia de los pentdgonos en nuestra cohorte. Estudios previos han
encontrado que rendimientos bajos en esta prueba se asocian con conversiéon a DEP
(Williams-Gray ez al., 2013; Gasca-Salas et al., 2014). El hecho de que no hayamos
encontrado correlacién con el dominio de funcién visuoespacial en nuestra cohorte ni
capacidad de prediccién sobre el test de orientacién de las lineas de Benton en el PPMI,
podria ser un aspecto relevante. En este sentido el test de la copia de los pentigonos,
podria ser una prueba mds especifica para detectar el deterioro de la funcién
visuoespacial en la EP en relacién a una mayor carga de patologia tipo Lewy en

regiones posteriores (Schneider ez al., 2012).

Asi pues, vemos que diferentes indices se asocian con deterioro en diferentes dominios
que pueden estar sefialando a subgrupos de pacientes con mds riesgo de deteriorarse
desde el punto de vista cognitivo. Estos resultados podrian ser objeto de futuros
estudios para corroborarlos y delimitar subgrupos de DCL-EP con diferentes riesgos de

progresion a demencia.

Por otro lado, ninguna de las ratios se asocié con peor ejecucién en los dominios de
funcién ejecutiva o atencién y memoria de trabajo en nuestra cohorte o con un mayor
declive en estas funciones en la cohorte del PPMI. Este hecho resulta interesante ya que
va en consonancia con las diferentes lineas de evidencia que sugieren que aunque las
funciones dependientes de los circuitos prefrontales estdn alteradas en la EP y

empeoran conforme avanza la enfermedad, su fisiopatologia se relaciona
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fundamentalmente con el déficit dopaminérgico y no se asociaria a demencia. En esta
hipétesis, seria el deterioro en dominios tales como memoria o funcién visuoespacial,
cuyo sustrato se encuentra en disfuncién de regiones mds posteriores en relacién a la
presencia de patologia EA y extension de los CL , el que se asocia con la progresién a
demencia (Kehagia ez al., 2013). Por tanto, el hecho de que ninguno de los indices aqui
estudiados se asocie con deterioro de en funciones ejecutivas y atencién y si con
dominios de memoria y funcién visuoespacial refuerza su valor como candidatos

biomarcadores de deterioro cognitivo.

Respecto a la inflamacién, no hemos encontrado diferencias en los niveles de citoquinas
en LCR o plasma entre pacientes con DCL-EP y pacientes con EPCN. En estudios
previos, la IL-6 en LCR se ha encontrado aumentada en pacientes con DEP (Lindgqvist
et al., 2013) o con DCL-EP (Yu et al., 2014) y sus niveles correlacionaban de forma
negativa con el rendimiento global en cognicién (Lindqvist ez al., 2013; Yu ez al.,
2014). Esta discrepancia podria deberse a los diferentes métodos utilizados para medir
las proteinas ya que estos estudios han utilizado ELISA, aunque también hay que tener
en cuenta que el tamafio muestral de nuestra cohorte para encontrar diferencias entre
ambos grupos puede ser pequefio. Sin embargo, si se encontré en nuestra cohorte una
correlacién negativa entre los niveles plasmdticos de IL-6 y la puntuacién del MoCA y
la puntuacién z del dominio de lenguaje. Este resultado converge parcialmente con los
de estudios previos en los que se han encontrado correlaciones negativas entre los
niveles plasmdticos de IL-6 y cognicién global (Menza ez al., 2010; Scalzo et al., 2010).
Sin embargo, la correlacién encontrada en nuestro trabajo con la puntuacién z de
lenguaje tiene especial interés, dado que el declive en este dominio se ha relacionado
previamente con la progresion a demencia en la EP (Williams-Gray ez al., 2007;

Pagonabarraga ez al., 2008).

La relacién de la inflamacién con el deterioro cognitivo en la EP es ain mds
desconocida que su papel en la patogenia de la enfermedad, previamente descrito. Son
escasos los estudios que han evaluado el estado de diversas citoquinas en relacion al
deterioro cognitivo o la demencia en la EP. Sin embargo, existen multiples evidencias

que sugieren que la inflamacién influye de forma negativa sobre la cognicién. La edad
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es un factor de riesgo para la EP y para el deterioro cognitivo en la poblacién general y
la neuroinflamacién aumenta con la edad. De hecho, se ha demostrado que existe una
relacién inversa entre los niveles periféricos de TNF-o y la funcién cognitiva entre los
50 y los 60 afios en sujetos sanos (Jefferson ez al., 2011). Ademds, se sabe que las
enfermedades inflamatorias crénicas, como por ejemplo la periodontitis crénica,
tienen un efecto deletéreo sobre la cognicién (Kamer e# al., 2012). Por otro lado, en
modelos animales se ha demostrado que como consecuencia de un proceso inflamatorio
agudo se produce una pérdida de memoria que se asociaba con una microgliosis
reactiva y un aumento de la transcripcion y la expresién de IL-1B en el hipocampo
(Cibelli ez al., 2010). De hecho, el bloqueo del receptor de IL-1B disminufa la
disfuncién cognitiva (Cibelli ez al., 2010). Los estudios que aportan datos sobre la
relacién de la inflamacién con el deterior cognitivo en la EP son muy escasos. Mediante
PET con ["C] (R) PKI11195(1-(2-chlorofenil)-N-metil-N-(1-metilpropil)-3-
isoquinolina carboxamida) se ha observado que los pacientes con DEP comparados con
los que no dementes tienen un aumento de la activacién microglial en diversas dreas,

incluyendo las cortezas frontal y temporal (Gerhard ez al., 20006).

Enzimas lisosomales y enfermedad de Parkinson

En el Articulo IV se ha evaluado la actividad de 6 enzimas lisosomales en el LCR de
pacientes y controles. Aunque no se encontraron diferencias significativas entre ambos
grupos, al dividir la muestra de pacientes en pacientes con DCL-EP y pacientes con
EPCN, se encontré un aumento en la actividad de la catepsina D en los primeros.
Ademds, en la muestra global de pacientes la actividad de este enzima correlacionaba
positivamente con las puntuaciones de la UPDRS I y IV, la HADS y la PDQ-39. Por
otro lado, la a-fucosidasa, mostré una correlacién negativa con las puntuaciones de la
escala de Hoehn y Yahr y la PDQ-39. Finalmente, se encontré que la actividad de la -
hexosaminidasa presentaba una correlacién positiva con los niveles de o-sinucleina, BA

y tau total.
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Los trabajos que han estudiado la actividad de enzimas lisosomales en LCR de
pacientes con EP son escasos. La actividad de la catepsina D (van Dijk ez al., 2013), 8-
galactosidasa (van Dijk ez al., 2013), y B-hexosaminidasa (Parnetti ez 4/., 2014a) se han
encontrado elevadas, y la de la o-fucosidasa (van Dijk ez al, 2013), la o« y B-
manosidasa (Balducci ez al, 2007) y la glucocerebrosidasa (Balducci ez al., 2007;
Parnetti ez al., 2014a) se han encontrado disminuidas en pacientes compardndolos con
controles. Las lineas de investigacién sobre funcién lisosomal en la EP se iniciaron
fundamentalmente tras conocer que mutaciones en el gen GBA son un factor de riesgo
de EP (Sidransky ez al., 2009; Anheim ez al., 2012) y que la actividad lisosomal a través
de la autofagia es fundamental en la degradacién de la a-sinucleina. De hecho, en
estudios en cultivos celulares la inhibicién de este enzima induce la agregacién de la a-
sinucleina y disfuncién mitocondrial (Cleeter ez al., 2013), y en la SN de pacientes con
EP su actividad estd disminuida (Gegg ¢t /., 2012). Ademds, se ha demostrado que en
tejido post mortem, la reduccién de la actividad de la glucocerebrosidasa se asociaba
con un aumento de la a-sinucleina (Murphy ez al., 2014). Asi pues, la disminucién de
la actividad de la glucocerebrosidasa encontrada en varios trabajos (Balducci ez al.,
2007; Parnetti et al., 2014a) en LCR podria reflejar esas deficiencias a nivel celular. Sin
embargo, en uno de los estudios citados previamente, el déficit de actividad fue mayor
en pacientes en fases mds tempranas de la enfermedad que en aquellos con EP avanzada
(Parnetti ez al., 2014a). Nuestros resultados no confirman ninguno de los hallazgos
previos respecto a las diferencias en la actividad de las enzimas entre pacientes y

controles.

La falta de diferencias en nuestro estudio podria deberse al tamafio muestral que es
menor que en dos de los estudios previos (van Dijk ez al., 2013; Parnetti ez al., 2014a).
Sin embargo, en el tercer estudio el tamano muestral era notablemente menor que el
nuestro (12 pacientes y 20 controles) por lo que otros factores han de influir en las
diferencias de resultados. Es importante recordar que la actividad de los enzimas
lisosomales puede ser susceptible a multiples factores previos al andlisis, que pueden
influir en sus determinaciones. Se ha descrito que el tiempo entre la extraccién y la

centrifugacion, el tiempo hasta su congelacién, la duracién del almacenamiento hasta
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su andlisis, y los ciclos de descongelado, son factores que pueden influir en el resultado

final (Persichetti, 2014).

La actividad de la catepsina D correlacioné positivamente con la UPDRS Iy IV, la
escala HADS vy la escala PDQ-39. Asi, niveles de actividad elevados estarian asociados
con un incremento de la gravedad en sintomas no motores, en complicaciones motoras,
y en sintomas de ansiedad y depresién y con una disminucién en la calidad de vida.
Ademis, en los pacientes con DCL-EP, la actividad de este enzima se encontré mds alta
que en pacientes cognitivamente normales. La catepsina D es una proteasa aspdrtica
que suele estar presente en compartimentos vacuolares dcidos. Entre sus funciones, se
ha implicado en la degradacién de la a-sinucleina a través de la autofagia mediada por
chaperonas (Vidoni ez al., 2016). De hecho, en ratones knock out para el gen de este
enzima, se observa una gran acumulacién de a-sinucleina (Qiao ez al, 2008). Si
asumimos que la actividad en LCR de este enzima refleja su actividad intracelular en las
neuronas, su elevacién en pacientes con mayor gravedad y en aquellos con DCL-EP
podria interpretarse como un mecanismo compensador en un intento de la célula de
degradar mds o-sinucleina. Sin embargo, se ha descrito que la actividad proteolitica de
la catepsina D también puede inducir muerte neuronal. Cuando se produce la
permeabilizacién de los lisosomas en respuesta a diversos estimulos, la catepsina D y
otras hidrolasas del mismo tamano, salen al citosol, donde terminan activando la
apoptosis mediada por caspasas (Castino ez /., 2007; Comitato ez al., 2014). Uno de
los estimulos que induce la permeabilizacién de los lisosomas es la peroxidaciéon de su
membrana lipidica, que se produce como consecuencia de la generacién de especies de
oxigeno reactivas, un proceso que estd aumentado en la EP (Sanders and Greenamyre,
2013). También el acimulo de oligémeros de BA en los lisosomas se ha relacionado
con la salida de catepsina D al citosol y con la muerte neuronal (Umeda ez a/., 2011).
Asi pues, aunque los niveles elevados de actividad de catepsina D en LCR podrian
formar parte inicialmente de un mecanismo compensador, podrian finalmente ser un
factor que indujera mayor muerte neuronal, incrementando el proceso de

neurodegeneracion.
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La actividad de la a-fucosidasa correlacionaba negativamente con la escala de Hoehn y
Yahr y con la PDQ-39. El sentido de esta correlacién, por el cual niveles mayores de
actividad se asocian con una menor gravedad y una mayor calidad de vida, concuerda
con el resultado de un estudio previo en el que se observé una menor actividad de este
enzima en pacientes comparados con controles (van Dijk ez 2/, 2013). La a-fucosidasa
estd implicada en la degradacién de glucoproteinas y glucolipidos que contienen fucosa.
Hasta ahora se desconoce la relacién que puede tener este enzima con la
neurodegeneracién. Se conoce que en la fucosidosis, enfermedad muy rara causada por
un defecto en la o-fucosidasa, predominan las manifestaciones neuroldgicas, como
deterioro motor y cognitivo progresivos y crisis epilépticas. En tejido post mortem de
pacientes con esta grave afectacién se han apreciado vacuolizacién de neuronas
cerebrales en cerebelo y células de la glia, con pérdida de neuronas en el tdlamo, el
nicleo dentado y cerebelo (Bugiani and Borrone, 1976). Por el momento no hay
ningln estudio que haya relacionado directamente la a-fucosidasa con la patologia tipo
Lewy. Sin embargo, la disminucién en la actividad de este enzima podria tener un

papel similar al de otras enzimas, como la glucocerebrosidasa (Chu ez al., 2009).

Las correlaciones de la actividad de la B-hesoxaminidasa con las proteinas de agregacién
en LCR no habian sido descritas hasta ahora. En el presente trabajo se ha encontrado
una correlacién positiva entre la actividad de este enzima y los niveles de BA, a-
sinucleina y T-Tau en LCR. Los niveles de BA y o-sinucleina reducidos en LCR
observados en la EP se interpretan como una medida subrogada del aumento de los
depdsitos de ambas proteinas a nivel cerebral. Asi pues, de acuerdo con nuestros
resultados, la disminucién de la actividad en la $-hesoxaminidasa se asociaria con una
mayor carga patoldgica tanto de tipo Alzheimer como de tipo Lewy. Aunque no hay
estudios neuropatoldgicos que hayan evaluado los niveles de este enzima a nivel
neuronal, hay estudios in vitro y en animales que sugieren que este enzima podria estar
implicado en los depésitos patolégicos de proteinas. En un modelo en ratén de
enfermedades lisosomal con deficiencia en B-hesoxaminidasa se ha demostrado que
tanto la a-sinucleina como el BA se acumulan en la SN (Keilani ez al,, 2012) y el
acimulo de a-sinucleina induce pérdida de neuronas dopaminérgicas (Cachon-

Gonzalez et al., 2014; Suzuki et al., 2016). La relacién de la 8-hesoxaminidasa con los
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niveles de tau en LCR podria tener la misma explicacién, ya que en ratones knock out
para B-hesoxaminidasa se han demostrado inclusiones similares a tau fosforilada
(Keilani ez al., 2012). Sin embargo, dado que los niveles de tau en LCR de pacientes
con EP muestra una gran heterogenidad entre estudios (Andersen e /., 2017) no se
puede saber con seguridad si niveles crecientes traducen una mayor carga patoldgica o
no y, por tanto, el papel de su correlacién positiva con la actividad de la -

hesoxaminidasa no queda claro.

Consideraciones finales

En los estudio de biomarcadores en LCR o plasma en la EP hay un alto grado de
dispersién de sus valores, muchas veces acompafado de un gran solapamiento entre los
grupos de comparacién. Ademds, la variabilidad de resultados entre estudios es muy
considerable. Un aspecto clave que hay que tener en cuenta a la hora de estudiar
biomarcadores de EP es la gran heterogeneidad clinica, genética y patoldgica de esta
enfermedad. Asi, por poner algunos ejemplos, bajo el paraguas de la EP encontramos
formas tremoricas con mejor prondstico y formas rigidoacinéticas o con trastorno de la
marcha mds graves; formas asociadas a mutaciones en GBA con patologia tipo Lewy y
formas asociadas a parkina sin cuerpos de Lewy; y pacientes con una mayor carga de
patologia tipo Alzheimer que otros. En este contexto quizds buscar un dnico
biomarcador para todos los pacientes no sea una aproximacién acertada. Puede que con
el paso del tiempo el modo de entender la EP cambie pasando a ser mds un sindrome
con multiples causas y diferentes biomarcadores. Nuestros resultados pueden ser
relevantes, dado que pueden sentar las bases para futuros estudios en los que se intente

diferenciar de una forma mds exhaustiva todos los subtipos

Cabe destacar que la combinacién de diferentes proteinas en forma de ratios o
mediante modelos de regresién es una aproximacién que se ha comenzado a explorar
en los dltimos afios y mediante la cual se suelen obtener por regla general mejores

resultados en cuanto a precisién diagndstica que con los potenciales biomarcadores por

129



DISCUSION

separado. De hecho, como se puede comprobar con nuestros resultados y en los de
otros trabajos, ninguna de las proteinas asociadas con patologia tipo Lewy o tipo
Alzheimer ha demostrado tener una sensibilidad y especificidad suficientes para poder
ser considerados biomarcadores diagndsticos de la EP. Sin embargo, al formar ratios
como los descritos en esta tesis, se mejora considerablemente la sensibilidad y

especificidad.

Respecto a la diferenciacién entre pacientes con DCL-EP de pacientes cognitivamente
normales se establece quizds un mayor nivel de dificultad a la hora de encontrar un
biomarcador capaz de diferenciarlos. EIl DCL-EP no produce grandes alteraciones
cognitivas en los pacientes y de hecho, como se ha visto, su diagndstico requiere la
utilizacién de unos criterios muy exhaustivos. Ademds, dentro del constructo DCL-EP
existe a su vez una gran variabilidad clinica con afectacién de dominios muy diferentes
entre unos pacientes y otros. De hecho, muchos pacientes con DCL-EP permanecen
estables a lo largo de la evolucién de la enfermedad. Lo que seria crucial por tanto, es la
identificacién de aquellos pacientes con mayor riesgo de desarrollar demencia.
Estarfamos hablando entonces de biomarcadores prondsticos y su descubrimiento es

mds complejo ya que se requieren estudios longitudinales.

A medida que se aportan mds resultados de posibles biomarcadores de EP o de
deterioro cognitivo en la EP estamos mds cerca de conseguir un biomarcador preciso.
Sin embargo, los resultados sobre los mecanismos patogénicos de la enfermedad estin
haciendo ver cada vez un escenario mds complejo en el que multiples mecanismos
intervienen confluyendo en muchos puntos. De hecho, aunque existe una via final en
la que predomina la agregacion de proteinas de forma patoldgica, es probable que los

caminos que llevan a esta via final sean diferentes en funcién del “tipo de EP”.

Por tanto, dada la complejidad de esta enfermedad, puede que la clave esté en desterrar
la idea de obtener un solo biomarcador. Aunque es menos atractivo que tener un
biomarcador tnico es probable que mediante la combinacién de datos en LCR, clinicos

y de imagen podamos estar mds cerca de disponer de biomarcadores.
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CONCLUSIONES

Los niveles de B-amiloide y a-sinucleina en LCR estin disminuidos en
pacientes con EP de varios afnos de evolucién comparados con controles, pero
no en pacientes con EP de reciente diagnéstico. En este grupo, solo la
reduccién de a-sinucleina, que se acercd a la significacién estadistica, podria

tener valor diagnéstico.

Las ratios formadas por T-Tau o P-Tau y a-sinucleina sola o en combinacién
con [BAl1-42 estin aumentadas en todos los pacientes con EP,

independientemente de la evolucién de la enfermedad.

El rendimiento diagnéstico de estas ratios para diferenciar pacientes con EP de
controles es mayor que el de las proteinas que las componen de forma aislada
siendo la ratio P-Tau/a-sinucleina la que muestra mejor rendimiento

diagndstico en pacientes con enfermedad avanzada.

La combinacién de la ratio P-Tau/a-sinucleina con los niveles de TNF-o tiene
un mejor rendimiento diagndstico que la de la ratio sola, por lo que podria

servir como biomarcador diagndstico de EP.

La IL-6 en plasma se correlaciona con la gravedad de la EP, tanto en
manifestaciones motoras como en no motoras y con su impacto en las
actividades de la vida diaria, asi como con deterioro cognitivo global, por lo

que podria servir como biomarcador de la progresién de la EP.

Las ratios T-Tau/BA1-42, T-Tau/a-sinucleina y T-Tau/a-sinucleina+BA1-42
son predictores independientes de empeoramiento en cognicién global y en
fluencia semdntica y de progresion a demencia. Los valores de estas ratios por
encima del 4° cuartil confieren un riesgo unas 5 veces superior de presentar

demencia temprana (a los 3 anos de evolucién) en pacientes con EP de novo.

Valores elevados de la ratio T-Tau/BA1-42 se asocian con deterioro de

memoria y son predictores de declive temprano en este dominio cognitivo.
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Valores elevados de las ratios formadas por tau (T-tau and P-tau) y o-
sinucleina se asociaron con deterioro visuoespacial solo en el test de copia de

los pentdgonos.

Diferentes ratios entre estas proteinas podrian ser utiles en la identificacién de
diferentes subtipos de DCL-EP y como biomarcadores de aquellos pacientes
con mds riesgo de demencia. a corto-medio plazo (T-Tau/BA1-42, T-Tau/o-

sinucleina, P-Tau/ a-sinucleina y T-Tau/a-sinucleina+BA1-42).

Las proteinas aisladas no se asociaron con rendimiento cognitivo global ni en
ningiin dominio, ni con el deterioro a corto-medio plazo de los mismos,

mostrando que las ratios entre proteinas tienen un mejor perfil diagndstico.

La actividad en LCR de la catepsina D estd elevada en pacientes con DCL-EP
y presenta una correlacién positiva con indices de gravedad motora y no
motora, por lo que podria ser util como biomarcador de deterioro cognitivo y

gravedad de la enfermedad.

La actividad de la B-hexosaminidadasa en LCR presenta una correlacién
positiva con los niveles de T-tau, a-sinucleina y 8A1-42, lo que sugiere que la
actividad de esta enzima lisosomal pudiera ser relevante en la formacién de los

agregados proteicos cerebrales de la EP.
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ABSTRACT: Cognitive decline is one of the most
frequent and disabling nonmotor features of Parkinson’s
disease. Around 30% of patients with Parkinson’s dis-
ease experience mild cognitive impairment, a well-
established risk factor for the development of dementia.
However, mild cognitive impairment in patients with Par-
kinson’s disease is a heterogeneous entity that involves
different types and extents of cognitive deficits.
Because it is not currently known which type of mild
cognitive impairment confers a higher risk of progres-
sion to dementia, it would be useful to define bio-
markers that could identify these patients to better
study disease progression and possible interventions. In
this sense, the identification among patients with Par-
kinson’s disease and mild cognitive impairment of bio-
markers associated with dementia would allow the early
detection of this process. This review summarizes stud-
ies from the past 25 years that have assessed the

o

~

potential biomarkers of dementia and mild cognitive
impairment in Parkinson’s disease patients. Despite the
potential importance, no biomarker has as yet been
validated. However, features such as low levels of epi-
dermal and insulin-like growth factors or uric acid in
plasma/serum and of AB in CSF, reduction of cerebral
cholinergic innervation and metabolism measured by
PET mainly in posterior areas, and hippocampal atrophy
in MRI might be indicative of distinct deficits with a dis-
tinct risk of dementia in subgroups of patients. Longitu-
dinal studies combining the existing techniques and
new approaches are needed to identify patients at
higher risk of dementia. © 2016 International Parkinson
and Movement Disorder Society
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It is only in recent decades that cognitive impair-
ment has become recognized as a relevant clinical
manifestation of PD, the prevalence of dementia
reaching 80% in long-term patients."* Mild cognitive
impairment (MCI) is also highly prevalent in PD (PD-
MCI) (mean 26.7%; range 18.9%-38.2%),> and it is
known to be a risk factor for PD with dementia
(PDD).>”” PD-MCI is defined as cognitive decline that
is not normal for the age and educational level of the
patient but that is not associated with impaired func-
tional activity.® However, PD-MCI is a heterogeneous
entity that covers several forms of cognitive impair-
ment in function of the number and type of cognitive
domains affected.® It is not currently known which
types of PD-MCI confer a higher risk of progression
to dementia. In this sense, useful biomarkers are
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needed that can predict future outcome or that are
useful to longitudinally track the underlying disease
pathology in an objective way. Thus, there is increas-
ing interest in the search for biomarkers that could aid
in the identification of such PD-MCI patients. The
assessment of biomarkers already associated with
PDD in PD-MCI patients is one interesting approach
to define subtypes of MCI that share biological fea-
tures with dementia. In this review, we summarize the
data currently available regarding the biological
markers of dementia and MCI in PD.

Literature Searching Strategy

The literature in Medline (PubMed) from January
1990 to July 2015 was reviewed using the free search
terms “Parkinson’s disease AND (dementia OR mild
cognitive impairment)” combined with the following
terms/sets of terms: cerebrospinal fluid; blood OR
plasma; genes OR DNA OR polymorphism; magnetic
resonance imaging; PET; SPECT; electroencephalo-
gram; magnetoencephalography; evoked potentials.
The search was limited to articles in English, and the
reference lists were searched for additional publica-
tions. Because the concept of PD-MCI was introduced
only a few years ago and the diagnostic criteria (MDS
Task Force)® were only recently adopted, some studies
only distinguished between PDD and nondemented PD
patients (PDND), whereas in others cognitively normal
PD patients (PDCN) and PD-MCI were considered.
Notably, several studies did not specify whether PD
patients were PDCN or PDND, referring to them only
as PD. In this review, we maintain the nomenclature
used in the original papers. In addition to the studies
in which a diagnosis of PDD or PD-MCI was indi-
cated, those studying correlations between biomarkers
and cognitive performance have been considered.
Studies in which cognitive diagnosis was only based
on subjective medical assessment without any formal
neuropsychological evaluation, case reports, and case
series were excluded.

Cerebrospinal Fluid

The presence of Lewy bodies (LB), amyloid plaques,
and neurofibrillary tangles in the neocortex and limbic
system is associated with dementia®!® and MCI'*!®
in PD. Hence, the levels of amyloid-£8 (Aff), tau pro-
tein, and a-synuclein have been studied in the cerebro-
spinal fluid (CSF) of PD patients (Table 1). In most
studies, there was less AfS in PDD than in healthy con-
trols'®2% and PDND!'%!®1° patients, and lower levels
of A§ were associated with progression to dementia in
PDND patients>' and a deterioration in attention,**
executive function,”>** memory,”>** and global cog-
nition.”* By contrast, the data for total (t-tau) and

phosphorylated tau (p-tau) are less consistent, with
increased'®'%2%2¢ or unchanged levels'”*”° in PDD
patients. In PD-MCI patients, there was less'” or simi-
lar’'*? AR to that in PDCN patients, whereas t-tau
was higher®? or no different,'”*' and p-tau was com-
parable in both.'”*13% Interestingly, in PDND
patients, low levels of AR***3335 and a low AR 1-
42/total tau**** ratio were associated with impair-
ment in several cognitive domains or tests: attention
and working memory,** executive function,®> mem-
ory,>>* and phonemic*! and semantic fluency.’*
Although the total a-synuclein was similar in PDD
and PDND patients or controls in initial studies,?®>°
technically more advanced analyses show that PDD
patients have more oligomeric forms of «-synu-
clein,'®>” and a higher total a-synuclein concentration
was associated with a faster decline in cognitive per-
formance in de novo patients.>® However, most stud-
ies fail to find any association between total or
oligomeric a-synuclein and cognition in PDND
patients.>*3%:3%

Proteins involved in inflammatory processes, oxida-
tive stress, and neuronal viability have also been inves-
tigated (Supplementary Table 1). More C-reactive
protein was found in PDD patients than in PDND and
controls,* and interleukin-6 and interleukin-18 were
more elevated in PD-MCI than in PDCN patients or
controls.*? PD-MCI patients also had less interferon-y
and tumor necrosis factor «, and higher levels of nitric
oxide and hydroxyl radical than controls.>* In addi-
tion, some of these proteins were associated with
global cognition in PDND*’ and PD-MCI patients.>*
Uric acid (UA),*! a scavenger of free radicals, and cys-
tatin C,** which has anti-amyloidogenic properties,
were also reduced in PDD and dementia with Lewy
bodies patients. Other proteins, such as brain derived
neurotrophic factor (BDNF), eotaxin, ferritin, hypo-
cretin, and transthyretin®>>**%*3* did not differ
between PDD and PDND or controls. Finally, recent
proteomic analyses reveal that some proteins involved
in signaling pathways, axonal guiding, or protein fold-
ing**** were differentially expressed in PDD and
PDND patients. Interestingly, a profile characterized
by low Af1-42, high neurofilament light chain pro-
tein, and high heart fatty acid-binding protein was
associated with progression to PDD, with a relatively
high diagnostic accuracy.*”

Despite some variability, reduced Aff in PDD
patients and in PDND who progressed to dementia
appears to be relatively consistent.'®>* Along with the
heterogeneity in AR concentrations in PD-MCI'7>31-32
and the fact that low AR correlates with specific cogni-
tive deficits in PDND patients,>**335 this suggests
that the AfS protein might represent a useful biomarker
to identify specific types of PD-MCI that might be at
higher risk of suffering dementia (patients with
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TABLE 1. Summary of the studies that evaluated CSF amyloid B1-42 (AB1-42), total tau (t-tau), phosphorylated tau (p-tau), total a-synuclein (t-a-syn), and oligomeric
a-synuclein (o-a-syn) as potential biomarkers for PDD or PD-MCI

Studied Biomarkers Patients
Cognitive Evaluation/Diagnostic
AB1-42 Ttau P-tau T-a-syn O-a-syn PDND PDCN PDD PD-MCI Control Criteria Main Results/Findings
PDD
Jansen et al, 19982’ + + 67 48 41 MMSE/PDD if< 26 No differences
Parnetti et al, 20082 + + + 20 8 20  MMSE/PDD by McKeith et al, 1996
Maetzler et al, 20114 + + 21 10 39 MMSE/PDD by DSM-IV
Maetzler et al, 20123 + + 77 26 72 MMSE/PDD by DSM-IV and MDS
Task Force
Wennstrom et al, 2013% + 38 22 52 MMSE/PDD by MDS Task Force
Mollenhauer et al, 2006'® + + 23 73 41 MMSE/PDD if< 25 PDD vs PDND and C: | AB1-42
PDD vs C: 7 t-tau
Maetzler et al, 2009%° + 14 12 MMSE/PDD by DSM-IV PDD vs PDND: | AB42
Compta et al, 2009%° + + 20 20 30 MMSE, attention and working mem- PDD vs PDND and C: 1 t-tau
ory, executive, memory, language, = PDND: | AB1-42 positively correlated
visuospatial/PDD by DSM-IV-R and  with phonemic fluency
MDS Task Force
Compta et al, 2011° + + + 19 19 9 MMSE/PDD by DSM-IV-R and MDS PDD vs PDND and C: | AB1-42
Task Force 1 t-tau and p-tau in a subgroup of
PDND and PDD with the rs242557
A-allele of MAPT and with levels of
AB1-42 < 500 pg/mL
Hall et al, 20122° + + + + 90 33 107 MMSE/PDD by MDS Task Force PDD vs PDND: T p-tau
No differences in AB1-42 or t-a-syn
Vranova et al, 2014%° + + 27 14 24 MMSE, attention and working mem-  PDD vs PDND: | t-tau/AB1-42 index
ory, executive, memory / PDD by No differences in AB1-42 or t-tau
MDS Task Force
Hansson et al, 20147 + + 30 98 MMSE/PDD by MDS Task Force PDD vs C: T 0-a-syn
Compta et al, 2015 + + + + 21 20 13 MMSE/PDD by MDS Task Force PDD vs PDND and C: | AB1-42 and
1 t-tau
PDD vs C: 1 0-a-syn
PD-MCI
Beyer et al, 2013%' + AB38, + + 73 18 MMSE, attention and working mem-  No differences
AB40 ory, executive, memory, visuospa-
tial/PD-MCI if performance < 1.5
SDs below predicted level in >1
cognitive domains
Montine et al, 2010"7 + + + 41 11 58 150 CDR/PDD by MDS Task Force; PD- PDD vs C: | AB1-42
MCI by CDR = 0.5 PD-MCI vs C: | AB1-42
No differences in t-tau and p-tau
Yu et al, 2014%2 + + + 26 36 31 MMSE, MOCA/PDD, and PD-MCI by PD-MCI vs PDCN and C: 1 t-tau
MDS Task Force PD-MCI: MOCA negatively correlated
with t-tau
PDND?
Alves et al, 2010% + AB38, + + 109 36 MMSE, attention and working mem- Positive correlation between AB42,

AB40

ory, executive, memory, visuospa-
tial/PDD by MDS Task Force

AB38 and AB40 and memory

(Continued)
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TABLE 1. Continued

Studied Biomarkers

PDND

Control

Cognitive Evaluation/Diagnostic
Criteria

Main Results/Findings

AB1-42

Siderowf et al, 2010%2° +
Leverenz et al, 2011 +
Compta et al, 2013%™® +
Stewart et al, 20143

Parnetti et al, 201424 +
Liu et al, 20152 +
Buddhala et al, 2015% +
Stav et al, 2015%° +
Backstrom et al, 2015*7° +

45

22

27

304

44

403

77

31

99

25

30

34

DRS-2, memory, attention and work-
ing memory, initiation-
perseveration, construction, and
conceptualization/PDD if DRS-2
<124

MMSE, attention and working mem-
ory, memory, semantic fluency,
executive, processing speed/PDD
by consensus panel based on CDR

MMSE, executive, memory, language,
visuospatial/PDD by MDS Task
Force

MMSE, attention and working mem-
ory, memory, visuospatial/PDD if
MMSE < 23

MMSE, MOCA

MMSE, attention and working mem-
ory, executive, memory,
visuospatial

CDR, attention and working memory,
executive, memory, language,
visuospatial/PDD by CDR

Attention and working memory, exec-
utive, visuospatial

Attention and working memory, exec-
utive, memory, visuospatial/PDD
and PD-MCI by modified MDS
Task Force

| AB1-42 associated with decline in
attention, conceptualization, mem-
ory and initiation/perseveration

Positive correlation between AB1-42,

attention and working memory

Positive correlation between AB42/t-

tau and working memory, attention

and semantic fluency

| AB1-42 in dementia-converters

Positive correlation between AB1-42

and lower phonemic fluency

1 t-a-syn at baseline predicts faster
cognitive decline

AB1-42 negative correlation with
decline in MMSE and MOCA

AB1-42 and t-tau negative correlation
with decline in MMSE

No association with cognitive function
at baseline

T-tau and p-tau/AB1-42 predicted
decline in memory and executive
function

No association with cognition

Positive correlation between AB1-42
and memory and response
inhibition

| AB1-42 associated with progres-
sion to PDD

Abbreviations. SD, standard deviation. Subjects: PDND, Parkinson’s disease nondemented; PDD, Parkinson’s disease with dementia; PD-MCI, Parkinson’s disease with mild cognitive impairment; PDCN, Parkin-
son’s disease cognitively normal; C, control. Cognitive assessment: MMSE, Mini Mental State Examination; MOCA, Montreal Cognitive Assessment; DRS-2, Mattis Dementia Rating Scale (version 2); MDS, Move-
ment Disorders Society; CDR, Clinical Dementia Rating; DSM-IV, Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, Fourth Edition; DSM-IV-R, Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, Revised

Fourth Edition.

In these studies, PDD patients were excluded according to the criteria shown. No distinction between PDCN and PD-MCI was considered in PDND patients.

P ongitudinal studies.
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[ BIOMARKERS
concomitant Alzheimer’s disease [AD] or AD patho-
logical changes). Although based on few studies, an
increase in a-synuclein oligomers should also be con-
sidered.'®2¢:3¢3% Differences in proteins related to
inflammation,>>*° oxidative stress,*! and cell survival
are also promising.*>**® Proteomic analysis might also
be considered to validate and expand current data in
future studies.

AND

Other Biological Fluids: Plasma/
Serum and Urine

Apart from CSF, other biological fluids represent an
attractive source of biomarkers because of the ease of
obtaining samples (Supplementary Table 1). Regarding
plasmatic homocysteine, whereas some studies associ-
ated higher levels with dementia and worse cognitive
outcome,*®3% others failed to find any relationship
with PD-MCI, dementia, or neuropsychological per-
formance.”'?

Plasma or serum levels of proteins involved in
inflammation (C-reactive protein), oxidative stress
(UA), or neuroprotection (vitamin D, transthyretin)
were not different in PDD and PDND patients.>%->4-3¢
However, in PDND patients, low UA concentrations
was associated with a worse outcome in global cogni-
tion,>”*® attention, and memory’’; high vitamin D
levels with better semantic fluency and memory>*; and
high concentrations of IL-6,°>¢" tumor necrosis factor
,°% and interferon-y-induced protein 10%* with lower
cognitive scores. Importantly, low levels of epidermal
growth factor (EGF)®*®* and insulin-like growth fac-
tor (ILGF)®> have certain predictive values for the
development of dementia and cognitive decline, and
ILGF positively correlates with global cognition®® and
executive function.®® Interestingly, after cognitive
rehabilitation, plasma BDNF levels increased in PD-
MCI patients.®”

In addition to proteins, lipids have also been eval-
uated because abnormal lipid peroxidation may play a
role in the pathogenesis of PD and other neurodege-
nerative diseases.®®®” Whereas plasma levels of phos-
pholipids were higher in PD-MCI than in PDCN
patients,”® prostaglandin isomers derived from free
radical peroxidation of polyunsaturated fatty acids’*
(ie, F2-isoprostanes) did not differ between PDD and
PDND patients, nor were they associated with the
severity of cognitive impairment.”* Lipids involved in
the metabolism of glucosylceramide (a glucocerebrosi-
dase [GBA] substrate) have also been investigated, and
interestingly, in the absence of mutations in GBA, the
levels of some ceramide species were higher in PD-
MCI or PDD than in PDCN patients.”>

Regarding urine, only UA has been studied to
date, and in keeping with findings in plasma, low UA

COGNITION 1IN

PARKINSON’'S DISEASE

levels are associated with poor neuropsychological
performance.””

In summary, the fact that cognitive outcomes are
associated with neurotrophic factors and markers of
inflammation and that a few longitudinal studies in
small cohorts with early PD show that EGEF,*>®*
ILGE,*> and UA®® may predict cognitive decline, it is
suggested that these proteins could be useful as bio-
markers of dementia in PD. The differences in some
lipids between groups of PD patients with distinct cog-
nitive states may also be of potential value.”®”® These
findings are consistent with recent data linking neuro-
degeneration and aging with disturbances in lipid
metabolism’*”> and neuroinflammation.”®

Genetic Background

Genes are part of our inborn biological fingerprint
and although they can be useful to predict outcome
(ie, risk of dementia), they are not useful to track dis-
ease course (ie, cognitive evolution in a patient with
PD). Thus, genetic factors are better considered as
“predictive markers” rather than true biomarkers.
Genes related to the aggregated proteins encountered
in the brain of PDD patients”'® (Table 2) have been
extensively pursued. The €4 allele of apolipoprotein E
gene (APOE) is associated with increased amyloid pla-
que load,”” and it was found to be more prevalent in
PDD than in PDND patients’®®' as well as being
associated with lower performance in memory,5>%3
working memory, executive function, and semantic
fluency®® in PDND. However, such results were not
evident elsewhere,>"%*°% and this discrepancy is most
likely a result of the significant methodological vari-
ability among the studies (Table 2). Most of these
cross-sectional studies have been pooled in 1 meta-
analysis,”! suggesting an overrepresentation of APOE
€4 carriers among PDD patients. In addition, although
not uniformly,*>*>°! longitudinal studies show that
APOE £4°*% and APOE £2°*°° are associated with
more rapid cognitive decline and a risk of PDD. In
relation to the tau gene (MAPT), despite the absence
of uniform data,’>%%°? the H1 haplotype in PD
patients was found to be associated with dementia®®
and with a higher risk of progression to dementia®’
and cognitive decline’® in the more extensive cross-
sectional”® and longitudinal studies.””>”® In addition,
in PDND patients, the H1/H1 genotype was associ-
ated with poor visual and memory outcomes,’>*’
although this finding was not replicated in a larger
study.®® Duplications, triplications,'®>'°! and some
mutations of the SNCA gene that encodes the «-
synuclein protein'®>'% are associated with early onset
dementia, although patients with idiopathic PDD and
PDND did not show different polymorphisms of this
gene.'%* Interestingly, a recent multicenter study in a
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TABLE 2. Summary of genetic studies assessing APOE, MAPT, and GBA as potential biomarkers of PD-MCI and PDD
Patients
Cognitive evaluation/diagnos-
Author PDND PDD PD-MCI Controls tic criteria Main results/findings
APOE cross-sectional
Koller et al, 19954 61 52 DRS/PDD by NINCDS No differences
Parsian et al, 2002%° 250 34 96 MMSE/PDD by McKhann
et al, 1984
Camicioli et al, 2005 19 28 MMSE/PDD by DSM-IV
Jasinska-Myga et al, 2007% 100 98 MMSE, attention and working
memory, executive, mem-
ory, language, visuospatial/
PDD by ICD-10 and DSM-
v
Ezquerra et al, 2008 138 86 91 NA/PDD by MDS Task Force
Beyer et al, 2013% 732 18 MMSE, executive, memory,
visuospatial/PD-MCI if cog-
nitive performance <1.5
SDs below predicted level
Feldman et al, 2006™° 49 38 NA/DSM-IV APOE 4 associated with PDD
Troster et al, 2006%° 62 146 DRS, attention and working Absence of APOE e4 associ-
memory, executive, mem- ated with working memory
ory, language impairment
Pankratz et al, 2006%° 274 50 PDD by MMSE with APOE £4 associated with PDD
education-specific cutoff
Papapetropoulos et al, 20078 33 39 PDD by American Psychiatric APOE €4 associated with PDD
Association 1987, 1994 or
MMSE < 24
Blazquez et al, 20067 276 212 MMSE/PDD if <24 APOE €4 associated with
cognitive impairment in
familial PD
Mata et al, 2014%° 1079° MOCA, attention and working APOE ¢4 associated with |
memory, executive, mem- memory, executive func-
ory, language, visuospatial tion, attention, and
language
APOE longitudinal
Harhangi et al, 2000% 79 25 4673 PDD by DSM-III-R APOE €2 and APOE 4 1 risk
of PDD
de Lau et al, 2005% 139 MMSE/PDD by DSM-III-R APOE €2 and APOE 4 1 risk
of PDD
Kurz et al, 2009%° 95 73 MMSE/PDD by DSM-IV APOE not associated with
cognitive performance at
baseline or annual decline
Williams-Gray et al, 2009°" 101 MMSE, executive, memory, No differences
language/PDD by MMSE <
24 and DSM-IV
Siderowf et al, 2010% 45 DRS-2/PDD if <124 APOE €4 not associated with
cognitive decline
Morley et al, 2012%2 212 DRS-2 APOE €4 associated with
cognitive decline
MAPT cross-sectional
Ezquerra et al, 2008%2 138 86 91 PDD by MDS Task Force No differences
Mata et al, 2014%2 1079° MOCA, attention and working No association with cognitive
memory, executive, mem- performance
ory, language, visuospatial
Set6-Salvia et al, 2011% 2154 48 374 DRS/PDD by DSM IV-R PDD vs C: 1 frequency of
H1.rs1467967-A allele and
haplotype H2a (del-In9 vari-
ant) | in PDD
MAPT longitudinal
Goris et al, 2007% 109° MMSE H1/H1 1 cognitive decline
Williams-Gray et al, 2009’ 126 MMSE, executive, memory, H1/H1 predictor of cognitive
language/PDD by MMSE < decline over 5.2 years
24 and DSM-IV
(Continued)
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TABLE 2. Continued

Patients
Cognitive evaluation/diagnos-
Author PDND PDD PD-MCI Controls tic criteria Main results/findings
Morley et al, 2012 212° DRS-2, attention, memory, H1/H1 associated with |
initiation-perseveration, memory at baseline, but
construction, and not with changes over time
conceptualization
GBA cross-sectional
Alcalay et al 2010'%” 699 MMSE, self-report of cogni- Association with self-reported
tive impairment cognitive impairment
Set6-Salvia et al, 2011% 2252 186 Clinical Dementia Rating Association with PDD
Scale/PDD by DSM IV-R
Alcalay et al, 2012'% 722 MMSE, CDR, executive, mem- Association with | memory
ory, visuospatial and visuospatial function
GBA longitudinal
Winder-Rhodes et al, 2013'%° 121 MMSE/PDD by DSM IV Associated with progression
to PDD
Brockmann et al, 2015'% 39 MOCA Associated with 1 cognitive
decline

Abbreviations. NA, not available; SD, standard deviation. Genes: APOE, Apolipoprotein E; MAPT, Microtubule Associated Protein Tau; H1, haplotype H1; H2,
haplotype H2; GBA, Glucocerebrosidase. Subjects: PDND, Parkinson’s disease non-demented; PDD, Parkinson’s disease dementia; PD-MCI, Parkinson’s dis-
ease mild cognitive impairment; PDCN, Parkinson’s disease cognitively normal; C, control. Cognitive assessment: DRS, Mattis Dementia Rating Scale; DRS-2,
Mattis Dementia Rating Scale (version 2); NINCDS, National Institute of Neurological Disorders and Stroke; MMSE, Mini Mental State Examination; MOCA,
Montreal Cognitive Assessment; DSM-III-R, Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, Revised Third Edition; DSM-IV, Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorders, Fourth Edition; ICD-10, International Statistical Classification of Diseases and Related Health Problems, 10th Revision; MDS,

Movement Disorders Society.
2PD cognitively normal.
PPD (the cognitive status is not specified).

large cohort of PD patients show that the APOE €4
allele but not the MAPT and SNCA genes was associ-
ated with lower cognitive performance.®

Recently, a higher prevalence of dementia,
MCL'% and poor outcomes in global cognition,
memory, and visuospatial function'®® were observed
in PD patients carrying GBA mutations. Moreover,
GBA mutations are associated with greater cognitive
decline'® and development of PDD'? in longitudinal
studies, and with higher LB burden.''® It has been
postulated that the poorer lysosomal activity linked to
GBA mutations could reduce the turnover of a-
synuclein through chaperone-mediated autophagy,
leading to LB formation.''®

Genes related to defective neurotransmission rele-
vant to cognition in PD have also been studied. In
relation to dopamine metabolism, the Vall58Met
polymorphism of the catechol-o-methyl transferase
(COMT) gene is associated with poor performance in
executive function or attention,”>""'"11% but appa-
rently not with dementia.”” No studies have assessed
genes related to acetylcholine metabolism in PDD or
PD-MCI patients, and no association between poly-
morphisms in the nicotinic receptor subunit a-4 gene
and cognition have been encountered in PDCN
patients.''® Similarly, an association between genes
related to the metabolism of homocysteine and cogni-
tion in PD has not been observed.*®*! Conversely,
polymorphisms in the IL-17A' and BDNF

105,106
107

genes''®!"” have been associated with poorer global
cognition''” and delayed recall.''®

In summary, although there are contradictory results
regarding the APOE €4 allele and the H1 haplotype
of the MAPT gene, methodological issues (ie, differen-
ces in the size of the cohorts studied, the cognitive
assessment and diagnostic accuracy for dementia and
MCI, disease duration, the age of the patients, etc.)
impair making comparisons between them. Meta-
analysis of cross-sectional studies’’ and longitudinal
studies with larger cohorts”>**%5%7 suggest that these
genetic variants can be considered risk factors for
dementia in PD. Recently, GBA mutations emerged as
the strongest genetic predictive marker of demen-
tia,105:106:108,109 Thece genetic variations may account
for, or have a great impact on, the subtype of PD-
MCI and the risk of dementia.

MRI
Gray Matter Changes

Several cross-sectional studies have demonstrated
higher brain atrophy in PDD and PD-MCI patients
(more extensive in PDD) than in controls or PDCN or
PDND patients,?"'2°'33 particularly in the parietal,
occipital, temporal, and frontal lobes, yet also in the
hippocampus, amygdala, caudate, putamen, thalamus,
and substantia innominata (Fig. 1). As expected, PDD
patients had less gray matter (GM) volume than PD-

Movement Disorders, Vol. 31, No. 6, 2016 867
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FIG. 1. Summary of the potential biomarkers of PD with dementia (PDD) and PD with mild cognitive impairment (PD-MCI) found in studies of MRI,
PET (cerebral metabolism), and single-photon emission computed tomography (regional cerebral blood flow), body fluids, genetic background, and
neurophysiology. DTI, diffusion tensor imaging; EGF, epidermal growth factor; fMRI, functional MRI; MEG, magnetoencephalography; rCBF, regional
cerebral blood flow; SPECT, single-photon emission computed tomography.

MCI patients in several temporal and prefrontal studies report correlations between different areas of
areas,””’ including the amygdala,'*® and they had GM loss and cognitive func-
reduced cortical thickness in the anterior cingulate tion,>1-121:123,127:131,134,142,146,150,154-162 4]though  in
and entorhinal and orbitofrontal cortices as well as terms of biomarkers of dementia and MCI, longitudinal
in the parahippocampus, temporal pole, precuneus, and studies are much more valuable. Thus, reduced cortical
fusiform and lingual areas.'?! Interestingly, several thickness in the right precentral and superior frontal
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gyri as well as in the anterior cingulate cortex*' and
less GM volume in the prefrontal areas, insular cortex,
and caudate nucleus'®® along with hippocampal atro-
phy were observed in PD patients who developed
dementia during follow-up.'®* Interestingly, hippocam-
pal volume was also a major factor predicting the
development of MCI in PD patients,'®* and a sophisti-
cated analysis using Bayesian network classifiers
showed that PDD, PD-MCI, and PDND patients were
classified on this basis with high sensitivity and specific-
ity.'® In this study, reduced GM in the left hippocam-
pus and right entorhinal cortex and enlargement of the
lateral ventricles identified PDD patients, and brain
stem and left hippocampus atrophy was seen in PD-
MCI patients."®’

In summary (Fig. 1), although there are many studies
in this field, the most valuable are those with larger
cohortg3 122131138, 142,152,153,158 4 ool
analytic approaches,'?!125148:132157:165  opecially  the
longitudinal studies.?">!3%163:16% Accordingly, reduced
cortical volume or thickness in several areas, and espe-
cially in the hippocampus,'®* appear to be associated
with progression to dementia and MCI. This is a prom-
ising avenue to be followed, in which well-designed
prospective studies using modern analytical models
might help to validate these findings or identify new
patterns that could serve as potential biomarkers.

AND

1

White Matter Microstructure: Diffusion Tensor
Imaging

Reduced fractional anisotropy (FA) or increased
mean diffusivity (MD) in diffusion tensor imaging
studies can indicate alterations in the microstructure
of white matter (WM) tracts. Both approaches show
that dementia and MCI in PD are associated with
extensive areas of modified WM microstructure (Fig.
1).133:166-172 Reduced FA is widespread in PDD when
compared with PDND patients or controls, compro-
mising the main tracts (the superior and inferior longi-
tudinal, inferior fronto-occipital and uncinate
fasciculi, the cingulum, the anterior limb of the inter-
nal capsule, and the hippocampus).!**!¢¢170 1n PD-
MCI patients, the superior longitudinal, inferior
fronto-occipital, and uncinate fasciculi as well as the
cingulum, corpus callosum, and corona radiata had a
lower FA than in PDCN or controls.'?3166:16%:171
Notably, although PDD patients had reduced GM vol-
ume and FA, PD-MCI patients only showed FA abnor-
malities in the main WM tracts,'>® suggesting that
tract damage may precede GM atrophy. Regarding
MD, results are analogous to those found in FA for
both PD-MCI and PDD patients.'®®'¢%172 On the
other hand, both FA and MD values have been corre-
lated with cognitive outcomes,!’3161:167-170,172-175
possibly indicating a role in the detection of subtypes
of cognitive failure associated with PD.

COGNITION 1IN

PARKINSON'S DISEASE
Overall, the corpus callosum,"*'”! corona radi-
ata,'®®'”! and the inferior and superior longitudinal
fasciculi are the areas most consistently altered in PDD
and PD-MCI patients.”>*!%®17! The fact that in the
absence of GM changes, PD-MCI patients exhibited
alterations in the main WM tracts'’® suggests that dif-
fusion tensor imaging studies might help in the early
diagnosis of cognitive decline. Longitudinal studies are
not currently available, and they will be needed to
determine whether any of these changes may be consid-
ered as true biomarkers of MCI or dementia in PD.

Functional MRI: Cerebral Blood Flow

Functional MRI (fMRI) in resting state or during
the execution of tasks indirectly measures neural activ-
ity and is used to study the regional activation of the
brain and the association or dependency between 2 or
more anatomic locations, termed functional connectiv-
ity. During the execution of working memory or exec-
utive function tasks, PD-MCI patients more weakly
recruit the anterior cingulate cortex, caudate, medial
and dorsolateral prefrontal cortex, and left precentral
gyrus than PDCN patients.'”®'”® However, similar
findings were observed in PDCN patients when com-
pared with controls,'”” suggesting that these changes
are associated with executive dysfunction in PD.'8%181
Interestingly, genetic variants in PDND patients are
associated with reduced recruitment of specific brain
areas when executing certain tasks: the MAPT H1
haplotype in parietal''® and medial temporal®® regions
when performing visuospatial and memory tests;”’
APOE €4 allele in the temporo-parietal network in
relation to memory encoding;'’® and COMT met/met
homozygosity of the Val158Met polymorphism in the
prefrontal cortices, frontoparietal network, and cau-
date nuclei when executing frontal tasks.!'>!13:113

In the resting state, reduced interregional correla-
tions have been encountered in PDD (caudate nucleus-
posterior cingulate cortex/precuneus'®? and inferior
occipital-right parahippocampal gyri'’>'®%) and in
PD-MCI (long-range connections)'®*'®* patients. In
addition, reduced connectivity in the frontoparietal
network is associated with poor cognitive outcome in
PD-MCI % and progressive loss of functional connec-
tivity in posterior parts of the brain was associated
with cognitive decline in the only longitudinal study
available.’®” One interesting approach is to study the
default network that reflects the predominant activity
at rest, which is dampened when switching to a cogni-
tive task. In PDD patients, this network has weaker
connectivity in the right inferior frontal gyrus'®® and
is less intensely deactivated than in controls when con-
fronted with a complex visual task.'®?

Considering the data available (Fig. 1), it can be
speculated that there are 2 main functional networks
in the resting state: one more anterior that seems to be
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related to executive dysfunction and another more
posterior one that might herald the evolution to
dementia.'®” Activation studies indicate that fMRI
might be helpful in the diagnosis of PD-MCI subtypes,
which may also complement studies of genetic predic-
tive markers in patients.

Proton Magnetic Resonance Spectroscopy:
Metabolite Spectra

Proton magnetic resonance spectroscopy allows cer-
tain metabolites to be quantified in vivo, reflecting the
integrity of different elements in the brain, such as N-
acetyl aspartate (NAA, neurons), choline compounds
(Cho, cell membranes), and creatine (Cr, energy metab-
olism)."®” PDD patients have less NAA'® and PD-MCI
patients have a lower NAA/Cr ratio'” than PDND
patients in the occipital lobe, which correlates with
poorer visuospatial and working memory function.'”
In addition, PDD'®! and PD-MCI'®® patients had lower
respective NAA/Cr and Cho/Cr ratios in the cingulate
cortex than controls. Moreover, levels of NAA were
reduced in the dorsolateral prefrontal cortex of PD-
MCI patients and in the hippocampus of PDD
patients,'”> and they were positively correlated with
frontal tasks and language function,'”* respectively. A
correlation between the NAA/Cr ratio in the anterior
cingulate cortex with short-term memory'”® and with
executive function and perception'”® has also been
observed. Finally, the inorganic phosphate/adenosine
triphosphate ratio, a measure of oxidative metabolism,
was negatively correlated with global cognition and
language in PDND patients.'”® Longitudinal studies are
needed to decipher whether the biochemical alterations
described might predict conversion to dementia or iden-
tify subtypes of PD-MCIL

In summary, despite the number of studies under-
taken with MRI, no reliable biomarker of dementia has
been identified. From the information provided by the
different MRI modalities in the few longitudinal studies
available, the most consistent conclusion points to the
fact that a lower hippocampal volume and dysfunction
of the posterior-hippocampal network, witnessed either
by fMRI or spectroscopy, might signal the eventual
development of dementia. Nevertheless, their value at
the individual level has to be further explored.

PET and Single-Photon Emission
Computed Tomography Imaging

Dopaminergic Denervation

Several studies have identified dopaminergic deficits
in the striatum, anterior cingulate, and midbrain in
PDD patients and in the striatum and the insula of
PD-MCI patients compared with PDCN
patients.'”®7¢1%% However, in all types of patients
(PDCN, PD-MCI, and PDD), these deficits are associ-

ated with poor executive function, especially those in
the striatum,'”®?%°2% and less consistently with
verbal and visual memory'?® or global cognition.'”® In
addition, several studies failed to find an association
between dopamine depletion and cognitive impair-
ment.”?”2%? Therefore, the assessment of the dopami-
nergic system with these imaging techniques could
serve as a biomarker of executive PD-MCI, an impor-
tant entity with implications for functional perform-
ance. However, this does not seem to be sufficiently
reliable to serve as a biomarker of dementia or MCIL.

Cholinergic Denervation

Pathological studies?'® and pharmacological trials

with acetylcholinesterase inhibitors*'" indicate that the
cholinergic disfunction is relevant in dementia in PD.
Studies using different radiotracers (Supplementary
Table 2) show that the cholinergic activity in PDD
patients was weaker in the whole cortex?'*?'* and in
the occipital,”'® precentral, parietal, temporal, and
posterior cingulate cortex?’® than in PDND patients
and healthy controls.”'®*!'” Compared with controls,
cholinergic deficits were evident in the midbrain, pons,
and cerebellum in 1 study of PD-MCI patients,*'® but
not in another that included more patients.'”® In addi-
tion, lower cortical cholinergic activity has been asso-
ciated with worse global cognition®'®?*® and
language?*! and with working memory impairment in
PDD and PDND patients.>!”

PET studies indicate that assessing the cholinergic
state might be useful as a biomarker of dementia in
PD. Despite the evidence available, the current accessi-
bility of the radiotracers precludes more extensive
research and the clinical use of this technique.

Imaging Amyloid

Fibrils of A can be assessed in vivo by [''C]-Pitts-
burgh compound B (PiB) PET imaging. From the few
such studies undertaken in PD patients (Supplemen-
tary Table 2), 15% to 80% of PDD cases?**?**%¢ and
only 2 of 30 PD-MCI patients had elevated cortical
PiB binding.*** Although no differences were evident
between PDD and controls**”** or between PD-MCI
and PDCN patients in several studies,”***** higher
PiB retention in PD-MCI patients predicted a greater
risk of cognitive worsening.*** In addition, a robust
correlation between global cognition and PiB binding
was observed in PDCN, PD-MCI, and PDD
patients.****31 Therefore, although it can be argued
that amyloid load might contribute to the develop-
ment of cognitive impairment in PD,'®1%232 the in
vivo results of PiB-PET studies are rather variable,>**
with low sensitivity and specificity in the diagnosis of
dementia and MCI in PD patients. Nonetheless, the
paucity of studies and the heterogeneity in the cogni-
tive deficits of PDD and PD-MCI patients could
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FIG. 2. Summary of PET and single-photon emission computed tomography studies that have assessed cerebral metabolism or regional cerebral
blood flow, respectively, as potential biomarkers of PD with dementia (PDD) and PD with mild cognitive impairment (PD-MCI). rCBF, regional cere-
bral blood flow; FDG, fluorodeoxyglucose; HM-PAO, hexamethylpropyleneamine oxime; IMP, N-isopropyl[123I]-p-iodoamphetamine; ECD, ethylcys-

teinate dimer.

explain these inconsistent findings. As mentioned for
other biomarkers related to Af}, PiB-PET might repre-
sent a useful biomarker for specific types of PDD with
concurrent AD but not for all types of PDD (eg, purer
LB-type cases). Another factor to be considered is that
PiB retention in PDD patients seems to be related to
diffuse AfS plaques and not to mature plaques, which
are not associated with AD but with pathological
aging.**®

Imaging Brain Perfusion and Metabolism

Regional cerebral blood flow (rCBF) and glucose
consumption (FDG [fluorodeoxyglucose] uptake—
metabolism) can be measured by single-photon emis-
sion computed tomography and PET, respectively (Fig.
2). In several studies, PDD and PD-MCI patients
exhibit areas of reduced rCBF?**?* and metabolism
(more extensive in PDD),?'%239-258 gych as in the fron-
tal, parietal, temporal, occipital and cingulate cortex,
the basal ganglia, thalamus, and cerebellum. Interest-
ingly, when compared with PD-MCI patients, hypo-
metabolism is more widespread in PDD patients,
especially in the posterior cortical areas,”>' and this
heralds the progression to dementia in PD patients
when considered in conjunction with the hypometabo-
lism in the posterior cingulate and caudate
nucleus.>”**® Moreover, impairment in specific cogni-
tive domains is correlated with patterns of rCBF and
hypometabolism in several studies.??%->31:261-267 Fyp.
thermore, a recent study in a cohort of PDD patients
with a multimodal PET approach show a correlation

between hypometabolism, amyloid load, and micro-
glial activation ([''C]-(R)PK11195 PET) in the ante-
rior and posterior cingulate, striatum and frontal,
temporal, parietal, and occipital cortical regions.**°

In summary, reduced rCBF and FDG uptake in the
posterior cortical areas seems to be a useful biomarker
of dementia in PD,**! in line with functional and spec-
troscopic MRI data.'®”'° In addition, considering the
heterogeneity of PD-MCI, a multitracer approach
might be worth studying to decipher biomarkers of
MCI that could eventually develop into dementia.

Neurophysiology

Electroencephalography (EEG) and
Magnetoencephalography

PDD patients have slow EEG activity,>*®2”! with an

increase in power at the delta (1-4 Hz) and theta (4-8
Hz) frequencies.”’**”* In addition, PD-MCI patients
have increased activity in the theta band in the frontal
region®”® and reduced alpha activity (8-10 Hz) in the
right temporal region®’® when compared with PDCN
patients. Moreover, PDND patients with a low back-
ground rhythm frequency had a higher ratio of pro-
gression to dementia®”” or global cognitive decline,?”®
and low background EEG frequencies have also been
associated with poor outcomes in global cogni-
tion,2”?*8% attention, executive function, verbal flu-
ency, and long-term memory.?81-282

Although expensive and with restricted accessibility,
another way to measure cortical neuron activity is
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magnetoencephalography, which provides a measure
of rhythmic activity and of the synchronization of
oscillatory activity over long distances with higher
temporal resolution. In addition to a widespread
increase in the relative power of the delta band and a
decreased power of the alpha and beta bands,?®> PDD
patients have reduced long distance intrahemispheric
bilateral fronto-temporal and intertemporal synchroni-
zation.”®* As such, current evidence indicates a clear
association between low frequency oscillatory activity
and cognitive impairment. Thus, the use of novel ana-
lytical EEG approaches should be considered in the
search for biomarkers of dementia in PD, particularly
because they are cheap and easy to employ.

Event-Related Potentials

Event-related potentials (ERPs) involve cortical
responses associated with sensory, motor, or cognitive
events?® in which later components (after 100 ms)
are thought to reflect cognitive processing. The most
widely studied in PD is the P3 or P300 (elicited by
visual or auditory stimuli), which appears to be
delayed in PDD when compared with controls?®¢2%?
or PDND patients.>***°! Indeed, P300 correlates with
many cognitive functions in PDND patients such as
memory, visual perception, and executive func-
tions.””*?°® A recently developed transcranial mag-
netic stimulation method that is coupled to
simultaneous peripheral nerve stimulation at different
intervals can produce short latency afferent inhibition
(SAI), which is thought to provide a measure of cho-
linergic function. Several studies show that SAI is
dampened in patients with PDD**” and PD-MCI,**®
whereas there is no difference in SAI between PDCN
patients and controls. Because of the relevance of the
cholinergic system in the cognitive deficits in PD, this
is a promising technique to be considered in the
search for biomarkers of PD-MCI with higher risk of
dementia.

Conclusions and Future Directions

An important factor to consider when evaluating the
potential biomarkers studied is the fact that dementia
and MCI in PD are heterogeneous, both from clinical
and pathological perspectives. In addition, different
biomarkers may provide complementary information
that could be combined to achieve better sensitivity
and specificity in the detection of dementia and MCI
with a high risk of progressing to dementia (Table 3).
The data currently available indicate that genetic
information could aid the detection of PD patients at
a high risk of dementia at the time of diagnosis, yet
this sheds no light on the probability and the time lag
in this cognitive decline. By contrast, other biomarkers

aim to prematurely detect dementia during the evolu-
tion of the disease, and they could be especially useful
to flag those PD-MCI patients at high risk of develop-
ing dementia in the short- to mid-term.

The data available allow us to conclude that genetic
variants in COMT may account for differences in
frontal dopaminergic function; they are typically asso-
ciated with an executive subtype of PD-MCI with a
low risk of dementia.”>?”''""115 By contrast, the
APOE &4 allele,”>*? the H1 haplotype of the
MAPT gene,”””® and mutations in the GBA gene'®’
all seem to be risk factors of dementia. However, they
might be associated with different PD-MCI subtypes
and probability of progression to dementia with
slightly different cerebral pathology. Indeed, even in
PDCN patients these mutations are associated with
deficient activation in restricted brain territories when
confronted with specific cognitive tests.””111113:115
Thus, APOE €4 might be associated with a more
amnestic AD-like phenotype of PD-MCI, whereas
MAPT and GBA might be involved in more visuospa-
tial patterns.

Regarding the proteins related to pathological cere-
bral inclusions, currently only low Af levels in the CSF
and PiB PET studies detecting Af$ fibrils in the brain
could have some potential to detect early dementia
among PD-MCI patients. This could reflect a subgroup
of patients with concurrent AD or AD pathological
changes in whom the APOE €4 allele might be also
overrepresented. In this sense, these markers might not
be useful for the purer LB cases of PDD, which could
in turn be more related to GBA mutations.'%®1°
Oligomers of a-synuclein in the CSF are worth pursu-
ing, both in sporadic PD but importantly also in
patients with GBA mutations. In addition, the ratios of
tau, Af3, and a-synuclein could improve the predictive
value of each protein independently or help to differen-
tiate between different forms of PD-MCI. New PET
radiotracers to reliable mark in vivo tau and a-
synuclein are needed to derive a complete picture of the
clinical and pathological phenotypes of MCI subtypes
and how they progress toward dementia.

In addition, independently of the genetic fingerprint
and pathological cerebral inclusions, it may be worth
pursuing the study of lipids and of proteins related to
metabolic processes (inflammation, oxidative stress,
etc.) in CSF or plasma/serum as well as neurotrophic
factors putatively involved in neurodegeneration such
as EGF, ILGF, UA, neurofilament light chain protein,
and fatty acid binding-protein.*”-**¢3¢% Besides their
diagnostic value, these fluid biomarkers may be partic-
ularly relevant in revealing dysfunctional biological
processes that might be targets for pharmacological
modulation (eg, inflammation).

On the other hand, the cerebral cholinergic deficits
detected by PET also seem to be a promising
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TABLE 3. Summary of the potential biomarkers of PDD and PD-MCI in function of the pathological processes implicated

CSF Plasma Genes PET/SPECT imaging
Biomarker PDD PD-MCI PDD PD-MCI PDD PDD PD-MCI
Pathology-related
Amyloid-B° = = - - 1 APOE 42 1PiB uptake/ = 1PiB uptake/ =
Tau® 1= 1= - - TH1 haplotype - -
P-tau 1= 1= - - and H1/H1 - -
genotype/ No
association
a-synuclein 1= - - - Duplication, - -
triplication
Neurotransmitter dysfunction
Dopamine - - - - = | subcortical DaT | subcortical DaT
COMT (Val158Met) or fluorodopa or fluorodopa
associated with | executive uptake/ = uptake / =
function in PDND
Acetilcholine - - - - - | cortical AChE -

Inflammation/inmune response
CRP 1 = -
IL-18 - -

IL-6° =
IL-17A -

I —— 1

IL-10 - - - -

TNF-o° - ! - -
INF-y - ! - -

PGE, - = - -

IP10 = - - -

MIP13 = - - -

MCP1 = - - -
Oxidative stress

Uric acid™® ! - = -
Neurotrophic/neuroprotection

EGF° - - 1 -

BDNF = - - -

Vitamin D - - = -
Other

Homocysteine® 1= = 1= =

activity/ =

1 microglial acti-

- vation in the
- cingulate,
Genotype C/C of striatum, fron-
the rs8193036 tal, temporal,
polymorphism; parietal, and
MMSE < 26 occipital
Polymorphism cortices
RS1800896;

no association

Polymorphism
T874A; no
association

Polymorphism
Val196Met; no
association

Variants in MTHFR,
COMT and other genes
related to homocysteine

metabolism; no association

»

Abbreviations “ =

, no differences; SPECT, single-photon emission computed tomography. Biomarkers: CRP, C reactive protein; IL-13, interleukin-1B; IL-6,

interleukin-6; L-17A, interleukin 17A; IL-10, interleukin 10; TNF-«, tumor necrosis factor alpha; IFN-v, interferon gamma; PGE,, prostaglandin E,; IP10, inter-
feron gamma-induced protein-10; MIP183, macrophage inflammatory protein-1; MCP1, monocyte chemotactic protein-1; EGF, epidermal growth factor; BDNF,
brain derived neurotrophic factor; PiB, Pittsburgh compound B; DaT, dopamine transporter; AchE, acetylcholine. Subjects: PDND, Parkinson’s disease nonde-

mented; PDD, Parkinson’s disease with dementia; PD-MCI, Parkinson’s disease with mild cognitive impairment.

2APOE encodes for apolipoprotein E, and it is associated with the cerebral Amyloid-B load.
®Low urine uric acid levels associated with worse performance in several cognitive outcomes.

®Association with cognition in PDND, PD-MCI, or PDD.

biomarker of dementia,>!?21521%:220 byt as a result of
practical issues, alternative cheap and easy ways to
evaluate cholinergic function should be considered,
such as new neurophysiological studies (transcranial
magnetic stimulation combined with ERP).>*7-*%8

Pathological inclusions and neurotransmission defi-

cits provoke neuronal dysfunction and death, which
can be assessed by structural and functional imaging.
Despite the fact that atrophy in structures such as the
hippocampus®"'¢*1¢* and reduced activity/metabolism
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in posterior cerebral areas are associated with
progression to dementia, no MRI modalities or FDG-
PET are sufficiently reliable as to accurately predict
progression to dementia at the single-patient level, as
seen in CSF and peripheral fluid studies. Similar to
what has been discussed for other biomarkers, it could
be that these findings are associated with subtypes of
MCI (ie, hippocampal atrophy with AD/amnestic type
and posterior dysfunction with visuospatial/LB type).
The coupling of different PET studies, multimodal
MRI, and classic and modern neurophysiological
approaches (EEG and ERP) to more sophisticated ana-
lytical methods (ie, neuronal networks, classifiers, etc.)
represents a promising approach that might give rise
to new tools to identify and stratify patients with dis-
tinct types of cognitive impairment and risk of
dementia.

Multidisciplinary prospective studies in large cohorts
of properly classified PD-MCI patients that assess the
most promising biomarkers encountered in PDD
patients are now necessary to diagnose PD-MCI
patients that are at high risk of progressing to demen-
tia. In addition, studies in early PD patients could also
allow subtypes of PD with precocious development of
dementia to be identified. ®

187,251
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ABSTRACT: Background: No CSF or plasma bio-
marker has been validated for diagnosis or progression
of PD.

Objectives: To assess whether the CSF and plasma
levels of proteins associated with PD neuropathological
inclusions and with neuroinflammation might have value
in the diagnosis of PD or in relation to disease severity.
Methods: CSF levels of a-synuclein, amyloid-B1-42,
total tau, and threonine-181 phosphorylated tau, as well
as CSF and plasma levels of cytokines (interleukin-18,
interleukin-2, interleukin, interferon-y, and tumor necro-
sis factor o) were studied in 40 PD patients and 40
healthy controls. Plasma levels of cytokines were mea-
sured in 51 patients and 26 aditional controls. We also
explored the Parkinson’s Progression Markers Initiative
data set as a replication cohort.

Results: CSF levels of a-synuclein, amyloid-B1-42, and
tumor necrosis factor o were lower in patients than in con-
trols, and the total tau/a-synuclein, phosphorylated tau/
a-synuclein, total tau/amyloid-B1-42+a-synuclein, and
phosphorylated  tau/amyloid-81-42+4a-synuclein  ratios

~

were higher in patients. The best area under the curve value
was obtained for the phosphorylated tau/a-synuclein ratio
alone (0.86) and also when this was combined with tumor
necrosis factor o in CSF (0.91; sensitivity 92.9%, specificity
75% for a cut-off value of <0.71). Phosphorylated tau/
a-synuclein and phosphorylated tau/amyloid-81-42+a-
synuclein were higher in patients than in controls of the
Parkinson’s Progression Markers Initiative database.
Plasma cytokines did not differ between groups, although
interleukin-6 levels were positively correlated with UPDRS-
I, -Il, and -lll scores.

Conclusions: The CSF phosphorylated tau/a-synuclein
ratio alone, and in combination with tumor necrosis fac-
tor a and plasma interleukin-6 levels, might serve as
biomarkers to diagnose PD and monitor its severity. ©
2017 International Parkinson and Movement Disorder
Society
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The diagnosis of Parkinson’s disease (PD) is based
on the serial clinical examination of its cardinal fea-
tures, which generally improve after dopaminergic
treatment, and the absence of atypical features indica-
tive of other forms of parkinsonism. Neurologists gen-
erally diagnose PD accurately in around 75% of cases,
although this improves to above 90% for movement
disorder specialists." In conjunction with the clinical
features, imaging studies to assess dopaminergic
nigrostriatal projections improve the diagnostic accu-
racy of this disease.” This loss of dopamine is linked
to the presence of Lewy bodies (LB) in the SN¢ and
other brain regions,®> deposits that are mainly com-
posed of aggregated a-synuclein.*

It is noteworthy that neurodegeneration and the
deposition of a-synuclein, as well as a number of pre-
motor features,” are generally present years before the
diagnosis of PD. Thus, there is a clear need for bio-
markers to improve the diagnostic accuracy of PD
when motor features appear, as well as to diagnose
the disease in earlier phases. Indeed, a-synuclein in the
cerebrospinal fluid (CSF) has been studied as a poten-
tial biomarker for PD diagnosis, albeit with somewhat
heterogeneous results.®” The total tau/a-synuclein
ratio in the CSF has been proposed to have a better
predictive value in the diagnosis of PD than a-
synuclein alone (89% sensitivity and 61% specificity).®
Thus, studying other proteins in the distinct pathologi-
cal inclusions present in PD brains,” and the ratios
among them, could improve the diagnostic value of
these markers.'”

In addition, there is evidence that neuroinflamma-
tion may play a role in the pathogenesis of PD.
Indeed, microglia activation, and astrogliosis in the
SNc and other affected areas, has been detected in
postmortem brains of PD patients, as well as increased
levels of proinflammatory cytokines (see a previous
work!! for a review). However, few studies have
assessed the possible increases in proinflammatory
cytokines in plasma and CSF of PD patients, and
hence their possible value in the diagnosis or tracking
of the progress of PD is not clear.'*1®

As such, we set out to study the levels of «-
synuclein, amyloid 5§ (AfS)1-42, total tau (T-Tau) and
Thr'®! phosphorylated tau (P-Tau) in the CSF, as well
as their respective ratios, and the CSF and plasma lev-
els of cytokines (interleukin [IL]-1£, IL-2, IL-6,
interferon-gamma [IFN«y], and tumor necrosis factor a
[TNF-a]), in a cohort of patients with PD. In this
way, we aimed to assess their value for the diagnosis
of PD and their relationship with the severity of this
disease. To further validate our results regarding the
a-synuclein, Af$1-42, T-Tau, and P-Tau in the CSF, as
well as their respective ratios, we analyzed these varia-
bles in the Parkinson’s Progression Markers Initiative
(PPMI) database.'”

Materials and Methods

Subjects

This study was carried out on 51 patients with PD'®
not associated with dementia who were recruited at
the Movement Disorders Unit of the University Hospi-
tal Donostia (Spain) and on 40 healthy controls with-
out neurological or psychiatric diseases and with
normal cognition (Mini-Mental State Examination
[MMSE] >28) who were recruited for the CSF study
from the CITA-Alzheimer Foundation (San Sebastidn,
Spain). Because plasma measurements were not avail-
able for these individuals, another 24 healthy controls
with no history of any neurological condition or cog-
nitive complaint, and with a normal clinical and cog-
nitive evaluation, were recruited from among the
partners of the PD patients or those who accompanied
them for blood extraction. Dementia was diagnosed in
PD patients according to the International Parkinson
and Movement Disorder Society (MDS) Task Force
criteria.’® This study was approved by the local ethics
committee, and written informed consent was
obtained from all the subjects.

Clinical Examination

A thorough clinical and neuropsychological exami-
nation,”® including two tests for global cognition
(MMSE and Montreal Cognitive Assessment) and at
least two tests for each cognitive domain, was per-
formed on all subjects to exclude patients with demen-
tia. In PD patients, it was undertaken under the effect
of their habitual antiparkinsonian medication. An
MRI examination was also undertaken to exclude
other abnormalities. MDS-UPDRS Parts I, II, III, and
IV were used to evaluate nonmotor issues, daily living
activities, motor features, and motor complications.

Sample Collection and Biomarker Analyses

CSF samples were obtained by lumbar puncture in
the 14 to L5 interspace, which was performed
between 9:00 am and 11:00 aMm after overnight fasting.
The first 2 to 3mL were used for routine testing (cell
count, total protein, and glucose levels) to exclude any
relevant CSF abnormalities. Another 8 to 10mL of
CSF were collected in polypropylene tubes and centri-
fuged at 2,000g for 10 minutes within 10 minutes of
extraction, subsequently storing the supernatants in
polypropylene tubes at -80°C. Blood was also
extracted after overnight fasting and it was collected
in ethylenediaminetetraacetic acid—treated tubes. It
was centrifuged at 2,000g for 15 minutes at 4°C
within 20 minutes of collection, and the plasma was
aliquoted into separate polypropylene tubes and stored
at —80 °C. While plasma was available from the whole
PD cohort, CSF was only obtained from 40 of these
PD patients.
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The concentrations of T-Tau, P-Tau, and the Af31-
42 peptide in the CSF were determined using Innotest
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kits
(Fujirebio Europe N.V., Gent, Belgium), and total a-
synuclein was assessed with the LEGEND MAX
Human a-Synuclein ELISA Kit (BioLegend, San Diego,
CA; previously Covance Dedham, MA), in each case
following the manufacturer’s instructions. Hemoglobin
was chosen to indicate the degree of red blood cell
contamination in the CSF, as reported previously,!
and after diluting the samples 10-fold for analysis, it
was measured using a human hemoglobin ELISA
quantification kit (Bethyl Laboratories, Inc., Mont-
gomery, TX). Samples with levels of hemoglobin
above 200ng/mL (5 patients and 6 controls) were
excluded from the a-synuclein analysis to avoid prea-
nalytical bias. In addition to these protein values, pro-
tein ratios were obtained by simple division of the
protein concentrations, and the combined ratios were
calculated by using the sum of Af31-42+a-synuclein as
the denominator.

Cytokine levels in CSF (IL-1f, IL-2, IL-6, IFNvy, and
TNF-a) were assessed by Luminex technology using a
premixed multiplex assay, the Multiplex Map Human
High Sensitivity T cell Magnetic Bead Panel Kit (Milli-
pore, Billerica, MA) and reading the analytes on a
MAGPIX system. The data obtained were analyzed
with Milliplex Analyst 5.1 and the lower detection
limits were: IL-168=0.16 pg/mL; IL-2 =0.19 pg/mL;
IFNy=0.17 pg/mL; IL-6 =0.18 pg/mL; and TNE-
a=0.22. Only the cytokines detected in CSF were
analyzed in plasma. Accordingly, IL-6 and TNF-a
were measured in plasma using the Quantikine ELISA
kits for Human TNF-a and IL-6 (R&D Systems, Min-
neapolis, MN), according to the manufacturer’s
instructions. The lower detection limits of these assays
were 5.5 pg/mL for TNF-a and 0.7 pg/mL for IL-6.

PPMI Data Acquisition and Management

The PPMI is an international multicenter, prospec-
tive, longitudinal, observational study, designed to dis-
cover and validate biomarkers for progression of
PD.'” A critical part of the PPMI study is the deposi-
tion of samples and data in a repository that is readily
accessible to the scientific and clinical community. The
core PPMI data set centers on the acquisition of data
from newly diagnosed PD cases, healthy controls, and
individuals with scans without evidence of dopaminer-
gic deficit. On July 4, 2016, data from 423 PD
patients and 240 controls were obtained from the
PPMI database (www.ppmi-info.org/data). CSF values
of Afs1-42, T-Tau, P-Tau, and a-synuclein were used
from PD patients and controls. Only data from the
first visit were used when more than one CSF extrac-
tion was available, and samples with levels of hemo-
globin above 200ng/mL (106 patients and 46

L

controls) were excluded from the a-synuclein analysis.
Inflammatory cytokines in CSF or plasma were not
available in this repository.

Statistical Analysis

Quantitative variables were compared using a ¢ test
or Mann-Whitney U test, as appropriate. Qualitative
variables were compared with a chi-squared test. To
adjust for age, this variable was entered as a covariate
in a multiple linear logistic regression analysis. A loga-
rithmic transformation was performed for those varia-
bles that were not normally distributed. The diagnostic
accuracy was determined using a receiver operating
characteristic (ROC) analysis and in order to assess the
diagnostic performance of more than one variable, the
predictive values obtained from a binary logistic regres-
sion analysis were entered into the ROC analysis. In
order to assess the correlations between the protein lev-
els or ratios and the clinical outcomes, a bivariate cor-
relation analysis was used, and, again, age and disease
duration were entered as covariates in a linear regres-
sion model. Data from the PPMI were handled in the
same way as our own data. All the analyses were
undertaken with SPSS software (v.22; SPSS Inc.,
Chicago, IL).

Results

CSF

The PD patients were older than the controls
(P =0.02), and yet adjusting for age, the CSF levels of a-
synuclein (P =0.007) and Af31-42 (P =0.048) were
lower in PD patients than in controls. By contrast, the T-
Tau and P-Tau, as well as the T-Tau/Afs1-42 and P-Tau/
Af31-42 ratios, were no different in PD patients and con-
trols. Conversely, the T-Tau/a-synuclein (P < 0.001) and
P-Tauw/a-synuclein (P < 0.001) ratios, as well as the T-
Tauw/Af31-42+a-synuclein (P = 0.005) and P-Tau/Afs1-
42+a-synuclein (P=0.001) values were higher in PD
patients than in the controls (Table 1).

The levels of IL-1£3, IL-2, and IFNvy in CSF were
below the detection threshold in all the subjects, and
although IL-6 could be detected in the CSF from 39
PD patients and 38 controls, there were no significant
differences in the mean concentrations of this cytokine
(P=0.346; Table 1). TNF-a levels were below the
detection threshold in 8 patients and 13 controls
(P=0.137).

Among the remaining subjects (32 PD patients and
27 controls), the age-adjusted mean concentration of
TNF-a was higher in PD patients (P = 0.021; Table
1). To determine whether any variable influenced the
detection of TNF-a, we assessed whether any of the
main clinical and demographical variables of the sub-
jects in each group (controls and patients) were associ-
ated with the detection of this cytokine. No
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TABLE 1. Summary of the demographic, clinical, and bio-
chemical characteristics of PD patients and controls

PD (n=51) Controls (n = 64) P Value
Age (years) 71.0£6.2 68.2 £5.0 0.028
Sex (men) 28 (70%) 21 (53.8%) 0.168
Disease duration (years) 79*441 —
H&Y 23+05 —
UPDRS-III 222+79 —
CSF PD (n = 40) Controls (n = 40)
AB (pg/mL) 736.8 = 239.1 877.6 = 289.5 0.048%
T-Tau (pg/mL) 231.2 £113.7 210.7 £115.9 0.656
P-Tau (pg/mL) 46.6 +17.8 46.2 = 16.5 0.865
T-Tau/AB 0.3309 £0.193  0.279 £0.245 0.513
P-Tau/AB 0.0662 + 0.0279 0.0593 = 0.0368 0.600
a-synuclein (pg/mL)° 1,048.9 +492.0 1,170.3 +392.3 0.0072
T-Tau/o-synuclein® 0.2379 +0.007  0.1654 = 0.06  <0.001?
P-Tau/a-synuclein® 0.0490 +0.008  0.0385 +0.007 <0.001?
T-Tau/AB+a-synuclein®  0.1359 = 0.051  0.0951 = 0.045 0.005%
P-Taw/AB-+a-synuclein®  0.0276 = 0.006  0.0215 = 0.005 0.0012
IL-6 (pg/mL)° 0.617 = 0.30 0.531 +0.22 0.346
TNF-o (pg/mL)® 0.4013 £0.158  0.3078 = 0.124 0.0212
IL-18 (pg/mL) Undetectable Undetectable
IL-2 (pg/mL) Undetectable Undetectable
IFNy (pg/mL) Undetectable Undetectable
Plasma PD (n=51) Control (n = 24)
IL-6 (pg/mL)® 2.294 + 2,66 1.917 +1.27 0.742
TNF-a (pg/mL) Undetectable Undetectable

3P value adjusted for age. Only those comparisons with a significant P
value in the univariant analysis were corrected for age.

®PD patients (n=35; male = 25; age, 71.43*6.48), controls (n=34;
male = 18; age, 68.12 = 5.01): P value for age = 0.021 and for sex P = 0.140.
°PD patients (n = 39; male 28; age, 71.28 = 6.22), controls (n = 38; male = 20;
age, 68.13 + 4.87): P value for age = 0.016 and for sex P = 0.083.

9PD patients (n = 32; male = 22; age, 71.16 = 6.66), controls (n = 27; male = 13;
age, 68.26 + 4.28): P value for age = 0.049 and for sex P = 0.109.

°PD patients (n = 51; male = 34; age, 71.02 = 6.32), controls (n = 24; male = 12;
age, 68.25 + 5.51): P value for age = 0.070 and for sex P = 0.167.

differences were obtained in the controls with respect
to age (P=0.811) and sex (P =0.427), or in the PD
patients with regard to age (P=0.791), sex
(P =0.649), disease duration (P = 0.839), UPDRS-III
(P=0.619), or total UPDRS (P =0.299).

In order to assess the sensitivity and specificity of
the CSF proteins, and the ratios that differed between
these two groups that served to discriminate the PD
patients from the controls, a ROC analysis was per-
formed (Fig. 1). The best results were observed for the
ratio P-Tau/a-synuclein alone or in combination with
the levels of TNF-a. The area under the curve (AUC)
of P-Taw/a-synuclein combined with TNF-a was
above 0.9, with a sensitivity of 92.9% and a specific-
ity of 75% for a cut-off value <0.710. The P-Tau/a-
synuclein ratio alone showed an AUC of 0.856, with a
sensitivity of 97.1% and a specificity of 61.8% for a
cut-off value > 0.392. However, the P-Tau/a-synuclein
ratio or the combination of this ratio with TNF-a, as

well as the other ratios or single protein values, did
not correlate with any of the UPDRS scores (I-IV).

Plasma

Because only TNF-a and IL-6 were detectable in the
CSF, only these cytokines were measured in plasma.
TNF-« levels remained below the threshold of detec-
tion in both PD patients and controls, whereas there
was no difference in IL-6 levels between PD patients
and controls (P = 0.742; Table 1). However, a multi-
ple linear regression analysis showed that plasma IL-6
levels, adjusted for age and disease duration, were
positively correlated in PD patients with UPDRS I
(8=0.490; P=0.002), UPDRS 1II (8=0.492;
P <0.001) and UPDRS II (= 0.367; P = 0.020; Fig.
2). Nevertheless, the levels of IL-6 in the CSF and
plasma were not correlated (r=0.226; P=0.172).
Moreover, the ratio plasma IL-6/CSF IL-6 was not
correlated with any of the clinical variables assessed
(data not shown).

Validation PPMI Cohort

There was a trend for the PD patients to be older
than the controls (P = 0.051; Table 2). However, none
of the single proteins in CSF differed between PD
patients and controls when adjusted for age. Only «-
synuclein approximated toward a significant difference
(P =0.066, lower values in PD patients). By contrast,
the P-Tauw/a-synuclein (P = 0.030) and the P-Tau/Afs1-
42 +a-synuclein (P =0.034) ratios were significantly
higher in PD patients than in the controls, as observed
in our cohort. Nevertheless, their performance of the
ROC analysis was far from acceptable with an AUC
of 0.551 (P =0.113) for P-Tau/a-synuclein and 0.553
(P =0.098) for P-Tau/A81-42 +a-synuclein.

Discussion

The main finding of this study is that the ratio of P-
Tau/a-synuclein in the CSF, and that of P-Tau/a-synu-
clein combined with the TNF-a values, more accu-
rately diagnose PD than any of the proteins studied on
their own. Indeed, in terms of the classification of PD
patients relative to controls, the P-Tau/a-synuclein
ratio had an AUC of 0.856, with a sensitivity of
97.1% and a specificity of 61.8, and the combination
of P-Tau/a-synuclein and TNF-a had an AUC>0.9,
with a sensitivity of 92.9% and a specificity of 75%,
giving a cut-off value of <0.71. Our results are rein-
forced by the finding of a significant higher P-Tauw/a-
synuclein ratio in a larger sample of PD patients
obtained from the PPMI than in controls. In addition,
plasma IL-6 levels did not appear to be useful in the
diagnosis of PD, but rather they were correlated with
disease severity.
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FIG. 1. ROC curves of the different proteins and the ratios of the CSF proteins. Cl, confidence interval. [Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]

As in earlier studies, low levels of a-synuclein®*?2” the ratios derived when the a-synuclein levels were
and AR1-42%'232832 were detected in the CSF of PD considered along with specific Tau isoforms (T-Tauw/
patients, and the diagnostic value of these proteins to a-synuclein and mainly, P-Tau/a-synuclein) proved to
differentiate PD from controls was poor.>> However, be more-accurate diagnostic markers, in accord with
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FIG. 2. Correlation analysis between plasma IL-6 and UPDRS | to IV.

an earlier report.® Because the AR1-42 levels were
lower in our patients than in the controls, consistent
with a previous study,*® we also investigated the T-
Tau/Af31-42 and P-Tau/Af31-42 ratios, as well as the
T-Tau or P-Tau/AfS1-42+a-synuclein values. These
combinations did not improve the efficiency of the
T-Tau/a-synuclein or P-Tau/a-synuclein ratios in the
diagnosis of PD, consistent with the relevance of
the deposits of a-synuclein in PD. Thus, although the
deposition of Af§ may be observed in association with
PD, this is probably related to specific features of
some PD patients, such as cognitive decline.” Interest-
ingly, analyzing the PPMI database shows that the P-
Tau/a-synuclein ratio increases in PD patients com-
pared to controls, reinforcing our results. However,
the ROC analysis did not show as high performance
as in our cohort.

Regarding cytokines, there was more TNF-a in the
CSF from PD patients than in that from controls, con-
sistent with a study undertaken on a small cohort®*
but not with another one where no differences were
found.'? Interestingly, the combination of TNF-a with
the ratio of P-Tau/a-synuclein was that which best

5 IIE'
Log,,(plasma IL-6)

1 5 10
Log,,(plasma IL-6)

classified PD patients. Conversely, there were no dif-
ferences in plasma IL-6 levels in PD patients and con-
trols, in contrast to earlier studies that reported
increases'>'*%337 or decreases®® in this parameter.
However, the levels of IL-6 in PD patients apparently
augment as the disease becomes more severe, both in
terms of motor and nonmotor features, as shown by
the positive correlations with the UPDRS scores I to
III. We do not know if the plasma IL-6 levels are
equivalent to the central nervous system concentra-
tions, and indeed there was no correlation between
the two fluids analyzed. However, it might be specu-
lated that the association of plasma IL-6 levels with
disease severity might indicate that systemic inflamma-
tion is related to the progression of PD.*’ Unfortu-
nately, IL-6 is not evaluated in the PPMI data set, so
this part of our study could not be replicated. Thus,
further longitudinal studies are warranted to establish
the role of IL-6 in the progression of the disease.

The diagnostic value of CSF biomarkers in PD is far
from ideal. Although expectations have focused on
several individual biomarkers, our findings suggest
that a unique biomarker might not be the solution

TABLE 2. Summary of demographic, clinical, and biochemical characteristics of PD patients and controls of PPMI

database
CSF PD (n=2314) Control (n=111) P Value Adjusted P Value
Age (years) 61.3+9.7 59.1+115 0.051
Sex (men) 203 (64.4%) 68 (61.3%) 0.523
Disease duration (months) 6.9+6.7 —
AB1-42 (pg/mL) 374.0 1024 385.3 £75.1 0.054 0.120
T-Tau (pg/mL) 446 =18.0 43.8 +15.1 0.993 0.617
P-Tau (pg/mL) 15.9+10.3 142+6.5 0.329 0.446
T-Tau/AB1-42 0.1259 = 0.06 0.1131 £0.02 0.126 0.490
P-Tau/AB1-42 0.0443 + 0.036 0.0371 = 0.014 0.030 0.088
a-synuclein (pg/mL) 1,836.9 = 734.4 1,978.1 =796.5 0.109 0.066
T-Tau/a-synuclein 0.0256 = 0.008 0.0234 + 0.005 0.017 0.061
P-Tau/a-synuclein 0.00964 + 0.008 0.00785 + 0.0035 0.035 0.030
T-Tau/AB+«-synuclein 0.0207 =+ 0.006 0.0191 = 0.003 0.017 0.082
P-Tau/AB+a-synuclein 0.00768 + 0.006 0.00640 + 0.0027 0.020 0.034

Significant P values in bold
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and that a combination of molecules related to differ-
ent pathophysiological pathways could represent a
better approach. Actually, longitudinal data suggest
that a-synuclein, tau, and an inflammatory marker in
CSF increase as the disease progresses.*® According to
our study, the best diagnostic performance would be
achieved by the P-Tau/a-synuclein ratio alone and
combined with TNF-a. Although «-synuclein and tau
are related to different pathological mechanisms,
namely LB formation and the aggregation of abnor-
mally phosphorylated tau, respectively, there is evi-
dence that both proteins interact in several ways (see a
previous work*' for a review). The ratios obtained
with a-synuclein and tau could reflect their interac-
tion, and therefore, their value as a biomarker of the
specific neurodegeneration in PD could be higher.”
This supposition is further supported by the fact that
the addition of TNF-a to the P-tau/a-synuclein ratio
increases its diagnostic value, indicating the impor-
tance of different complementary pathophysiological
mechanisms in PD. Indeed, the involvement of inflam-
mation and microglia in the pathogenesis of PD has
already been suggested.!** Microglia enhance the
release of TNF-a in response to cell damage, and, in
turn, this provokes synaptic and mitochondrial dys-
function, as well as the accumulation of pathological
proteins.*® Therefore, it is not surprising that the addi-
tion of this protein to the P-tau/a-synuclein ratio bet-
ter distinguishes PD patients from the controls. Before
this study, there was only one previous study into the
use of a combined approach, showing that the comple-
ment 3/A81-42 and factor H/A1-42 ratios were
higher in PD than in controls, yet without improving
the diagnostic value of inflammatory proteins alone,
which, in turn, rendered a low discrimination value.**

There are several limitations to this study that
should be noted. The sample size of our own cohort is
relatively small, which may have hampered the detec-
tion of differences in some of the proteins assessed.
However, we carefully selected the patients with PD
without dementia to avoid findings that might not be
specific to PD, but that are rather associated with cog-
nitive decline. In addition, we validated our results in
the PPMI cohort where the ratio P-tau/a-synuclein
also differs between patients and controls. However,
this ratio did not reach acceptable values in the ROC
analysis to discriminate PD patients from controls.
This discrepancy might be attributed to the different
assay procedures used in this study and to differences
in the cohorts of PD patients in the PPMI, which are
de novo cases (mean disease duration: 6.9 months)
and not treated with dopaminergic drugs, possibly
biological confounders in the CSF analysis.'® In addi-
tion, although less probable, the short disease duration
potentially implies a poorer diagnostic accuracy.*’ In
addition, our study focused on the difference between

L

PD and healthy subjects, and thus our results cannot
be extrapolated to distinguish PD from other forms of
parkinsonism or other neurodegenerative diseases.
Hence, further studies will be necessary to assess these
differences. Finally, several cytokines could not be
detected in the CSF and/or plasma, probably attrib-
uted to the detection methods used given that IL-1£,
IL-2, and IFNvy have previously been detected in the
CSF'#1%% and TNF-a in plasma*>**” from PD
patients using different assays. Nevertheless, to our
knowledge, this is the first time that this specific multi-
plex panel has been used to measure cytokines in the
CSF of PD patients. Moreover, the plasma levels of
TNF-a may remain below the detection threshold in
healthy controls or subjects with disorders that are
not primarily inflammatory.*®

In summary, our results indicate that the CSF P-
Tau/a-synuclein ratio alone, and combined with TNF-
a, could represent a suitable biomarker for the diagno-
sis of PD. In addition, plasma IL-6 levels might repre-
sent a biomarker for disease severity. Further research
on large samples with a longitudinal follow-up that
includes pathologically confirmed PD, other forms of
parkinsonism, and healthy controls is warranted to
better define the specific role of these proteins in the
diagnosis and progression of PD. @
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Key Points

Question: What value have cerebrospinal fluid proteins and their relative ratios as

biomarkers of cognitive decline and dementia in Parkinson’s disease (PD)?

Findings: In a cross-sectional study of 40 PD patients and in a longitudinal study of 281
patients, the ratios of several proteins from pathological cerebral inclusions were associated
with worse performance and a decline in global cognition and specific cognitive functions.

Higher ratios were also associated with a 5-fold increase in the relative risk of dementia.

Meaning: The ratios of specific proteins in cerebrospinal fluid may be of value as

biomarkers for dementia in PD.
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Abstract

Importance: There is a clear need for biomarkers that track or predict the progression of

cognitive decline to dementia in Parkinson’s disease (PD).

Objective: To determine if the level of CSF proteins and their ratios, and those of CSF and
plasma cytokines, are associated with a worsening in cognition, or with progression to

dementia in PD.

Design: A center-based cross-sectional study of PD patients recruited between January 2012
and 2015 and a longitudinal study of PD patients with 3-year follow-up in the framework of

the Parkinson’s Progression Markers Initiative (PPMI).

Setting: The center-based cohort was recruited at an institutional out-patients referral clinic.

PPMI is an international multi-centric referral cohort.

Participants: A consecutive sample of non-demented PD patients and PD patients included

in PPMI with a 3-year follow-up and baseline CSF values.

Main Outcome(s) and Measure(s): AB1-42, T-Tau, P-Tau and a-synuclein in the CSF, and
ratios among them were assessed, as were the cytokines in CSF and plasma, correlating
these variables to the cognitive measures of global cognition (MoCA) and the different
cognitive domains. The results of the first cohort were used to predict the decline in global

or specific cognitive functions and the onset of dementia in the PPMI cohort.

Results: 40 PD patients (15 with mild cognitive impairment [PD-MCI], 25 cognitively
normal [PDCN]) (mean [SD] age 71 [6] years, 28 male [70%]) were studied in the cross-
sectional study. The ratios T-Tau/AB1-42 (r=-0.450; p=0.018) and T-Tauw/AB1-42+a-
synuclein (r=-0.501; p=0.007) correlated with the memory z score; T-Tau/a-synuclein (r=-
0.490; p=0.003) and P-Tau/a-synuclein (r=-0.347; p=0.007) with the intersecting pentagons
test score; T-Tau/a-synuclein with the MoCA score (r=-0.432; p=0.030); and plasma IL-6
levels with the MoCA score (r=-0.429; p=0.024) and the language z-score (r=-0.553;
p=0.002). 281PD patients of the PPMI cohort were included (mean [SD] age 61 [9] years,
67.7% men) for longitudinal analysis. Values above the 4™ quartile of the ratios T-Tau/AB1-
42 (0.137), T-Tau/a-synuclein (0.029) and T-Tau/AB1-42+a-synuclein (0.023) conferred a
relative risk of developing dementia within three years of 5.26 (95% CI 1.61-14.77,
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p=0.007), 5.26 (95% CI 1.61-14.77, p=0.007) and 5.36 (95% CI 1.64-14.99, p=0.006),

respectively when compared to the patients in the 19-3" quartiles.

Conclusions and Relevance: The ratios between the main neuropathological CSF proteins
appear to be valuable as predictors of dementia and decline in specific cognitive domains in

PD. IL-6 in plasma might also be associated to cognitive decline.

Dementia is one of the most disabling and frequent long-term problems in patients with
Parkinson’s disease (PD)." Prior to reaching the state of dementia, most of PD patients
suffer a decline in their cognitive abilities that is referred to as mild cognitive impairment
(PD-MCI), a condition that can encompass several types of cognitive deficits depending on
the number and type of cognitive domains affected.” Not all PD-MCI patients develop
dementia (PDD) and indeed, the risk factors for such ongoing cognitive decline in this
population are not well known. Thus, although PD-MCI on its own is a risk factor for
dementia®®, there is a need to identify more reliable biomarkers that point to PD-MCI
patients at higher risk of progressing to dementia in order to optimize their clinical care and

to aid the development of disecase-modifying treatments.

The detection in the cerebrospinal fluid (CSF) of the main proteins contained in the
pathological inclusions of PDD’ might provide a means to assess disease progression.
Patients with PDD and PD patients who progressed to dementia generally have lower levels

'8 phosphorylated tau (P-

of amyloid  (AB), yet high variability in the total tau (T-tau), Thr
Tau) and a-synuclein.'”!” More heterogeneous values are obtained in PD-MCI patients,
probably reflecting their clinico-pathological heterogeneity.17 However, the ratios among
these proteins have been little explored. There is evidence of a higher T-tau/A1-42 ratio in
PDD than in non-demented PD (PDND) patients,® and that P-tau/AB1-42 predicts a decline
in memory and executive function in PDND patients.'® Nevertheless, such parameters have
not been explored in PD-MCI patients or in longitudinal cohorts. Moreover, although the

extension of cortical Lewy bodies (LBs) is a key aspect in the pathophysiology of PDD,

ratios between other proteins and a-synuclein have not been assessed.
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Inflammation also seems to participate in the pathogenesis of cognitive impairment in PD.
Indeed, there is an increase in C reactive protein (CRP) in the CSF of PDD patients'® and of
IL-6 in PD-MCI patients®, as well as negative correlations between plasma IL-6 and TNF-a

and global cognition scores.*"*

In the light of this situation, this study set out to assess the levels of a-synuclein, AB1-42, T-
Tau and P-Tau in the CSF, as well as their respective ratios, and the CSF and plasma levels
of cytokines (IL-18, IL-2, IL-6, IFNy and TNF-a), in a cohort of PD patients with PD-MCI
and cognitively normal (PDCN), in order to assess their value in the diagnosis of PD-MCI
and the clinical subtypes of PD-MCI. Furthermore, we assessed whether the results
obtained in this cohort could predict dementia, as well as global or specific cognitive decline

in the Parkinson’s Progression Markers Initiative (PPMI) database.

METHODS
First cohort
Study participants

This study was carried out on 51 PD patients™ recruited from the Movement Disorders Unit
at the University Hospital Donostia (Spain) between January 2012 and 2015. Patients with
dementia,24 depression, MRI abnormalities or other clinical conditions that could influence
the cognitive outcome were excluded. The study was approved by the local ethics

committee and written informed consent was obtained from all the subjects.

Clinical examination

The patients’ non-motor and motor issues were evaluated with the Movement Disorder
Society Unified Parkinson’s Disease Rating Scale (MDS-UPDRS) Parts I, II, III and IV, and
their daily living activities with the Interview for the Deterioration in Daily living activities
in Dementia (IDDD). A neuropsychological evaluation was performed with the Mini Mental
State Examination (MMSE) and Montreal Cognitive Assessment (MoCA) for global

cognition, and with a comprehensive neuropsychological battery (eTable 1) for cognitive
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domains for which a z score value was obtained by averaging the z scores of the individual
tests that evaluate each domain. Given its predictive value in the progression to dementia,
the intersecting pentagons copying item from the MMSE was used to evaluate visuospatial
function and to explore potential associations with the CSF or plasma proteins.>* Diagnosis
of PD-MCI was achieved according to the MDS Task Force criteria (level II category” — see

online text).

Sample collection and biomarker analyses

CSF and blood samples were obtained after overnight fasting (online text), and while
plasma was available from the whole PD cohort, CSF was only obtained from 40 of these
PD patients. The T-Tau, P-Tau and AB1-42 peptide concentrations in CSF were determined
using the Innotest ELISA kits (Fujirebio, Belgium), and total a-synuclein was measured
with the Alpha-Synuclein ELISA kit from Covance (Dedham, MA, USA; currently from
BioLegend, San Diego, CA, USA), each according to the manufacturer’s instructions.
Hemoglobin was chosen as an index of the degree of red blood cell contamination of CSF,
as reported previously,” and it was measured using a human hemoglobin ELISA
quantitation kit from Bethyl Lab Inc (Montgomery, TX, USA). Samples with levels of
hemoglobin above 200 ng/mL (5 patients) were excluded from the a-synuclein analysis to
avoid pre-analytical bias. Protein ratios were obtained by simple division between the
protein concentrations, and the combined ratios were calculated by using the sum of A31-42

+ a-synuclein as the denominator of the ratios.

Cytokine levels in CSF (IL-18, IL-2, IL-6, IFN and TNF-a) were determined using
multiplex technology from Luminex® (online text). The lower detection limits were: IL-10,
0.16 pg/mL; 11-2, 0.19 pg/mL; IFNy, 0.17 pg/mL; IL-6, 0.18 pg/mL; TNF-a, 0.22. IL-6 and
TNF-a in plasma were measured using the Quantikine ELISA kits for Human TNF-o and
IL-6, respectively (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), according to the manufacturer’s
instructions. The lower detection limits were 5.5 pg/mL for TNF-a and 0.7 pg/mL for IL-6.
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PPMI cohort: data acquisition and management

The PPMI is an international multicenter, prospective, longitudinal, observational study,
designed to discover and validate biomarkers for progression of PD?® (online text). On July
4th, 2016, data from 423 PD patients and 240 controls were obtained from the PPMI
database, selecting patients with baseline values of A31-42, T-Tau, P-Tau and a-synuclein
in the CSF, and whose cognitive state was assessed after a 3-year follow-up (n=281). At this
point, the subjects were classified as PDND and PDD according to their MoCA score
(dementia when score < 21).%” Composite z scores were calculated for memory, and
attention and working memory domains (online text). For other cognitive domains that were
only assessed with one test (i.e.: Benton Judgement of Line Orientation for visuospatial and
semantic fluency for language) the raw scores were used. The cognitive decline over the 3
years was calculated simply as the difference between the MoCA score, the z scores of the
domains, or the raw scores of the tests at baseline and at the 3-year follow up visit. The
baseline CSF values of AB1-42, T-Tau, P-Tau and a-synuclein were used. According to our
methodology, samples with hemoglobin levels above 200 ng/mL (106 patients) were

excluded. Inflammatory cytokines in CSF or plasma are not available in this repository.

Statistical analysis

Quantitative variables were compared with a T test or Mann-Whitney U test as appropriate
and qualitative variables with a Chi-squared test. Potential confounders were controlled by
introducing them as independent variables in a linear regression model. When the dependent
variable was not normally distributed, a logarithmic transformation was performed. In order
to assess the correlations between the protein levels or their ratios and cognition in the first
cohort, a bivariate correlation analysis was performed. To confirm the association between
the ratios of CSF proteins of interest with cognitive decline in the PPMI database, multiple
regression models were built using the change in composite domain z scores or in the single
test raw scores between three year follow up and baseline as the dependent variable, and
CSF ratios of interest as predictor variables. Age and/or MoCA were entered as potential
confounders when they were significant predictors in the univariate regression model. In
addition, the relative risk of developing dementia was estimated by logistic regression and

using the equation proposed by Zhang et al.”® After categorizing the ratios of interest into
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quartiles, the risk of developing dementia among patients of the higher quartile (4™) was

computed relative to that of patients in the 1°-3" quartiles.

RESULTS

First cohort
Cerebrospinal fluid

The PD-MCI patients (n=25) studied were older (p=0.001) and less educated (p=0.01) than
the PDCN patients (n=15), performing worse in several cognitive tests and domains (eTable
1). When adjusted by age, there were no differences between the two groups of patients in
terms of the proteins assessed in the CSF or in their ratios (Table 1). The concentration of
TNF-o was below the detection threshold in 7 patients (2 PD-MCI and 5 PDCN), although
no differences were detected between the patients with undetectable and detectable levels of
this protein (age, p=0.791; sex, p=0.649; cognitive status [PD-MCI or PDCN], p=0.999;
disease duration, p=0.839; UPDRS-III, p= 0.619; total UPDRS, p=0.299). IL-18, IL-2 and

IFN-y were not detected in any subjects.

A correlation analysis (Figure 1A) of the levels of the proteins and their ratios with the z
scores of the cognitive domains, with the MoCa score, and with the score of the intersecting
pentagons, showed that when adjusted by age, the T-Tau/AB1-42 (r=-0.450; p=0.018) and
T-Tau/AB1-42+a-synuclein (r=-0.501; p=0.007) ratios were negatively correlated with the
memory z score. Moreover, the T-Tau/a-synuclein (r=-0.490; p=0.003) and P-Tau/a-
synuclein (r=-0.347; p=0.007) ratios were negatively correlated with the score of the
intersecting pentagons, while the T-Tau/a-synuclein ratio was also negatively correlated

with the MoCA score (r=-0.432; p=0.012).
Plasma

As only TNF-a and IL-6 could be detected in the CSF, we focused on these proteins in
plasma. Age-adjusted levels of IL-6 were not different between PDCN and PD-MCI patients
(p=0.707) and the amounts of TNF-a were below the detection threshold (Table 1). When
adjusted for age, the plasma IL-6 levels were negatively correlated with the MoCA score

(r=-0.429; p=0.024) and the language z score (r=-0.553; p=0.002: Figure 1B).

226



PPMI cohort

In this cohort, we studied whether the CSF ratios associated with cognitive deficits obtained
in our cohort were useful to predict dementia, as well as a worsening in global cognition and
in specific cognitive functions. After a 3-year follow-up (mean follow-up 36 = 1 months),

11 patients in the cohort were categorized as PDD and at baseline, these patients were older
and had a lower MoCA score than those patients that remained without dementia (Table 2).
The baseline T-Tau/AB1-42, T-Tau/a-synuclein and T-Tau/AB1-42+a-synuclein ratios were
higher in the PD patients that developed dementia, even after adjusting for age and MoCA
score (p=0.001, p=0.004 and p<0.001). In the linear regression model, the ratios of interest
and age and/or MoCA were introduced as independent variables, and a decline in the MoCA
score, in cognitive domains and in single tests were used as dependent variables. Whereas
the T-Tau/AB1-42, T-Tau/a-synuclein and T-Tau/AB1-42+a-synuclein ratios were
independent predictors of a decline in MoCA scores (=0.236, p<0.001; p=0.231, p<0.001;
B=0.274, p<0.001; respectively) and in semantic fluency (=0.176, p=0.005; p=0.126,
p=0.038; p=0.147, p=0.017; respectively), only the T-Tau/AB1-42 ratio was a predictor of
decline in the memory z score (f=0.141; p=0.026: Table 3). The logistic models showed that
patients in the higher quartile of the T-Tau/AB1-42 (ratio > 0.137), T-Tau/a-synuclein (ratio
>0.029) and T-Tau/AB1-42+a-synuclein (ratio > 0.023) ratios had a relative risk of
developing dementia within three years of 5.26 (95% CI 1.61-14.77, p=0.007), 5.26 (95%
CI 1.61-14.77, p=0.007) and 5.36 (95% CI 1.64-14.99, p=0.006), respectively when

st_ 3rd

compared to the patients in the 1 quartiles (Figure 2).

DISCUSSION

The present study evaluated the levels of proteins associated with pathological brain
deposits present in PDD, and their ratios, in the CSF of PD patients without dementia, in
two separate cohorts: a) a center-based cohort evaluated using a comprehensive
neuropsychological battery to diagnose PD-MCI according to the MDS Task Force criteria
(level IT); and b), the PPMI cohort that includes early PD patients. This latter cohort was
assessed in order to perform a longitudinal validation of the findings obtained in the first
cohort. In addition, the cytokines in CSF and plasma were also assessed in the first of these

cohorts.
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Although in the initial cohort studied there were no differences between PD-MCI and PDCN
patients in terms of any protein or ratio studied, negative correlations were evident between
the T-tau/a-synuclein ratio and global cognition (MoCA score), the T-Tau/A31-42 and T-
Tau/AB1-42+a-synuclein ratios and memory, and the ratios formed by both forms of tau (T-
tau and P-tau) and a-synuclein with visuospatial performance (copy of the pentagons). In the
PPMI cohort, the baseline ratios formed by T-tau with either AB1-42, a-synuclein or with
AB1-42 and a-synuclein were higher in patients who progressed to dementia after a 3 year
follow-up than in non-demented patients. Moreover, these ratios at baseline were also
independent predictors of a decline in global cognition (MoCA score) and in semantic
fluency at 3 years, good predictors of dementia®. In addition, patients with values of these
ratios in the fourth quartile had around a 5-fold higher risk of developing dementia after
three years than patients with values in the 1% to 3™ quartiles. By contrast, only the ratios

with AB1-42 predicted a worsening in memory, reinforcing our results.

In both cohorts the outcomes in terms of cognition are associated with the ratios among all
studied proteins (T-tau, a-synuclein and AB1-42) but not with the proteins alone. This
suggests that cognitive impairment and dementia in PD is associated with AD and Lewy
body pathology, as supported by pathological studies.’ In addition, our results support the
fact that PD-MCI is a heterogeneous clinico-pathological entity and that the cognitive
evolution of PD is linked to the relative burden of the cerebral inclusions associated with
dementia in PD.*® The fact that ratios involving T-tau/AB1-42 (alone or plus a-synuclein)
are specifically correlated with memory in our cohort, along with its predictive value in
memory decline in the PPMI, suggest that these ratios might represent a useful biomarker to
identify specific types of PD-MCI (patients with concomitant Alzheimer’s disease [AD] or
AD pathological changes) possibly at higher risk of suffering dementia with significant
memory decline.’" ** Interestingly, although T-Tau/a-synuclein was not associated with the
z score of visuospatial performance in the first cohort, or with the test assessing this function
(Benton Judgement of Line Orientation Test) in the PPMI cohort, this ratio was negatively
correlated with the execution of the intersecting pentagons, poor performance in which is a
risk factor for dementia.”* This finding should be interpreted with caution, as although it
might indicate a superior value of this test in the diagnosis of visuospatial dysfunction and

dementia in close relationship with LB pathology,” confirmation is needed.
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Taken together, our results indicate that the ratios studied here are related to the process of

.. 3,4,30
dementia,” ™

and that different ratios may provide complementary information that could
help achieve better sensitivity and specificity in detecting subtypes of PD-MCI at high risk
of progressing to dementia in the short term. This is critically important as, to date, only low
AB levels in the CSF and Pittsburg Component B PET studies detecting cerebral AB fibrils
displayed some potential to detect early dementia among PD-MCI patients, albeit with a

large degree of heterogeneity and poor predictive value.'’

It is noteworthy that executive function and attention and working memory, which seem
more closely related to dopaminergic deficits,** were not associated to any ratio in either
cohort. This is also in consistent with clinical studies showing that although executive
function is altered in a large proportion of PD-MCI patients,’ it is the impairment in
memory,’' visuospatial activity (copy of pentagons in some studies)*? and semantic

fluency® that is associated with progression to PDD.

Conversely, we found no difference in CSF or plasma IL-6 and TNF-a levels between PD-
MCI and PDCN, nor any correlation of their CSF levels with cognitive performance. Our
results are at odds with previous studies showing that CSF IL-6*" was elevated in PDD'® and
PD-MCI patients,” and negatively correlated with global cognition.'”** These discrepancies
could be due to the cohort size or to the different methods used to quantify these proteins.
However, plasma levels of IL-6 were negatively correlated with global cognition, in keeping
with earlier data*', and with language outcome (z score of the domain). Interestingly, poor
semantic fluency has a predictive value in the progression of cognitive decline to dementia
in PD***° but unfortunately, we could not verify this hypothesis in the PPMI as cytokine

levels are not available in this database.
Limitations

Several limitations of this study should be noted. The sample size of the first cohort could
hamper the identification of differences between PD-MCI and PDCN, although the
heterogeneity of the PD-MCI population has also to be considered. However, to our
knowledge this is the first study to evaluate the ratios of CSF proteins and to include a-
synuclein in these ratios as a candidate biomarker to identify patients with PD-MCI
diagnosed according to the MDS diagnostic criteria, or to assess correlations with specific

cognitive deficits. In addition, we validated our main results in the longitudinal PPMI
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cohort, showing that some ratios among the CSF proteins may identify PD patients at higher
risk of dementia even soon after PD diagnosis. A limitation in this part of the study is the
low number of patients categorized as having PDD at follow-up (n=11), probably due to the
short disease duration in this cohort. Nevertheless, the fact that even with such small
numbers the ratios significant in the first cohort appeared to be correlated with cognitive
outcomes could be regarded as strength of this data. Conversely, several cytokines could not
be detected in CSF and plasma, which may be due to the detection method used that differed
from that used in previous studies.'” *****%* " Nevertheless, to our knowledge this is the first
time that this specific multiplex panel is used to measure cytokines in CSF or plasma of PD

patients.

CONCLUSIONS

The results of this study suggest that the ratios formed by tau species, AB1-42 and o-
synuclein in CSF could improve the predictive value of each protein independently in the
diagnosis of cognitive deficits, and that these may be useful as biomarkers for the
progression of cognitive impairment in PD. In particular, T-Tau/AB1-42, T-Tau/a-synuclein
and T-Tau/a-synuclein+Af1-42 might be useful to identify PD-MCI patients at high risk of
progressing towards dementia and to identify subtypes of this evolution. Indeed, ratios with
AB1-42 are more closely related to memory decline. We also timidly suggest that the copy
of the pentagons and the ratios between tau and a-synuclein might be sensitive tools in the
study of visuospatial deficits. Plasma IL-6 might also be useful as a biomarker of cognitive
impairment in PD. Further research in longitudinal studies is warranted to better define the
utility of these ratios as true biomarkers of PD-MCI subtypes at high risk of dementia in the

short to mid-term, and to clarify the relationship between IL-6 and cognition in PD.
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Tables

Table 1. Summary of the biochemical characteristics of PDCN and PD-MCI patients in the
first cohort.

PDCN (n=15) | PD-MCI (n=25) | p-value g‘_‘ij;flt:d
CSF

AB1-42, mean (SD), pg/mL 703.5(235.9)  756.7 (243.6) 0.503 | 0.968
T-Tau, mean (SD), pg/mL  206.1 (99.6) 246.9 (121) 0248 | 0678
P-Tau, mean (SD), pg/mL  41.9 (13.2) 49.2 (19.6) 0.335 0.926
T-TawAB1-42, mean (SD) 03208 (0.224) 03375 (0.1754) 0317 | 0.710
P-Tau/AB1-42, mean (SD)  0.0647 (0.0279)  0.0670 (0.0284)  0.621 | 0.984
I‘:‘gs/fr‘l‘i‘flei“’ mean (SD), 903 8(252.5)  947.8 (393.6) 0.714 | 0.879
(Ts'g)i“’ a-synuclein, mean 5304 09y  0.2467 (0.05) 0.178 | 0.289
fs'g;'a“/ a-synuclein, mean 4199 0 009)  0.0506 (0.009)  0.929 | 0.789
;ry:;‘c‘;z ﬁﬁlx;l?a;a(_sn)a 0.1362(0.06)  0.1351 (0.03) 0447 | 0321
fy:::l/e ?Iﬁlrfei;a(-sn)a 0.0280 (0.007)  0.0274 (0.005)  0.776 | 0.549
IL-6, mean (SD), pg/mL®  0.555 (0.24) 0.625 (0.33) 0.650 | 0.709
:gi'l‘f; mean (SD), 0.448 (0.16) 0.373 (0.15) 0.199 | 0372
IL-18 (pg/mL) Undetectable Undetectable

IL-2 (pg/mL) Undetectable Undetectable

IFNy (pg/mL) Undetectable Undetectable

PLASMA

IL-6, mean (SD), pg/mL®  1.70 (1.4) 224 (2) 0.040 | 0.707
TNF-a (pg/mL) Undetectable Undetectable
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*PDCN (n=14; male 12; age 66.8 [6.5]), PD-MCI (n=21; male 16; age 74.4 [4.3]): p=0.001 for age and

p=0.445 for gender.

°PDCN (n=14; male 12; age 66.9 [6.5]), PD-MCI (n=25; male 16; age 73.7 [4.5]): p=0.001 for age and

p=0.148 for gender.

‘PDCN (n=12; male 10; age 67.3 [6.3]), PD-MCI (n=20; male 12; age 74.1 [4.5]): p=0.001 for age and

p=0.168 for gender.

YPDCN (n=21; male 15; age 67.3 [6.3]), PD-MCI (n=29; male 18; age 74.0 [4.4]): p<0.001 for age and

p=0.490 for gender.

Abbreviations: CSF, Cerebrospinal fluid; PDCN, Parkinson’s disease cognitively normal; PD-MCI,
Parkinson’s disease mild cognitive impairment.

Table 2. Summary of the baseline characteristics of PD patients in the PPMI
study classified according to their cognitive status at the 3-year follow up.

PDND (n=270) PDD (n=11) p-value
Age, mean (SD), y 60.9 (9.9) 67.2 (4) <0.001
Male sex, No. (%) 173 (64.1%) 6 (54.5%) 0.519
Education, mean (SD), y 15.7 (2.9) 14.5(2.5) 0.187
Hoehn and Yahr, mean (SD) 1.5 (0.5) 1.5 (0.5) 0.977
UPDRS 111, mean (SD) 20.2 (8.6) 19.0 (5.9) 0.752
MoCA, mean (SD) 27.2(2.1) 25.5(2.8) 0.027
CSF
AB1-42, mean (SD), pg/mL 374.2 (98.2) 326.7 (114.0) 0.342
T-Tau, mean (SD), pg/mL 43.8 (16.8) 60.2 (29.3) 0.072
P-Tau, mean (SD), pg/mL 15.8 (10.5) 16.2 (7.6) 0.509
T-Tau/AB1-42, mean (SD) 0.122 (0.06) 0.207 (0.12) 0.010
P-Tau/AB1-42, mean (SD) 0.044 (0.03) 0.056 (0.03) 0.151
a-synuclein, mean (SD), 18334 (722.1)  1638.5 (455.2) 0.609

pg/mL
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T-Tau/a-synuclein, mean (SD) 0.0253 (0.007) 0.0367 (0.013) 0.004

P-Tau/a-synuclein, mean (SD) 0.0096 (0.008) 0.0098 (0.003) 0.125
T-Tau/AB1-42+a-synuclein,

mean (SD) 0.0204 (0.005) 0.0305 (0.01) 0.003
P-Tau/AB1-42+0-synuclein,

mean (SD) 0.0077 (0.006) 0.0082 (0.002) >0.999

Abbreviations: CSF, Cerebrospinal fluid; PDD, Parkinson’s disease dementia; PDND, Parkinson’s
disease non-demented.

Table 3. Linear regression analysis of the main ratios as predictors of decline in global
cognition, memory, attention and working memory, semantic fluency and Benton
Judgement of Line Orientation test.

UNIVARIABLE MULTIVARIABLE
Coefficient | p-value Coefficient | p-value
Change in MoCA
Age 0.229 <0.001
Basal MoCA 0.309 <0.001
T-Tau/AB1-42 0.295 <0.001 0.236 <0.001
T-Tau/a-synuclein 0.237 <0.001 0.231 <0.001
T-Tau/AB1-42+a-synuclein 0.297 <0.001 0.274 <0.001
Change in the MEMORY z score
Age 0.133 0.028
Basal MoCA -0.102 0.094
T-Tau/AB1-42 0.169 0.005 0.141 0.026
T-Tau/a-synuclein 0.056 0.357
T-Tau/AB1-42+a-synuclein 0.097 0.113
Change in the ATTENTION AND
WORKING MEMORY z score
Age 0.005 0.195
Basal MoCA 0.089 0.159
T-Tau/AB1-42 0.012 0.855
T-Tau/a-synuclein -0.088 0.163
T-Tau/AB1-42+a-synuclein -0.058 0.357
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Change in semantic fluency

Age 0.125 0.038

Basal MoCA 0.012 0.837

T-Tau/AB1-42 0.198 0.001 0.176 0.005
T-Tau/a-synuclein 0.141 0.020 0.126 0.038
T-Tau/AB1-42+a-synuclein 0.166 0.006 0.147 0.017
Change in Benton Judgement of Line

Orientation

Age 0.093 0.124

Basal MoCA -0.077 0.203

T-Tau/AB1-42 -0.021 0.723

T-Tau/a-synuclein -0.064 0.292

T-Tau/AB1-42+a-synuclein -0.051 0.401

The multivariable models included age and/or MoCA score as covariates if they were
significant predictors in the univariate analysis.

Online-only Tables

eTable 1. Summary of clinical, demographic and neuropsychological features

of the first cohort.

PDCN (n=15) | PD-MCI (n=25) | p value
Age, mean (SD), y 66.6 (6.3) 73.7 (4.5) <0.001
Male sex, No. (%) 12 (80%) 16 (64 %) 0.285
Education, mean (SD), y 14 (5) 8 (4) <0.001
Disease duration, mean (SD), y 6 (2) 8 (4) 0.108
Hoehn and Yahr, mean (SD), score 2.1 (0.5) 2.4 (0.4) 0.185
UPDRS I, mean (SD), score 10.6 (6.7) 14.8 (4.8) 0.028
UPDRS Il, mean (SD), score 14.2 (8.0) 18.2 (6.3) 0.090
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UPDRS lll, mean (SD), score 18.2 (7.1) 24.6 (7.4) 0.011
UPDRS IV, mean (SD), score 2.0 (4.0) 3.0 (3.5) 0.151
LEDD, mean (SD), mg 1041.2 (545.9) | 1080.8 (484.9) 0.813
IDDD, mean (SD), score 34.47(10.6) 39.9 (6.7) 0.031
MMSE, mean (SD), score 28.4 (2.6) 27.2 (1.8) 0.010
MoCA, mean (SD), score 24.47 (5.43) 20.32 (3.77) 0.005
Attention and working memory z -0.37 (0.41) -1.52 (0.36) <0.001
score, mean (SD) ' ' ’ ’ '
*SDMT, mean (SD), correct items 32.1 (6.8) 12.6 (6.7) <0.001
*Digits backwards, mean (SD), max 40(1.0) 3.3(0.8) <0.001
spam .0 (1. .3 (0. .
Executive function z score, mean
(SD) -0.35 (0.87) -2.79 (1.40) <0.001
*TMTB, mean (SD), secs 119.3 (59.0) 304.6 (118.8) <0.001
*Phonemic fluency, mean (SD), 14.6 (7.0) 10.0 (4.0) 0013
words ' ' ' ' '
Memory z score, mean (SD) -0.58 (0.67) -1.25 (0.76) 0.011
*RAVLT delayed, mean (SD), words | 5.2 (2.6) 4.6 (2.7) 0.565
*RCFT immediate recall, mean (SD), 15.2 (4.3) 8.8 (5.8) 0.001
score ) ’ ’ ’ )
Language z score, mean (SD) 0.18 (0.82) -1.30 (1.09) <0.001
*Semantic fluency, mean (SD), words | 19.4 (6.2) 14.8 (4.9) 0.013
*BNT, mean (SD), correct items 52.7 (5.7) 45.0 (8.7) 0.004
Visuospatial function z score, mean
(SD) -0.54 (1.21) -1.83 (1.69) 0.011
*Object decision (VOSP), mean (SD), 15.9 (2.2) 13.6 (2.7) 0.011
correct items ' ’ ’ ' '
*Number location (VOSP), mean
(SD), correct items 8.5(1.7) 7.3 (2.0) 0.047
. 0, . 0,
“Copy of intersecting pentagons, ?j g (6.7%) (1)j g gi"//:; 0.084
frequency (%), score 2:14 (93.3%) | 2: 16 (64%) '
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*Test used for the diagnosis of MCI following MDS level Il guidelines. Impairment in a
neuropsychological test was considered when z score was < -1.5 respect to the mean of control group.

Scored using a 0-2 rating scale in which 2 points indicated that all 10 angles were present and the 2
pentagons were intersecting, 1 point indicated that the two intersecting figures were present and one of
them had 5 angles, and 0 indicating a poorer performance than the first two cases (Ala, Hughes et al.
2001).

Abbreviations: BNT, Boston Naming Test; MMSE, Mini Mental State Examination; LEDD, Levodopa
equivalent daily dose; IDDD, Interview for Deterioration in Daily Activities in Dementia; MOCA, Montreal
Cognitive Assessment; RAVLT delayed, Rey Auditory Verbal Learning Test delayed recall; RCFT, Rey
Complex Figure Test; SDMT, Symbol Digit Modality Test; TMTB, Trail Making test B; UPDRS, Unified
Parkinson’s Disease Rating Scale; VOSP, Visual Object and Space Perception Battery
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Figure Titles and Legends (Captions)

Figure 1. (A) Correlation analysis between the CSF protein ratios and cognitive measures,

and (B) between plasma IL-6 and cognitive measures.
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Figure 2. Proportion of patients within each quartile of the interest ratios that progressed to

dementia after the three year follow-up.

PD with dementia at 3-years (%)
(o)}

1st

N

2nd 3rd

Quartile of ratios at baseline

4th

W T-Tau/AR1-42

M T-Tau/a-synuclein

T-Tau/AR1-42+a-synuclein

Ratio 4th quartile  RR 95% CI p

T-Tau/AR1-42 0.137 5.26 1.61-14.77 0.007
T-Tau/a-synuclein 0.029 5.26 1.61-14.77 0.007
T-Tau/AR1-42+a-synuclein  0.023 5.36 1.64-14.99 0.006
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Abstract

Parkinson’s disease (PD) diagnosis is based on clinical criteria. When the disease is
diagnosed, the neurodegenerative process is rather advanced. In addition, non-motor
manifestations such as cognitive impairment appear in a substantial proportion of patients
and progresses to dementia in many of them. Mild cognitive impairment in PD (PD-MCI)
has been shown to be a risk factor for the development of dementia. However, so far no
biomarker for PD diagnosis or detection of PD-MCI has been validated. Abnormalities in
autophagy have been linked to a-synuclein aggregation, one of the neuropathological
hallmarks of PD. The objective of the present study was to determine whether cerebrospinal
fluid (CSF) activity of a set of lysosomal enzymes differed PD patients from controls and
PD-MCI patients from those cognitively normal. In addition, we aimed to determine if there
were any correlation between lysosomal activity and neuropathological proteins in CSF.
Activity of

B-glucocerebrosidase, B-hexosaminidase, a-fucosidase, 3-galactosidase and cathepsin D was
assessed in 41 PD patients and 41 controls. a-synuclein, amyloi31-42, total tau, and
phosphorilated tau were studied in a subgroup of 37 patients. PD-MCI patients showed
lower cathepsin D activity with respect to those cognitively normal (55.2 + 1.2 vs. 66.6 =
1.7 pmol/min/mL; p= 0.018). In addition, higher cathepsin D activity correlated with higher
motor and non-motor severity, and quality of life. B-hexosaminidase activity positively
correlated with A1-42 (8=0.372; p=0.027), T-Tau (=0.578; p=0.002), and a-synuclein
(B=0.459; p=0.028) CSF levels. These results suggest that impaired lysosomal activity may
link with aggregation of misfolded proteins and may be associated with cognitive
impairment in PD. Further research is needed to delineate the value of these lysosomal

enzymes as biomarkers of PD or cognitive impairment.
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INTRODUCTION

The aggregation of a-synuclein plays a central role in the pathogenesis of PD.

Several mechanisms have been involved in the accumulation and aggregation of a-
synuclein. As many other intracellular proteins, a-synuclein may be degraded by both the
ubiquitin proteasome system and the autophagy system. Abnormalities of any of these
systems may lead to the accumulation of a-synuclein and, subsequently to LB formation
(Cuervo et al., 2004). A compelling body of evidence suggests that autophagy dysfunction is
critical in PD pathogenesis. Decreased autophagy activity has been observed in the
substantia nigra (SN) of PD patients (Alvarez-Erviti et al., 2010) and the induction of
autophagy may reduce a-synuclein aggregation (Xilouri et al., 2013). Moreover,
heterozygous mutations in the gene (GBA) of the lysosomal hydrolase glucocerebrosidase
increase the risk of PD (Aharon-Peretz et al., 2004; Sidransky et al., 2009). Indeed,
glucocerebrosidase activity is decreased in the SN of PD patients with GBA mutations and,
interestingly, it is also reduced in patients with sporadic PD (Gegg et al., 2012). In addition
to a-synuclein, accumulation of misfolded amyloid § (A) and tau (Alzheimer’s disease
pathology) are a frequent finding in PD brains (32%-44%), specially in patients with
associated dementia (Galvin et al., 2006; Mattila et al., 1998; Sabbagh et al., 2009).
Autophagy dysfunction has also been linked to the accumulation of these proteins
(Ciechanover and Kwon, 2015).

Currently, PD diagnosis is based on the serial clinical examination of the cardinal features,
which generally improve after dopaminergic treatment, and the absence of atypical features
indicative of other forms of parkinsonism. However, neurologists generally diagnose PD
accurately in about 75% of cases, although this improves to above 90% for movement
disorder specialists (Hughes et al., 2002). Yet, when PD is diagnosed around 30% of
dopaminergic neurons have been lost, suggesting that neurodegeneration is present years

before the diagnosis (Cheng et al., 2010). On the other hand, PD is a rather heterogeneous
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disease considering that there may be several motor endophenotypes and different forms of
evolution. Of special relevance is the development of dementia, which takes place in 78% of
patients at 8 years follow-up (Aarsland et al., 2003), given the deleterious consequences
associated with it. Even at the time of diagnosis a substantial proportion of patients exhibit
mild cognitive impairment (PD-MCI), which has been established as a risk factor for
dementia (Litvan et al., 2011). Again, the diagnosis of PD-MCI relies on clinical and
neuropsychological criteria (Litvan et al., 2012), which may introduce a significant
variability in the classification of patients. In addition, not all patients diagnosed as PD-MCI
develop dementia. Thus, the discovery of biomarkers both for aiding the diagnosis of PD
and the detection of patients at higher risk of dementia remains as one of the main unmet
needs in PD research.

Cerebrospinal fluid as a source of biomarkers has been extensively studied, yet results are
inconclusive. In this setting, the CSF lysosomal enzymes activity has been scarcely studied
in PD with varied results. Thus, whereas the activity of cathepsin E (van Dijk et al., 2013),
B-galactosidase (van Dijk et al., 2013), and B-hexosaminidase (Parnetti et al., 2014) was
increased, that of a-fucosidase (van Dijk et al., 2013), a and f-mannosidase (Balducci et al.,
2007) and glucocerebrosidase (Balducci et al., 2007; Parnetti et al., 2014) was found to be
lower.

As such, we set out to study the activity of B-glucocerebrosidase, p-hexosaminidase, a-
fucosidase, B-galactosidase and cathepsin D in the CSF of a cohort of PD patients and
controls in order to assess their value for the diagnosis of PD or if they are associated with
the severity of the disease or with cognitive impairment. In addition, we aimed to assess if
lysosomal activity is associated with CSF levels of proteins involved in PD neuropathology:

a-synuclein, AB1-42, total tau (T-Tau), threonine-181 phosphorilated tau (P-Tau)

MATERIAL AND METHODS

Study participants

Forty one patients with PD (Hughes et al., 1992) were recruited from the Movement
Disorders Unit of University Hospital Donostia, Spain. Exclusion criteria were dementia

(Emre et al., 2007), depression, MRI abnormalities or other clinical conditions that could
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impact cognitive outcome. Forty one healthy controls without neurological or psychiatric
diseases and with normal cognition (MMSS>28) were obtained from CITA-Alzheimer
Foundation, San Sebastian, Spain. The study was approved by the local ethics committee,

and written informed consent was obtained from all subjects.
Clinical examination

Motor and neuropsychological assessments in PD patients were undertaken under the effect
of their habitual medication. The Movement Disorder Society Unified Parkinson’s Disease
Rating Scale (MDS-UPDRS) Parts I, II, III and IV, Hospital Anxiety and Depression Scale
(HADS) and Parkinson’s disease Questionnaire (PDQ-39) were used to evaluate non-motor

and motor features, motor complications, and quality of life.

Neuropsychological evaluation was performed with the Mini Mental State Examination
(MMSE) and MOCA for global cognition and with a comprehensive neuropsychological
battery that included two tests per cognitive domain, as previously described (referencia del
paper de cognicion). Diagnosis of PD-MCI was done according to the MDS Task Force

criteria (level II category).
Sample collection and biomarker analyses

CSF samples were obtained between 9 and 11 am after overnight fasting by lumbar puncture
performed in the L4-L5 interspace. The first 2-3 mL were used for routine testing (cell
count, total protein and glucose levels) to exclude relevant CSF abnormalities. Another 8-10
mL were collected in polypropylene tubes and centrifuged within 10 minutes from
extraction at 2000g for 10 minutes. The supernatants were stored in polypropylene tubes at -

80°C until ready for assay.

The activities of the lysosomal enzymes -glucocerebrosidase, f-hexosaminidase, o-
fucosidase, B-galactosidase, and cathepsin D were measured using fluorogenic substrates,
according to previously published procedures (Persichetti et al., 2014). For -
hexosaminidase and a-fucosidase activities, 10mL of CSF were incubated with 40mL of the
specific substrate solutions for 10 min at 37°C. B-glucocerebrosidase and 3-galactosidase
activities were measured by incubating 20 mL of CSF with 40 mL of the specific substrate
solutions for 3 hrs. 0.2% taurodeoxicolic acid (TDC) was even added to -

glucocerebrosidase reaction mix. All the reactions were stopped by adding ice-cold 0.2 M
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glycine-NaOH buffer, pH 10.4, to a final volume of 0.3 mL. The fluorescence of the
liberated fluorophore (4-methylumbelliferone) was measured on a BMG LabtechFLUOstar
OPTIMA fluorometer (excitation wavelength = 360 nm; emission wavelength = 446 nm).
Cathepsin D activity was determined using Mca-Gly-Lys-Pro-Ile-Leu-Phe-Phe-Arg-Leu-
Lys(Dnp)-D-Arg-NH2 substrate. 30 mL CSF samples were incubated with the substrate for
90 min at 40°C. The reactions were stopped by adding 5% (w/v) trichloroacetic acid to a
final volume of 0.3 mL. The fluorescence was measured by using an excitation wavelength
of 328 nm and an emission wavelength of 393 nm. The protein concentration was
determined using the Bradford’s method (Bradford, 1976). All of the measurements were
performed in triplicate. For all of the assays the acceptance specification for within-run

coefficient of variation was fixed at less than 10%.

The concentrations of T-Tau, P-Tau and the AB1-42 peptide in the CSF were determined in
a subgroup of patients using Innotest ELISA kits (Fujirebio, Belgium), and total a-synuclein
was assessed with the LEGEND MAX™ Human a-Synuclein ELISA Kit (BioLegend, San
Diego, CA, USA; previously Covance Dedham, MA, USA), in each case following the
manufacturer’s instructions. Hemoglobin was chosen to indicate the degree of red blood cell
contamination in the CSF, as reported previously (Shi et al., 2011), and after diluting the
samples 10-fold for analysis, it was measured using a human hemoglobin ELISA
quantification kit (Bethyl Lab Inc., Montgomery, TX, USA). Samples with levels of
hemoglobin above 200 ng/mL were excluded from the a-synuclein analysis to avoid pre-

analytical bias.

Statistical analysis

Quantitative variables were compared with T test or Mann-Whitney U test as appropriate
and qualitative variables with Chi-square test. Bivariate correlations were undertaken with
Pearson or Spearman correlation coefficients, as appropriate. Age was entered as an
independent variable in a lineal regression model as a potential confounder. When the
dependent variable did not meet criteria for normality, a logarithmic transformation was
undertaken. All the analyses were undertaken with SPSS v.22 (SPSS Inc., Chiacago, IL,
USA).
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RESULTS

There were no correlation between total CSF proteins and any of the enzymes activity, so
their values were not normalized. Although lysosomal activities were lower for all the
studied enzymes in PD patients compared with controls, these differences were not
statistically significant (Table 1). 24 PD patients had PD-MCI and the remaining 17 were
cognitively normal (PDCN). PD-MCI patients were older and had less years of education
than PDCN patients. Adjusting for age, cathepsine D activity was lower in PDCN patients
as compared to those with PD-MCI (55.2 £ 1.2 vs. 66.6 + 1.7 pmol/min/mL; p=0.018)
(Table 2).

A correlation analysis showed that, adjusted for age, cathepsin D activity positively
correlated with UPDRS T (r=0.331; p=0.024), UPDRS 1V (=0.351; p=0.022), HADS
(r=0.378; p=0.019), and PDQ-39 (r=0.330; p=0.044). On the other hand, a-fucosidase
negatively correlated with Hoehn and Yahr (-0.335; p=0.021) and PDQ-39 (r=-0.462;
p=0.002)

The subgroup of patients for which T-Tau, P-Tau and the AB1-42 peptide was available
consisted of 37 patients (34 for a-synuclein after excluding those with hemoglobine > 200
ng/mL). In a bivariate correlation analysis the activity of B-hexosaminidase positively
correlated with A1-42 levels and both B-hexosaminidase and a-fucosidase activities
positively correlated with the CSF levels of T-Tau, P-Tau, and a-synuclein. As the activity
of both enzymes had a positive correlation (r=0.606; p<0.001) they were introduced as
independent variables together with age in a linear regression models with each protein.
This showed that only the activity of B-hexosaminidase remained as independently
associated with the levels of a-synuclein (f=0.459; p=0.028) and T-Tau (f=0.578; p=0.002).
The correlation with A31-42 levels was only adjusted for age, remaining significant as well

(B=0.372; p=0.027) (Figure 1).

DISCUSSION

Although no differences have been disclosed in the CSF lysosomal activity of the set of

enzymes studied between PD patients and controls, there are several findings in the present
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work that may have relevance. 1) PD-MCI patients exhibit a higher cathepsin D activity
than PDCN patients. 2) Cathepsin D and a-fucosidase activities are associated with
measures of disease severity in terms of motor and non-motor manifestations and quality of

life. 3) B-hexosaminidase activity correlates with A31-42, T-Tau, and a-synuclein levels.

No differences were found between PD and controls. Previous works evaluating lysosomal
enzymes in CSF exhibit rather heterogeneous results regarding different enzymes, with
increases of cathepsin E (van Dijk et al., 2013), B-galactosidase (van Dijk et al., 2013), and
B-hexosaminidase (Parnetti et al., 2014) activities, and reductions in the activity of a-
fucosidase (van Dijk et al., 2013), a and f-mannosidase (Balducci et al., 2007) and
glucocerebrosidase (Balducci et al., 2007; Parnetti et al., 2014) in PD patients. It is clearly
established that mutations in the GBA gene are a risk factor for PD (Aharon-Peretz et al.,
2004; Sidransky et al., 2009). In fact, the inhibition or down-regulation of f3-
glucocerebrosidase is associated with a-synuclein deposition and mitochondrial dysfunction
in cultured cells (Cleeter et al., 2013), which links with the finding of decreased B-
glucocerebrosidase activity in the cerebellum and SN of PD patients (Gegg et al., 2012).
Moreover, in post-mortem brain tissue of PD patients reduced glucocerebrosidase was
associated with increased a-synuclein (Murphy et al., 2014). Thus, low CSF activity of
glucocerebrosidase may reflect deficiency of this enzyme at the cellular level in central
nervous system. However, a more pronounced decrease was found in PD patients at earlier
stages (Parnetti et al., 2014), which would be at odds with this idea, and raise the need for
further studies. Our results do not confirm previous findings. Issues regarding the clinical
features of the patient and control samples may always account for variability between
studies. However, analytical procedures may be excluded as a source of variability as our
study was performed in the same only laboratory as the previous cited works. Nevertheless,
several pre-analytical factors have been shown to potentially affect the measurement of the
activities of some lysosomal enzymes (Persichetti et al., 2014). Thus, the time-delay
between sample extraction and centrifugation, the time delay until freezing storage, the
duration of storage and the number of freezing-thaw cycles may influence the lysosomal
activity. However, even when these factors may be different across studies, our PD patient
and control samples were handled and stored under the same conditions, somehow

controlling for these variability.
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Cathepsin D activity positively correlated with UPDRS I and IV, HADS and PDQ-39,
indicating that increasing levels are associated with increasing non-motor severity and motor
complications of the disease and worse quality of life. Accordingly, PD-MCI patients
exhibited higher cathepsin D activity than PDCN patients. This is, to the best of our
knowledge, the first time that CSF lysosomal enzyme activity has been studied in relation to
MCI in PD. Cathepsin D is an aspartic protease typically present in acid vacuolar
compartments (Vidoni et al., 2016). It has been involved in a-synuclein degradation via
chaperon-mediated autophagy (Vidoni et al., 2016), and the lack of cathepsin D in mice
produces extensive accumulation of endogenous a-synuclein (Qiao et al., 2008). Thus,
assuming that CSF cathepsin D activity reflects the intracellular enzyme activity, its increase
could be a compensatory mechanism in an attempt to degrade misfolded a-synuclein.
However, cathepsin D proteolytic activity may also induce neuronal death. Following
lysosome permeabilization, it leaks in the cytosol and triggers caspase-mediated apoptosis
(Castino et al., 2007). In addition, lysosome permeabilization may be the consequence of
lysosomal membrane lipid-peroxidation, which is associated with the generation of reactive
oxygen species, a process largely known to be enhanced in PD (Sanders and Greenamyre,
2013). On the other hand, the accumulation of A oligomers in lysosomes has been shown
to cause cathepsin D leakage and neuronal death (Umeda et al., 2011). So, the role of
increased levels of cathepsin D in PD could range from an initial compensatory mechanism
that at some point in the disease evolution turns into a deleterious mechanism that disrupt
the cellular integrity and enhance the neurodegenerative process. Nevertheless further

research to delineate this issue is warranted.

a-fucosidase activity negatively correlated with Hoehn and Yahr and PDQ-39, measures of
disease severity and quality of life, respectively. The direction if this correlation, in which
increasing levels are associated with decreased disease severity, is in keeping with a
previous result showing lower activity of this enzyme in PD patients compared with controls
(van Dijk et al., 2013). a-fucosidase is involved in the degradation of fucose-containing
glycoproteins and glycolipids. Apart from the severe neurological manifestations and
neuropthological changes observed in human fucosidosis or in mice models of this disorder
(Wolfet al., 2016), little is known about the role of a-fucosidase in neurodegeneration. So
far there is no in vitro or post-mortem evidence for a direct association between a-

fucosidase and Lewy body pathology. So the decrease of this enzyme could be in line with

255



reductions in other lysosomal enzymes observed in PD brains (Chu et al., 2009).

B-hexosaminidase activity positively correlated with AB1-42, T-Tau, and a-synuclein CSF
levels. No previous study has reported correlations between lysosomal activitiy and proteins
related to neuropathology in PD. Most of CSF studies in PD patients have disclosed reduced
31-42 (Jimenez-Jimenez et al., 2014) and a-synuclein levels (Gao et al., 2015; Zhou et al.,
2015). These changes are understood as a surrogate measure of the neuropathological
changes taking place in the brain of PD patients, namely an increase in the deposits of
misfolded a-synuclein and AB1-42. Indeed, it has been recently shown that antemortem CSF
AB1-42 correlated with pathologically proven concomitant AD pathology in dementia with
Lewy bodies (Brunnstrom et al., 2013).

Thus, according to our results, lower CSF activity of B-hexosaminidase, would be associated
with a higher burden of pathological changes. Although -hexosaminidase content has not
been reported in neuropathological studies, in vitro and animal evidence suggest that this
enzyme could be linked to neuropathological deposits. Interestingly, in mice models of
lysosomal storage diseases caused by f-hexosaminidase deficiency, it has been shown that
a-synuclein accumulates in neurons, and induces dopaminergic neuronal loss (Cachon-
Gonzalez et al., 2014; Suzuki et al., 2016). Moreover, both a-synuclein and A deposits
were found to accumulate in different regions of the substantia nigra of the same mouse
model (Keilani et al., 2012). The association of B-hexosaminidase with tau CSF levels might
follow the same reasoning, as phospho-tau-like immunoreactivity has been also observed in
the brains of B-hexosaminidase knock-out mice (Keilani et al., 2012). However, it is not yet
clear whether lower CSF tau levels reflect a higher burden of tau aggregation in PD brains

given the heterogeneity of results (Andersen et al., 2017).

Several limitations should be noted. First, the relatively small sample size may account for
the lack of differences between PD and controls. Second, the control sample lack of protein
measurement in CSF, which did not allow us to assess correlations with lysosomal activity
to know whether the associations found in PD patients are specific for the disease or they

are present in healthy subjects.

256



Conclusions

This is the first study to show differences in cathepsin D activity in the CSF of PD-MCI
patients compared with PDCN patients. Further research is needed to confirm this result. As
well, for the first time, correlations between increase in proteins involved in neuropathology
in PD and decreased B-hexosaminidase activiy in CSF of PD patients has been
demonstrated. These findings reinforce the involvement of autophagy abnormalities in the
pathological protein aggregation process in PD. Further studies involving correlation
between CSF lysosomal activity and lysosomal content in neurons are needed to understand

the meaning of CSF lysosomal activity abnormalities.
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Tables

Table 1. Demographic and clinical features, and CSF enzymatic activities of PD patients

and controls.

PD (n=41) Control (n=41) p
Age (years) 709+ 5.7 69.1+4.2 0.110
Sex (men) 27 (65.9%) 27 (65.9%) >0.999
Disease duration (years) 7.8+3.9 - -
Hoehn and Yahr 22+0.5 - -
UPDRS III 223+7.6 - -
p-hexosaminidase 24447 £ 558.2 2482.9 £390.4 0.721
(pmol/min/ml)
a-fucosidase (pmol/min/ml) 433.7 + 148.1 4434+ 1014.3 0.731
Cathepsin D (pmol/min/ml) 61.9+16.3 64.7+14.3 0.386
p-glucocerebrosidase 6.1+£1.6 65+14 0.308
(pmol/min/ml)
p-galactosidase (pmol/min/ml) | 6.1 £2.4 7.1+24 0.062

Table 2. Demographic and clinical features, and CSF enzymatic activities of PD-MCI and

PDCN patients.
PDCN (n=17) PD-MCI (n=24) p

Age (years) 67.1£59 73.6+3.8 0.001
Sex (men) 13 (76.5%) 14 (58.3%) 0.228
Disease duration (years) 6.9+3.0 85+45 0.285
Education (years) 13£5 84 0.001
H&Y 2+04 24+0.5 0.062
UPDRS-IIT 19.6+79 24247 0.058
MMSE 282+24 272+1.9 0.028
MOCA 25.0£5.0 20.0+3.6 0.001
p-hexosaminidase 2362.1 £533.6 2503.2 £579.0 0.432
(pmol/min/ml)
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a-fucosidase (pmol/min/ml) 421.4+93.5 4424+ 178.5 0.627
Cathepsin D (pmol/min/ml) 55.2+12.0 66.6+17.5 0.018*
p-glucocerebrosidase 55+1.2 6.5+1.7 0.058
(pmol/min/ml)

p-galactosidase (pmol/min/ml) | 5.8 £ 1.6 6.3+2.8 0.460

Age-adjusted: p=0.021

Figures

Figure 1. Correlation between -hexosaminidase (pmol/min/ml) and CSF levels of a-

synuclein and AB1-42 levels
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