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Prefacio

PREFACIO

El concepto sobre la etiopatogenia de la Enfermedad de Parkinson (EP) ha
cambiado en los ultimos afios. Este cambio se ha producido, en gran medida, por los
avances en el conocimiento de la genética. Estos avances han permitido identificar
mutaciones infrecuentes con alta penetrancia que producen fenotipos agresivos de la
enfermedad (gen de la alfasinucleina o SNCA, PARK1), mutaciones mas prevalentes
con baja penetrancia que presentan un cuadro clinico menos agresivo (gen de la
parkina o PARK2) y variantes génicas que confieren un riesgo moderado de
desarrollar la enfermedad, con fenotipos clinicos menos uniformes y estudios
neuropatolégicos mas variados (gen leucin rich repeat kinasa 2 ,LRRK2, o PARK 8).
Ademas, el mapeo de multiples loci ha permitido definir haplotipos de riesgo para

desarrollar EP.

El descubrimiento de estas mutaciones permite estudiar grupos homogéneos
de pacientes en cuanto a hallazgos neuropatoldgicos, manifestaciones clinicas y
examenes complementarios y ademds, ayuda a comprender el proceso

neurodegenerativo desde un punto de vista molecular.

Analizar y comparar determinados aspectos clinicos en estos subgrupos de
pacientes permite por un lado mejorar en el conocimiento del fenotipo y avanzar en
la clasificacién de los subtipos clinicos, y por otro, podria ayudar a detectar

biomarcadores precoces de la enfermedad que permitan predecir el proceso



neuropatoldgico subyacente.

El objetivo de esta tesis es estudiar la afectacién del sistema nervioso
auténomo y sus manifestaciones clinicas en cada subgrupo de pacientes en funcién
del genotipo. Esto nos permitira analizar la utilidad del estudio del SNV como
biomarcador clinico de pacientes con EP, en particular con aquellos que manifiestan

depdsitos de AS en las neuronas supervivientes.
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Introduccion

La EP idiopdtica (iPD) es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas
frecuente por detrds de la enfermedad de Alzheimer (EA)!. La enfermedad fue
descrita por primera vez por James Parkinson en 1817 en su articulo “Essay of the
shaking palsy”® de gran reconocimiento actual. Jean-Martin Charcot definié la
enfermedad con mayor detalle y consagré el epdénimo de “enfermedad de
Parkinson”. Ha sido considerada cldsicamente como una enfermedad del
movimiento caracterizada por la combinacién de rigidez, bradicinesia, temblor y
trastornos de la marcha. En 1912, Fritz Heinrich Lewy identificé en los estudios
histopatoldgicos postmorten de los pacientes con EP, inclusiones citoplasmaticas
eosinofilicas en las neuronas de diversas estructuras del sistema nervioso central. En
1919, Konstantin Nikolaevich Tretiakoff describid en su tesis doctoral el hallazgo de
estas inclusiones en las neuronas supervivientes de la substancia negra (SN) de los
pacientes con EP. Las denomind Cuerpos de Lewy (CL), y sigue siendo a dia de hoy
hallazgo neuropatolégico distintivo de la enfermedad®. En 1997, Maria Grazzia
Spillantini identificé la proteina alfa-sinucleina (AS) como el componente mayoritario
de los CL*. Esta misma proteina es la que se encuentra en oligodendrocitos de
pacientes con atrofia multisistémica (AMS)°. En ese mismo afio, Polymeropoulos
descubrid la primera mutacién puntual en el gen de la SNCA (A53A) en una familia
greco-italiana que padecia un parkinsonismo con patrén de herencia autosémico
dominante®. En 2001, H. Kaufmann y colaboradores detectaron AS en los terminales

nerviosos vegetativos y en los ganglios simpaticos de pacientes con fallo autonémico
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Introduccion

puro (FAP)’, ampliando asi, el espectro clinico de las alfa-sinucleinpatias. En 2003
Braak y colaboradores, de acuerdo con los hallazgos neuropatolégicos de diversos
pacientes afectos con EP, propusieron un modelo de 6 estadios de la EP. Este modelo
estd basado en el depdsito estratificado de los CL. Los estadios comprenden desde el
estadio 1 en el que los CL se localizan Unicamente en el nucleo dorsal motor del vago,
pasan por la afectacion de la substancia negra en el estadio 3 que se corresponderia
con la aparicion de los primeros sintomas motores de la enfermedad, hasta llegar a la

afectacion de areas cerebrales corticales en el estadio 6°.

La etiopatogenia de EP permanece aun desconocida. La hipétesis de Braak
sirvio de base para establecer una teoria denominada “dual-hit” segun la cual un
patégeno desconocido con un comportamiento similar a los denominados “virus
lentos” podria penetrar en el sistema nervioso a través de la mucosa nasal y enteral,
pasando a los terminales del nervio vago para desde alli ascender hasta el tronco
encéfalo resultando en una cascada de neurodegeneracién en el cerebro °. Mientras
qgue diferentes estudios apoyan el “modelo de estadios de Braak”, aun persiste la

10,11
o1 13

controversia sobre su aplicabilidad a todos los enfermos de Parkinson
reciente descripcion de una menor prevalencia de EP en un grupo de pacientes que

fueron sometidos a una vagotomia troncular por una enfermedad del tubo digestivo,

apoyaria parcialmente dicha hipétesis 12

Segun este modelo existiria una afectacién temprana del sistema nervioso
entérico (SNE) y del epitelio olfatorio previa a la afectacidon de areas con significacion

clinica motora. Por lo tanto la enfermedad comienza con una fase en la que no se
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Introduccion

manifiestan los sintomas motores caracteristicos de la enfermedad, pero en la que si
pueden detectarse otros. Estos sintomas precoces se engloban dentro de los
sintomas no motores como son las alteraciones del animo (depresion), los trastornos
del suefio o los sintomas derivados de la afectacion del SNV. Esta fase se
corresponderia con los primeros estadios de la enfermedad (1 y 2). La fase
sintomdtica se inicia en la etapa 3. Diferentes estudios epidemioldgicos,
neuropatoldgicos y de neuroimagen concluyen que el inicio de la neurodegeneracién
de la SN pars compacta (SNC) precede, incluso en 4 o 5 afos, al desarrollo de los
primeros sintomas motores de la enfermedad. Los sintomas motores se presentan
cuando se ha reducido al menos el 60% de las neuronas dopaminérgicas de la SNc, lo
que deja un margen muy reducido a las terapias neuroprotectoras®>. Por este motivo,
es necesaria la identificaciéon de biomarcadores precoces, especificos y medibles que
proporcionen una herramienta diagndstica durante etapas tempranas previa a la

neurodegeracion de la SN.

Diversos estudios retrospectivos y prospectivos han postulado que alguno de
los sintomas premotores como son la hiposmia, el estrefiimiento, los trastornos del

~ . . . . 14-17
sueno vy las alteraciones del sistema nervioso vegetativo (SNV)

entre otros,
podrian ser utilizados como biomarcadores clinicos aunque hasta la fecha ninguno de
ellas ha adquirido la sensibilidad y especificidad suficientes para utilizarse en este
sentido. El diagndstico de EP se sigue basando en criterios clinicos. Es conocido que la

sensibilidad de estos criterios diagnosticos no es del 100% y muchos pacientes con

otros parkinsonismos vy, por tanto, diferente etiopatogenia y hallazgos
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neuropatoldgicos son incluidos en estudios o en ensayos clinicos condicionando los

resultados 2 *° %°,

Hay muchos datos a favor de que la afectacion del SNV en los pacientes con EP
comience de forma muy temprana, que lo hace desde la periferia y avanza de forma
centripeta hacia el SNC. Tanto su afectacidon precoz como la accesibilidad de los
tejidos periféricos hacen de la patologia del SNV un objetivo muy atractivo como

posible biomarcador de la enfermedad 2%,
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Estado actual del conocimiento

EP y genética.

A pesar de que desde las primeras descripciones de la “paralisis agitante” ya
se apuntaba a que la herencia tiene un papel importantezs, ha existido una gran
controversia sobre el papel de la genética en la EP. Los primeros estudios no
aportaban evidencia de la existencia de mayor riesgo de desarrollar la enfermedad en
gemelos univitelinos®. Sin embargo, en los ultimos 15 afios los estudios sobre
genética en EP han cambiado esta impresidon. Los nuevos estudios en gemelos
utilizando 18F-dopa PET muestran un nivel de concordancia de disfuncién del sistema
dopaminérgico nigroestriatal que alcanza el 45% en monocigotos y el 29% en
dicigotos, lo que sugiere una concordancia entre gemelos mayor de la previamente

establecida *’.

En 1996, la identificacién de la primera mutacién responsable de EP en el gen
de la alfasinucleina (SNCA o AS), (A53T), puso de manifiesto indiscutiblemente el
caracter genético de la EP°. Desde entonces los esfuerzos en investigacion han
establecido que entre un 5 y un 10 % de los pacientes con EP padecen una forma
monogénica reconocida de la enfermedad®. Al menos 13 loci y 9 genes han sido
identificados, asociados tanto a formas autosémicas dominantes (SNCA, LRRK2,
EIF4G1, VPS35) como recesivas (parkin/PARK2, PINK1, DJ1/PARK7). Se ha detectado
una larga lista de genes responsables de producir EP o parkinsonismos atipicos. Se ha

demostrado ademas, la existencia de genes relacionados con otras enfermedades en
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los que se puede manifestar alguno de los sintomas de la EP como es el caso de las
ataxias hereditarias (ATXN2, ATXN3, FMR1), la demencia fronto-temporal (C9ORF72,
GRN, MAPT, TARDBP), la distonia sensible a levodopa (DYT5, GCH1, TH), y otros
(ATP13A2, CSF1R, DNAJC6, FBXO, GIGYF2, HTRA2, PLA2G6, POLG, SPG11, UCHL1) %,
Los estudios moleculares han permitido identificar los productos proteicos alterados
de muchas de estas mutaciones y enmarcarlos en una via/cascada de
neurodegeneracién de la EP. Esto presupone que las formas de EP idiopaticas y las
genéticamente determinadas comparten una misma base molecular patogénica. En
este sentido, los estudios neuropatoldégicos de estas formas monogénicas de EP han

sido de importancia critica.

La identificacién de la proteina AS y la deteccidon de la misma en los CL
supusieron un hito en el estudio de la fisiopatologia de la EP. Este hallazgo puso de
manifiesto una conexion entre la genética, la proteina alterada y su depdsito en
agregados capaces de ser observados en los estudios neuropatoldgicos. Este
“mecanismo fisiopatoldgico comun” de todas las formas de EP ha sido cuestionado
posteriormente. A raiz de los hallazgos neuropatologicos de otras formas
monogénicas de EP, especialmente en formas autosémico recesivas. Por ejemplo, la
mayoria de los estudios neuropatoldgicos postmortem publicados de pacientes con
mutaciones en el gen PARK 2, cuyo producto proteico es una ubiquitin ligasa, no
presentan CL”. La l6gica de que los hallazgos neuropatolégicos definen el genotipo o
la etiologia de la EP se resquebraja cuando observamos la variedad clinica vy

neuropatoldgica que presentan los portadores de la mutacion LRRK2. Los casos
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neuropatoldgicos descritos identifican casos con y sin CL y algunos de ellos con otras
inclusiones patoldgicas como es el caso de la proteina tau. Este “pleomorfismo”
neuropatoldgico se ha detectado en ocasiones incluso dentro de la misma familia con

302931 | 3 variabilidad clinica y patoldgica en una mutacién puntual

la misma mutacidn
es inusual en genética humana y tiene muchas similitudes con las enfermedades
mitocondriales, que presentan un fenotipo diferente en funcién de la carga de la
mutacion o de enfermedades con un componente de variabilidad somdtica como es
el caso de la neurofibromatosis. En el caso de mutaciones en el gen LRRK2 es mas
probable un escenario en el que ademdas de la vulnerabilidad genética, influyen
factores ambientales y epigenéticos modificando el fenotipo. Por ejemplo, hay datos
desde el punto de vista epidemiolédgico que identifican al consumo del café y el

tabaquismo con una disminucién del riesgo de desarrollar EP, mientras que, algunas

. . . 2
neurotoxinas se asocian con un aumento del riesgo de desarrollar la enfermedad™?.

Hallazgos neuropatoldgicos en la EP

La imagen macroscoépica del cerebro de un paciente con EP es normal a
excepcion de la despigmentacién de la sustancia negra (SN). A nivel microscépico
existe una pérdida importante de las neuronas que contienen neuromelanina
situadas en la pars compacta de la substancia negra (SNp). Estas neuronas producen
dopamina, y su pérdida supone una denervacién dopaminérgica de las proyecciones
hacia el estriado. La poblacion neuronal de la sustancia negra es sustituida
parcialmente por una astrocitosis reactiva. Se han visto diferencias en el patréon de

degeneracidn en funcién del fenotipo clinico, asi la degeneracién de neuronas de la
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SN ventrolateral es especialmente intensa en pacientes con un fenotipo rigido
acinético mientras que los pacientes con un fenotipo tremdrico esa pérdida neuronal

es de menor intensidad>>.

Ademas de esta pérdida neuronal, se aprecia la existencia de CL y NL en las neuronas
supervivientes que son considerados el hallazgo histoldgico distintivo de la EP, de la
DCL y del fallo autondmico puro (FAP). Los CL son pequefas inclusiones
citoplasmaticas eosindfilas de forma generalmente esférica rodeadas de un halo.
Contienen diversas proteinas entre las que se encuentran la AS y la ubiquitina. Los CL
se encuentran ademas de en la SN en el locus coeruleus, el nucleo basal de Meynert,
el nicleo motor dorsal del vago, el hipotdlamo, el bulbo olfatorio, el nucleo de

Edinger Westphal y los nucleos del rafe 3435

. Otro de los hallazgos distintivos es la
presencia de neuritas distréficas que son inmunoreactivas para AS, ubiquitina y
neurofilamentos denominadas neuritas de Lewy (NL). Estas NL se encuentran

también en pacientes con DCL. Se localizan tipicamente en las neuronas CA2 del

hipocampo, la amigdala, el nucleo reticular y en el complejo coeruleus—subcoeruleus

36

Basandose en los resultados de estudios neuropatolégicos de pacientes con EP,

Braak y colaboradores propusieron una clasificacién por estadios:

e Estadio 1: Se afectan preferentemente el bulbo olfatorio y el sistema nervioso
vegetativo. Se encuentran CL inicialmente en el nucleo del glosofaringeo, en el

motor dorsal del vago y en el bulbo olfatorio. Esto podria explicar por qué
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algunos pacientes presentan hiposmia en estadios iniciales, incluso,
previamente a la aparicion de los primeros sintomas motores. En este estadio
existen también CL y NL en la zona reticular y en el sistema nervioso entérico
(SNE) que explicarian los sintomas intestinales como el estrefiimiento en
estadios premotores.

e Estadio 2: Ademas de los hallazgos del estadio 1 se afectan estructuras del
bulbo y tegmento pontino. Se incluye lesiones en el nucleo caudal del rafe, el
nucleo reticular gigantocelular y el complejo coeruleus-subceruleus. La
afectacion de estas estructuras puede justificar la aparicién de sintomas como
la depresién y el trastorno de conducta del suefio REM.

e Estadio 3: En esta fase tiene lugar la afectacion del mesencéfalo. Se encuentran
los hallazgos del estadio 2 al que se le suma la afectacién de la pars compacta
de la substancia negra. En esta fase debutan los sintomas motores clasicos de
la EP: el temblor de reposo, la bradicinesia y la rigidez.

e Estadio 4: Se encuentran los hallazgos caracteristicos de la fase 3 al que se le
suman las alteraciones histopatolégicas a nivel de prosencéfalo. Aparece
afectacion cortical en el mesocortex temporal (corteza entorrinal) y allocortex.

e Estadio 5: En esta fase se produce la afectaciéon del neocortex: corteza
prefrontal y dreas de asociacion. Supone el inicio de la aparicidon de la clinica
cognitiva y sintomas frontales como la apatia o el déficit de atencion. Es
caracteristica la aparicién de sintomas visuoespaciales.

e Estadio 6: En esta fase se produce la afectacion del neocortex primario,
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observandose lesiones de la corteza somatosensorial, premotora y motora
primaria. El deterioro cognitivo es franco y se acompafa de sintomas
neuropsiquiatricos como alucinaciones de predominio visual, apatia intensa o

ideacion delirante.
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Progression of PD-related intraneuronal pathology

o dr_co

Figura 1. Estadios de Braak-Braak. Progresion caudo-rostral de la patologia alfasinucleina. Se
representan los 6 estadios de Braak, en los tres primeros se afectan estructuras del tronco cerebral
fundamentalmente, mientras que en los tres Ultimos se van afiadiendo alteraciones de la corteza
cerebral. Modificado de Neurobiology of Aging, Volume 24, Issue 2, 2003, 197-211.Staging of brain

pathology related to sporadic Parkinson’s disease.

27


http://teddybrain.files.wordpress.com/2013/09/20130901-180302.jpg
http://teddybrain.files.wordpress.com/2013/09/20130901-180302.jpg

Introduccion

1937 por un lado, este modelo

El modelo de Braak no esta exento de criticas
Unicamente representa una secuencia topografica de depdsito de CL., que no tiene
por qué correlacionarse con una perdida neuronal o de conexiones sindpticas. Varios
estudios retrospectivos realizados recientemente, apoyan en gran medida el modelo
de estadios de Braak, sobre todo en los casos de EP de inicio mas joven y de mds larga
duracién. Pero otros estudios neuropatoldgicos sin embargo, demuestran que entre
el 6%y el 43 % de los casos estudiados, no sigue el patron de progresion del depdsito
de AS caudo-rostral propuestolo. Otros autores describen que el 7-8% de los casos
con depdsitos de AS a nivel cortical y mesencefalico, no presentan CL a nivel de bulbo
raguideo. Ademas, en muchas ocasiones no existe una correlacion entre los
diferentes estadios de la clasificacion de Braak con la sintomatologia clinica®®. Asi, por
ejemplo, del 30 al 55 % de los pacientes ancianos con estudios neuropatoldgicos que
corresponderian con un estadio 5 o incluso 6 no muestran sintomas
neuropsiquiatricos definitivos. Por otro lado del 7 al 8,3 % de los pacientes con
sintomas clinicos definitorios de EP y con CL y NL en allocortex y neocortex cerebral
(estadio 4 y 5) tienen preservados los ndcleos del tronco™®. Kalaitzakis y cols. apuntan
a que la diseminacién y distribucion neuropatolégica de los cerebros de enfermos con
EP no se limita al depdsito de AS '*. De esta manera se postula que la cuantificacién

en funcién de los CL, sin tener en cuenta la pérdida neuronal, puede no tener impacto

clinico y su validez predictiva es cuestionable.

Otra de las criticas a dicho modelo de estadios se fundamentan en los criterios
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de inclusidn utilizados por Braak y Cols., para realizar los estudios. Uno de los criterios
de inclusion pasaba por tener afectado el nidcleo motor dorsal del vago. Existen
trabajos que plantean que la afectacidn de dicho nlcleo no es necesaria para

desencadenar la EP, segun lo cual, algun paciente con EP quedd excluido del estudio

40

Afectacion del sistema nervioso vegetativo en la EP.

En la EP es frecuente la aparicidon de sintomas y signos derivados de la afectacion
del SNV, especialmente a nivel cardiovascular, gastrointestinal y genitourinario“. No
se conoce la frecuencia exacta de estos sintomas en enfermos de Parkinson. Las cifras
de prevalencia e incidencia varian en funcidn del tipo de estudio y de la poblaciéon

seleccionada. Se describen fundamentalmente:

1. Manifestaciones hemodinamicas, entre ellas la hipotension ortostatica (HO) definida
como una caida de la tension arterial sistdlica (TAS) de 20 mm Hg y/o de la tensidn
arterial diastélica de 10 mm Hg a los 3 minutos de ponerse en pie de manera activa o
mediante basculacién pasiva (“head-up tilt”-HUT) *%. La HO puede acompafiarse o no
de sintomas de hipoperfusién cerebral®. La HO supone un mayor riesgo de caidas vy
con ello de la morbimortalidad de la EP. Su prevalencia aumenta con la edad y en
estadios avanzados de la enfermedad por lo que fue considerada un efecto
secundario de los tratamientos o derivada de enfermedades concomitantes. Sin
embargo, es secundaria a la denervacién noradrenérgica de las arterias sistémicas

gue condiciona un aumento deficiente de las resistencias vasculares periféricas por
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una vasoconstriccion insuficiente y puede verse agravada por farmacos. Los pacientes
con EP e HO presentan niveles de noradrenalina mas bajos que los pacientes con EP
sin OH*. La respuesta farmacoldgica de la noradrenalina en estos pacientes es propia
de una afectacion del SNV periférico y contrasta con los hallazgos en pacientes con

AMS donde el fallo del SNV es de origen central®

. Los pacientes con EP y HO
presentan ademas una alteraciéon de la variabilidad de la frecuencia cardiaca mediada
por la inervacidon cardiovagal que puede ser medida y cuantificada con los test
apropiados.

2. Manifestaciones gastrointestinales (GI) ***: se estima que entre 50 y el 70% de los
pacientes con EP presentan al menos un sintoma Gl entre los que se encuentran: la
disfagia, considerada por un lado secundaria al fallo de regulacién sobre la motilidad
esofagica que realiza el nucleo pedunculo-pontino y por otro a la alteracién de la
motilidad gastrointestinal superior. Esta alteracién de la motilidad intestinal puede
producir ademas: retraso del vaciamiento gdstrico e incluso retencién gastrica y
estrefiimiento Se considera secundaria a la afectaciéon del nucleo motor dorsal del
vago. Otro mecanismo que puede condicionar estrefiimiento en pacientes con EP es
la disfuncidon ano-rectal puede ser y puede dar lugar a urgencia, tenesmo, diarrea e
incontinencia fecal. Esta disfuncidon produce una contraccién paradéjica del musculo
puborectalis durante la defecacion que condiciona ademas del estreiimiento dolor
con la defecacion®. Se plantea que la disfuncién Gl precede con mucha anterioridad

al inicio de los primeros sintomas motores. En la cohorte de Honolulu se estimé que

el riesgo futuro de EP en pacientes con estreiiimiento era de 2.7 veces superior
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4950 | os estudios

respecto a los que tenian una frecuencia mayor de deposiciones
neuropatoldgicos postmortem y de biopsias del tubo digestivo, han encontrado
inclusiones de AS en forma de CL y NL en los plexos mientéricos, incluidas las formas
asintomaticas que ulteriormente desarrollan sintomas motores, motivo por el cual se

han considerado un posible biomarcador?**.

3. Manifestaciones urolégicas®>**: La incidencia de los sintomas urinarios en la EP varia
del 38% al 71% segun diferentes estudios. Los sintomas mas frecuentes son la
nicturia, la polaquiuria y la urgencia miccional. La urgencia miccional con hiperreflexia
del musculo detrusor afecta al 67% de los pacientes con EP, tanto hombres como
mujeres. El 16% presenta hiporeflexia y el 3% disinergia vesical®’. Las neuronas
dopaminérgicas de la sustancia negra tienen un efecto inhibitorio sobre la miccién. En
los pacientes con EP la pérdida neuronal de la substancia negra produce una
hiperreflexia del musculo detrusor vesical que provoca la urgencia miccional %, La
funciéon vesical se altera con la evolucion de la enfermedad produciendo
incontinencia y vaciamiento incompleto de la vejiga caracteristico de las fases mas
evolucionadas.

El 60% de los pacientes varones con EP padece disfuncién eréctil >*. A diferencia de la
que se observa en la AMS que suele ser precoz, en los pacientes con EP aparece con
la evolucién de la enfermedad. La causa se desconoce a dia de hoy>>. Se postula que

podria ser causada por la propia deficiencia dopaminergica, ya que, la dopamina esta

involucrada en la vasodilatacién de los cuerpos cavernosos que provocan la ereccion.
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4. Alteracion en la sudoracidn: La dishidrosis es frecuente en los pacientes con EP,
llegando a ser del 65% en algunas series y contribuye a un empeoramiento
importante en la calidad de vida *°. Los episodios de hiperhidrosis pueden ocurrir
tanto por las discinesias en fases ON como en fases OFF, durante la fase de bloqueo
motor y responder a levodopa. Se ha propuesto el estudio de la sudoracién mediante
técnicas, como por ejemplo, el test del sudor termorregulatorio (TST) como
diferenciador util de pacientes con EP, en los que hay un dafio distal de la produccién
de sudor y pacientes con AMS en los cuales la anhidrosis afecta a la totalidad de las
regiones corporale557. Otras técnicas para estudiar el sudor son el test axonal reflejo
cuantitativo (QSART) mediante iontoforesis, o el novedoso Sudoscan® que mide la

electroconductancia de la piel.
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BARORRECEPTORES
CAROTIDEOS Y DEL

NSO, CAYADO AORTICO
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SINUSAL

VASOPRESINA

° EP/FAP
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Figura 2. Esquema arco barorreflejo. Principales estructuras anatémicas involucradas en el arco
barorreflejo. Se muestran los nucleos del tronco involucrados asi como las aferencias desde los
mecanoceptores situados en el arco adrtico y bifurcacion carotidea y las eferencias parasimpaticas y
simpaticas hacia los d6rganos diana. Se muestran las estructuras dafadas en las diferentes
enfermedades.

NTS: nucleo del tracto solitario, NA: ndcleo ambiguo, NSO: nucleo supradptico, NPV: nucleo
paraventricular, BRVL: grupo neuronas noradrenérgicas situadas en la regién ventro-lateral rostral
del bulbo, BCVL: grupo neuronas noradrenérgicas situadas en la region ventro-lateral caudal del
bulbo. AMS. Atrofia multisistémica, EP: enfermedad de Parkinson. FAP: fallo autondmico puro
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Afectacion de SNV en la EP: neuropatologia.

Existe evidencia suficiente para afirmar que la afectacion desde el punto de
vista neuropatoldgico del SNV ocurre desde estadios precoces (Estadio 1 de Braak) de
la EP e incluso se objetiva en individuos que presentan CL de manera incidental (ILBD)

sin datos clinicos de EP°%°

. En las enfermedades caracterizadas por depdsitos de AS
con formacidn de cuerpos de Lewy, se produce una degeneracién axonal distal con
progresidon centripeta de las fibras amielinicas del sistema nervioso vegetativo
periféric021. Ademas de la presencia de AS en terminales nerviosos amielinicos, se
han encontrado CL y NL en los ganglios simpaticos, en las fibras finas amielinicas que
inervan vasos y glandulas sudoriparas, en el plexo mientérico y en tejidos del tracto
urinario. Recientemente MM Carmona y colaboradores han descrito la presencia de
inclusiones de AS en terminales nerviosos simpaticos cardiacos en pacientes sin
hallazgos distintivos a nivel del sistema nervioso central. Constituiria una enfermedad
cardiaca incidental o una posible fase muy precoz de la EP®. Esto implica una
afectacién pandisautondmica que afecta a todos los componentes periféricos del
SNV. También se ha encontrado presencia de AS en estructuras del SNC relacionadas
con las funciones vegetativas como el nucleo motor dorsal del vago, los nucleos
salivares, el nucleo parasimpatico de la médula en niveles sacros, en los nucleos
noradrénergicos del tronco cerebral como el locus coeruleous y el grupo rostral

ventro-lateral C1 del bulbo raquideo. Existe una correlacidon entre el depdsito de AS,

el grado de afectacién de SNV y el estadio de enfermedad, de tal forma que los
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estadios mds avanzados de EP tienen mayor depdsito de AS en el SNV y mayor

afectacién vegetativa clinica.

SNV vegetativo como biomarcador de EP/ alfasinucleinpatia

Debido a su alta prevalencia, a su afectacidon en estadios tempranos y al
empeoramiento con el transcurso de la enfermedad®, se han propuesto a los
sintomas y signos derivados de la afectacion del SNV como posibles biomarcadores
clinicos que predigan el desarrollo de EP. Este mismo planteamiento se ha utilizado
para definir como biomarcador clinico la presencia de otros sintomas no motores

como la hiposmia o el trastorno de conducta del suefio REM.

Como se ha comentado con anterioridad diferentes estudios sugieren que la
denervacion simpatica y parasimpatica postganglionar ocurre, al menos en ciertos
pacientes, antes del estadio 1 propuesto por Braak constituyendo asi el estadio mas

2
temprano de enfermedad ®>° ¢

. Un estudio de pacientes control, sin sintomas de EP,
demostrd la presencia de agregados de AS en tejidos periféricos (vésico-prostatico y
tubo digestivo) en el 9% de pacientes a los que se les hacia algun tipo de cirugia
abdominal. Estos pacientes presentaban, ademas, alteraciones vegetativas: tanto en
pruebas funcionales como de medicina nuclear (gammagrafia MIBG cardiaca y SPECT
[(123)1] ioflupane estriatal). Este hallazgo plantea la posibilidad de que estos

individuos, al igual que los pacientes con depésito incidental de alfasinucleina a nivel

cardiaco®, se encuentren en una fase muy inicial de la EP. Es por tanto plausible
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encontrar alteraciones clinicas, hemodindmicas, de imagen o bioquimicas que
pudieran ser susceptibles de ser utilizadas para el diagndstico precoz de la

enfermedad.

¢Cual o cuales podran ser los potenciales biomarcadores clinicos?

Se han propuesto varios posibles biomarcadores.

1. Derivados de disfuncion hemodinamica

La busqueda de biomarcadores derivados de la afectacion hemodindmica se basa en
gue los estudios neuropatoldgicos de pacientes con cuerpos de Lewy incidentales
(LBDi) en SNC muestran ademas inclusiones de AS en fasciculos nerviosos
epicardic0564. Orimo y colaboradores pudieron demostrar en necropsias de pacientes
con LBDi que los oligdmeros de sinucleina se detectaban inicialmente en los
terminales axonales de las fibras amielinicas miocardicas. Esta denervacion es al
menos tan intensa como la de la substancia nigra y afecta simultdneamente al
corazoén vy al resto del sistema circulatorio. Es un hecho demostrado que existe una
deficiencia de noradrenalina circulante derivada de la degeneracién selectiva de
neuronas de locus coeruleus, de los ganglios simpaticos y de los terminales nerviosos
simpaticos noradrenérgicos. Se planted en este contexto que la determinacion de
noradrenalina plasmatica podria ser uno de estos biomarcadores. Sin embargo, la
determinacion  sanguinea de dicho neurotransmisor tiene importantes

inconvenientes: uno de ellos es que los niveles circulantes dependen no solo de la
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exocitosis de NA por parte de las neuronas noradrenérgicas sino también de la
cantidad de reabsorcidn de NA a través de la membrana presinaptica. Por tanto la
cantidad de hormona circulante no refleja Unicamente el grado de afectacidon
noradrenérgica presinaptica. Para contrarrestar este efecto del grado de reabsorciéon
de NA se plantea que la determinacion de dihidroxifenilglicol (DHPG) en sangre
podria ser util. Los niveles de DHPG dependen Unicamente de la exocitos de NA y no
del grado de reabsorcién por lo que puede ser una buena herramienta que diferencia

ambas fracciones.

Otro de los posibles biomarcadores propuestos es la gammagrafia cardiaca
con MIBG: Desde que Hakusui®® demostré por primera vez el dafio de los terminales
nerviosos cardiacos a través de una disminucion de la recaptacién de 123l
metayodobenzilguanidina (MIBG), numerosos estudios han documentado este

, -7
fenémeno °¢7°

. La MIBG constituye un trazador de la funcion e integridad de la
neurona simpatica postsinaptica. Es un andlogo estructural de la guanetidina y la
noradrenalina, que es captada por la médula suprarrenal y los tejidos ricos en
inervacién simpatica. La captaciéon de MIBG tiene lugar a través de un mecanismo
activo con gasto de ATP y dependiente del transporte de sodio, de baja capacidad y
alta afinidad, saturable y sensible a la ouabaina. La MIBG no se une a los receptores
postsindpticos, ni es degradado por las enzimas COMT y MAO, que metabolizan las
catecolaminas enddgenas. En areas de denervaciéon y de disminuciéon de actividad

simpatica se ha podido demostrar que el aclaramiento miocardico de la MIBG estd

mas acelerado y presenta una distribucion mas heterogénea que en los tejidos
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normales. La gammagrafia miocardica con **

[-MIBG durante los primeros 15 minutos
se corresponde con la entrada del radiofdrmaco en los espacios extraneuronales del
tejido miocardico. La acumulacion neuronal de MIBG alcanza su valor maximo a las 3-
4 horas. Por lo tanto, la imagen cardiaca de MIBG a las 3-4 horas es mas especifica de
la captacion neuronal. Tras su administracion endovenosa, la distribucion normal de
la "?I-MIBG incluye captacién en higado y bazo, miocardio, glandulas salivares,

intestino delgado y colon. La principal via de eliminacion es renal (60 % en 24 h), por

lo que se detecta radioactividad en cdlices renales y vejiga urinaria.

Distintos estudios neuropatolégicos en EP ponen de manifiesto una reduccion
del nimero de fasciculos nerviosos en el tejido epicardico y su relacion con los

hallazgos gammagraficos "%’

. De acuerdo con lo anteriormente expuesto en la EP la
disminucion de la captacidon miocardica de MIBG, se produce en las primeras etapas
de la enfermedad y podria servir como un biomarcador potencial de los pacientes en
riesgo de desarrollar EP”2. Se ha identificado una reduccién de la captacién de MIBG
en pacientes con trastorno de conducta del suefio REM (TCSR) idiopdtico, una
parasomnia que predice un alto riesgo de desarrollar una sinucleinpatia,
especialmente EP 7. La gammagrafia cardiaca con este radiotrazador nos ayuda a
diferenciar entre la afectacidon autondmica central mas caracteristica de la AMS o la

periférica propia de la EP y el fallo autonémico puro ">7®,

La deteccién de alteraciones neurohemodindmicas clinicas constituye otro
posible biomarcador. Existen pocos estudios que analicen cuales son las

manifestaciones clinicas derivadas de la pérdida de fibras nerviosas simpaticas y
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parasimpaticas en el miocardio. El grado de denervacién cardiaca se correlaciona con
los afios de duracion de la EP y con la situacién motora obtenida de la escala UPDRS
lll, pero no con la gravedad de la sintomatologia del SNV medida mediante escalas
clinicas como la escala SCOPA-AUT’’. En estudios realizados a pacientes trasplantados
de corazén’® se observa que la reinervacion cardiaca espontanea que ocurre después
del trasplante, se acompafia de un aumento de la frecuencia cardiaca durante el
ejercicio y un aumento del inotropismo, por lo que se presupone que la denervacién
conlleva una disminucidon de la frecuencia cardiaca y del inotropismo durante el

ejercicio.

Trabajos recientes sugieren que en fases premotoras de EP existe una
insuficiencia cronotrdpica ”®_En concreto al analizar de manera retrospectiva las
pruebas de esfuerzo realizadas a pacientes con EP antes de los primeros sintomas de
la enfermedad se observd que desarrollaban frecuencias cardiacas maximas mas

79 78

bajas que los pacientes que no desarrollan EP . Se ha postulado incluso que los

1
8081 Todas estas

primeros trastornos se produzcan en la esfera cardiovagal
manifestaciones iniciales son subclinicas y solo se ponen de manifiesto al realizar

estudios especificos de la funcién del SNV.

El analisis espectral de la variabilidad tanto de la frecuencia cardiaca como de
la tensidn arterial, permite detectar disfunciones sutiles de la inervacién
parasimpatica cardiaca o de la funcidn cardiovagal y de la funcién simpatica
noradrenérgica. La variabilidad de la alta frecuencia del ritmo cardiaco (HF-RR) refleja

la actividad parasimpatica cardiaca (cardiovagal) y se puede anular con la
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administracion de atropina. La HF-RR esta alterada de forma temprana en EP %,
incluso puede verse afectada en pacientes con TCSR. En el caso de la funcién
simpatica hay mayor controversia. Inicialmente se pensé que la variabilidad de baja
frecuencia del ritmo cardiaco (LF-RR) podria reflejar bien esta funcion, sin embargo,
ha habido revisiones criticas a dicha variable y se ha observado que es mas exacta la
variabilidad de baja frecuencia de la tensién arterial (LF-TAS)®2. Otro biomarcador

hemodinamico podria ser por tanto el andlisis de ambas variables.

Por dltimo dentro de las manifestaciones neurohemodinamicas como posible
biomarcador nos encontramos con la HO. La HO es relativamente frecuente en la EP
afectando al 30-40% de los pacientes segun diferentes series. A pesar de que su
presencia en estadios iniciales de la enfermedad suponia un signo de alarma de
encontrarnos ante una AMS, hoy en dia se sabe que, la HO precede en muchas
ocasiones a la aparicidon de sintomas motores en la EP, especialmente si aparece en
combinacién con otro de los sintomas no motores. En un estudio reciente realizado
por Postuma y colaboradores®®> en el que se valora de una forma prospectiva
sintomas derivados de la afectacion del SNV en pacientes con TCSR idiopatico, se
observd que, tras un periodo de seguimiento de 3.3 afios, el 66% de los pacientes que
desarrollaba una enfermedad neurodegenerativa (parkinsonismo o demencia) tenia
HO mientras que ninguno de los pacientes que mantenia el diagndstico de TCSR
idiopatico presentaba HO. Diferentes trabajos concluyen que la HO en pacientes con
TCSR idiopatico tiene un valor predictivo positivo del 60% para la conversién a una

enfermedad neurodegenerativa en un periodo de seguimiento de hasta 6 afios.
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2. Derivado de la afectacion del SN entérico (SNE)

El 80% de los pacientes con EP presentan estreiiimiento en algin momento de
la enfermedad®’. Se ha planteado incluso que este trastorno preceda con mucha
anterioridad al inicio de los primeros sintomas motores>’. Estudios en modelos
animales a los que se les induce EP mediante la administracién de rotenona y
lipopolisacdridos, provocan acumulacién de inclusiones de AS en SNE, lo que indica el
importante papel del SNE en la fisiopatologia de la EP y refuerzan la teoria de la
existencia de un agente que entra a través de mucosa intestinal y de manera
retrograda, a través del nervio vago, llega a estructuras del sistema nervioso
central®. Esta teoria se ha visto reforzada por los estudios retrospectivos de
pacientes sometidos a vagotomia troncular completa en pacientes sin sintomas de
EP. En este trabajo se observé que el riesgo de desarrollar EP era menor en los
sujetos sometidos a esta técnica quirtrgica que en la poblacién general®.
Recientemente se ha realizado un estudio comparando los hallazgos
neuropatoldgicos obtenidos de biopsias de mucosa gastrica de pacientes con EP
evolucionado a los que se les iniciaba tratamiento con duodopa intestinal continua
frente a biopsias de pacientes sin EP. En este estudio se observé acumulacién de AS

23,51
321 Otros

en el 60,7% de los pacientes con EP frente al 4.3% de los controles
trabajos han remarcado que en funciéon de las técnicas inmunohistoquimicas

aumenta la especificidad a la hora de detectar AS en tubo digestiv085.

Por lo tanto el estudio de la dindmica del tubo digestivo podria ser un biomarcador

clinico. La principal desventaja es su baja especificidad, lo que le obliga a combinarse
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bien con otros sintomas no motores como la hiposmia, la hipotension ortostatica o el
TCSR, o bien mediante la deteccidn de AS en mucosa gastrointestinal un biomarcador

muy especifico pero poco sensible para poder determinar bien los sujetos a riesgo.

3. Biopsia cutanea.

Segln lo que se apunta de los estudios neuropatolégicos parece que la
afectacion del SNV se produce en lugares distales y accesibles donde el uso de biopsia
podria ser util como biomarcador. Algunos estudios apuntan a que el depdsito de AS
se produce en fibras nerviosas amielinicas o poco mielinizadas como las fibras
nerviosas simpdticas noradrenérgicas y simpaticas colinérgicas, pero también las
fibras amielinicas sensitivas de tipo C y A-delta que registran dolor y temperatura.
Estos datos sugieren que la medicion de depdsito de AS en nervios vegetativos podria
ser un biomarcador Util en pacientes con EP?, especialmente las formas fosforiladas
de la proteina. El hallazgo de AS fosforilada se podria servir para diferenciarla EP de

. . 7
otros parkinsonismos como la AMS®®

. Un estudio reciente refleja que los pacientes
con EP tienen una neuropatia autondmica y sensitiva distal caracterizada por la
pérdida de fibras intraepidérmicas y pilomotoras y cambios en las fibras nerviosas
sudomotoras. En el mismo estudio se observd que un mayor depdsito de AS se
correlaciona con una mayor puntuacion en la escala de Hoehn y Yahr. Se puede
concluir que la acumulacién de AS se correlaciona con la situacién motora y que el
depdsito de AS en los nervios cutdneos vegetativos podria ser un marcador de EPZ,

La cronopatologia del depdsito de AS hace pensar que en estadios muy precoces el

depdsito se produce en los axones a nivel distal de nervios largos, como los de
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extremidades inferiores. Las biopsias realizadas en estas regiones cuando han
aparecido los sintomas motores podria mostrar una ausencia de AS debido a Ia
degeneracion de las fibras finas, y por ende se podrian detectar en zonas corporales

mas proximales al encontrarse en estadios de la enfermedad menos avanzados**®,
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No todos los pacientes que cumplen los criterios clinicos actuales de EP
comparten el mismo fenotipo clinico, el mismo perfil evolutivo y la misma respuesta
farmacoldgica. Por otro lado, los estudios neuropatolégicos indican que no hay un
patrén uniforme de neurodegeneracién. Por un lado existe un grupo de pacientes en
los que nos encontramos abundantes cuerpos y neuritas de Lewy en las neuronas
supervivientes y en otros, en cambio, el hallazgo de AS es minimo e incluso nulo
encontrandose en algln caso depdsito de otras proteinas como son la proteina TAU,

amiloide, etc.

Existe una correlacién entre el fenotipo clinico y los hallazgos
neuropatoldgicos. Los pacientes que muestran las formas “tipicas” de enfermedad
con un curso progresivo, que desarrollan complicaciones motoras y sintomas no
motores como son el TCSR y el deterioro cognitivo con presencia de alucinaciones
visuales, presentarian abundante degeneracién neuronal y marcada presencia de AS
cumpliendo criterios de estadios avanzados segun Braak (estadios IV, V y VI). Por otro
lado, en pacientes con cursos mas “benignos” que evolucionan de forma mas lenta,
con buena respuesta a levodopa, con menor incidencia de trastornos cognitivos y
menor presencia de sintomas no motores seria frecuente encontrar poca cantidad de

inclusiones de AS.

Los modelos genéticos nos ayudan a tener grupos clinicos mas homogéneos

para su estudio. Clasificando los pacientes por los hallazgos genéticos nos
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encontramos con dos formas de enfermedad contrapuesta: por un lado los pacientes
portadores de mutaciones en el gen SNCA que presentan un fenotipo de EP tipico
pero rapidamente progresivo, que desarrollan deterioro cognitivo precoz, trastornos
del suefio y del SNV. Los escasos estudios postmortem realizados a este grupo de
pacientes aportados a la literatura describen abundante neurodegeneraciéon y
acumulos de AS en estructuras del tronco, del sistema limbico y de areas asociativas
cumpliendo criterios de DCL. En el otro extremo se encontrarian los pacientes
portadores de mutaciones en el gen PARK2, los cuales presentan una EP de inicio
precoz, progresion lenta y que desarrollan de forma infrecuente deterioro cognitivo y
trastornos del suefio. Los estudios neuropatoldgicos destacan por la ausencia de
inclusiones patoldgicas en las neuronas supervivientes respetdndose la corteza

cerebral.

De acuerdo con esta gran variabilidad en cuanto a las manifestaciones clinicas,
aspectos neuropatolégicos y respuesta terapéutica podemos considerar que nos
encontramos delante de diferentes enfermedades o subtipos de enfermedad. Esta
consideracién nos lleva a la siguiente cuestion: si las bases neuropatoldgicas son
diferentes, las futuras terapias neuroprotectoras también deberian ser diferentes. Se
ha buscado sin éxito biomarcadores universales, pero quizad existan diferentes
biomarcadores para los diferentes subtipos de enfermedad. En el caso del SNV, nos
planteamos si la afectacién del SNV podria ser un biomarcador de EP idiopatica, de
manera mas especifica de aquellas formas en las que se deposita AS en cuerpos de

Lewy.
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La hipdtesis que planteamos en esta tesis se puede resumir en:

Existen distintos “subtipos” de EP en funcién del perfil clinico y los hallazgos

neuropatoldgicos.

Existen biomarcadores especificos de estos “subtipos” de EP.

El estudio exhaustivo del sistema nervioso vegetativo podria servir como un

biomarcador de EP asociado a CL y NL.

Los patrones mas agresivos de EP muestran un mayor depdsito AS en forma de
cuerpos y neuritas de Lewy en estructuras del tronco, diencéfalo y corteza
cerebral. Un ejemplo Unico son los pacientes portadores de mutaciones en

gen SNCA.

o Estos pacientes sufren generalmente una importante afectacion del SNV
gue puede demostrarse clinicamente, funcionalmente, desde un punto
neuro-hormonal y a través de la imagen cardiaca funcional

(gammagrafia con MIBG).

o Se plantea que esta afectacion del SNV se produce de forma muy
temprana. A pesar de ello no se manifiesta clinicamente hasta fases
evolucionadas de la enfermedad. Los estudios de la funcion del SNV en

portadores asintomaticos pueden ser Utiles en este sentido.
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e Los fenotipos menos agresivos tienen menor depdsito o incluso ninguna

inclusidn de AS. Un ejemplo de esto son las mutaciones en el gen PARK2.

o La afectacion del SNV en pacientes con mutaciones del PARK2 es mds

leve en comparacion con la de los pacientes con PARK1.

o De acuerdo con la gran variabilidad de la clinica y los hallazgos
neuropatoldgicos de los pacientes con mutaciones de la LRRK2
pensamos que estos pacientes tienen un grado de afectacidon del SNV

intermedio.

e Estudiando personas en riesgo (portadores asintomadticos de mutaciones
genéticas conocidas) podemos predecir el riesgo de desarrollar EP en funcién

de la afectacién de estos biomarcadores precoces.

e El estudio de pacientes con TCSR idiopatico o Fallo Autondmico Puro (FAP)

podria ayudar a definir el riesgo futuro de desarrollar una EP o DCL.
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“ Rem Behavior disorder

& Postganglionar autonomic
failure

~ olfaction déficit

ucleinpathy
& Cognitive impaiment of
posterior predominance

Figura 3. Sintomas no motores. Conjunto de datos que combinados adquieren una alta
especificidad para predecir una sinucleinpatia con cuerpos de Lewy.
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Objetivos

1. Definir el patron de afectacion clinica y funcional del SNV en pacientes con EP.

2. Determinar la disfuncién del SNV en portadores de mutaciones genéticas conocidas
con un fenotipo clinico establecido.

3. Establecer la utilidad del estudio de SNV como predictor de la variabilidad
neuropatoldgica (con o sin cuerpos de Lewy).

4. Intentar establecer la historia natural de la afectacion vegetativa en los portadores de
mutaciones patogénicas desde el estadio presintomdtico hasta la enfermedad

avanzada.
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Pacientes

Este estudio incluye pacientes diagnosticados de EP siguiendo los criterios
clinicos diagndsticos del banco de cerebros de Londres (UK Parkinson’s Disease
Society Brain Bank) 8 llevado a cabo en la unidad de trastornos del movimiento del
Hospital Universitario Cruces (Barakaldo-Bizkaia) por los neurdlogos JCGE y BTM. A
todos los pacientes se les realizd un estudio genético de las principales mutaciones
conocidas que producen EP (LRRK2 y PARK2). También se incluye a un grupo de
pacientes, todos de la misma familia, portadores de una mutacion en el gen SNCA
(E46K) que hasta la fecha solo ha sido descrita en otra paciente en Sudamérica %. Los
pacientes son clasificados en funcién de la presencia de mutaciones genéticas en
varios grupos: portadores de la mutacién E46K (7 pacientes), portadores de la
mutacion LRRK2 (12 pacientes) y portadores de la mutacion PARK2 (8 pacientes). Los
pacientes en los que no se detectaba ninguna mutacién y sin antecedentes familiares
conocidos eran clasificados como idiopaticos. Antes de la entrevista se proporciond
una explicacién detallada de los objetivos del estudio y se garantizd la

confidencialidad de los datos obtenidos.

El estudio ha sido aprobado por el comité de ética local. Todos los pacientes firmaron
el consentimiento informado antes de realizar el estudio genético. Se proporciond un
segundo consentimiento informado para la realizacién del estudio de SNV, aprobado

a su vez por el comité de ética local.
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Fueron excluidos del estudio pacientes con sospecha de parkinsonismo atipico o
aquellos que, por presencia de deterioro cognitivo no tenian una colaboracion

adecuada para realizar las diferentes exploraciones.

Estudio general

Se recogen los datos clinicos de todos los pacientes del estudio: la fecha de
inicio de las primeras manifestaciones clinicas de la EP, el sintoma inicial, el
tratamiento farmacoldgico y las puntuaciones en las siguientes escalas de valoracién:
Unified Parkinson Disease Rating Scale (UPDRS I-IV) y el test de olfaccion (Brief

Identification Smell Test 12-item).

Estudio del SNV

La exploracidn se realiza a primera hora de la mafiana, después de 12 horas
desde la ultima ingesta y de haber pasado la noche en reposo. Se informa de
suspender cualquier medicacién o alimento que pudiese modificar los niveles de

catecolaminas sanguineas durante las 24 horas previas.
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Evaluacion clinica de SNV

Los objetivos de la evaluacién clinica son: identificar la presencia y patréon de
afectaciéon de la disfuncion del SNV en pacientes portadores y no portadores de las

mutaciones genéticas asociadas a la EP. Para este propdsito se utilizaron:

1. Escala clinica de sintomas vegetativos. SCOPA-AUT: Es un cuestionario fiable y
validado para valorar la afectacidon del SNV en pacientes con EP. Se compone de
25 items que testan los dominios: gastrointestinal (7 items), urinario (6 items),
cardiovascular (3 items), termorregulatorio (4 items), pupilomotor (1 items ), y
disfuncién sexual (2 items para hombre y 2 items para mujer)®*

2. Evaluacion funcional SNV:

Se evalla de forma no invasiva la funcién simpatica y parasimpatica basada en
una modificacién de la escala de Ewing y Clarke °* %, A tal efecto se procede a la
monitorizacion continua no invasiva de la frecuencia cardiaca, la tension arterial,
las resistencias vasculares periféricas y la ganancia barorrefleja utilizando para
ello el dispositivo Task Force Monitor (TFM, CNSystems ©). Una vez monitorizado
el paciente este permanece al menos 20 minutos en reposo, en un ambiente
tranquilo a 23 grados de temperatura. Los primeros estudios fueron realizados
con el uso de otro dispositivo de monitorizacion hemodinamica no invasiva, el

Finometer (Finapres©).
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A través de este test se evalla:

1. Funcion cardiovagal

a) Test respiracion profunda “Deep breathing”: Consiste en realizar

b)

un ciclo de 6 respiraciones por minuto (inspiracion-espiracion) de 5
segundos cada uno, mientras el paciente permanece en reposo. Se
calcula la diferencia media entre la frecuencia cardiaca maximay la
minima en cada ciclo respiratorio. Supone una medida indirecta
pero sensible, especifica y reproducible de la funcidn nerviosa
cardiovagal, que puede ser bloqueada por atropina94. La desviacion
estandar de los intervalos R-R proporciona una medida de la
variabilidad cardiaca que puede ser evaluada en el rango de
frecuencias. La variabilidad cardiaca se correlaciona con la banda de
alta frecuencia del analisis espectral ( >0.15Hz).

Valsalva ratio: Es el ratio obtenido entre la frecuencia cardiaca
maxima vy la frecuencia cardiaca mas baja durante una espiracién
forzada contra una resistencia de 40 mm de Hg durante 15
segundos. Al realizar una maniobra de valsalva aumenta la presion
intratoracica y secundariamente disminuye la PAS y PAD por
disminucion de llenado de cavidades cardiacas derechas. Este
descenso de PA pone en marcha el arco barorreflejo que activa
como respuesta el sistema nervioso simpatico con el subsecuente

aumento de las resistencias vasculares periféricas (RVP) y de la
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frecuencia cardiaca. El aumento de la tensidn arterial estimula el
componente vagal del barorreceptor produciéndose una
bradicardia refleja de rdpida instauracion.

c) Dominio de frecuencias. En el espectro de variabilidad de la
frecuencia cardiaca existen dos picos predominantes, uno
aproximadamente a 0,1 Hz (banda de baja frecuencia, LF) y otro a
0,25 Hz (banda de alta frecuencia, HF). La HF se considera
relacionada con la arritmia respiratoria y puede ser bloqueada por
atropina, por lo tanto, se considera modulado por el tono vagal. El
analisis de la HF supone una medida del comportamiento de la
funcién cardiovagal.

2. Test de funcion adrenérgica
a) Variacidn de la tension arterial en la maniobra de valsalva:
La relaciéon entre los cambios de PA y de la frecuencia cardiaca
durante la MV es un reflejo complejo, en el que ejerce su accién
mecanismos cardiovagales, mecanismos adrenérgicos sistémicos,
mecanismos cardiacos adrenérgicos y mecanismos mixtos. Durante
la maniobra se registra simultaneamente la PA y la frecuencia
cardiaca latido a latido y se analizan su comportamiento durante las
diferentes fases de la maniobra para evaluar por separado la funcién
simpatica y parasimpdtica. Hay cuatro fases principales: La fase | y lll

corresponden a las cambios de PA y FC secundarios a cambios
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mecanicos. La fase Il tardia y la fase IV proporcionan un indicador
excelente de la funcidn adrenérgica. El aumento de la tensidn
arterial y FC propio de la fase IV (overshoot) se atenua de forma
significativa con propanolol, no se afecta con atropina y se potencia
con fentolamina. Todo esto sugiere que el mecanismo subyacente es
adrenérgico cardiaco y esta afectado en pacientes con EP con
denervacion simpatica cardiaca evaluada mediante gammagrafia
con MIBG. ElI componente noradrenérgico periférico del
barorreceptor puede ser evaluado mediante la medicién del tiempo
de recuperacién de la PA (PRT) *. El PRT supone el intervalo de
tiempo que transcurre desde el momento en el que la PAS alcanza
su valor minimo en la fase Ill y el momento en el que recupera los
valores de PAS al finalizar la maniobra. Se consideran valores

normales los inferiores a 4 segundos.
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Figura 4. Maniobra de Valsalva. Monitorizacion de variables hemodinamicas con un equipo
de monitorizacidon continua (Taskforce monitor) durante la realizacion de la maniobra de
valsalva en una persona sana. Se observa una caida del volumen latido del corazén (VEC)
que provoca un aumento de la actividad simpatica con aumento de las resistencias
periféricas (RPT) y detencion de la caida de la tensidn arterial en la fase 2. Esta actividad
simpatica produce una taquicardia para limitar la caida en el gasto cardiaco. Al cesar la
maniobra de valsalva (fase 3) se produce un aumento de la tensidn arterial (fase 4) como
consecuencia de producirse una recuperacion del volumen latido en un sistema arterial en
vasoconstriccidn. Se sigue de una bradicardia compensadora como refleja la normalidad en
el funcionamiento del arco barorreflejo.
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b) Respuesta de PA y FC durante el tilt test (HUT):

Tras permanecer en reposo 20 minutos a cada individuo se le
somete a una inclinacion pasiva a 60 grados y permanece al menos
20 minutos o hasta que se produce el sincope. La respuesta normal
de la frecuencia cardiaca a la inclinacion o basculacién es un
incremento de 10-30 latidos por minuto, hasta un méximo de 120
Ipm. La respuesta normal de la TA tras la inclinacion es una caida de
la TAS menor de 30 mm Hg o de TAD menor de 20 mmHg. Hay
varios indices que pueden ser medidos: la variaciéon de la TA, la
variacion de la FC, el cambio en RVP y la ganancia barorrefleja.

En el caso de que el individuo no tolere el ortostatismo pasivo se
realiza la maniobra con bipedestacién activa, si bien, en este caso la
prueba tiene una menor sensibilidad. La HO se define como una
caida de la tension arterial sistdlica de 20 mmHg y/o 10 mmHg en la
tension arterial diastélica en los primeros tres minutos.
Aproximadamente en la mitad de los pacientes (46%) con HO
neurogénica, ésta se detecta en dicho periodo de tiempo, aunque
en un 36% la HO puede aparecer mas alla de los 10 minutos en la
posicion de “tilt up”96. En pacientes con antecedentes de
hipertensién arterial o con sospecha diagndstica de atrofia

multistémica se recomiendan elevar los criterios a caidas de la
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tensioén arterial sistélica de 30 mmHg en ortostatismo o 15 mmHg

en la tensién arterial diastdlicad2.
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Figura 5. Test con inclinacion pasiva de 60 grados. La prueba es positiva, a los
10 minutos se observa una caida brusca de la FC y de la tensién arterial que
provocan el sincope. Corresponde a un sincope mixto: cardioinhibidor y
vasodepresor con caidas de las resistencias periféricas (RPT).
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c) Contraccidn isométrica:
Se utiliza un dinamdémetro calibrado. Se solicita a cada individuo
que realice una contraccién isométrica utilizando su fuerza
maxima. Posteriormente se instruye para que el individuo
mantenga la contraccidon al 30% de la fuerza maxima durante 3
minutos o hasta el agotamiento. Se realiza una medicién continua
de la TAS y TAD en la extremidad contralateral. La contraccién
muscular provoca un estimulo que deriva tanto del ejercicio
muscular como de la activaciéon central que produce un aumento
del gasto cardiaco, de la TA y de la FC. Se considera un test de
funcién simpatica periférica aunque carece de alta sensibilidad y

especificidad y estd expuesto a numerosos factores de confusidn.

Inervacién simpatica cardiaca cuantificado por gammagrafia con

metayodobenzilguanidina (***I-MIBG)

Se instruyd a los individuos y familiares para que el dia de la realizacién del
estudio gammagrafico se evitara la ingesta de alimentos hasta la finalizacion del
mismo. La noche anterior y la mafana de la realizaciéon del estudio los pacientes
fueron tratados con una pequefia cantidad de lugol. Ninguno de los pacientes habia
recibido sustancias que pudieran afectar a la captacién, transporte y almacenamiento

12 . . VIR T
de ?*I-MIBG, entre los que se encuentran los antidepresivos triciclicos (amitriptilina,
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imipramina), antihipertensivos (reserpina, labetalol, otros bloqueantes alfa y beta
adrenérgicos, calcioantagonistas), simpaticomiméticos (efedrina, fenilefrina,

fenilpropanolamina, dopamina, dobutamina, anfetaminas y derivados anfetaminicos)

Con el paciente en reposo, se le administra de forma intravenosa una dosis de
111 MBq de **’I-MIBG. El fotépico de energia esta centrado en 159 KeV, con una
ventana del 20 %. Se utiliza un colimador propdsito general, equipado para baja
energia. Se adquirieron imagenes planares en proyeccién anterior de tdrax, tanto en
tiempo precoz a los 15 minutos, como tardias a las 4 horas post-inyeccion. El equipo
empleado fue en todos los casos una gammacamara con doble cabezal, marca
General Electric, modelo Millennium. La adquisiciéon se realizé durante 10 minutos en
cada imagen, empleando una matriz de 256 x 256. El resultado obtenido se compara
con la captacién del mediastino de forma que se obtiene un ratio a los 15 minutos
(early H/M) y a las 4 horas (late H/M) siendo este ultimo mas especifico de la
captacién del radiotrazador por parte de los terminales noradrenérgicos. En nuestro
centro, segun diferentes estudios realizador por servicio de medicina nuclear, el
punto de corte se situa en 1.6, considerando las ratios inferiores a este valor
considerados como patoldgico. En raza caucasiana los valores patoldgicos son mas
bajos que los encontrados en otras poblaciones como la japonesa®’. Para comparar
las imagenes de inervacién con los defectos de perfusion se realiza una gammagrafica

miocardica con el radiotrazador tecnecio 99 MIBI (metoxi isobutil isonitrilo).

64



Material y métodos

lfe'rico
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Figura 6. Gammagrafia miocardica con MIBG. Se aprecian dos situaciones
diferentes, en la parte de arriba una imagen gammagrafica cardiaca fria
que corresponde a un paciente con fallo autondmico puro. En la figura de
la porcidn inferior se observa una captacion gammagrafica normal en un
paciente sano.
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Estudio neuro-hormonal: respuesta de catecolaminas y vasopresina al

ortostatismo™®*

Para realizar el analisis de los niveles de noradrenalina (NA) y de vasopresina
se obtuvieron muestras de sangre periférica (30 ml de puncién venosa en el brazo)
después de que el paciente permaneciera 40 minutos en reposo en posicidon de
supino y una segunda muestra obtenida del mismo modo pasados 3 minutos de
ponerse en pie. Los niveles de NA se analizan mediante cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC) con deteccidén electroquimica. La vasopresina plasmdtica se obtiene

por radioinmunoensayo (RIA).

Se considera una respuesta normal el duplicar los niveles de NA en supino
respecto a los niveles basales. Pacientes con lesiones preganglionares, tipicas de la
AMS, presentan en general niveles de NA normales (150-300 pg/ml) o cuasi normales
en supino, pero una insuficiente elevacién de los niveles NA plasmaticos al ponerse
en pie. En pacientes con un fallo adrenérgico postganglionar generalizado como
ocurre en el FAP o en la EP los niveles de NA en supino se sitian por debajo de los
niveles medios, mientras que se produce una elevacion de los niveles en respuesta al
cambio al supino. La vasopresina es casi indetectable en decubito supino tras 40
minutos de reposo, pero se incrementa en casos de HO severa por fallo autonémico
postganglionar. En casos de lesiones centrales como es el caso de la AMS no se

observa este incremento de la vasopresina en respuesta al ortostatismo.
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Monitorizacién ambulatoria de la TA las 24 horas (MAPA)

A los pacientes estudiados se les realizd una monitorizacion ambulatoria de la
TA durante 24 horas siguiendo el protocolo MAPAPRES de la Sociedad Espafola de
Hipertension (SHE-LELHA). Utilizando el software Spacelabs Medical, Inc. se calcula la
media de la TAS y de la TAD tanto de las mediciones diurnas como de las nocturnas.
El porcentaje de la caida de la TA se calcula como la media de TAS diurna menos la
TAS media nocturna dividida entre la media de la TAS diurna. De acuerdo con el
resultado de la caida de TA, los pacientes se clasifican como: dipper (TA desciende
entre 10-20%), dipper extremo (TA desciende >20%), no dipper (caida >0 pero <10%)
o riser (incremento nocturno de la TA). El diagndstico de hipertensién se realiza segun
los criterios de la SEH-LELHA (> 135/85 mmHg durante el periodo diurno o de
actividad y > 110/70 mmHg durante la noche o el reposo). Se considera un MAPA
valido el que consigue un porcentaje de lecturas validas mayor del 70%. Los
participantes en este estudio se incluyen en el registro Nacional Espafiol de

hipertension (MAPAPRES).
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H
[mmHg] o
140
SYS 4y | —svs
MAP 100 — MAP
80
DIA DlA
60
40
[bpm] 120
100 . /'
.-
FC g — FC
80 . \L JE PR /
60 R ""”""""‘—*—-/
I L L I I I I I I I I I e
Hora [h]: 10 14 18 2 6

Figura 7. MAPA normal (patrén dipper). Refleja una bajada de la tension arterial
nocturna entre el 10 y 20% con respecto a la media diurna.
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Figura 8. MAPA con aumento de la TA nocturna (patrén riser). La carga nocturna es
alta, estando constantemente por encima de los limites de HTA. Por el dia tras la
ingesta el paciente presenta HO (14:30), por la noche sufre nuevo episodio de mareo
con HO al levantarse a orinar al bafio (2:00).
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Test de funcion simpatico colinérgica:

a.

Respuesta simpatica cutanea (RSC). Es un test neurofisiolégico que
registra la actividad electrodérmica y obtiene una medida que valora la
respuesta simpatica colinérgica (funcidon sudomotora). El estimulo suele ser
eléctrico pero también puede ser sonoro, doloroso, magnético, etc. El
sudor producido por estos estimulos induce un cambio en la resistencia
galvanica en la superficie cutanea. La RSC mide un reflejo polisindptico con
un componente espinal, bulbar y suprabulbar. La respuesta es registrada
en unos electrodos de superficie y suele tener morfologia trifdsica o
bifasica. El componente negativo corresponde a la actividad de la glandula
y el positivo no ha sido todavia establecido. Los principales problemas de
esta técnica son: la variabilidad inter e intraindividuales de amplitud y
latencia, no es valido para localizar el nivel de la lesién y que existe un
fenédmeno de habituacién y hay muchos factores que condicionan la

respuesta (edad, estrés, género, etc.).
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b. Respuesta sudomotora mediante SUDOSCAN (impeto medical ©, Paris
Francia). El Sudoscan® es un dispositivo aprobado por la FDA americana
gue provee una rapida y especifica valoracién de la funcién sudomotora a
través de la respuesta galvanica. El test proporciona una medida
cuantitativa (medida en microsiemens) de la capacidad que tienen las
glandulas sudoriparas de liberar iones clorhidro (conductancia) en
respuesta a una activacién eléctrica en las palmas de las manos y las
plantas de los pies. El test se realiza en ambiente tranquilo, con medidas de
temperatura y calor estandar. Se evalta la respuesta en manos y pies de
forma simultdnea. Estudios recientes valoran la funcién de Sudoscan® por
encima del test axonal reflejo cuantitativo (QSART) y tiene una buena
relacion con la densidad de fibras nerviosas intra-epidérmicas en las

biopsias cutaneas™.
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Figura 9. Imagen del Sudoscan®. Imagen en la que se aprecia la electroconductancia en pies y
manos asi como el grado de asimetria en ambas. Los valores estan dentro de los valores normales

(en verde).
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Analisis genética molecular

1.- E46K

El estudio genético del gen SNCA se realizé inicialmente el laboratorio de
genética molecular de la fundacién Jiménez Diaz, posteriormente se ha introducido la
metodologia nuestro centro y se han realizado en este los Ultimos estudios. Ademas
de las cinco mutaciones del gen SNCA conocidas hasta la fecha, se pueden detectar
las multiplicaciones del gen (duplicacién y triplicacién). EI DNA se aisla tanto de
leucocitos periféricos mediante los métodos de precipitacién estandar
fenol/cloroformo, como de cerebros incluidos en parafina afiadiendo xileno para
eliminar la parafina. Se utilizaron métodos basados en la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) para el analisis molecular. Los exones del PARK1 se amplifican
utilizando pares de oligonucleotidos primer seleccionados segun las recomendaciones
publicadas previamente y mediante la informacién de la National Center for
Biotechnology Information database. Las reacciones de amplificacion se llevan a cabo
principalmente mediante AmpliTag Gold DNA polymerase (Perkin-Elmer, Applied
Biosystems Division, Foster City, CA) en un volumen final de 25 ul para el estudio de
250 ng de DNA gendmico. La amplificacidn se llevd a cabo a través de 35 ciclos de 30
segundos a 94°C. Tras un periodo final de 10 minutos a 72 °C, los productos
amplificados de los exones 2 y 3 del PARK 1 fueron sometidos a dirigir la

secuenciacion en el caso indice con los mismos cebadores usados para la
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amplificacién, utilizando técnicas de secuenciacién automaticas basadas en
fluorescencia (Applied Biosystem 373a DNA sequencer, Perkin-Elmer Model). Los
exones 4y 5y la regidn codificante del exdn 6 del PARK1 fueron analizadas mediante
el analisis de polimorfismos de conformacién de cadena simple (SSCP) utilizando el
sistema Genephor (Amersham, Pharmacia Biotech, Sweden) tanto a 52C como a 15°C
de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Los productos de la PCR se
digieren utilizando el Styl Enzyme (New England Biolabs, Beverly, MA) de acuerdo con
instrucciones de fabricante. Tras la digestidn, se procede a la electroforesis de los
fragmentos en un gel de poliacrilamida al 12% a 150V durante 2 horas y fueron
visualizados mediante tincion de plata con el kit de tincién PlusOne DNA Silver

Staining Kit (Amersham Pharmacia Biotech).

2.-LRRK2

El DNA fue extraido de las células sanguineas periféricas utilizando
procedimientos de laboratorio estandar. En todos los pacientes se comprobaron las
mutaciones: 4321C>G (R1441G) y 6055G>A (G2019S) del gen LRRK2, las dos
mutaciones mas prevalentes en el Pais Vasco. Los polimorfismos de nucleétidos
Unicos fueron genotipados utilizando TagMan probes en el modelo ABI7300, segun

las instrucciones del fabricante (Applied Biosystems, Foster City, CA).

3.-Parkin

Las mutaciones en PARK2 fueron identificadas a través de DNA obtenido de

linfocitos periféricos. Se realizé el analisis de polimorfismos de conformacion de

73



Material y métodos

cadena simple (SSCP) y en los casos en los que se observé un salto en la banda de SSP
se realizé una secuenciacion de nucledtidos. Para detectar alteraciones en las dosis
del gen (duplicaciones y triplicaciones), se realizd un analisis cuantitativo RTPCR

(Kitada T, Mamm Genome. 2000 Jun).

Los estudios de los genes LRRK2 y PARK2 se han realizado en los laboratorios de
genética molecular del hospital de Cruces y en el laboratorio de genética de

Biodonostia.

Analisis estadistico

Para variables cuantitativas se calcularon la media y la desviacién estandar,
mientras que se utilizaron proporciones para las variables cualitativas. La normalidad
y la homogeneidad de las varianzas de las variables se confirmaron con los
estadisticos de Kolmogorov-Smirnov y el test de Levene's respectivamente. Para
comparar las medias se utilizaron test paramétricos (t de Student para variables
independientes) y no paramétricas (Test de U de Mann-Whitney). En el caso de
variables cualitativas se ha utilizado el test de la Chi cuadrado. Para comparar medias
en mas de dos grupos se ha utilizado el andlisis de varianza (ANOVA one way) usando
la correccién de Bonferroni para analizar variables dos a dos. Para analizar la
correlacién existente entre las diferentes variables numéricas se utilizé el coeficiente
de correlacién de Pearson. Cuando el tamafio muestral era pequefio o no cumplia los

criterios de normalidad (test de Kolmogorov-Smirnov) se utilizaba la rho de
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Spearman. Cuando ha sido necesario se han utilizado test de regresidon lineal o

logistica en funcion de si la variable dependiente era continua o dicotdmica.

Para el analisis estadistico se utilizd el paquete estadistico “The Statistical Package for

the Social Sciences 12 software for Windows” (SPSS inc©-Chicago ILL).
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Trabajos 1y 2.

El propdsito de estos estudios es analizar la repercusién clinica y funcional de
las alteraciones en el SNV en pacientes portadores de la mutacién E46K de la AS
(SNCA), tanto sintomdaticos como asintomaticos. La importancia de estudiar el sistema
nervioso vegetativo en esta mutacion es crucial para definir el fenotipo de los
sintomas no motores. Los pacientes portadores de la mutacion desarrollan en su
mayoria de forma homogénea un cuadro clinico agresivo de EP, caracterizado por la
intensidad de los sintomas motores, el deterioro cognitivo y los trastornos del suefio.
Los estudios neuropatoldgicos de dos portadores sintomaticos ponen de manifiesto
un amplio depdsito de CL y NL*®, cumpliendo criterios de demencia con cuerpos de
Lewy. Hasta la fecha esta mutaciéon ha presentado una penetrancia completa,
desarrollando todos los portadores de dicha mutacion la enfermedad. Una de las
cuestiones interesantes es conocer el fenotipo clinico de pacientes portadores de

mutacién asintomaticos desde el punto de vista no motor.
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Figura 10. Arbol genealdgico de la familia con Parkinson causado por la mutacién E46K de la a-
sinucleina. Los casos representados con rayas diagonales representan los individuos con historia de
enfermedad. Los individuos representados en negro corresponden a aquellos en los que la afectacién ha
sido confirmada por exploracion por personal médico. Los casos representados con barra quebrada son
los individuos fallecidos. El caso indice (12) estd indicado con una flecha. Los individuos representados
en gris son pacientes portadores de la mutacién que no han desarrollado sintomas motores que

cumplan criterios de enfermedad de Parkinson.
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1. Cardiac Sympathetic denervation precedes nigroestriatal loss in the E46K mutation of

the a -synuclein gene (SNCA).

La paciente 13 de la cuarta generacion (1V-13) de la familia original se ofrecid
voluntariamente a conocer su estado genético. El analisis cromosémico determiné
que es portadora de la mutacién E46K del gen de la SNCA. La paciente ha
permanecido asintomatica desde el punto de vista motor y cognitivo. Ha sido
sometida a estudios seriados de la funcién vegetativa y pruebas de medicina nuclear
(SPECT cerebral 123-I-FP-CIT y gammagrafia cardiaca con 123-1 MIBG). A pesar de no
mostrar sintomas motores, ni alteracion olfato, ni alteraciéon de suefio, padece
importante alteracién de la captacién miocardica MIBG. Se documenta en estos
estudios una denervacidn simpatica cardiaca que precede a la pérdida dopaminérgica
nigroestriatal, puesto que, la SPECT cerebral 123-I-FP-CIT y la exploracién son
normales. Estos datos son compatibles con la hipdtesis de que la afectacién del SNV
periférico acontece antes que la afectacién del SNC. El seguimiento prospectivo de
esta paciente y de otro portador asintomatico desde el punto de vista motor, en edad
de riesgo de desarrollar EP (caso no publicado) mostré una afectacion clinica del
sistema nervioso vegetativo (sincopes con hipotensiéon ortostatica y sincopes

tusigenos). Ambos casos cumplen en la actualidad criterios de fallo autonédmico puro.
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Abstract

Introduction Here we report the case of an asymptomatic
carrier of the E46K substitution in a-synuclein gene where
we have documented that cardiac sympathetic denervation
precedes nigrostriatal dopaminergic loss.

Material and methods She has been followed up regu-
larly with standard neurological examination, UPDRS,
neuropsychological formal testing, parkinson disease sleep
scale-PDSS, Epworth scale, Hamilton-D scale, SCOPA
Aut, orthostatic hypotension test, brief smell identification
test, polysomnography, cerebral 123-1-FP-CIT SPECT,
and, 1231-MIBG cardiac scintigraphy.
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Results  She shows no presence of orthostatic hypoten-
sion. Olfactory test results demonstrate normal limits. In
the PSG the nocturnal sleep shows mild abnormalities
although the sleep efficiency and stage proportion remain
under normal limits. The 123-I-FP-CIT SPECT is normal;
in contrast, the 123I-MIBG cardiac scintigraphy shows a
complete lack of isotopic uptake compatible with a severe
sympathetic myocardial denervation.

Conclusion This example of monogenic autosomal
dominant parkinsonism due to an «-synuclein mutation
favours the hypothesis that peripheral autonomous ner-
vous system involvement occurs earlier than the CNS
degeneration.
Keywords Parkinson disease - Autonomic failure -
1231-MIBG cardiac scintigraphy

Introduction

In 2004, we reported the third known point mutation in the
SNCA gene (E46K substitution in a-synuclein) in a family
with autosomal dominant Parkinson disease (PD) and
Lewy body dementia (LBD) [9]. Thereafter, we reported
that the carriers of the mutation have an abnormal sleep
architecture that precedes in some of them the beginning of
motor symptoms [10].

Several lines of evidence support the notion that in
sporadic PD, abnormalities in sleep, hyposmia and dysau-
tonomia may antedate the classic parkinsonian motor
symptoms and signs [5]. These data are in agreement with
the Braak et al. [2] hypothesis of an orderly spreading of
neuropathologic lesions in the brains of patients with PD
from the olfactory bulb and lower medulla to the upper
brainstem and cerebral cortex. However, other evidence
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suggests that in a significant proportion of PD brains [4],
the Lewy body neuropathologic burden does not follow the
course suggested by Braak et al.

The involvement of peripheral autonomic neurons in
PD was demonstrated by reduced MIBG uptake in >80%
of parkinsonian patients with and without neurocircula-
tory failure [7, 8]. In a series of non-selected abdominal
surgical specimens [6], a-synuclein was detected in the
autonomic abdominal plexuses in 9% of the patients. In
all of them, the MIBG scintigraphy was reduced sug-
gesting that these structures may the earliest to be
involved in PD. As a matter of fact, Kaufmann et al. [5]
reported the neuropathological findings of two patients, in
whom dysautonomia antedated the parkinsonian clinical
features.

Here, we add further evidence in favour of early
involvement of the autonomic nervous system in patients
with PD by showing that in an asymptomatic carrier of the
E46K substitution in the a-synuclein gene; the 1231-MIBG
cardiac scintigraphy was abnormally low while the brain
123-1-FP-CIT SPECT and olfaction test were still within
normal limits.

Patient and methods

We refer the reader to the original paper [9] for details
about the pedigree. Two out of the three offspring from the
index patient volunteered to be genetically tested, one of
them turn out to be a carrier of the mutation. She has been
monitored regularly with standard neurological examina-
tion, Unified Parkinson Disease Rating Scale (UPDRS),
neuropsychological testing, validated sleep scales (Par-
kinson Disease Sleep Scale-PDSS, Epworth), depression
(Hamilton-D) and dysautonomia scales (SCOPA-AUT),
orthostatic blood pressure tests, Olfactory test (Brief Smell
Identification Test- BSIT Sensonic®), polysomnography,
cerebral 123-1-FP-CIT SPECT, and, recently, 123I-MIBG
cardiac scintigraphy. All procedures were approved by the
Hospital Ethics committee.

The patient was a 49-year-old woman with no medical
history. She was married, had two children and was a
manual worker in a paper factory. She was taking no
drugs and had no risk factors for cardiovascular disease.
She did not refer motor symptom or complained of
memory or sleep difficulties. Her neurological examina-
tion was normal. She scored 5 in the UPDRS III, 6 in the
SCOPA-AUT scale, 0 in depression (Hamilton-D scale),
120 in PDSS and 6 in Epworth scale. In the supine
position, her blood pressure was 140/71 mmHg and heart
rate was 80 beats/min, while standing blood pressure was
146/99 mmHg and heart rate 84 beats/min. Olfactory test
was within normal limits (10 out of 12 odours). In the
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Fig. 1 Axial brain CT scan done 3 h after administration of 123-I-
FP-CIT. Normal uptake is seen in the basal ganglia without any
appreciable changes in morphology

Fig. 2 The 1231-MIBG cardiac scintigraphy show a complete lack of
isotopic uptake compatible with severe sympathetic myocardial
denervation

PSG, the nocturnal sleep showed mild abnormalities (long
latency to sleep, sleep fragmentation, increased number of
stage transitions) although the sleep efficiency and stage
proportion were within normal limits. REM abnormalities
were not observed.

The 123-I-FP-CIT SPECT was normal and showed no
difference to the one performed on 2005 (Fig. 1).

In contrast, the 1231-MIBG cardiac scintigraphy showed
a complete lack of uptake indicating severe sympathetic
myocardial denervation (Fig. 2).
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Comments

Studying the rare autosomal dominant varieties of PD may
contribute to a better understanding of the much more
frequent sporadic cases of the disease. The E46K substi-
tution in the alpha-synuclein gene is relevant in several
ways. It is a highly pathogenic mutation as proved by its
complete clinical penetrance and by the studies in vitro [3]
showing a remarkable tendency to form o-synuclein
fibrillary structures.

This mutation supports the concept that PD and LBD are
the result of the same pathogenetic basic process [1],
because all affected patients eventually develop dementia
and in some of them cognitive decline was the first
symptom.

In addition, this family provide evidence that sleep
disorganization [10] and cardiac sympathetic denervation
precede the parkinsonian motor syndrome and the dopa-
minergic loss in the brain. It is interesting to note that in
agreement with others studies [8], in the present case, the
1231-MIBG cardiac scintigraphy detected sympathetic
denervation in the absence of symptoms or signs of neu-
rocirculatory failure. However, the olfactory test was nor-
mal suggesting that the peripheral sympathetic ganglia are
affected earlier than the olfactory bulb, although a sub-
clinical pathologic involvement of the olfactory system
cannot be ruled out.

In summary, our case emphasize the importance of
investigating the autonomic nervous system in patients at
risk of suffering PD so that abnormalities could be detected
as early as possible and neuroprotective therapy when
available be instituted.
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2. Cardiac Sympathetic denervation in symptomatic and asymptomatic carriers of the

E46K mutation in the a-synuclein gene.

El propdsito de este estudio transversal es analizar el funcionamiento del SNV en la
totalidad de pacientes portadores de la mutacién E46K del gen de la SNCA. Para ello
se estudian 4 pacientes sintomaticos y 2 asintomaticos. Se realiza el estudio del
sistema nervioso vegetativo utilizando las pruebas descritas en la metodologia. El
estudio se completa con gammagrafia cardiaca con MIBG y el estudio postmortem
del miocardio y epicardio de dos pacientes fallecidos portadores de la mutacién. A
estos dos ultimos, dado el grado de deterioro cognitivo, no se les pudo realizar
pruebas funcionales del SNV. Tanto los cuatro pacientes sintomaticos como el mayor
de los asintomadticos, mostraban alteraciones en el cuestionario de sintomas
disautondmicos (SCOPA-AUT), asi como, una importante reduccion de la captacion en
la gammagrafia MIBG cardiaca. La respuesta de catecolaminas, asi como, la respuesta
de la TA y frecuencia cardiaca en respuesta a HUT es normal en todos los pacientes, a
excepcion de un paciente sintomatico desde el punto de vista motor que padece una
HO. El estudio de miocardio de los dos pacientes autopsiados pone de manifiesto la
ausencia completa de fibras simpaticas noradrenérgicas, mediante tincion
inmunohistoquimica con tiroxin hidroxilasa. Encontramos por tanto evidencia
histoldgica y de imagen de denervacidon cardiaca simpatica en portadores de la

mutacion E46K, sintomaticos y asintomaticos. La denervacion simpatica parece ser
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6rgano especifico, afectando selectivamente al corazén dado que los niveles de

noradrenalina y los valores de TA son normales.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: Objective: The aim of this study was to analyze autonomic function and cardiac sympathetic innervation
Received 1 May 2012 in symptomatic and asymptomatic carriers of the E46K alpha-synuclein gene (SNCA) mutation.
Received in revised form Patients and methods: Autonomic function tests were performed in six patients, four of whom were

30 July 2012

Accepted 1 August 2012 symptomatic carriers (ages: 46, 59, 52 and 28-years) and two who were asymptomatic carriers (ages: 52

and 29 years). Autopsy studies were performed on an additional two symptomatic carriers not eligible
for autonomic testing.

i ; Patients completed the SCOPA autonomic questionnaire, and underwent the head-up tilt test accom-
Parkinson disease 5 5 3 z
Autonomic disorders panied by measurements of plasma norepinephrine, Valsalva maneuver and deep breathing tests, along
Synuclein gene with recording of sympathetic skin response (SSR) and cardiac MIBG scintigraphy were carried out.
E46K mutation Myocardial tissue sections removed from the two autopsied cases were subjected to routine histological
staining and immunohistochemical processing with monoclonal antibodies against tyrosine hydroxylase
and alpha-synuclein.
Results: Both the four symptomatic and the older asymptomatic carriers reported abnormalities in the
SCOPA questionnaire and had markedly diminished cardiac MIBG uptake. Plasma norepinephrine in the
supine and tilted positions was normal in all subjects. Only one patient had significant orthostatic
hypotension. There was a complete absence of tyrosine hydroxylase immunostaining in the myocardium
of the two autopsied cases.
Interpretation: We have found imaging and histological evidence of cardiac sympathetic denervation in
symptomatic and asymptomatic carriers of the E46K alpha-synuclein gene mutation. The sympathetic
denervation appears to be organ-specific, with selective affectation of the heart given that plasma
norepinephrine levels and blood pressure were normal.
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© 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

* Corresponding authors. Servicio de Neurologia, Hospital de Cruces, Plaza de Symptoms of dysautonomia are common in Parkinson’s disease
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In 2004, we described the third known point mutation in the
alpha-synuclein (SNCA) gene (G188A), which results in glutamic
acid substitution by lysine in position 46 of the alpha-synuclein
gene (E46K) [3]. The clinical phenotype is characterized by severe
parkinsonism with dementia and sleep disturbances [4]. Neuro-
pathological examination of the index case revealed extensive
Lewy bodies and Lewy neurites in cortical and subcortical struc-
tures that met the pathological criteria for Lewy body dementia [3].
Experimental studies of this mutation have shown its
strong tendency towards fibril formation and significant
pathogenicity [5,6].

Since 2004 we have followed nine individuals of the original
family in whom this mutation was identified, six of whom are
symptomatic, while three are carriers of the mutation without
motor or mental symptoms. This follow-up included studies of the
autonomic nervous system in six of the nine carriers of the
mutation (4 symptomatic and 2 asymptomatic) not performed
prior to publication of the first article [3]|. Our group has previ-
ously described how one of the asymptomatic carriers of the
mutation presented with severe sympathetic denervation as evi-
denced by cardiac MIBG scintigraphy [7], predating the degener-
ation of nigrostriatal or other central nervous system nuclei. We
believe that defining the clinical phenotype and the development
of pathological changes of this genetic variant may help to
improve our understanding of these aspects in sporadic
synucleinopathies.

1.1. Patients and methods

The present article includes detailed studies of the autonomic nervous system
of six carriers of the E46K mutation (4 symptomatic and 2 asymptomatic) not
performed prior to publication of the first article (Fig. 1) [3). Three of the nine
patients followed by our group were not available for autonomic testing. The index
case (111-12) died before autonomic studies were initiated. Patient 111/16 was
institutionalized due to advanced dementia and parkinsonism at the time of this
study, and was therefore excluded from the autonomic function studies. However
the relevant findings of her neuropathological stucly are reported briefly. Individual
IV/19 is a 62 year-old. asymptomatic carrier of the mutation, that refused to
participate in the study. The pedigree is shown in Fig. 1. Eleven PD patients without
genetic mutations participated as positive controls (age: 562 + 7.3 years
(mean + SD); disease duration: 2.36 + 1.94 years; 8 males). PD was diagnosed
according to the criteria established by the UK Parkinson’s Disease Society
Brain Bank.

The study has been approved by the local ethics committee. All subjects signed
informed consent before genetic testing, and the consenting process and testing was
performed according to the guidelines of the local ethics committee. A second
informed consent approved by the local ethics committee and covering all other
diagnostic tests was provided and signed before initiating the study of the auto-
nomic nervous system.

1.2. General study

The following general clinical data was recorded for all symp-
tomatic subjects included in the study; the date of initial clinical
manifestation of PD, the initial or starting symptom, drug treat-
ment and scores corresponding to the Unified Parkinson Disease
Rating Scale (UPDRS I-1V) [8] at autonomic nervous system testing,
and the 12-item Brief Identification Smell Test (Sensonic®).

1.3. Study of the autonomic nervous system

All patients were assessed early in the morning under fasting
conditions, and had been instructed to avoid the intake of any
medication or food capable of modifying blood catecholamine levels
in the previous 24 h. For the analysis of noradrenalin (NA), adrenalin
and vasopressin levels, blood was collected (30 ml from arm veni-
puncture) after a rest period of at least 40 min with the patient in the
supine position. The same procedure was subsequently carried out
after 3 min in the standing position. NA determination was per-
formed using high-performance liquid chromatography (HPLC)/
electrochemical detection. We then analyzed heart rate and blood
pressure variability in relation to different physical maneuvers using
the Taskforce continuous monitoring device (CNS® and Merce
electromicina®). These maneuvers consisted of the 20-min Tilt
Table test (TTT) at an inclination of 60°, the Valsalva maneuver
(40 mmHg for at least 15 s), isometric contraction (handgrip iso-
meter), and deep breathing (6 inspiration (I)/expiration (E) cycles).
The E/I ratio was calculated by dividing the longest mean RR interval
during expiration by the shortest RR interval during inspiration.

24-h ambulatory BP monitoring (MT-300 BPR Schiller®) was per-
formed in all subjects. Myocardial MIBG (metaiodobenzylguanidine)
scintigraphy was performed with a gamma camera, and the early
(15 min) and late (4 h) myocardial/mediastinal uptake ratios analyzed.
Patients also underwent ™ c-MIBI (6-methoxy isobutyl isonitrile)
SPECT to rule out myocardial perfusion defects. The sympathetic skin
response (SSR) was assessed using a Keypoint device (Medtronic®).

Finally, we administered the SCOPA-AUT scale [9], a brief
questionnaire concerning autonomic symptoms classified into 6
dimensions: Digestive, Urinary, Hemodynamic, Pupilary, Thermo-
regulatory and Sexual symptoms.

1.4. Histopathological study

Myocardial specimens of cases I1I/12 and case I11/16 were fixed
in formalin and embedded in paraffin. Five-pm-thick sections were
deparaffinized and subjected to routine histological staining

(=) an-

(D (+) (+) (D

Fig. 1. Schematic diagram of the pedigree of the family with Parkinson disease caused by the E46K mutation of #-synuclein (hashed symbol: history of affectation; filled symbol:
involvement confirmed by personal medical examination; slashed symbol: deceased; the index case I11-34 is indicated by an arrow; gray symbols are asymptomatic carriers of the

mutation).
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(hematoxylin-eosin) and standard immunohistochemical process-
ing with monoclonal antibodies against tyrosine hydroxylase (TH)
(TH16; Sigma, St. Louis, MO, USA)(1:3000) and alpha-synuclein
(zimed®). Myocardial samples from two patients without neuro-
logical disease were included as positive controls.

2. Statistical analysis

The mean and standard deviation were used for the quantitative
variables, while proportions were used for the qualitative variables.
U-Mann Whitney non-parametric test was used to compare means.
The statistical software package SPSS 13 for Windows (SPSS Inc.
Chicago, Illinois) was used.

3. Results
3.1. Patient 1lI/12

This is the index case described in detail in our original article
[3]. The patient was male, initially presenting nocturnal sleep
disturbances with fragmented and disorganized sleep as evidenced
by several serial polysomnography (PSG) studies, without the
identification of REM Sleep Behavior Disorder (RBD), and followed
by PD and dementia. Autopsy revealed extensive synucleinopathy
which met the neuropathological diagnostic criteria of Lewy body
dementia (LBD). No study of the functional integrity of the auto-
nomic nervous system was made. However the postmortem
myocardial tissue showed sympathetic denervation as evidenced
by the total absence of TH immunostaining (Fig. 2).

3.2. Patient Ill/16

This woman was diagnosed with PD at 50 years of age. Language
disturbances were noted when she was 70 years old and were
followed by a rapid cognitive decline. Two years later she was
institutionalized. We examined her for the first time in 2005, when
she was 85. She was severely akinetic, mute, wheelchair bound, and
totally dependent on nursing help for basic daily living activities.
No ancillary tests were performed. She died in early 2012 at 91
years of age. Histology of the brain showed severe nigral degener-
ation with Lewy body inclusions and extensive alpha-synuclein
deposition fulfilling the criteria for LBD. Very little tau (Braak 1)
and insignificant levels of (1-42) AB4 were detected in the immune
assay. Myocardial nerve terminals were totally negative for TH and
alpha-synuclein (Fig. 2).

3.3. Patient 1V/18

A 59-year-old male diagnosed with PD in 2004 presented with
rigidity, akinesia and mild tremor of the right extremities. At the
time of this report his motor impairment was moderate, with
motor fluctuations and mild akinesia (Table 1). The patient had
experienced visual hallucinations which disappeared after
lowering the dose of dopamine agonists. His cognitive status and
mood were normal. In the early stages of the disease the patient
presented with asymptomatic nocturnal sleep disturbances [4].
Cardiac MIBG scintigraphy was abnormal initially, with a myocar-
dial/mediastinal uptake ratio after 4 h of 1.17 (normal value > 1.75).
He showed well-tolerated orthostatic hypotension on the TTT, and

Fig. 2. Immunohistochemical findings in postmortem myocardial tissue from a control subject (A,D), from the patient 11I-39 (B) and in the index case (patient I11/34) (C). In the
control {A,D), TH immunoreactive nerve fibers of a fascicle in the epicardium are well preserved. In patient I11-34 (C) and I1I-39 (B) severe degeneration of nerve fibers in the fascicles

is evident.
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Table 1

Scale scores, ages and treatment, where relevant, of the symptomatic and asymptomatic carriers of the E46K mutation. UPDRS: Unified Parkinson Disease Rating Scale. The
table shows the findings in the smell test, where all symptomatic patients carrying the mutation had altered the test (12-item Brief Identification Smell Test (Sensonic™)).

Patient 1 (IV-18) Patient 2 (IV-20) Patient 3 (IV-21) Patient 4 (V-9) Asymptomatic  Asymptomatic
(IV-13) (V-10)

Age 59 52 46 28 53 29
Years from onset 7 6 2 0,5 0 0

UPDRS | 3 3 2 0 NA NA
UPDRS 11 16 9 11 5 NA NA
UPDRS 111 26 28 25 12 NA NA
UPDRS IV 9 7 2 0 NA NA
Treatment Rasagiline 1 mg Rasagiline 1 mg Rasagiline 1 mg Rasagiline 1 mg  NA NA

Pramipexol 2.1
mg Levodopa 700 mg
6/12 (relatively abnormal)

Levodopa 700 mg
(retard)
Brief Identification Smell Test

8/12 (relatively abnormal)

Pramipexol 2.1 mg
Levodopa 50 mg

4/12 (abnormal) 3/12 (abnormal)  10/12 (normal)  11/12 (normal)

a riser pattern in the 24-h holter blood pressure recording. NA
liberation in response to postural change and SSR were normal.
Heart rate variability was affected both in the respiratory cycle and
in the Valsalva maneuver (E:l ratio 1.030; Valsalva ratio 1.13.
Normal value >1.2). The patient showed major urinary symptoms
and less severe digestive impairment, with no neurocirculatory
symptoms on the SCOPA-AUT scale (Table 2).

3.4. Patient 1V/20

A 52-year-old female had complaints of sleep disturbance,
dizziness, constipation and olfactory loss prior to being diagnosed
with PD in 2005, when she showed stiffness and mild bradykinesia
of the left extremities. At the time of this report she was experi-
encing predictable motor fluctuations (wearing-off) (Table 1). She
developed visual hallucinations with dopamine agonists, which
were discontinued for that reason. PSG showed nocturnal sleep to
be fragmented and poorly organized, with diminished REM sleep
prior to the onset of the motor symptoms [4].

The patient had orthostatic intolerance, with symptomatic
hypotension as evidenced by the TTT. Cardiac MIBG scintigraphy
showed a myocardial/mediastinal uptake ratio of 1.24 after 4 h,
which is below the cutoff point for normal values (cutoff > 1.75).
Holter blood pressure monitoring revealed a non-dipper pattern,
while catecholamine baseline levels and concentrations in
response to orthostatism were normal (Table 2). The SSR was
normal. The patient showed abnormal heart rate variability during
deep breathing (E:I ratio 1.27; Valsalva ratio 1.13. Normal values
1.2—1.8 age-dependent). Blood pressure and heart responses to the
Valsalva maneuver and isometric handgrip test were normal. The
patient scored high on the SCOPA-AUT scale, particularly in refer-
ence to the urinary, digestive and thermoregulatory dimensions.

3.5. Patient 1V/21

A 46-year-old female had complaints of disturbed sleeping
pattern for at least 4—5 years, characterized by frequent awakening,
as confirmed by PSG, which showed her sleep to be fragmented and
poorly organized, with episodes of REM sleep without atonia. At
age 44 she presented with clumsiness, rigidity, and akinesia of the
right upper extremity and was diagnosed with PD. She experienced
rapid worsening of motor symptoms and motor fluctuations
(Table 1). There were few dysautonomic manifestations as evi-
denced by an SCOPA-AUT score of just 7. However, the MIBG scin-
tigraphy myocardial/mediastinal uptake ratio was clearly affected
(1.30, cutoff > 1.75) and the patient showed subclinical orthostatic
hypotension on the TTT test. SSR, catecholamine levels at baseline
and in response to postural change, the 24-h Holter blood pressure
recordings, and blood pressure and heart rate responses to the
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handgrip test, deep breathing and the Valsalva maneuver were all
normal (Table 2).

3.6. Patient IV/13

A 52-year-old female who volunteered to be genetically tested
and is known to be a carrier of the E46K mutation. Her case has
been described in detail elsewhere | 7|. At the time of this report the
patient did not show any motor symptoms of PD, and '2*I-FP-CIT
SCAN findings were normal. She complained of occasional ortho-
static dizziness and polyuria. Orthostatic hypotension without
clinical manifestations was identified with the TTT, and cardiac
MIBG scintigraphy was significantly abnormal, with a myocardial/
mediastinal uptake ratio of 0.99 after 4 h. Blood pressure and heart
rate responses to the Valsalva maneuver, deep breathing and
isometric handgrip test were all normal (Table 2).

3.7. Patient V/9

A 28-year-old male who reported rigidity and clumsiness in the
left arm over a period of several months. In the two years prior to
this report he had almost completely lost his sense of smell (Brief
Smell Identification Test 3/12). He showed orthostatic hypotension
on the TTT with syncope and the myocardial MIBG scintigraphy was
slightly pathological considering his age (delayed myocardial/
mediastinal uptake ratio of 1.73). An arterial pressure overshoot
was absent after the Valsalva maneuver. Blood pressure and heart
rate responses to deep breathing and the isometric handgrip test
were normal (Table 2).

3.8. Patient V/10

A 29-year-old male who volunteered to be genetically tested
and was found to be a carrier of the E46K mutation. At the time of
writing he is a young, active man showing no symptoms of PD. He
did not show orthostatic hypotension on the TTT and the myocar-
dial MIBG scintigraphy was normal (delayed myocardial/medias-
tinal uptake ratio of 1.9). Blood pressure and heart rate responses to
the Valsalva maneuver were normal. However, blood pressure and
heart rate responses to deep breathing were not normal for
a person of his age (E:I ratio 1.22; Normal values 1.2—1.8 (Age-
dependent)) (Table 2).

4. Discussion

The G188A point mutation in the SNCA gene gives rise to
a significant structural change in the alpha-synuclein protein where
the dicarboxylic amino acid glutamic acid is substituted by lysine,
a basic amino acid (E46K) [3]. The mutant synuclein (E46K) forms
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Table 2

Results of the Scales for Qutcomes in Parkinson’s disease-autonomic (SCOPA-AUT), MIBG scintigraphy, 24 h ambulatory blood pressure (BP) monitoring and non-invasive tests
to assess autonomic nervous system function in symptomatic and asymptomatic patients/subjects with the E46K mutation, and Parkinson disease (PD) patients without the

mutation.
Patient IV/18 Patient 1V/20 Patient 1V/21 Patient V/9 Asymptomatic Asymptomatic PD patients with
1V/13 Vv/10 no mutations
(n=11) mean + SD
SCOPA autonomic scores
Overall 12 19 7 2 5 0 85+ 46
Digestive 3 4 0 1 1 0 27+19
Urinary 7 5 0 0 1 0 23121
Hemodynamics 0 2 1 0 1 0 0.6 + 0.8
Pupil 0 3 2 0 2 0 04 +£07
Thermoregulation 2 5 3 1 0 0 18+ 19
Sexual 0 0 1 0 0 0 07+15
Plasma norepinephrine (pg/ml)
Supine 346 344 557 202 132 191 404 + 276
Standing 471 465 768 294 297 440 555 + 307
Plasma vasopressin (pg/ml)
Supine 184 7.4 44 12 1.2 - 57 +5.1
Standing 231 8.5 8.7 1.5 13 - 65 +4.7
MIBG scintigraphy
Myocardium:mediastinum 1.17 1.24 1.30 1.73 0.99 1.90 140+ 029 *
ratioat—4 h
Hemodynamic responses to TILT — SBP (mmHg)/DBP (mmHg), HR (bpm)
Supine 150/100 (69) 120470 (70) 110/80 (70) 112/72 (76) 130/80 (82) 121/66 (48) 127/74 (74)
1 min 130/100 (90) 115/70 (99) 80/60 (100) 120/83 (90) 140/80 (84) 133/78 (61) 126/79 (80)
5 min 120/100 (96) 110/80 (88) 90/60 (95) 70/52 (61) 110/80 (75) 125/69 (59) 124/78 (78)
10 min 130/105 (96) 105/80 (90) 95/60 (100) Syncope 110/80 (85) 125/73 (71) 125/78 (82)
15 min 130/100 (95) 105/80 (90) 100/60 (130) 110/80 (79) 129/78 (64) 123/79 (83)
20 min 120/95 (94) 105/80 (90) 90/60 (100) 140/80 (80) 125/73 (65) 123/78 (83)
Sympathetic skin response
Response Normal Normal Normal Normal Normal Normal ND
24-hour ambulatory blood pressure
Profile Riser pattern Non-dipper Dipper Dipper Dipper Non-dipper ND
Autonomic function tests
E:1 ratio paced breathing 1.030 1.27 1.55 143 1.25 122 1.11(0.12)
Valsalva ratio 1.13 1.13 1.08 1.34 1.78 1.70 1.54 (0.37)
BP phase 1l late (mmHg) -36 1 2.0 2 -10 26 ~5.4(25.13)
BP phase IV (mmHg) 21 24 35 -2 25 44 27.3(19.3)
BP changes during Handgrip 3 14 10 18 12 0 134 (33.7)

Magnitude of BP changes was determined for late phase 11 and phase 1V of the Valsalva maneuver. Values were calculated by subtracting the baseline systolic blood pressure
from the systolic blood pressure during phase Il or phase IV. BP changes during the handgrip test are shown as percent increment of diastolic BP at 3 min.

Normal values in our laboratory: Norepinephrine 300-650 pg/ml; Vasopressin 0—7.6 pg/ml. MIBG scintigraphy, myocardium/mediastinum ratio at 4 h: the cutoff is 1.75.
Twenty-four ambulatory blood pressure studies: normal dipper pattern is 10% decrease in blood pressure during the night. SCOPA-AUT: control: 8.8 + 5.4. Valsalva ratio and
HRV during paced breathing, E/I ratio: normal range, 1.2—1.8 (Age-dependent). BP changes during handgrip test: 10% increment of diastolic BP at 3 min.

Statistical analysis: U-Mann Whitney non-parametric test was used to compare means. *p = 0.05.

insoluble fibrils more rapidly than the wild type protein [5]. Elec-
tron microscopy studies have shown the mutant alpha-synuclein
fibrils have an ultrastructure similar to that of amyloid and
increase the formation of amyloid fibrils [10]. The clinical pheno-
type of the affected patients is characterized by rapidly progressive
PD with early and severe cognitive impairment and sleep distur-
bances that may precede the motor manifestations [3,4].

Recently, much importance has been placed on the non-motor
symptoms of non-familial PD, since many of these symptoms —
including dysautonomic disorders [2,7] and sleep disturbances
[4,11] — may precede the first motor manifestations of the disease
by several years. In addition to dysautonomic disorders and sleep
disturbances, our patients manifested olfactory deficits which in
some cases were severe.

The earliest findings in autonomic function testing is a loss of
heart rate variability with deep breathing [12] and an alteration of
the physiological patterns in 24-h blood pressure monitoring, with
a tendency toward nocturnal elevation as the disease progresses
[13]. Noradrenalin (NA) levels, as well as the reflex sympathetic
response, were normal. This is in contrast to the myocardial
sympathetic innervation ratios, which were found to be patholog-
ical from very early stages as evidenced by cardiac MIBG scintig-
raphy studies (7). This finding may be due to the fact that blood NA
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levels are affected not only by sympathetic denervation but also by
the plasma clearance of NA [14]. Even though orthostatic hypo-
tension on TTT was a frequent finding this neither correlates with
clinical symptoms during TTT nor cardiovascular symptoms on
SCOPA-AUT.

To date, few series have systematically investigated autonomic
nervous system involvement in carriers of SNCA gene mutations.
Singleton et al. [15] found that patients with triplication of the gene
develop cardiac denervation with normal blood catecholamine
values. However, in contrast to our series, two carriers without PD
motor symptoms had normal cardiac fluorodopamine-PET findings.
Orimo et al. reproduced these findings in patients with duplication
of the SNCA gene [16], in contrast to other patients with genetic
parkinsonisms without Lewy body accumulation, such as muta-
tions in the PARK 2 gene [17]. In relation to the first reported point
mutation (A53T) of the SNCA gene, dysautonomic symptoms were
described in carriers [ 18], though no specific study of the functional
integrity of the autonomic nervous system has been published.

Investigation of the autonomic nervous system in patients with
hereditary parkinsonism may offer further information on the
pathological changes that may develop in this disease as it gives us
the opportunity to study asymptomatic carriers. As shown here, the
sympathetic denervation appears to be organ-specific, selectively
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affecting the heart, given that plasma norepinephrine, blood
pressure and SSR tests were normal. The E46K mutation causes
major functional autonomic defects, as supported by the experi-
mental findings, and may be one of the best examples of those
currently available to study synucleinopathies in humans. The
follow-up of asymptomatic carriers will help determine the precise
sequence of synuclein-related neurodegeneration, this being an
important step in the development of neuroprotective strategies.

Study funding
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Basque Government (dossier 2009111093), the Spanish Fondo de
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Trabajo 3

Autonomic dysfunction in parkinsonian LRRK2 mutation carriers.

Las mutaciones en el gen PARK8 son la causa mds frecuente de EP familiar
autosémico dominante. El genotipo G2019S es el mas frecuente a nivel mundial, y la
mutacion R1441G la mas frecuente en el Pais Vasco. Las descripciones clinicas de
estos pacientes se corresponden con un fenotipo cldsico, aunque con algunas
peculiaridades como son: mayor frecuencia de temblor'®, una respuesta variable a la

101 y menor deterioro cognitivoloz. En cuanto a

estimulacion cerebral profunda (ECP)
los sintomas no motores, se describe menor frecuencia de hiposmia. A pesar de que,
el primer caso descrito portador de mutacion LRRK2 mostraba un patrén de

. . 74 , 1
denervacién simpatica cardiaca'®

como grupo estos pacientes presentan menor
afectacién en el patron de captacidon miocardica utilizando el radiotrazador MIBG. Los

estudios neuropatoldgicos cerebrales de pacientes con mutaciones en el gen LRRK2

. 104
revelan hallazgos muy variables'®.

El objetivo de este estudio es analizar la afectacion clinica y funcional del SNV
en pacientes con las dos mutaciones mas frecuentes en el gen LRRK2 y comparar los
hallazgos con los obtenidos en enfermedad de Parkinson idiopatica. El objetivo

secundario es comparar los hallazgos de cada mutacién entre si.
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Métodos. Para conseguir los objetivos anteriores se estudian 12 pacientes con
mutaciones de LRRK2 (6 G2019S y 6 R1441G) que se comparan con una poblacién de
13 pacientes con enfermedad de Parkinson idiopatica, emparejados por edad, género

y situacion motora respecto a los portadores.

Los resultados de este estudio ponen de manifiesto que, a pesar de que no
existen diferencias en cuando al grado de afectacién clinica del SNV medido por la
escala clinica SCOPA-aut, los pacientes con enfermedad de Parkinson idiopatica
presentan un mayor grado de denervacién simpatica cardiaca y una mayor afectacién
de la fase IV de la MV. Comparando las dos mutaciones entre si, los pacientes con
R1441G presentan una tendencia a presentar menor afectacién de la captacién

gammagrafica miocdrdica de MIGB.

Nuestra impresion es que el fenotipo de los pacientes con G2019S es similar a
los pacientes con enfermedad de Parkinson idiopdtica, mientras que los pacientes
con R1441G presentan un fenotipo diferente, con menor afectacién del SNV, lo que
podria estar en relacién con las diferencias encontradas en los escasos estudios

neuropatoldgicos.
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Introduction: The aim of this study was to compare autonomic function in PD symptomatic carriers of the
LRRK2 mutations and idiopathic Parkinson’s disease (iPD) patients.

Material and methods: We studied 25 PD patients: 12 with the LRRK2 mutation (6 G2019S and 6 R1441G),
and 13 with iPD. All patients underwent blood pressure and heart rate monitoring during head up tilt,
Valsalva maneuver and deep breathing, along with recording of sympathetic skin response (SSR) and
cardiac MIBG scintigraphy.

Results: Three of the patients with iPD and one of the LRRK2 carriers had orthostatic hypotension. Arterial
pressure “overshoot” during phase [V of Valsalva maneuver was less pronounced in patients with iPD.
During passive tilt, LRRK2 carries had higher increase of blood pressure than iPD patients MIBG late
myocardial/mediastinal uptake ratios were higher in LRRK2 mutation carriers (1.51 + 0.28 vs 1.32 + 0.25;
p < 0.05).

Discussion: Carriers of the LRRK2 mutation had less autonomic impairment than those with iPD as shown
by higher cardiac MIBG uptake and a tendency to less impairment of autonomic non-invasive tests. It is
important to carry out larger studies comparing the clinical, functional and pathological characteristics of

Keywords:
Parkinson's disease
Autonomic disorders
LRRK2 gene

these patients.

© 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

The PARKS gene was mapped ten years ago [1] and two years
later two different groups described the first mutations of this
gene [2,3]. Currently, mutations in this gene are the most com-
mon cause of dominant autosomal inherited Parkinson's disease
(PD). Worldwide, the most prevalent LRRK2 mutation is G2019S,
although in the Basque Country R1441G is more common [4].
Parkinson’s disease related to LRRK2 is characterized by typical
clinical features; however some differences have been noted, in
particular in carriers of the R1441G mutation. Among these
differences are a lower prevalence of hyposmia [5], higher rate
of tremor [6], and a variable response to deep brain stimulation

* Corresponding authors. Servicio de Neurologia, Hospital de Cruces, Plaza de
Cruces s/n, CP 48903 Baracaldo, Vizcaya, Spain.
E-mail addresses: beatriz_tijero@hotmail.com (B. Tijero), juancarlos.gomezesteban@
gmail.com (J.C. Gémez Esteban).
! These authors contributed equally to this work.

1353-8020/$ — see front matter © 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.parkreldis.2013.05.008
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[7] when compared with iPD. In neuropathologic studies,
pleomorphic findings have been reported in patients with LRRK2
mutations [3].

No previous studies have focused on the overall involvement of
the autonomic nervous system in carriers of LRRK2 gene mutations.
In the first case report of a LRRK2 mutation carrier, authors
described a phenotype similar to that seen in sporadic PD, with
cardiac sympathetic denervation as demonstrated by a 6-[18F]
fluorodopa positron emission tomography and alterations in non-
invasive autonomic function tests [8]. On the other hand, lower
levels of involvement of the cardiac sympathetic terminals have
recently been found in carriers of LRRK2 mutations using functional
imaging (cardiac 123I-metaiodobenzylguanidine [MIBG| scintig-
raphy) [5].

The primary objective of this study was to assess the involve-
ment of the autonomic nervous system in carriers of the two most
common mutations in the LRRK2 gene and compare it with iPD
patients. A secondary objective was to find differences between the
two mutations (G2019S and R1441G).
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2. Patients and methods

We studied 25 patients with a diagnosis of iPD according to the UK Parkinson's
disease Society Brain Bank clinical diagnostic criteria; 12 with the LRRK2 mutation
(6 G2019S and 6 R1441G) (age: 56.41 + 10.17 years, with a disease duration of
8.77 + 4.69 years; 8 men), and 13 with iPD without genetic mutations (age:
59.22 + 8.95 years, with a disease duration of 6.47 + 5.07 years; 8 men). All patients
with LRRK2 mutation were consecutively selected, and none of the 12 patients were
related.

All procedures were carried out with the adequate understanding and written
consent of the subjects involved and with approval from the local ethics committee.

2.1. General study

A database of the study patients was constructed to document the date of the
signs and symptoms at onset, drug treatment, Unified Parkinson Disease Rating
Scale (UPDRS 1-1V) scores and the 12-item Brief Identification Smell Test (BSIT)
(Sensonic®).

2.2. Autonomic nervous system investigations

Assessments were made early in the morning, after 12 h fasting and overnight
bed-rest, with no ingestion of medication or food, capable of modifying blood
catecholamine levels for the previous 24 h. To analyze noradrenaline (NA), adren-
aline and vasopressin levels, blood was collected (30 ml from arm venipuncture)
after the patient had rested for at least 40 min in the supine position, and again after
standing for 3 min. NA levels were measured by high-performance liquid chroma-
tography (HPLC) with electrochemical detection. Plasma vasopressin was measured
by radioimmunoassay (RIA).

We then analyzed heart rate and blood pressure variability in relation to
different physical maneuvers using the Taskforce continuous monitoring device
(CNS™): 20-minute tilt table test (TTT) at a 60° incline, Valsalva maneuver (VM)
(40 mmHg for at least 15 s), isometric contraction (handgrip isometer), and deep
breathing (6 inspiration (I)/expiration (E) cycles). Finally, we administered the
SCOPA-AUT, a brief questionnaire concerning autonomic symptoms classified into 6
dimensions.

2.3. Laboratory studies

Myocardial MIBG scintigraphy was performed with a gamma camera, and the
early (15 min) and late (4 h) heart-to-mediastinum uptake ratios were evaluated.
Patients also underwent “*™Tc-MIBI (6-methoxy isobutyl isonitrile) SPECT to rule
out myocardial perfusion defects. The sympathetic skin response (SSR) was assessed
using a Keypoint device (Medtronic®).

24. Statistical analysis

The mean and standard deviation were calculated for the quantitative variables,
while proportions were calculated for the qualitative variables. The Mann—Whitney
U non-parametric test was used to compare mean ranks. All the analysis was
carried out with the statistical software package SPSS 13 for Windows (SPSS, Chi-
cago, IL).

3. Results

In our study, we did not find a higher prevalence of autonomic
symptoms among patients with LRRK2 mutations, using the
SCOPA-AUT questionnaire (LRRK2+: 11.50 =+ 10.19; iPD—:
14.66 + 7.23; ns). Neither did we observe any differences in any of
the subdomains of SCOPA-AUT scale.

There were, however, statistically significant differences in the
non-invasive monitoring of the autonomic nervous system (Table 2).

Orthostatic hypotension was detected in three patients with iPD,
compared to only one of the LRRK2 carriers. Investigating systolic
blood pressure variability in the tilt table test, we observed signifi-
cant differences (p < 0.05) with a greater increase in LRRK2+ pa-
tients (—28.33 + 26.24) than in iPD (—3.69 =+ 25.38). In the VM, we
found no differences between the mutation carrier groups in phases
1l and 111, but there was a smaller overshoot (phase 1V) in systolic
blood pressure in the iPD group (LRRK2+: 39.00 + 3165, iPD:
2592 + 15.12; p < 0.05) (Table 2). The olfactory system was less
affected in the LRRK2 mutation carriers (BSIT: LRRK2+: 8.36 + 2.54;
iPD: 6.00 + 2.58; p < 0.05) (Table 1). SSR was normal in all subjects
(Table 2).

Focusing on the heart, we observed that LRRK2-+ patients had
less severe sympathetic denervation, as demonstrated by MIBG
scintigraphy of the heart (late H/M uptake ratios, LRRK2:
1.51 + 0.28; iPD: 1.32 + 0.25; p < 0.05). MIBG uptake was signifi-
cantly related to blood pressure overshoot in phase IV of the VM in
both patient groups. On the other hand, we found no significant
differences between the two groups when comparing the levels of
noradrenaline and vasopressin responses to head up tilt (Table 2).

When comparing the different mutations the only significant
differences found were in the non-invasive monitoring of the VM.
Patients with the R1441G mutation had a larger overshoot than those
with the G2019S mutation (R1441G: 5216 + 37.29, G2019S:
25.83 + 19.93; p < 0.05). Furthermore in the late phase Il of the ma-
neuver, we observed a larger decrease among patients with the
G2019S mutation (R1441G: 24.16 + 30.39, G2019S: —10.83 + 46.67;
p < 0.05).

4. Discussion

The data obtained indicate that autonomic nervous system
impairment may be less prevalent when Parkinson’s disease is
associated with mutations in LRRK2. Specifically, the late H/M ratio
of MIBG was less affected in the mutation carriers than the patients
with iPD [5]. We also found that the olfactory system was less
affected in the LRRK2 mutation carriers. These findings are notably
different from observations in patients with mutations in the
alpha-synuclein gene, in which the degree of sympathetic dener-
vation is higher than expected [10,11]. The potential variability in
pleomorphic histological features in patients with LRRK2 muta-
tions [3] could explain the clinical findings to some extent.
Neuropathological studies in people with the G2019S mutation
found abundant Lewy bodies and deposits of alpha-synuclein, with
no significant differences compared to idiopathic PD patients. The
carriers of mutations at the R1441 residue, however, are associated
with tau-related disorders, with similar clinical phenotypes to
progressive supranuclear palsy (PSP) [3]. The only neuropatholog-
ical findings of a patient with the R1441G published to date were
characterized by mild neuronal loss in the substantia nigra pars
compacta without alpha-synuclein, tau, LRRK2, or ubiquitin cyto-
plasmic inclusions [12].

Table 1
General characteristics of patients with LRRK2 mutations and patients with idiopathic Parkinson disease.
LRRK2 R1441G G20195 IPD p Value

Age 56.41 + 10.17 53.21 + 5.07 56.15 + 14.14 59.22 + 8.95 NS
Years since diagnosis 8.77 + 4.69 8.80 + 4.46 7.03 + 3.66 647 + 5.07 NS
UPDRS 1 1.83 + 1.03 1.67 + 1.21 2.00 + 0.89 2.08 + 1.76 NS
UPDRS 1l 12.92 + 6.56 13.33 + 3.72 12.50 + 8.80 9.58 4 2.74 NS
UPDRS 111 29.45 + 13.01 28.17 + 8.56 31.00 + 18.07 26.54 + 7.48 NS
UPDRS IV 2.33 + 1.67 4.67 + 2.66 3.17 +£4.75 392 +3.75 NS
Smell test (BSIT) 8.36 + 2.54 8.83 + 3.06 7.80 + 1.94 6.00 + 2.58 0.04

UPDRS — Unified Parkinson’s Disease Rating Scale (I — non-motor experiences of daily living, 1 — motor experiences of daily living, 1ll — motor examination, IV — motor

complications), BSIT — Brief Smell Identification Test, NS — non-significant.
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Results of SCOPA-AUT, MIBG scintigraphy, noradrenergic tests and non-invasive tests of autonomic nervous system function in PD patients with and without LRRK2 mutations.

LRRK2 R1441G G2019S PD patients with no mutations
(N=12) (N=6) (N=6) (N=13)

SCOPA-AUT 11.50(10.19) 14.15(7.23) 8.33(10.74) 14.66 (7.23)

 Digestive 450 (3.62) 4.16 (3.12) 5.00 (4.76) 3.63 (3.44)

o Urinary 5.10 (4.20) 5.66 (4.59) 4.25 (4.03) 4.18 (2.83)

« Hemodynamics 0.70 (0.95) 0.50 (0.84) 1.00 (1.15) 0.45 (0.69)

o Pupil 1.00 (1.15) 1.00 (1.26) 1.00 (1.16) 0.63 (0.81)

o Thermoregulation 2.10 (242) 2.66 (2.42) 1.25 1.81 (1.88)

o Sexual 0.41(1.26) 0.66 (1.63) 0.00 (0.00) 1.81 (1.94)
Noradrenaline (pg/ml)

Supine 286 (89.83) 304.40 (76.05) 263.00 (111.96) 305.66 (269.83)

Standing 420 (97.38) 387.40 (57.32) 461.00(129.98) 445.00 (311.03)
Vasopressin (pg/ml)

Supine 7.93 (8.80) - 3.51 (4.74)

Standing 17.87 (30.65) - 4.62 (5.50)
MIBG (heart/mediastinum ratio — 4 h) 1.51(0.28)" 1.54 (0.26) 1.48 (0.32) 1.32 (0.25)°
Tilt table: blood pressure (heart rate)

J A Systolic 3 m ~28.33(26.24)" ~32.16 (28.76) —24.5 (25.54) —-3.69 (25.38)"

] A Diastolic 3 m -24.83 (20.07) -28.16 (17.92) —-21.5(23.20) -11.92 (17.36)
Orthostatic hypotension (n) 1 0 3
Non-invasive autonomic function tests

CJHeart rate variability during paced 1.15 (0.15) 1.13 (0.14) 1.16 (0.17) 1.06 (0.07)

breathing (expiration/inspiration ratio)

] Valsalva ratio 1.33 (0.40) 1.39 (0.44) 1.25(0.32) 1.40 (0.32)

] BP Valsalva: phase 1l (mmHg) 13.08 (14.35) 18.00 (12.11) 8.16 (15.76) 19.46 (21.95)

] BP Valsalva: phase 11 late (mmHg) 6.67 (41.76) 24.16 (30.39) ~10.83 (46.67) 6.61(41.93)

J BP Valsalva: phase IV (mmHg) 39.00 (31.65)" 52.16 (37.29)" 25.83 (19.93) 25.92 (15.12)"

] BP changes during Handgrip test 450 (15.47) 3.33(19.44) 5.67 (12.07) 1.69 (11.55)

Magnitude of blood pressure (BP) changes was determined for late phase 11 and phase 1V of the Valsalva maneuver. Values were calculated by subtracting the baseline systolic
blood pressure from the systolic blood pressure during phase 11 or phase 1V. BP changes during the handgrip test are shown as percent increment of diastolic BP at 3 min.

Normal values: Norepinephrine 300—-650 pg/ml; Vasopressin 0—7.6 pg/ml. MIBG scintigraphy, myocardium/mediastinum ratio at 4 h: the cutoffis 1.75. SCOPA AUT: control:
8.8 + 5.4. Valsalva ratio and HRV during paced breathing, E/I ratio: normal range, 1.2—1.8 (age-dependent). BP changes during handgrip test: 10% increment of diastolic BP at

3 min. * p < 0.05.

PD — Parkinson's disease, SCOPA-AUT — scales for outcomes in Parkinson's disease-autonomic, MIBG — metaiodobenzylguanidine.

In a study on genetic parkinsonism disorders, only one of six
LRRK2+ patients had autonomic dysfunction [9], although none
of the controls showed alterations in the non-invasive tests. In
our study, no differences were found between LRRK2 mutation
carriers and controls in any of the other variables studied (NA,
vasopressin, handgrip maneuver, or R—R interval changes during
deep breathing, among others) (Table 2). The controls’ responses
were more abnormal in phase IV of the VM. This type of
abnormal response has been associated with cardiac adrenergic
function being affected rather than the systemic vascular
resistance.

On the other hand, though we found no great differences be-
tween the two genotypes (R1441G and G2019S), the sympathetic
neural response to the VM was more affected in G2019S mutation
carriers and these patients also showed a tendency to having a
greater degree of myocardial denervation.

The main weakness of our study was the small size of the
sample (12 patients with LRRK2 mutations and 13 controls with
iPD). However we believe that the homogeneity of the sample in
terms of age, years since diagnosis and motor status (Table 1),
strengthens the validity of the study.

The main finding is that patients with iPD showed increased
sympathetic nervous system involvement when compared with
patients with mutations in the LRRK2 gene; more frequent ortho-
static hypotension, increased myocardial sympathetic denervation
and abnormal non-invasive tests showing sympathetic dysfunction
(phase IV of the Valsalva maneuver (VM)). MIBG uptake was
significantly related to the blood pressure overshoot in phase IV of
the VM in both: patients with iPD and LRRK2 -+ PD. Our impression
is that the findings of patients with the G2019S genotype are
similar to those of patients with idiopathic PD; this would be
consistent with histological findings. This study indicates a possible
difference in autonomic function between different types of LRRK2
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mutations, however, these results must be accepted with reserva-
tions given the small sample. We believe that autonomic functions
in R1441G and G2019S carriers should be further investigated in
larger numbers of patients through collaboration with other
centers.
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Government (dossier 2009111093), the Spanish Health Research
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Trabajo 4

Autonomic involvement in Parkinsonian carriers of PARK2 mutations

El objetivo de este estudio es analizar al patrén de afectacion de SNV en

pacientes portadores de mutaciones en el gen PARK2.

Se utiliza el protocolo descrito previamente en la metodologia, ademas se
describe el estudio histopatolédgico del SNC y del miocardio procedente de la autopsia

de una paciente portadora de mutacién en este gen.

La principal conclusidon que se obtiene de este estudio es que en pacientes
portadores de mutaciones en PARK2, a diferencia los portadores de mutaciones en el
gen SNCA, no presentan afectacion clinica, funcional o histolégica del SNV. Estos
hallazgos contrastan con la presencia de polineuropatias descritas en algunos
portadores de mutaciones en este gen y enfatiza el hecho de que la AS estd ligada al
dafio axonal con afectacién de las fibras C y A delta amielinicas con severo trastorno
vegetativo, mientras que la parkina se localiza en el axoplasma de células de Schwann
y produciria una polineuropatia con componente desmielinizante y poco dafo axonal,

lo que justificaria la normalidad del estudio del SNV.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

A"lid}’ history: Background and objectives: The objective of this study was to assess the presence of autonomic nervous
Received 8 October 2014 system dysfunction in PARK2 mutation carriers.

Received in revised form Patients and methods: We performed a cross-sectional analysis of 8 PARK2 carriers (age: 60.1 + 12.8

3 April 2015

Accepted 14 April 2015 years) and 13 individuals with idiopathic PD (iPD) (age: 59.2 + 8.9 years). Autonomic dysfunction was

measured using the SCOPA-AUT questionnaire, non-invasive autonomic tests and responses of
noradrenaline and vasopressin levels to postural changes. Myocardial sympathetic denervation was
Parki e assessed with metaiodobenzylguanidine (MIBG) scintigraphy. This damage was further investigated in
arkinson's disease . . . . . .
Alitoriomic finction postmortem epicardial tissue of one PARK2 carrier and three control cases (two PD patients and one
PARK2 mutation subject without PD).
Autonomic tests Results: The prevalence of autonomic symptoms and orthostatic hypotension (OH) was lower in PARK2
mutation carriers than in iPD patients (SCOPA OUT: 3.4 + 4.8 vs. 14.7 + 7.2, p < 0.001; OH: present in
three iPD patients but none of the PARK2 mutation carriers). Second, sympathetic myocardial denerva-
tion was less severe in PARK2 mutation carriers compared to controls, both in MIBG scintigraphy (late H/
M uptake ratio: 1.52 + 0.35 vs. 1.32 + 0.25 p < 0.05) and in postmortem tissue study. Interestingly, axonal
alpha-synuclein deposits were absent in epicardial tissue of the PARK2 mutation carrier while they were
present in the two PD patients.
Interpretation: Our study supports the view that autonomic nervous system dysfunction and myocardial
sympathetic denervation are less pronounced in PARK2 mutation carriers than in individuals with iPD,
suggesting that the involvement of small peripheral sympathetic nerve fibers is a minor pathological
hallmark in PARK2 carriers.

Keywords:

© 2015 Elsevier Ltd, All rights reserved.

1. Introduction

Mutations in the PARK2 gene explain up to half of the cases with
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and more symmetrical onset, more frequent dystonia, slower pro-
gression, and a tendency toward a greater response to low doses of
levodopa with early fluctuations and dyskinesia [2|. Heterozygous
PARK2 mutations are relatively frequent and it has been speculated
that they are associated with PD [3]. The majority of PD patients
with mutations in the PARK2 gene do not exhibit the classical
neuropathological markers of PD; however, in a few cases, patho-
logical analysis of PARK2 mutation carriers has revealed Lewy
bodies in the substantia nigra and locus coeruleus, and alpha-
synuclein immunopositive inclusion bodies in the brain [4-7].

Autonomic nervous system involvement in PARK2 mutation is a
matter of discussion. In early reports, it was observed that patients
with PARK2 mutations showed some autonomic symptoms
resembling those observed in PD [8,9]. However, recent studies
have shown that cardiovascular dysautonomia is not associated
with the PARK2 phenotype [10,11]. In addition, a number of case
reports in PARK2-positive PD patients have noted normal 123I-
MIBG scans [12,13,8] and preserved TH-immunoreactive fibers in
the epicardium [12]. While these findings support the view that
small myelinated and unmyelinated autonomic nerve fibers are
preserved in PARK2 mutation carriers, this hypothesis contrasts
with the presence of parkin protein in the axoplasm of bovine
myelinated nerve fibers and Schwann cells [14| and with the
presence of peripheral neuropathy in PARK2 mutation carriers [ 15].

The main objective of this study was to assess the overall level of
autonomic nervous system dysfunction and the specific involve-
ment of the neurocirculatory system, including myocardial sym-
pathetic denervation, in 8 PARK2 mutation carriers compared to 13
iPD patients. We performed a comprehensive assessment of auto-
nomic symptoms, quantified hemodynamic dysfunction by non-
invasive tests and plasma neurohormone levels, and carried out
myocardial MIBG scintigraphy in all patients. In addition, we
assessed epicardial denervation in the postmortem tissue from one
PARK2 mutation carrier, two patients with PD (one with iPD and
one symptomatic alpha synuclein mutation carrier) and one sub-
ject without PD.

2. Patients and Methods
2.1. Study population

We included 8 PARK2 gene mutation carriers (60.1 = 12.8 years; with a disease
duration of 27.1 + 114 years; 4 men) and 13 control patients with iPD (age: 59.2 + 8.9
years, with a disease duration of 6.5 + 5.1 years; 8 men). Patients classified as
idiopathic had no family history of PD. All participants fulfilled the UK Parkinson's
disease Society Brain Bank criteria for the clinical diagnosis of PD (except for family
history of PD in PARK2 carriers). They were consecutively recruited in the Movement
Disorders and Autonomic Unit at Cruces University Hospital. We excluded patients
with diabetes or with myocardial perfusion defects observed in the 99mTc-MIBI
SPECT, and any patients who were not able to complete the tests properly due to
physical or cognitive disability. We also excluded one patient with one heterozygous
PARK2 mutation and another with a heterozygous compound PARK2 mutation that
developed parkinsonian symptoms when exposed to clebopride, which resolved
when the drug was discontinued. All procedures were carried out with the adequate
understanding and written consent of the patients involved, and with the approval
of the local ethics committee.

2.2. Clinical assessment of PD

At study inclusion, we collected a set of clinical and demographic data including
gender, age, disease duration, age at disease onset and scores on the Unified Par-
kinson Disease Rating Scale (UPDRS I-1V) and the 12-item Brief Identification Smell
Test (BSIT; Sensonic™). We classified the BSIT result as normal or abnormal following
the norms for age and gender provided by the manufacturer.

2.3. Molecular genetic analysis

PARK2 mutations were identified on DNA obtained from peripheral lympho-
cytes. Single-strand conformation polymorphism (SSCP) analysis of the 12 exons
was followed by nucleotide sequencing whenever an SSCP band shift was observed.
To detect alterations in gene dosage (deletions and duplications), a quantitative
RTPCR assay was performed [ 10].

100

24. Study of the autonomic nervous system

Assessments were made early in the morning, after 12 h of fasting and overnight
bed rest. Participants were not allowed to consume drugs or foods capable of
modifying blood catecholamine levels within the previous 24 h. For the analysis of
noradrenaline (NA) and vasopressin levels, peripheral blood samples were collected
(30 ml from arm venipuncture) after the patient had rested for at least 40 min in the
supine position, and again after standing for 3 min. NA levels were measured by
high-performance liquid chromatography (HPLC) with electrochemical detection,
while plasma vasopressin was measured by radioimmunoassay (RIA).

We then analyzed heart rate and blood pressure variability during various
physical maneuvers using a continuous monitoring device, the Task Force® Monitor
(CNSystems, Graz, Austria): a 20-min tilt table test (TTT) at an inclination of 60°; the
Valsalva maneuver (VM) (40 mmHg for at least 15 s); isometric contraction
(handgrip isometer); and deep breathing (6 inspiration/expiration cycles) (1/E).
Finally, we administered the SCOPA-AUT, a brief questionnaire concerning auto-
nomic symptoms classified into 6 dimensions | 16).

2.5. Myocardial MIBG scintigraphy

All participants underwent myocardial MIBG scintigraphy with a gamma camera
no more than 6 months before study inclusion. We analyzed the early (15 min) and
late (4 h) heart—to-mediastinum uptake ratios. Participants also underwent 99mTc-
MIBI (6-methoxy isobutyl isonitrile) SPECT to rule out myocardial perfusion defects.

2.6. Postmortem histopathological studies of epicardial and brain tissues

In order to further characterize epicardial sympathetic nerve involvement in
PARK2 carriers, we performed immunohistochemical analysis of postmortem
myocardial and epicardial tissue from one PARK2 mutation carrier. Brain tissue from
this patient was also studied to evaluate the presence of Lewy Body pathology. As a
reference, we studied post mortem epicardial and brain samples from one subject
without PD and from two PD patients: one iPD patient (with no family history of PD)
and another PD patient with a specific mutation (E46K) in the alpha synuclein gene
(SNCA), a condition associated with an aggressively progressing Lewy Body disease,
with marked autonomic dysfunction and cardiac denervation. Epicardial samples
were sliced into 5-pm-thick sections, which were then deparaffinized and subjected
to routine histological staining (hematoxylin-eosin) and standard immunohisto-
chemical processing with monoclonal antibodies against neurofilaments (NF),
tyrosine hydroxylase (TH) (TH16; Sigma, St. Louis, MO, USA) (1:3000), phosphory-
lated alpha synuclein and alpha synuclein (Zymed®). Regarding brain samples,
blocks were taken from representative cortical and subcortical regions in accordance
with standardized protocols. The paraffin-embedded sections were stained with
routine histological methods and processed for immunocytochemistry with anti-
bodies against glial fibrillary acidic protein (1:5000; Dako, Carpinteria, CA), phos-
phorylated NF (1:40, Zymed, San Francisco, CA), tau (1:400; Sigma, St. Louis, MO),
ubiquitin (Z0458, 1:400; Dako), and alpha synuclein (1:200, without formic acid
pretreatment; Zymed).

2.7. Statistical analysis

Descriptive data were expressed using the mean and standard deviation for the
quantitative variables, and percentages for the qualitative variables. The Man-
n—Whitney U non-parametric test was used to compare mean ranks. All the ana-
lyses were carried out with the statistical software package SPSS 13 for Windows
(SPSS, Chicago, IL).

3. Results

Table 1 shows an individual description of the main character-
istics of the 8 PARK2 mutation carriers in terms of demographics,
family history, genetics and duration of PD, as well as a summary of
the main outcomes from autonomic nervous system and myocar-
dial SPECT MIBG assessments. Of these patients, three carried ho-
mozygous and five compound heterozygous mutations; and, while
two had no family history of PD, the remaining six mutations
occurred in three sibling sets, one of which was the product of a
consanguineous marriage.

There were no statistically significant differences between
PARK2 mutation carriers and iPD patients in terms of age or motor
status (UPDRS III scale) at inclusion. Disease onset was before the
age of 50 years in all PARK2 mutation carriers and occurred
significantly earlier than in individuals with iPD. Consequently,
disease duration was longer in PARK2 mutation carriers (27.1 + 13.4
years in PARK2 mutation carriers vs. 6.5 + 5.1 years in iPD patients;
p < 0.001) (Table 2).
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Table 1
Individualized description of all patients with mutations in the PARK2 gene.
Case#1 Case#2 Case#3 Case#4 Case#5 Case#6 Case#7 Case#8
Age (years) ! 70 61 65 62 44 71 37
Gender Female Female Male Female Female Male Male Male
Type of PARK2 mutation ~ 202-203delAG ~ 202-203delAG c.255delA c.255delA del exon 34 c.255delA del exonl c.255delA
del exon 4 del exon 4 Homozygosis Homozygosis Del exond Homozygosis  ¢.154delA C352Y exon 9
Disease duration (years) 45 30 35 33 22 14 28 10
Family History of PD 1 Sister 1 Sister 1 Sister 1 Brother None Grandfather 4 Brother/Sister None
Late H/M MIBG ratio 1.00 1.56 1.54 1.27 1.75 1.82 127 2.00
Maneuver with abnormal  Deep breathing None (all normal) Deep None None None None Orthostatic
HR & BP response breathing (all normal)  (all normal) (all normal)  (all normal) Tachycardia on TTT
Result on Brief Smell test ~ Abnormal Normal Abnormal Normal Normal Normal Normal Normal
Scopa-Aut score 3 3 15 3 1 2 4 1
Ewing & Clarke test 1 0 1 0 0 0 0 0,5

HR: Heart Rate. BP: blood pressure.

Results for each autonomic test were classified as normal (0 point), borderline (0,5 point) and abnormal (1 point). Ewing's classification of autonomic failure was determined as
shown below for each participant who had complied with sufficient tests: normal: all tests normal or one borderline (0-0,5 point); early: one of the HR tests abnormal or two
borderlines (1 point); definite: two or more of the HR tests abnormal (2 point); severe: two or more of the HR tests abnormal plus one or both of the BP tests abnormal or both

borderlines (3—5 point).

We found a lower prevalence of autonomic symptoms among
patients with PARK2 gene mutations based on the SCOPA-AUT
score (3.4 + 4.8 in PARK2 mutation carriers vs. 14.7 + 7.2 in iPD
patients; p < 0.001). According to the Ewing and Clarke classifi-
cation of autonomic failure [17], no PARK2 mutation carriers had
definite autonomic failure (6 normal, 2 early) (Table 1). PARK2
mutation carriers had significantly lower scores than iPD patients
for most regions and items, especially for digestive, urinary, ther-
moregulatory and sexual regions. The olfactory system was less
affected in PARK2 mutation carriers (BSIT: 7.8 + 3.2 in PARK2 mu-
tation carriers vs. 6.0 + 2.6 in iPD patients; p < 0.05) (Table 2).
Orthostatic hypotension was detected in three patients with iPD,
compared to none of PARK2 mutation carriers. However, quanti-
tative assessment of sympathetic function did not reveal differ-
ences between PARK2 mutation carriers and individuals with iPD
for blood pressure variations during head-up tilt test. No difference
between the groups was found in blood pressure response during
either late phase Il or phase IV of the Valsalva maneuver or in the
increase of diastolic blood pressure during isometric hand grip.
Cardiovagal function assessment revealed no difference between
PARK2 mutation carriers and iPD patients in mean heart rate
response during deep breathing (Table 3). On the other hand, we
found no significant differences between these groups when
comparing the levels of NA response to the head-up tilt test.
However, basal and upright values for vasopressin in the PARK2
mutation group were higher than those in iPD patients (Table 3).
Lastly, regarding the results on heart imaging by MIBG scintig-
raphy, we observed that there was less sympathetic denervation in
PARK2 mutation carriers than in iPD patients (late H/M uptake
ratio: 1.52 + 0.35 in PARK2 mutation carriers vs. 1.32 + 0.25 in iPD
patients; p < 0.05).

We performed a comparative postmortem histopathological
study of the brain and heart of one patient carrying a PARK2 gene
mutation, one subject without PD who died at age of 60 years from
liver disease and two PD patients (Fig. 1). The first PD patient was a
69-year-old man with disease duration of 8 years who was a SNCA
mutation carrier (E46K) [ 18]. The second patient was a 70-year-old
woman with PD and no family history of PD who died 9 years after
the clinical onset of the disease. The PARK2 mutation carrier was a
woman who noted the onset of rest tremor at 43 years of age. She
died at the age of 73 and the clinical evaluation months before
death revealed advanced motor symptoms, dyskinesia, motor
fluctuations and impaired activities of daily living (UPDRS I: 5,
UPDRS II: 35, UPDRS III: 66, UPDRS IV: 7). Her brain MRI was un-
remarkable. A compound heterozygous mutation (C154delA in
exon 2 and exon 1 del) in the PARK2 gene was identified in that
patient and in two of her relatives: one asymptomatic sister and
one brother. Although the autonomic study was not performed in
the carrier who underwent an autopsy, it was completed in her
brother, who had early onset PD and the same genotype.

The immunohistological analysis of epicardial tissue in the iPD
patient and in the SNCA mutation carrier showed a clear Lewy body
pathology with an absence of TH-immunoreactive fibers. By
contrast, in the PARK2 mutation carrier and in the subject without
PD there was only a moderate reduction of TH-immunoreactive
fibers and that there were no alpha synuclein inclusions (Fig. 1).

Histology of the brain of the PARK2 mutation carrier showed
severe nigral cell degeneration without Lewy body inclusions. Ex-
amination of the locus coeruleus found neuron loss without alpha
synuclein inclusions. Other brainstem structures such as the infe-
rior olive and noradrenergic nuclei in the pons-medulla and den-
tate nucleus of the cerebellum showed no significant histological

Table 2
Characteristics of Parkinson's disease in PARK2 gene mutation carriers and in patients with idiopathic PD (iPD) at study inclusion.
PARK2 gene mutation carriers (n = 8) iPD patients (n = 13) P value

Age (years) 60.1 =+ 12.8 59.2 + 89 ns
Time from diagnosis (years) 27.1+114 6.5 + 5.1 P < 0.001
UPDRS 1 20+18 21+18 ns
UPDRS 1l 10.7 + 8.7 9.6 + 2.7 ns
UPDRS 111 28.1 + 154 265+ 75 ns
UPDRS IV 44 +30 39+37 ns
BSIT 7.7+32 6.0 + 26 0.04
Levodopa-equivalent doses 570.5 + 208.2 680.8 + 459.9 ns

Results are presented as means =+ standard deviations for every variable. UPDRS: Unified Parkinson's Disease Rating Scale. BSIT: Brief Smell Identification Test. ns: no significant

difference.
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Table 3
Results of SCOPA-AUT, MIBG scintigraphy, noradrenergic tests and non-invasive tests of autonomic nervous system function in PD patients with and without parkin gene
mutations.

PARK2 gene mutations (N = 8) PD patients with no mutations (N = 13) Normal values in our centre
SCOPA-AUT™ 34(438) 147 (7.2) 89(54)
 Digestive* 15 (2.1) 36(34)
o Urinary* 1.7 (2.7) 42(2.8)
« Haemodynamics 0.1 (0.3) 04(0.7)
 Pupil 0.1 (0.3) 0.6 (0.8)
o Thermoregulation*® 0.1 (0.1) 1.8(1.9)
« Sexual* 0.1(0.1) 1.8(1.9)
Noradrenaline Supine (pg/ml) 258.7 (127.9) 305.7 (269.8) 300-650
Standing 395.8(195.2) 445.0 (311.0) 450—-850
Vasopressin Supine*(pg/ml) 7.1(3.9) 35(4.7) 0-76
Standing 9.5(7.2) 46 (5.5) 0-7.6
MIBG* (heart/mediastinum ratio — 4 h) 1.5 (0.3)* 1.3(0.2)* 1.75
TILT TABLE: Blood pressure (Heart rate)
0 A systolic3 m —08.7 (16.7) —3.7(254) Not available
Q A diastolic 3 m -10.8(12.2) -11.9(17.4)
Orthostatic Hypotension (n) 0 3 0
Non-invasive autonomic function tests
O HR variability during paced breathing 1.1(0.1) 11(0.1) 1.2-1.8 (Age-dependent)
(expiration/inspiration ratio)
O BP Valsalva: Phase 1 (mmHg) —13.4(28.6) —19.5(21.9) Not available
Q BP Valsalva: Phase 1l late (mmHg) 94 (20.3) 6.6 (41.9) Not available
O BP Valsalva: Phase IV (mmHg) 15.7 (31.2) 259(15.1) Not available
0 BP changes during Handgrip test 9.2 (9.8) 8.8(26.0) BP changes during handgrip test:

10% increment of diastolic BP at 3 min.

Characteristics of Parkinson's disease in PARK2 gene mutation carriers and in patients with idiopathic PD (iPD) at study inclusion. Magnitude of blood pressure (BP) changes
was determined for late phase Il and phase IV of the Valsalva maneuver. Values were calculated by subtracting the baseline systolic blood pressure from the systolic blood
pressure during phase Il or phase IV. BP changes during the handgrip test are shown as percent increment of diastolic BP at 3 min. PD — Parkinson's Disease, SCOPA-AUT- Scales
for Outcomes in Parkinson’s disease-autonomic, MIBG - metaiodobenzylguanidine, HR-Heart Rate. *p < 0.05; **p < 0.001.
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Fig. 1. Immunohistochemical findings of postmortem heart tissue with epicardial nerve fibers from a subject without PD (a, e, i), an iPD patient (b, f, j), a PARK2 mutation carrier (c,
g, k) and a SNCA (p.E46K) mutation carrier (d, h, 1). Staining for neurofilament {NF) (a—d), tyrosine hydroxylase (TH) (e—h) and phosphorylated alpha-synuclein (i—m) in 20-pm (a, b,
e, f,1,j)and 100-pm (c, d, g, h, k 1) post-fixed sections, cut from paraffin blocks of cardiac tissue. In the subject without PD, we observe slight NF+ and TH+ fibers loss (a, ) and no
Lewy bodies or Lewy neurites (i). In the iPD patient, the number of TH-immunoreactive nerve fibers is markedly decreased (b, f) and Lewy bodies (arrow in j) are observed. In the
PARK2 mutation carrier slight degeneration of nerve fibers is observed (c, g}, with no Lewy body pathology (k). In the SNCA mutation carrier, severe degeneration of nerve fibers (d,
h) can be noted with Lewy body pathology (arrows in I, zoom in m).
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abnormalities. No tau or alpha synuclein inclusions were found in
other brain structures, and insignificant levels of (1—42) amyloid
Beta A4 (AP4) were detected in the immunoassay. In contrast,
abundant Lewy bodies were observed in the substantia nigra, basal
nucleus of Meynert, perifornical area, medullary and pontine
tegmentum, periaqueductal gray matter, raphe nuclei, locus
coeruleus, area postrema, dorsal motor nuclei of the tenth nerve
and frontal cortex of the patient with a SNCA gene mutation. In the
case of the iPD patient, numerous alpha synuclein inclusions (LB
and Lewy neurites) were found in brainstem nuclei and the sub-
stantia nigra. Cortical involvement was confined to the temporal
mesocortex and allocortex-CA2 (Braak III-IV). However, no such
inclusions were found in the neocortex, despite the time interval of
9 years from disease onset to death. No Lewy bodies or other alpha
synuclein deposits were found in the brain of the subject without
PD.

4. Discussion

We report here the first comprehensive study of dysautonomia
in patients with mutations in the PARK2 gene and we also provide
evidence supporting the idea that PARK2 mutation carriers have
less autonomic nervous system involvement than iPD patients.
Specifically, in our study PARK2 mutation carriers had fewer auto-
nomic symptoms (SCOPA-AUT scale), less orthostatic hypotension
(TTT) and a lower degree of myocardial sympathetic denervation
(higher uptake ratios in MIBG scintigraphy). In fact, in PARK2 mu-
tation carriers, the delayed H/M ratios were within the range of
patients without PD despite having disease durations of more than
20 years. This idea was further supported by the heart histopa-
thology of one PARK2 mutation carrier, which revealed a relative
preservation of epicardial sympathetic fibers, compared with the
marked epicardial denervation found in a SNCA mutation carrier
and a subject with iPD.

To date, autonomic nervous system involvement has been sys-
tematically investigated only in few clinical cohorts of PARK2 mu-
tation carriers. Although initial reports did not mention the
presence of autonomic dysfunction in PARK2 mutation carriers with
the exception of urinary urgency [2,19], later studies have sug-
gested that several symptoms related to dysautonomia, particularly
genitourinary dysfunction, may occur in as many as 60% of PARK2
mutation carriers [8,11,20|. In our study, we found a lower rate of
autonomic symptoms using SCOPA-AUT. Specifically, scores were
lower in the group of patients with PARK2 gene mutations than in
those with iPD for four regions (gastrointestinal, seven items; uri-
nary, six items; thermoregulatory, four items; and sexual, two
items for men and two for women).

Orthostatic hypotension on TTT was more common in in-
dividuals with iPD than in PARK2 mutation carriers. This finding
did not correlate with either clinical symptoms during TIT or
cardiovascular symptoms on SCOPA-AUT. The remaining quanti-
tative tests for cardiovascular reflexes revealed no differences be-
tween PARK2 mutation carriers and iPD patients, both in
sympathetic and parasympathetic functions [21]. The late H/M
ratio of MIBG was less affected in the PARK2 mutation carriers than
iPD patients. Similar findings have been previously reported by
Orimo et al. [12,13], supporting the view that cardiac sympathetic
innervation is well preserved in PARK2 mutation carriers. Our re-
sults showing the preservation of TH staining in the epicardic
nerve terminals of the PARK2 mutation carrier also support this
view.

In line with the present results in PARK2 mutation carriers, our
group found similar late H/M ratios of MIBG in symptomatic car-
riers of the LRRK2 mutations with PD [22]. In contrast, for SNCA
gene mutation carriers, myocardial sympathetic innervation ratios
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have been found to be abnormal from very early stages [18,23]. All
these data suggest that normal cardiac uptake of MIBG might be of
potential diagnostic value to indicate the absence of Lewy body
pathology [ 12,13] in Parkinsonism.

Histology of the brain in PARK2 mutation carrier showed severe
nigral cell loss without Lewy body inclusions. This is in agreement
with most of the previously reported PARK2 cases [11,24], with the
exception of a few cases in which Lewy bodies were observed in the
brain [4—7]. One of the latter cases showed normal uptake of 1231-
MIBG scintigraphy and relatively preserved sympathetic nerve fi-
bers in pathological examination of the epicardium, however Lewy
body formation was found in the epicardial nerve fibers [5]. To date,
there are no definitive explanations to justify the presence of Lewy
body inclusions in the brain of some PARK2 mutation carriers.
While an older age of onset may well explain the presence of brain
Lewy bodies in these subjects, the coexistence of sporadic PD
process together with the PARK2 mutation cannot be excluded. It is
well known that about 15% of autopsied elderly subjects who had
antemortem clinical evaluations ruling out PD or dementia have
incidental Lewy bodies (iLBD) in the brain; therefore, the presence
of Lewy bodies in the brain of some PARK2 mutation carriers can be
also be incidental. Other possible explanation would be that in
some family pedigrees some other crucial PD susceptibility factors
are present [25], like hemizygous deletion [7] or heterozygous
PARK2 mutations [4].

Our findings support that the pattern of involvement of pe-
ripheral nervous system in PARK2 mutation carriers is different
from that observed in iPD and in SNCA-mutation linked PD. First,
our study points that autonomic small myelinated and unmyelin-
ated fibers are relatively well preserved in PARK2 mutation carriers
compared to iPD and E46K mutation patients. Second, previous
clinical studies in PARK2 carriers have reported a specific damage of
large diameter nerve fibers, including peripheral neuropathy in two
siblings with PARK2 mutation [15] and a diminished amplitude of
sural sensory nerve action potential in nine PARK2 carriers [26].
Moreover, a study by Hase et al. in bovine peripheral nerves
demonstrated the presence of parkin protein in the axoplasm and
in Schwann cells of large diameter myelinated nerve fibers [14],
supporting that parkin plays different roles in the normal physi-
ology of the nervous system, not only in CNS but also in peripheral
nervous system. The reason why the sensory nerves are predomi-
nantly involved in PARK2 mutation is unclear. A recent multicenter
study showed that the duration of exposure to levodopa, along with
age, is the main risk factor for the development of neuropathy in
iPD [27].

Another relevant finding supporting the presence of sensory
neuropathy in PARK2 patients of our study is the significant in-
crease of AVP both in supine and standing positions in PARK2
mutation carriers compared to controls. Previous studies have
suggested that the response of arginine-vasopressin (AVP) levels to
baroreceptor activation (tilt testing) may be useful to study sensory
afferent pathways [28]. In fact, some studies showed that hypo-
tension induced by an upright position produced a slight increase
in AVP levels in patients with sensory neuropathies in comparison
with normal subjects [29].

The main weakness of our study is the small size of the sample
(8 patients with PARK2 gene mutations and 13 iPD patients).
Another limitation is the difference in levodopa equivalent doses
between the two groups. The PARK2 mutation carriers were treated
with a lower LD equivalent dose than the iPD patients, despite
having a longer duration of treatment, a fact that may have favored
a lower presence of autonomic symptoms in PARK2 carriers.
However, we believe that the homogeneity of the sample in terms
of age and motor status (Table 2) strengthens the validity of the
study.
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In conclusion, our study supports the view that the autonomic
nervous system is better preserved in patients with mutations in
the PARK2 gene than iPD patients, since in most PARK2 mutation
carriers there is no involvement of small peripheral sympathetic
nerve fibers. In this genetic disorder, the damage of large somatic
myelinated nerve fibers is more severe than in iPD [15,26]. We
could speculate that dysautonomia and damage to unmyelinated
axons in parkinsonism is related to alpha synuclein pathology, as
could be seen in iPD patients [30| and in SNCA mutation carriers,
whereas in PARK2 mutation carriers the involvement of myelinated
large diameter axons might be more prominent due to the presence
of a different pathogenic mechanism to that causing alpha synu-
cleinopathies, for example the loss of function of an abnormal
parkin protein.
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Trabajos 5 y 6. Estos dos estudios adicionales exploran la relacién entre los trastornos

del suefio y los sintomas disautonémicos

Relationship between sleep and dysautonomic symptoms assessed by self-report

scales.

El objetivo de este estudio es explorar la relacion clinica entre la afectacion del
SNV vy los trastornos del suefio. Segln evidencias clinicas ambas alteraciones estan
presentes desde estadios precoces de la enfermedad. La presencia simultanea de
ambas alteraciones puede tener una explicacién no sélo topografica (modelos de
Braak) por el dafio de nucleos del tronco, sino relacionada con alguna otra
caracteristica como puede ser su naturaleza bioquimica (sistema noradrenérgico). Por
tanto, seria esperable un grado de afectacidén similar de ambos trastornos en los

pacientes con EP.

Para ello estudiamos a 60 pacientes con EP mediante escalas clinicas: UPDRS I-
IV, SCOPA-aut y dos escalas de sueio, la Parkinson’s Disease Sleep Scale (PDSS) y la

escala de hipersomnia diurna (Epworth).

Los resultados de este estudio demuestran la alta frecuencia de sintomas
vegetativos y del suefio en pacientes con EP, y la fuerte relacién entre estos dos tipos
de trastornos. Encontramos que son los dominios gastrointestinal, urinario,

pupilomotor y termorregulatorio los que tienen una relacién significativamente
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mayor. Como se ha comentado anteriormente bien la proximidad dentro del tronco
del encéfalo de sus centros regulatorios podria explicar una afectacion paralela, como
de una posible relacién mas compleja como una vulnerabilidad mayor de sus centros

al proceso neuropatoldgico.
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Relationship Between Sleep and
Dysautonomic Symptoms Assessed
by Self-Report Scales

Sleep disturbances and autonomic dysfunction have
been implicated in Parkinson’s disease (PD) since the first
descriptions of this condition. A possible relationship
between dysautonomia and sleep disorders is suggested by
the anatomical proximity of their regulatory centers in the
brain stem.”

The objective of this study was to explore the clinical
relationship between self-reported autonomic and sleep
dysfunction.

Patients and Methods

This was a cross-sectional study including a total of 60
patients, all diagnosed with PD* and recruited consecutively
on attendance at a movement disorders clinic. Informed con-
sent was required before enrollment. All patients underwent
a complete neurological examination including completion
of the Unified Parkinson Disease Rating Scale (UPDRS). Au-
tonomic dysfunction was assessed with the SCOPA-AUT
scale,* and sleep dysfunction was assessed using the Parkin-
son’s Disease Sleep Scale (PDSS) and Epworth Daytime
Sleepiness Scale (Epworth).

Statistical Analysis

Means and standard deviations were determined for the
quantitative variables. Stepwise regression analyses were per-
formed to identify variables predictive of sleep disorders in
PD patients.

The SPSS-12 package for Windows (SPSS Inc., Chicago
IL) was used for the statistical analysis.

Results

The mean SCOPA-AUT total score was 20.9 = 12.1, and
urinary was the most affected domain (28.4 *+ 21.6). The
mean PDSS total score was 113 = 16.3. The total score on
the SCOPA-AUT was found to be weakly correlated with
age and disease duration (0.29, P = .025; and 0.29, P =
.028, respectively) and to be moderately correlated with
UPDRS III score (0.44, P < .001).

*Correspondence to: Juan Carlos Gomez-Esteban, Movement
Disorders Unit, Neurology Department, Hospital de Cruces, Baracaldo,
Vizcaya, Spain; juancarlos.gomezesteban@gmail.com

Relevant conflicts of interest/financial disclosures: Nothing to report.
Full financial disclosures and author roles may be found in the online
version of this article.

Published online in Wiley Online Library (wileyonlinelibrary.com).
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We also detected some correlation between scores on the
different scales, namely, between the SCOPA-AUT and
PDSS (—0.60, P < .001) and between SCOPA-AUT and
Epworth (0.36, P = .007). The domains of SCOPA-AUT
that showed the highest correlation with the PDSS total
score were the gastrointestinal and urinary domains (Table
1). On the other hand, when grouping the PDSS items,’
“nocturnal motor symptoms” (items 10-13) and “nocturia™
(items 8 and 9) both showed a moderate correlation with
total SCOPA-AUT score (Table 1).

After introducing the variables into a stepwise linear
regression model using PDSS as the dependent variable, we
found that SCOPA-AUT alone accounted for 27.3% of the
variance in the PDSS (F = 21046; P < .001).

Discussion

This study demonstrates that autonomic symptoms
assessed by the SCOPA-AUT scale are strongly related to
nocturnal sleep problems in PD patients. A previous study
also showed a similar relationship.® Four domains were
found to be significantly correlated with the PDSS total
score: the gastrointestinal, urinary, pupilomotor, and ther-
moregulatory domains. The result for the urinary domain
comes as no surprise, as nocturnal urinary symptoms directly
influence the quality of sleep.

This is the first study exploring the relationship between
sleep and autonomic nervous system disorders using self-
reported scales. It illustrates high rates of autonomic symp-
toms and sleep disturbance in PD and confirms a strong cor-
relation between the 2 types of problems. The anatomical
proximity and concomitant degeneration of sleep and auto-
nomic regulatory centers in the brain stem could explain this
correlation. However, this may well be a simplification of a
much more complex relationship, and further research is
required.

Beatriz Tijero, MD,' Johanne Somme, MD,"
Juan Carlos Gémez-Esteban, MD, PhD,"*
Koldo Berganzo, MD," Ishan Adhikari, MD,?*
Elena Lezcano, MD, PhD,! Iker Bilbao, MD,"

Iiiigo Garamendi, MD," and Juan José Zarranz, MD, PhD'
"Movement Disorders Unit, Neurology
Department, Hospital de Cruces, Baracaldo,
Vizeaya, Spain; and *Dysautonomia Center,
Langone Medical Center, New York University,
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Table 1. Correlation coefficients (Spearman’s rho) between scores on the PDSS scale and its dimensions and scores
on the SCOPA AUT scale and dimensions

SCOPA AUT Gastrointestinal Urinary Cardiovascular Thermoregulatory Pupil Sexual
PDSS -0.60° —0.49° —0.49 —0.21 -0.38" -0.30 —-0.23
o Quality -0.12 —0.01 —0.01 -0.13 —-0.13 —0.07 -0.20
o Insomnia -0.23 —-0.18 —-0.18 —-0.16 —0.07 —0.02 —-0.13
o Restlessness —0.27° —0.11 —0.21 —0.09 —~0.30° —-0.16 —0.1
o Psychosis -0.37° —0.39° —-0.23 —0.11 -0.30 -0.23 —0.01
o Nocturia —0.53" —0.29° —0.63" —-0.13 —0.24 —0.26" —0.25
o Motor -0.53" —0.47° —0.29° -0.36° ~0.30° —0.34° —0.21
o Refreshment -0.35 —0.30° —0.30° —-0.12 —-0.19 -0.16 —0.08
o Dozing —0.47° —0.48" —0.29" —0.11 —0.34° —-0.10 -0.16

PDSS, Parl:inson's Disease Sleep Scale (PDSS items were grouped according Chaudhuri’s recommendations).*
4P <.001; °P <.01.
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Trastorno de conducta del sueiio REM 'y fallo autonémico “puro”. Presentacion de

dos casos.

La necesidad de un diagndstico en fases precoces de la EP hace que cada vez
sean mas los estudios sobre los signos y sintomas en estadios iniciales. Se ha indicado
una progresion estereotipada y ordenada de los cuerpos de Lewy en los cerebros de
los pacientes con EP, pero este depdsito de alfasinucleina no se relaciona
necesariamente con la disfuncién o la muerte neuronal y por tanto con la
sintomatologia. Esto hace posible que los primeros sintomas de una EP puedan ser
muy variados’ Estudios longitudinales demuestran que el trastorno de conducta del
suefio REM (TCSR) puede preceder hasta en un 45% al diagndstico de una
enfermedad neurodegenerativa (alfasinucleinpatias), preferentemente una EP'®. Es
conocido que el fallo autondmico es una complicacion tardia de la EP y la demencia
de cuerpos de Lewy (DCL), aunque, en ocasiones, puede ser el cuadro de
presentacion?. Incluso se ha escrito anteriormente el caso de una paciente portadora
de una mutacion en el gen de la alfasinucleina que ha presentado afectacién del SNV

. 1
como signo de su enfermedad™®.

En este trabajo se presentan 2 pacientes con TCSR idiopatico y fallo
autondmico periférico sin signos ni sintomas de enfermedad neurodegenerativa. Se
discute el riesgo de desarrollar una sinucleinpatia y las implicaciones de su

diagnéstico precoz.
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Trastorno de conducta del suefio REM y
fallo autonémico ;jpuro? A propésito de 2
casos

REM sleep behaviour disorder and *‘pure’’
autonomic failure. Presentation of two cases

Sr. Editor:

La necesidad de un diagndstico en fases precoces de la enfer-
medad de Parkinson (EP) hace que cada vez sean mas los
estudios sobre los signos y sintomas en estadios iniciales.
Se ha indicado una progresion estereotipada y ordenada
de los cuerpos de Lewy en los cerebros de los pacientes
con EP' pero este depésito de a-sinucleina no se relaciona
necesariamente con la disfuncion o defuncién neuronal y
por tanto con la sintomatologia. Esto hace posible que los
primeros sintomas de una EP puedan ser muy variados?.
Estudios longitudinales demuestran que el trastorno de con-
ducta del sueno REM (TCSR) puede preceder hasta en un
45% al diagnostico de una enfermedad neurodegenerativa
(a-sinucleinpatias) preferentemente EP’. Es conocido que
el fallo autonémico es una complicacion tardia de la EP y
la demencia de cuerpos de Lewy (DCL) aunque en ocasio-
nes puede ser el cuadro de presentacién*®. Recientemente
hemos descrito como una portadora de una mutacion en el
gen de la a-sinucleina (SNCA) ha presentado disautonomia
como signo de inicio de su enfermedad®.

Presentamos 2 pacientes con TCSR idiopatico y fallo auto-
noémico periférico sin signos ni sintomas de enfermedad
neurodegenerativa. Se discute el riesgo de desarrollar una
sinucleinopatia y las implicaciones de su diagndstico precoz.

Caso 1. Vardn de 66 anos sin antecedentes familiares de
enfermedades neurodegenerativas. En el ano 2004 acudio
por un trastorno del suefio que consistia en pesadillas, suefio
agitado y caidas de la cama que el paciente describia desde
hacia anos. La polisomnografia registré durante el suefo
REM un aumento de los fendmenos fasicos y una pérdida de
la atonia fisioldgica de esta fase. Se realizé un diagnostico
de TCSR que mejoré con clonazepam (0,5mg). Seis meses
mas tarde sufrié un sincope tusigeno. El estudio del sis-
tema nervioso vegetativo mostré: una frecuencia cardiaca
fija no modificada por la maniobra de Valsalva, la adminis-
tracion de efedrina o la bipedestacion. Presentd hipotension
ortostatica (decubito 148/80 FC 53; bipedestacion 120/65
FC 53). Presentaba cifras de noradrenalina en declbito de 26
pg/ml (VN: 100-750) que se elevaban en bipedestacion hasta

124 pg/ml (VN: 200-1.700). No se detectd déficit olfatorio
(11/12 identificados correctamente en el Brief Smell Identi-
fication Test, BSIT). Se observé una marcada hipocaptacion
en la SPECT I-MIBG miocardica (fig. 1). La TC cerebral (no
pudo realizarse RM por la presencia de particulas metalicas)
fue normal. La SPECT 123-I-FP-CIT no mostraba defectos de
captacion estriatal (fig. 1); 2 anos después se repitid dicha
exploracion mostrando valores normales aunque los ratios
de captacion estriado/lobulo occipital habian disminuido
discretamente

Caso 2. Mujer de 60 anos que acude por sincopes
de repeticion e intolerancia al ortostatismo desde hacia
10 anos. Describia otros sintomas disautonémicos como
estrenimiento y problemas miccionales: tenesmo y nictu-
ria. Presentaba una disminucion de la olfacion (7/12 en el
BSIT). Referia ensonaciones vividas y movimientos durante
el sueno, la polisomnografia objetivé una pérdida de la ato-
nia en la fase REM. En el estudio disautonémico se detectd
hipotension ortostatica en la mesa basculante (bipedesta-
cion: 103/54mmHg FC 66; decubito 66/34mmHg FC 55) e
hipertensién arterial nocturna en el Holter de presion arte-
rial. El estudio de catecolaminas puso de manifiesto una
importante deplecion de noradrenalina (dectbito 17 pg/ml;
bipedestacion 31 pg/ml) con un incremento de la vasopre-
sina con el cambio postural (decubito 3,9 pg/ml, bipestacion
5,1 pg/ml). Tanto el Valsalva ratio (1,8) como la variabi-
lidad de la FC con la respiracion se situaron en el limite
bajo de la normalidad. La prueba cutanea simpatico-refleja
fue patolédgica en extremidades inferiores. En la RM craneal
no se detectaron anomalias que indicaran la presencia de
una atrofia multisistémica (AMS). Se realiz6 una SPECT-MIBG
cardiaca con un ratio miocardio/mediastino a las 4h de 1,8
(VN>1,7), el SPECT 123-I-FP-CIT fue normal.

Los 2 pacientes descritos cumplen criterios para el diag-
noéstico de TCSR. Los resultados del estudio de ambos
pacientes orientan hacia un fallo autonémico primario con
afectacion posganglionar simpatica y parasimpatica’. Esta
entidad engloba 3 enfermedades neurodegenerativas: el
fallo autonémico puro (PAF), la enfermedad de Parkinson
(EP) y la atrofia multisistémica (AMS)®. La disfuncion auto-
nomica en la AMS se debe a la degeneracion de las neuronas
preganglionares encontrandose inclusiones citoplasmaticas
de a-sinucleina en neuronas y células gliales del tronco del
encéfalo y médula espinal®. Los ganglios simpaticos y los
terminales postganglionares no estan afectados. En cambio,
la afectacion del sistema nervioso vegetativo en la EP y el
FAP es de predominio postganglionares. Se encuentran cuer-
pos y neuritas de Lewy en los ganglios simpaticos y plexos

0213-4853/$ - see front matter © 2011 Sociedad Espanola de Neurologia. Publicado por Elsevier Espana, S.L. Todos los derechos reservados.

doi:10.1016/j.nrl.2011.03.015

2 casos. Neurologia. 2011. doi:10.1016/j.nrl.2011.03.015

Cémo citar este articulo: Tijero B, et al. Trastorno de conducta del suefio REM y fallo autondmico ;puro? A propdsito de

110



Estudios

+Model

NRL-226; No. of Pages2

2 CARTA AL EDITOR
Figura 1 Pruebas de medicina nuclear en el primer caso, a la izquierda en la SPECT-MIBG cardiaca se observa una importante

hipocaptacion cardiaca. En la derecha figura el SPECT 123-I-FP-CIT (DAT-SCAN) que es normal.

mientéricos'® y en menor medida en las astas intermedio-
laterales'".

Se han descrito casos de reduccion de la captacion de
MIBG cardiaco en pacientes con TCSR'? sin otros sintomas
adicionales, a diferencia de los casos que hemos descrito, no
presentaban sintomas clinicos de disautonomia. Esto viene
a demostrar que la hipoperfusion en la SPECT-MIBG cardiaca
puede ser un hallazgo precoz y preceder al inicio de las mani-
festaciones motoras. En este grupo de pacientes también se
ha descrito déficit de olfacion con las mismas caracteristicas
que el de pacientes con EP'3.

La hipdtesis de que la neurodegeneracion en EP
y DCL puede comenzar en las neuronas autondmicas
postganglionares'® tiene importantes consecuencias, tera-
péuticas y diagnosticas, ya que el estudio del sistema
nervioso vegetativo, puede ser una herramienta Util en la
identificacion de pacientes en estadios premotores, previo
a la degeneracion neuronal de la sustancia negra. Reciente-
mente se han detectado inclusiones de sinucleina en fibras
nerviosas de glandulas sudoriparas cutaneas en pacientes
con fallo autondémico puro'™. La administracién de farma-
cos con efectos neuroprotectores como la rasagilina pudiera
indicarse en este grupo de pacientes, no obstante creemos
que seria necesario primero definir en estudios prospectivos
el valor de diferentes biomarcadores en estos trastornos' y
segundo la realizacion de ensayos clinicos a largo plazo con
estas indicaciones (TCSR y fallo autondémico puro).
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De acuerdo con los resultados de esta tesis doctoral existen diferentes grados
de afectacién del SNV en la EP. Esta afectacion varia en los diferentes genotipos,
siendo mas importante y temprana en pacientes portadores de las mutaciones del
gen de la SNCA (E46K), y menor en los portadores de mutaciones en los genes LRRK2
y sobre todo de PARK2. La afectacion del SNV estd por tanto ligada a la presencia de
AS en cuerpos de Lewy, de tal forma que, en aquellos genotipos con menor expresién
0 acumulos de AS los sintomas y signos de disfuncidon vegetativos son menos

intensos.

La mutacién G188A en el gen SNCA % nos da una oportunidad unica de
estudiar una sinucleinpatia caracterizada por el acimulo masivo de la proteina AS en
forma de CLy NL en estructuras nerviosas del SNC y SNP. La AS mutada oligomeriza y
forma mas rapidamente fibrillas insolubles que las formas “wild type” de la
proteina'®’. El fenotipo clinico descrito hasta la fecha en portadores de esta mutacién
se correlaciona con los hallazgos histopatolégicos y conforma una EP rdpidamente

1
9,108 £n este

progresiva con asociacién de deterioro cognitivo y trastornos del suefio
trabajo aportamos ademas dos casos, paciente 13 del arbol genealdgico, publicacion
1 vy el paciente 18 del arbol (no publicado), que se comportan de la misma manera.
Ambos son portadores de la mutacién, sin clinica motora ni datos de afectacién
nigroestriatal (SPECT-DAT Scan normal) pero que padecen sintomas vegetativos y

denervacidon simpatica noradrenérgica en las pruebas de gammagrafia cardiaca

(MIBG).
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Estos hallazgos avalan dos hipétesis. La primera es, que el fallo simpatico
acontece de forma precoz y puede ser previo a la aparicidn de los sintomas motores,
y la segunda, que el fallo autondmico puro, la EP y la demencia por cuerpos de Lewy
podrian formar parte del mismo espectro clinico al darse todas ellas en pacientes con

esta mutacion.

Dentro de la afectacién vegetativa, el hallazgo mds precoz parece ser la
reduccion de la captacidn miocardica de MIBG en estudios gammagraficos. Esta
denervacidon simpatica cardiaca medida mediante gammagrafia con MIBG esta
especialmente reducida en pacientes con EP y DCL y es considerada una herramienta
util que puede ayudar a diferenciar con gran sensibilidad estas dos enfermedades de
otros trastornos del movimiento que cursan con parkinsonismo y de la enfermedad

1 . .
9 En las pruebas funcionales remarcar que los primeros hallazgos

de Alzheimer
detectados son la pérdida de la arritmia respiratoria que traduce una disfuncién
cardiovagal en paralelo a la denervacion simpatica'’®. Probablemente existen
mecanismos de compensacién o un grado elevado de reserva noradrenérgica que
evitan los sintomas vegetativos en la esfera hemodinamica hasta fases evolucionadas
de la enfermedad. El aumento de sensibilidad de los receptores adrenérgicos
postsinapticos o la disminucidn de la recaptacidon noradrenérgica presindptica podrian
ser dos de los mecanismos implicados. Esto justifica la ausencia de correlacién entre
el grado de denervacién del miocardio y los sintomas vegetativos. También se ha

detectado HO en los pacientes mas evolucionados. Esta HO transcurre de manera

asintomatica en los primeros momentos de su instauracién gracias a los fendmenos
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de autorregulacién cerebral que aseguran un buen flujo sanguineo cerebral en
pacientes con hipotensidon mantenida. Es por ello que, en estas primeras fases hay
escasa correlacion entre la HO y la puntacién en escalas clinicas como la SCOPA-AUT.
Este hecho confirma que si bien hay una disfuncién grave del sistema nervioso
simpatico periférico en estos pacientes, no lo hay de la autorregulacién cerebral que
responde a otros estimulos (quimiorreceptores). Hasta la fecha, los estudios clinicos
han mostrado que los portadores tanto de mutaciones como de multiplicaciones del
gen SNCA presentan universalmente sintomas derivados de la afectaciéon del SNV
611L112 £ estudio de los portadores sintomaticos y asintomaticos de esta mutacion

ha podido demostrar que el fallo autonémico es precoz y severo con el avance de la

enfermedad.

El gen PARK8 fue analizado y secuenciado hace mas de 10 afios y hasta la
fecha se han descrito numerosas mutaciones patdgenas dentro del gen. En nuestro
entorno la mutacidn mas frecuente es la R1441G, una mutacidon con penetrancia

variable 314

. En el caso de los portadores de mutaciones en el gen LRRK2, el grado
de afectacién del SNV es menos uniforme y se relaciona con los hallazgos
neuropatoldgicos en los que el depdsito de AS a nivel cerebral es mas heterogéneo'®.
De manera especifica hemos encontrado un menor grado de denervacion cardiaca al
compararlo con EP idiopatica '*°. En el caso particular de los test funcionales del SNV
hemos podido observar una menor afectaciéon de la fase IV de la maniobra de

valsalva. Esta ultima fase suele afectarse en casos de denervacién cardiaca lo que

corrobora los hallazgos encontrados en las gammagrafias cardiacas con MIBG. Otro
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de los objetivos de la tesis ha sido diferenciar entre los genotipos G2019S y el
R1441G. Los escasos estudios neuropatolégicos de pacientes R1441G no han
mostrado los hallazgos cldsicos tipicos de la EP, y si la presencia de inclusiones

118117 "En nuestro estudio

atipicas (proteina TAU) o, en algunos casos sin inclusiones
observamos una tendencia no significativa hacia una menor captacién gammagrafica
(MIBG) cardiaca en portadores de la G2019S y mayor alteracién en la respuesta de la
tension arterial en la maniobra de valsalva, aunque el tamafio muestral no alcanza un
poder estadistico suficiente para encontrar significacion estadistica. Podriamos
concluir que al comparar con la EP idiopatica hay una menor afectacion vegetativa
con mayores ratios de captacién en la gammagrafia cardiaca pero que estas
diferencias sutiles entre ambos genotipos no alcanzan aun significacidon estadistica.
Estudios recientes sobre otros sintomas no motores en portadores de esta mutacion
demuestran una menor incidencia de deterioro cognitivo'® o trastornos del suefio **®

al compararlos con formas idiopaticas de la enfermedad, lo que en conjunto viene a

describir un fenotipo menos agresivo.

Las mutaciones en el gen PARK 2 estdn presentes en la mitad de los pacientes

con herencia autosdmica recesiva y en el 15% de los casos esporadicos cuando

11 . ;. . .
°_El fenotipo clinico es claramente diferenciado del

aparecen antes de los 45 afios
de la EP clasica o idiopatica. Los pacientes tienen un inicio de los sintomas mas
simétrico, responden a bajas dosis de medicacién, la progresion es lenta y tienen

120

complicaciones motoras de manera frecuente, particularmente distonia®=". Se han

descrito alteraciones de los nervios periféricos, particularmente polineuropatias
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12112 mostrando alteraciones en los potenciales

sensitivas, en diferentes trabajos
evocados sensitivos en las exploraciones neurofisioldgicas. En estudios con animales
se ha localizado la parkina en el axoplasma de los nervios periféricos mielinizados *2>.
En estos pacientes, la captacién cardiaca en la gammagrafia con MIBG es normal, asi
como los otros test autondmicos y la afectacion clinica medida con la escala SCOPA-
AUT es menor que en la EP idiopéticagl. Estudios previos mencionaban, sin embargo,
un aumento de la incidencia de sintomas vegetativos, particularmente genito-

29122124 pademos concluir

urinarios, que aparecian hasta en el 60% de los pacientes
gue nuestro trabajo contradice estas primeras impresiones y aporta, ademas,
hallazgos histopatolégicos postmortem de una paciente con una EP de larga
evolucién en la que se observa una discreta pérdida de fibras nerviosas simpaticas a
nivel miocardio sin inclusiones patoldgicas. El estudio histolégico cerebral mostré una
pérdida importante de neuronas en la substancia negra sin CL o NL, hallazgos que

.z / . 29,12
también se observan en la mayoria de los casos publicados ***%°.

Se puede concluir que la demostracion de un fallo simpatico postganglionar o
periférico en un paciente con EP predice la presencia de depdsitos de AS no solo a
nivel cerebral, sino también a nivel periférico. Hemos podido demostrar esta
hipotesis estudiando grupos homogéneos con genotipos y fenotipos clinicos bien
caracterizados. La asociacion de otros sintomas como los trastornos del suefio o el
déficit de olfaccién con los sintomas vegetativos permiten, ademas, definir
endofenotipos con un cuadro clinico de peor prondstico, en tanto en cuanto estan

ligados a la mayor presencia de deterioro cognitivo.
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Figura 11. Diagrama de cajas. Se representa el ratio corazén/mediastino de captacién
tardio (4 horas) del radiofarmaco MIBG en los estudios gammagraficos cardiacos de
pacientes con parkinsonismos atipicos y enfermos de Parkinson con diferentes mutaciones
genéticas. En el grifico se puede apreciar que los indices de captacion mas bajos
corresponden a los portadores de mutaciones en el gen SNCA y los mas altos a
parkinsonismos atipicos.
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Trabajo 1:

a) La denervacion simpatica cardiaca en pacientes portadores de mutaciones del gen
de la SNCA acontece previamente a la afectacion de la via nigroestriada y la aparicion
de los sintomas motores de la enfermedad.

b) La afectacién simpatica precoz parece ser drgano-especifica, afectando a los
terminales simpdticos cardiacos y en fases mas evolucionadas al resto del arbol

vascular.

Trabajo 2:

a) La afectacién simpdtica cardiaca es homogénea en todos los pacientes portadores
de la mutacion E46K del gen SNCA tal y como se evidencia en estudios histoldgicos,
en imagen funcional (gammagrafia cardiaca con MIBG) y en estudios funcionales
(test hemodinamicos no invasivos).

b) La ausencia de inmuno-tincién para TH en las fibras nerviosas epicardicas de
pacientes fallecidos portadores sintomaticos de la mutacién E46K, confirma una
completa denervacién simpatica cardiaca.

c) Existe una ausencia de correlacidén entre el grado de denervacion del miocardio y
los sintomas vegetativos.

d) Los hallazgos descritos nos permiten inferir que el estudio de los trastornos del

sistema nervioso vegetativo puede ser un buen biomarcador de las sinucleinpatias.
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Trabajo 3

a)

b)

No existen diferencias clinicas medidas mediante la escala SCOPA-aut entre
pacientes con EP portadores de mutaciones en el gen LRRK2 y pacientes con EP
idiopatica.

Existe una menor afectacion funcional del SNV y de captacién MIBG en los
portadores de mutaciones en LRRK2, tanto G2019S como R1441G, frente a los
pacientes con enfermedad de Parkinson idiopatica.

Los pacientes portadores de la mutacién G2019S presentan mayor afectacién de
los test hemodindmicos no invasivos (maniobra de valsalva y tilt test) y mayor

grado de denervacién cardiaca que los pacientes con el genotipo R1441G.

Trabajo 4

a)

b)

Los pacientes con mutaciones en el gen PARK2 presentan menor grado de
afectacién del sistema nervioso vegetativo en comparacién con pacientes con EP
idiopatica.

La ausencia de afectacidén SN vegetativo se relaciona con un fenotipo menos severo
de la enfermedad. Los pacientes con estas mutaciones tras largos afios de

enfermedad tampoco muestran deterioro cognitivo o parasomnias como el TCSR.

c) Se confirma que los parkinsonismos con ausencia de depdsitos de AS presentan
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una menor alteracién del sistema nervioso vegetativo.

Trabajos 5y 6

a) Los trastornos del sistema nervioso vegetativo se asocian frecuentemente a otros
sintomas no motores asociados a fenotipos mas agresivos de la enfermedad como
son los trastornos del suefio.

b) Los pacientes que padecen trastornos de conducta del suefio REM vy fallo
autondmico de caracteristicas postganglionar constituyen probablemente una fase
premotora de EP.

c) La presencia de fallo autondmico postganglionar o periférico en un paciente con TCSR

orienta a desarrollo futuro de EP.
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