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Presentacion

1. PRESENTACION

Esta tesis doctoral se estructura segun las directrices de la normativa para la presentacion
de tesis doctorales como compendio de publicaciones aprobada por la Comision de Doctorado del
Consejo de Gobierno el 24 de Julio de 2008 y modificada el 28 de abril de 2010, al amparo del
régimen previsto en el RD 99/2011 del 28 de enero.

La presente memoria se basa en cuatro trabajos que pertenecen a una misma linea de
trabajo. En primer lugar, se presenta un estudio de prevalencia del temblor esencial en nuestra
poblacion con una metodologia de encuesta puerta a puerta. En segundo lugar, se presentan tres
estudios de casos y controles pertenecientes a familias con patron de segregacion identificable con
el objetivo de realizar una caracterizacion clinica de los endofenotipos clinicos y su causalidad
genética.

Los cuatros trabajos han sido publicados en revistas indexadas y para su ejecucién han
recibido financiacién del Instituto de Salud Carlos Ill (FIS 95/1907) para el trabajo: “Prevalence of
Essential Tremor: A Door-to-Door Survey in Bidasoa, Spain. Neuroepidemiology 2001” y por el
Instituto de Salud Carlos Ill (FIS P110/0271) y el Institute of Neurological Disorders and Stroke of
the National Institute of Health (R21NS082881, RO1NS079388) para los trabajos: (1) The ACMSD
gene, involved in tryptophan metabolism, is mutated in a family with cortical myoclonus, epilepsy,
and parkinsonism. J Mol Med (Berl) 2013 Dec; 91(12):1399-406; (2) SORT1 Mutation Resulting in
Sortilin Deficiency and p75NTR Upregulation in a Family with Essential Tremor. ASN Neuro 2015
Aug 21; 7(4); (3) SCN4A pore mutation pathogenetically contributes to autosomal dominant
essential tremor and may increase susceptibility to epilepsy. Hum Mol Genet. 2015 Dec 15;

24(24):7111-20
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Abreviaturas

LISTADO DE ABREVIATURAS

18 FP-CIT: N-3-fluoropropil-2 -beta-carboximetoxi-3-beta-(4-iodofenil)-norpropano
ACMSD: aminocarboxymuconato semialdehido decarboxilasa

AD: Autosomica dominante

ADN: acido desoxirribonucleico

DAT: imagen del transportador de dopamina

DNAJC13: Dnad heat shock protein family (Hsp40) member C13

DRD3: Receptor D3 de dopamina

DS: desviacién standard

DTI: Imagen del Tensor de Difusion (Diffusion tensor imaging)

EA: Enfermedad de Alzheimer

EEG: electroencefalograma

ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ensayo por inmunoadsorcion ligado a
enzima)

EMG: electromiograma

EP: Enfermedad de Parkinson

ETM1: essential tremor type 1

ETM2: essential tremor type 2

ETM3: essential tremor type 3

FCMTE: Familial Cortical Myoclonic Tremor with Epilepsy (Temblor mioclénico cortical con
epilepsia)

FUS: Proteina Fused in sarcoma

GABA: Acido gammaaminobutirico

Gpi: Globo Palido interno:

GWAS: estudio de asociacion del genoma completo (Genome wide association)
HAPLN4: hyaluronan and proteoglycan link protein 4

HTRAZ2: HtrA serine peptidase 2

Hz: Hertzios

IgM: Inmunoglobulina M

KCNS2: potassium voltage-gated modifier subfamili S member 2

LB: Cuerpos de Lewy (Lewy body)

LINGO1 y 2: Leucin rich repeat and immunoglobulin-like domain containing protein 1, 2
LRRK2: Leucine-rich repeat kinase 2

MAPH1: Microtubule-Associated protein homolog



Abreviaturas

NGS: Secuenciacion de nueva generacion

NMDA: N-methyl-d-aspartato

NOS3: Nitric oxide synthasa 3

OMIM: Herencia Mendeliana humana online

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

PET: Tomografia por emision de positrones

REM: Movimiento ocular rapido

RM: Resonancia Magnética

RNAm: RNA mensajero: acido ribonucleico

SCA: ataxia espinocerebelosa

SCNA4A: sodium voltage-gated alpha subunit 4

SNPs: Single Nucleotide Polymorphisms (Polimorfismos de nucleétido simple)
SLC1A2: Solute carrier family 1 glial hight affinity glutamate transporter) member 2
SNC: Sistema nervioso central

SNV: variaciones de nucleétidos unicos

SORT: Sortilin 1

SPECT: Tomografia computerizada por emision de foton
TAC: Tomografia axial computerizada

TE: Temblor esencial

TENM4: Teneurin transmembrane protein 4

USP46: Ubiquitin specific peptidase 46

VBM: morfometria basada en voxels

WEA: Whole Exome Analysis

VIM: Nucleo ventral intermedio del talamo
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Introduccion

3. INTRODUCCION

3.1 Temblor. Concepto y aproximacion historica

Se define el temblor como la oscilacion ritmica e involuntaria de una region funcional del
cuerpo producida por contracciones alternantes o sincronas de musculos agonistas vy
antagonistas inervados reciprocamente (Deuschl et al., 1998a). El temblor se distingue de otros
trastornos del movimiento por su ritmicidad, aceptandose que su frecuencia y amplitud son

variables y sirven para su clasificacién fenotipica.

A lo largo de la historia de la civilizacion humana, se pueden descubrir multiples
referencias sobre el temblor. Se pueden encontrar descripciones de temblor en la Ayurveda
(3000 a 5000 afos a.n.e), texto que compendiaba el sistema de medicina tradicional de la
época en la India, y también aparecen representaciones graficas del temblor en algunos
jeroglificos del antiguo Egipto y en los aforismos de Hipécrates (Grecia 300-400 a.n.e), pero es
en el Eclesiastés (200 a.n.e) donde se habla de forma explicita del temblor y mas tarde es
Claudius Galeno de Pergamo (130-200 d.n.e), que solia tratar a los gladiadores heridos, quien

describe por primera vez el temblor como un movimiento involuntario.

La historia reciente del temblor comienza mucho después, entre los siglos XVII y XIX,
cuando se reconocen y definen sus principales manifestaciones al mismo tiempo que se
caracterizan y clasifican las diferentes formas de temblor en base a sus patrones clinicos y a su
relacion con las enfermedades entonces conocidas. Asi en el siglo XVIl se establecieron las
primeras diferencias entre el temblor de reposo (fremor coactus) y el temblor durante el
movimiento voluntario (motus tremolous) (Koehler et al., 1997). En 1836, Most proporcion¢ las
primeras descripciones sobre el temblor de accion y en 1874 Pietro Burresi utilizd por primera
vez el término de “temblor esencial”’. Posteriormente, este término se ha venido utilizando como
un “cajén de sastre descriptivo” para referirse a multiples entidades de causa desconocida que

cursaban con un movimiento ritmico de alguna parte del cuerpo y que no se asociaban a una

13



Introduccion

enfermedad neurolégica identificable (Louis et al., 2008a). Neurdlogos importantes como
Romberg, Parkinson o Gowers, contribuyeron al reconocimiento de diferentes aspectos del
temblor. El propio Charcot, ademas de mostrar en sus clases pacientes con temblor ceféalico
mediante el uso de un estrafalario gorro adornado con plumas de avestruz que exageraba el
movimiento producido por el temblor, coleccion6 ejemplos de la escritura de sus pacientes con
TE y ejemplos de micrografia en los casos con EP (Goetz, 2007). La segunda fase de la
caracterizacion clinica y fisiopatologica del temblor comenzé a mediados del siglo XX. En 1949,
Critchley proporcioné una descripcion mas detallada de la fenomenologia y de la historia
natural del temblor esencial (Di Dio et al.,, 2005). Posteriormente, la aparicion de nuevas
tecnologias permitié realizar avances en la fisiopatologia del temblor, lo que ha permitido su
clasificacion de forma mas adecuada en el contexto de los sindromes clinicos y avanzar en su
tratamiento que finalmente han culminado en los diferentes tratamientos quirdrgicos como la

estimulacion cerebral profunda o las técnicas que utilizan ultrasonidos de alta intensidad.

A lo largo de la historia, han existido, sin duda, muchos personajes célebres que han
sufrido temblor esencial. Quizas unos de los mejor documentados por sus propias
manifestaciones y los registros escritos que de él se poseen, sea el del famoso revolucionario
norteamericano Samuel Adams (1722-1803). También hay registros grafolégicos que muestran
la existencia de temblor en casos como Oliver Cromwell (lider politico de Inglaterra, 1599 -
1658), Eugene O’Neill (dramaturgo, 1888 -1953) o Katherine Hepburn (actriz norteamericana,
1907-2003), aunque si hiciéramos un catalogo desde que disponemos de registros sonoros y
de imagen, la lista seria interminable.

(http://www.grafopatologia.com/articulos/temblor _esencial.html)
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3.2 Clasificacion del temblor

En 1993, un comité de la International Tremor Foundation, el Tremor Investigation
Group, en un intento de unificar criterios que permitieran mejorar la comunicacion entre los
clinicos que trabajaban en este campo y estimular la investigacion, propuso varios sistemas de
clasificacion del temblor (tabla1). El primero esta basado en el estado de actividad de la
extremidad temblorosa; el segundo es una “clasificacion sindrémica” en la que los elementos
fenomenologicos del temblor se combinan para delimitar diferentes sindromes, en un intento de
que fuera la base del diagnodstico etiologico y de los diferentes procedimientos terapéuticos
aplicables a cada uno de ellos. Finalmente este comité construyd una extensa lista de
diagnostico etioldgico del temblor en la que se incluyen todas las causas conocidas que
pueden producir temblor y que se reparten en diferentes categorias etiopatogénicas : (1)
enfermedades hereditarias, idiopaticas o degenerativas (2) enfermedades cerebrales de
diferentes etiologia (infecciosa, inflamatoria, tumores vasculares...etc. (3) enfermedades
metabdlicas (4) Neuropatias periféricas (5) Temblor de origen toxico por farmacos u otras
sustancias (6) Otros: temblores relacionados con la emocién, fatiga, trauma periférico,
deprivacion de toéxicos o temblores psicdégenos entre otros (Deuschl, 1998a). Todos ellos se

revisaran en profundidad en el apartado de del diagndstico diferencial del temblor esencial.

Actualmente, tras el reconocimiento de la existencia de otros signos y sintomas motores
y no motores ademas del temblor en lo que entendemos como TE, se esta desarrollando un
nuevo esquema de clasificacion de los temblores por parte de la International Parkinson and
Movement Disorders Society Task Force on Tremor. En este esquema, el temblor en ausencia
de otros signos neuroldgicos se denomina temblor aislado y el temblor en combinaciéon con
otros signos se denomina temblor combinado. Muchos sindromes de temblor aislados y
combinados pueden definirse a partir de sintomas y signos clinicos recurrentes o Unicos,
incluyendo caracteristicas histéricas (edad de inicio, antecedentes familiares y evolucién

temporal) y caracteristicas del temblor (distribucién del cuerpo, estado de activacion,
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caracteristicas asociadas). Segun su propuesta, el temblor esencial se convertiria simplemente

en un sindrome y no en una enfermedad especifica y deberia ser definido y utilizado

consistentemente o, el término, deberia ser abandonado (Elble, 2016).

16

Tabla 1. Clasificacion del temblor.

Clasificacion por estado de actividad (Modificado de Elble, 2000a)

1.

Temblor de reposo: presente cuando una extremidad esta en reposo total

(totalmente soportada contra la accién de la gravedad y no asociada con ningun

movimiento voluntario). Frecuencia habitual entre 3-6 Hz.

Temblor de accién: ocurre durante cualquier movimiento voluntario de una parte

del cuerpo. Frecuencia habitual entre 3-10 Hz:

Postural: temblor que aparece durante el mantenimiento voluntario de
una postura en contra de la gravedad.

Cinético: temblor que se hace evidente durante cualquier tipo de
movimiento voluntario y no cambia a través de todas las fases del
movimiento.

Intencional: temblor que aumenta en amplitud a medida que se acerca al
objetivo.

Tarea-especifico: temblor que aparece o se exacerba durante la
realizacion de un movimiento en particular (p.e. en actividades
especificas como la escritura, tocar un instrumento musical, etc. La tarea
a realizar requiere, normalmente, de un alto grado de precisién vy
practica)

Isométrico (incluye el ortostatico): el temblor se hace presente con la
contraccion de los musculos contra resistencia sin generar movimiento

de la parte del cuerpo afectada.
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Clasificacion sindromica del temblor (tomado de Deuschl, 1998a).

Actlvatlowy

rest  posture directed

Diagnosis

Physiologic tremor
Enhanced
physiologic tremor
Essential tremor

i
ojol

Dystonic tremor

Parkinsonian tremor 777
Cerebellar tremor

Holmes tremor

Palatal tremor
Neuropathic tremor
syndrome

Drug-induced and toxic
tremors

Psychogenic tremor

| NOO0|d] N0
OUIDONNONNS

\
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Clasificacion de los sindromes tremoricos aislados (tomado de Elble, 2016).

Sindrome Tremérico

Caracteristicas

Temblor esencial clasico

Temblor de accion bilateral en extremidades superiores con o
sin la presencia de temblor cefalico, cuello, voz que
evoluciona de forma lentamente progresiva durante décadas

Temblor esencial rapidamente
progresivo

Temblor de accidn bilateral en extremidades superiores con o
sin la presencia de temblor cefalico, cuello, voz que
evoluciona de forma rapidamente progresiva en pocos afios

Temblor de accidn de inicio
tardio

Temblor de accion bilateral en extremidades superiores con o
sin la presencia de temblor cefalico, cuello, voz que comienza
después de los 65 afios

Temblor focal

Temblor aislado de una parte del cuerpo (p.e. cara, cuello o
extremidad superior)

Temblor tarea-especifico

Temblor aislado que es inducido por una tarea motora
especifica (p.e. escribir, tocar un instrumento)

Temblor ortostatico primario

Temblor en extremidades inferiores que se presenta tras
mantener la bipedestacion; generalizado, altamente
coherente, a una frecuencia de 13-18 Hz

Temblor de accidn
monosintomatico con temblor
de reposo

Temblor de accidn aislado con temblor de reposo en una o
ambas extremidades superiores

18
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3.3 El Temblor Esencial

3.3.1 Vision de conjunto

El temblor esencial clasico se define como un temblor bilateral en brazos o manos,
generalmente simétrico, que se presenta con el movimiento voluntario o con el mantenimiento
de la postura en contra de la gravedad. Es el trastorno del movimiento mas frecuente en
adultos. Actualmente se considera que el TE es una entidad plurietiolégica lo que explicaria, en
parte, la dificultad para la identificacion de sus causas y para el desarrollo de tratamientos
especificos. En algunos casos, los pacientes con TE muestran ademas un conjunto variable de
otros sintomas motores y no-motores (Louis, 2016a). La extension e importancia relativa de los
sintomas no-motores esta en discusion, pero se reconoce la existencia de cambios cognitivos y
afectivos en algunos de los pacientes. Las caracteristicas clinicas en lo que se refiere a la edad
de presentacion, la intensidad o la simetria del temblor, asi como la presencia o no de signos
cerebelosos, disténicos o parkinsonismo, también son muy diferentes de unos pacientes a
otros. Con respecto a su fisiopatologia, sabemos que oscilaciones anormales en las vias
cerebelo-talamo-corticales producen temblor, pero desconocemos Ilos mecanismos
estructurales, bioquimicos y genéticos implicados en su génesis. Los tratamientos con
farmacos (p.e, primidona o propranolol) tienen una eficacia limitada mientras que la
estimulacion profunda cerebral subtalamica y en el nucleo ventral intermedio (VIM) son
opciones terapéuticas efectivas para aquellos pacientes con un temblor invalidante en los que
la respuesta a farmacos es inadecuada. La lesion del VIM mediante ultrasonidos de alta
frecuencia (High intensity focused ultrasound (HIFU)) es una técnica terapéutica de
introduccion reciente, cuyos resultados preliminares son muy prometedores. Aunque en
general no se trata de una enfermedad grave, el temblor esencial puede producir una
discapacidad notable tanto desde el punto de vista social como ocupacional, por lo que el
calificativo de “benigno” que le acompafaba para diferenciarlo de otros temblores presentes en

enfermedades neurodegenerativas mas graves, ha sido eliminado (Louis & Okun, 2011).
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3.3.2 Manifestaciones clinicas. Variabilidad en el fenotipo

El temblor esencial se caracteriza por un temblor postural o cinético de predominio en
extremidades superiores, pero que puede afectar también a otras partes del cuerpo. La forma
cinética ocurre con cualquier tipo de movimiento voluntario, visualmente guiado o no, aun en
aquellos realizados sin finalidad (Deuschl et al., 1998a; Louis et al., 2013). Una forma
particular del temblor cinético es el temblor de intencién cuya caracteristica principal es el
aumento en su amplitud al final de un movimiento dirigido y visualmente guiado hacia un
objetivo concreto. Aunque este subtipo de temblor se observa frecuentemente en el TE, su
presencia no es imprescindible para poder hacer el diagnéstico (Deuschl et al., 2000). EI TE se
presenta principalmente en las extremidades superiores (97%) y afecta menos frecuentemente
a cabeza (48%), voz (62%), lengua (30%), mentdn (9%), tronco (4%) y a las extremidades
inferiores (9%) (Whaley et al., 2007). Las mujeres tienen mas frecuentemente temblor cefalico
que los hombres (Hardesty et al., 2004). El estudio electromiografico de superficie revela dos
posibles patrones, uno de tipo sincrono (73%) y otro de tipo alternante (27%). Su frecuencia
varia entre 4-12 Hz y su amplitud suele ser baja (menor de 200mv) (Hsu et al., 1990). La edad
de inicio difiere entre los casos familiares y esporadicos y aunque evoluciona de forma
progresiva, la rapidez de su evolucion depende de la edad de inicio, siendo mas acelerada en

aquellos pacientes en los que debutan mas tarde (Gironell et al., 2015).

El concepto tradicional del temblor esencial ha sido el de un trastorno tremorigeno
monosintomatico. Esta definicidon excluye todas aquellas alteraciones neurolégicas diferentes
al temblor y considera otros sintomas o signos neurolégicos adicionales como “banderas rojas”,
senales de alarma de que otra enfermedad esta presente, bien de forma aislada o bien en
combinacion con el temblor esencial (Deuschl et al., 1998a; Bain et al., 2000). Sin embargo, en
los ultimos afos el temblor esencial estd siendo reconocido como una entidad clinica de
presentacion heterogénea, particularmente en lo que respecta a los sintomas no-motores

(Louis 2016a; Elble 2013a).
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a. Signos y sintomas motores

En los pacientes con TE es frecuente encontrar otros signos motores distintos al
temblor. Entre los que son frecuentes, encontramos la disminucion de braceo al caminar y el
aumento de tono en extremidades (Jankovic 2002; Elble & Tremor Research Group 2006b) que
junto con la presencia de un temblor cinético grave pueden llegar a interrumpir o dificultar la

realizacion de tareas que requieran la ejecucién de movimientos finos y de precision.

El temblor de reposo es un hallazgo frecuente en el TE, particularmente en aquellos
individuos con temblor grave y de larga evolucion, siendo el componente de reposo menos
severo que el de accion, al contrario de lo que ocurre en la enfermedad de Parkinson (Rajput et
al., 1993; Cohen et al., 2003; Rajput et al.,, 2004; Djaldetti et al., 2008). Los trastornos del
equilibrio a su vez son frecuentes en sujetos con TE (Singer et al., 1994; Stolze et al., 2001;
Klebe et al.,, 2005; Hoskovcova et al.,, 2013). En estos pacientes se puede observar la
existencia de alteraciones significativas en multiples parametros del control postural y movilidad
funcional de forma independiente al area corporal afectada por el temblor y a la severidad del
mismo (Parisi et al., 2006). Cuando se estudian estos pacientes de forma detallada también se
describen cambios en el inicio de la marcha, que son distintos a los observados en la EP
(Fernandez et al., 2013). La descripcidon, en algunos casos de TE, de la existencia de una
dificultad para la marcha en tandem y de un temblor cinético que recuerda a los temblores
intencionales cerebelosos (Deuschl et al., 2000), es consistente con otras evidencias que
revisaremos mas adelante y que orientan a que el cerebelo esta implicado en la
tremorogénesis. Sin embargo, y aunque algunos pacientes pueden exhibir un patrén de marcha
cautelosa, en general no suelen presentar una ataxia franca (Kronenbuerger et al., 2009;
Roemmich et al., 2013). La aparicién de un patron de marcha cautelosa junto con un aumento
en la frecuencia de caidas y una mayor necesidad de ayudas para la deambulacién, son
circunstancias que se observan de forma mas frecuente en los pacientes con TE de edad

avanzada, con mayor duracion del temblor y en los casos que presentan temblores axiales

21



Introduccion

(Louis et al., 2012e; Cinar et al., 2013; Hoskovcova et al., 2013) y deterioro cognitivo (Rao et al.,
2013; Rao et al., 2014). Hay que senalar que todas estas alteraciones del equilibrio pueden
empeorar y, en muchos casos, depender de la existencia de otras comorbilidades como
neuropatias periféricas, déficits vestibulares, consumo de farmacos u otros factores que
afectan a la estabilidad. También se han descrito alteraciones oculomotoras que consisten en
la disminucion de la aceleracién inicial de los movimientos de seguimiento ocular, aumento de
las latencias de los movimientos sacadicos y en el enlentecimiento de sus velocidades

maximas (Helmchen et al., 2003, Gitchel et al., 2013).

b. Signos y sintomas no-motores

En estos ultimos afios hay un aumento del interés en el estudio de los sintomas no-
motores del temblor esencial (Wu et al., 2015; Lee et al., 2015; Louis, 2016a). Algunos autores
han reconocido la existencia de una gran variedad de déficits cognitivos, psiquiatricos,
sensitivos y otros como los trastornos del sueiio, como parte del sindrome clinico (Gasparini et
al., 2001; Lombardi et al., 2001; Sahin et al., 2006; Louis, 2010; Li et al., 2011; Fabbrini et al.,
2012; Chandran et al., 2012) aunque la cuestion de si estos casos constituyen o no un subtipo
diferente de TE, es objeto de debate, particularmente en lo que se refiere al subgrupo de
pacientes afiosos (Deuschl & Elble, 2009). Hay muchos estudios que han documentado la
existencia de un mayor numero de déficits cognitivos en pacientes con TE en relacion con los
controles (Janicki et al., 2013). Estos déficits pueden ocurrir no sélo en pacientes con TE de
inicio tardio sino también en jovenes (Sengul et al., 2015). Los déficits cognitivos parecen ser
progresivos y los estudios epidemiolégicos han demostrado que tanto el deterioro cognitivo
ligero como la demencia son mas prevalentes en los casos de TE que en los controles. En un
estudio poblacional llevado a cabo en Madrid (Benito-Ledn et al., 2006), se describié que la
probabilidad de padecer demencia era aproximadamente el doble en los casos TE con inicio
tardio comparados con los sujetos controles sin temblor. Este mismo grupo, en un estudio
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prospectivo con tres afios de seguimiento a pacientes con TE sin demencia, encontré que la
demencia incidental era cercana al doble en los casos de TE comparado con los controles.
(Bermejo-Pareja et al., 2007). Tasas similares a estas se han reportado posteriormente en otro
estudio poblacional en el norte de Manhattan (Thawani et al., 2009). Se ha sugerido incluso,
que los cambios cognitivos podrian preceder a las manifestaciones motoras del TE (Benito-

Leon et al., 2013b).

Los dominios cognitivos mas afectados son las funciones ejecutivas y la memoria, pero
los déficits no estan limitados ellos. Cuando se utilizan test neuropsicolégicos, se han
observado rendimientos inferiores en tareas de atencién auditiva y visuales complejas, en la
fluidez verbal semantica y en el recuerdo inmediato. Los déficits observados ponen de
manifiesto una dificultad en la iniciacién y mantenimiento de las estrategias de procesamiento
de la informacion (Troster et al., 2002), asi como una alteraciéon del procesamiento temporal
que correlacién de forma significativa con fluidez verbal semantica, pero no con la intensidad
del temblor (Pedrosa et al, 2016). A pesar de que la afectacion del cerebelo, tal y como
presumiblemente se produce en el TE, por si sola podria explicar parte de la disfuncién
cognitiva observada, para algunos autores no explicaria las altas tasas de deterioro cognitivo
ligero y demencia objetivada en los casos de TE e hipotetizan la posible naturaleza

neurodegenerativa de las mismas (Janicki et al., 2013)

Los pacientes con TE presentan mas alteraciones neuropsiquiatricas que los controles y
muestran unas caracteristicas de personalidad especificas (Louis et al., 2005; Lorenz et al.,
2006). Tienden a presentan trastornos ansiosos (Tan et al., 2005), sintomas depresivos (Louis
et al., 2001), fobia social (Schneier et al., 2001), a asumir menos riesgos, a estar mas
preocupados (en general) y tienen un caracter mas timido (Chatterjee et al., 2004). Muchos
estudios han mostrado que los pacientes con TE tiene mas sintomas depresivos y quizas una
mayor prevalencia de depresion clinicamente definida que los controles. (Sengul et al., 2015 ;
Fabbrini et al., 2012 ; Chandran et al., 2012 ; Lee et al., 2015). Ademas, en uno de los estudios

se describe que los pacientes con TE presentan un perfil especifico de sintomas depresivos
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que es distinto a los controles con depresion, pero sin TE (Li et al.,, 2011). Segun algunos
autores (Louis, 2010), estos trastornos afectivos formarian parte de la disfuncion subyacente al
proceso de la enfermedad y no serian una consecuencia del propio temblor, aunque en el
estudio de Chandran et al., el grado de severidad del temblor se asociaba con puntuaciones
mas altas en las escalas de depresion (Chandran et al., 2012). Con los datos disponibles hasta
la fecha, se podria concluir que las bases bioldgicas de la depresion en el TE no son conocidas,
pero existe la posibilidad de que la depresion pueda ser tanto un sintoma primario como
secundario al temblor, por lo que los mecanismos fisiopatolégicos pueden ser heterogéneos y

complejos (Louis 2016).

En un estudio en el que se administré una escala de evaluacién de apatia a 79 casos
de TE, distonia, EP y controles (Louis et al., 2012), el resultado de las puntuaciones de la
escala fue mas alto en los casos de TE, distonia y EP que en los controles y un analisis de los
resultados, estratificado por la presencia o no de sintomas depresivos, indico la existencia de
un grupo de pacientes con TE apaticos pero no deprimidos, sugiriendo que la apatia se
presentaba de forma independientes a la depresion en estos pacientes. Sin embargo, se
necesitan mas estudios que confirmen este dato y estudien las bases biolégicas que lo

expliquen.

La existencia de ansiedad es una constante en los estudios de TE que la han analizado,
presentando cifras de prevalencia que llegan al 71% de los casos (Chandran et al., 2012;
Sengul et al., 2015). En el TE es frecuente observar una forma particular de ansiedad como es
la fobia social (Schneier et al., 2001) y es llamativa la presencia de sintomas ansiosos en

sujetos que presentan formas muy leves de TE (Dogu et al., 2005).

La mayoria trastornos del movimiento (EP, E. de Huntington) exhiben cambios en la
personalidad, y, en opinién de algunos autores, el TE no es una excepcion. Algunos estudios,
han examinado el perfil de personalidad de los casos de TE utilizando el Tridimensional
Personality Questionnaire, que mide tres dominios de la personalidad: evitacion del riesgo,

busqueda de la novedad y la dependencia de la recompensa. En uno de ellos se aprecié que la
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preocupacion anticipada y el pesimismo, asi como la fatigabilidad y la astenia estaban
claramente elevadas en los casos de TE (Thenganatt & Louis, 2012b). En esta misma linea,
esta descrito que son socialmente mas aprehensivos, escépticos, cautos y se reprochan mas a
si mismos (Lorenz et al., 2011). Una vez mas, estos estudios no permiten aclarar si este perfil
en la personalidad es pre o comoérbido con la enfermedad. Sin embargo, en un trabajo reciente
disefiado para evaluar la presencia de un trastorno de personalidad obsesiva-compulsiva en
pacientes con atrofia multisistémica, paralisis supranuclear progresiva y TE, encuentran una
baja frecuencia del trastorno en los pacientes con TE que es similar a controles (Nicoletti et al.,

2016)

También se han descrito varias alteraciones sensoriales ligadas al TE, incluyendo la
hipoacusia y el déficit olfatorio. La hipoacusia ha sido documentada en varios estudios, aunque
los resultados han resultado variables. En el estudio publicado por Ondo y cols, los pacientes
con TE presentaban hipoacusia con un umbral anormal para altas frecuencias en la
audiometria, lo que fue interpretado como una hipoacusia neurosensorial para altas frecuencias
(Ondo et al., 2003). Sin embargo, en otro estudio en el que a los sujetos se les practicaron
audiometrias, medidas de funcion coclear y potenciales evocados, los grupos se diferenciaban
para frecuencias bajas (250 y 500 Hz) pero no para las altas (1000, 2000, 4000 y 6000 Hz). En
este caso los autores concluyen que la hipoacusia observada seria debido a la existencia de
patologia coclear mas que retrococlear (Balaban et al., 2012). Esta conclusion ha sido apoyada
por los resultados de un trabajo mas reciente (Yilmaz et al., 2015). Los estudios realizados son
escasos como para poder aclarar las bases biologicas de la hipoacusia en el TE, no obstante,
es interesante resaltar que algunas formas de ataxia hereditaria se asocian a sordera,
indicando que la patologia puede extenderse mas alla del cerebelo afectando a vias

neurosensoriales involucradas en la audicién (Sakakibara et al., 2014).

La disfuncion olfatoria ha sido descrita en varias enfermedades neurodegenerativas y
por esa razén ha sido también estudiada en pacientes con TE, aunque los escasos estudios

realizados han ofrecido resultados dispares. En dos estudios se describe alteraciones olfatorias
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(Applegate, 2005; Louis et al., 2002) mientras que en otro posterior no lo hacen (Shah et al.,
2008), lo que sugiere la existencia de diferencias entre los casos y controles de dichos estudios,
por lo parece necesario replicar estos estudios en subgrupos de sujetos con TE. Las bases del
déficit olfatorio en el TE, en caso de que existiera, no estan claras, aunque es conocido que el
cerebelo puede jugar un papel en el procesamiento central olfatorio y que los pacientes con
ataxias degenerativas tienen peor rendimiento en test de olfaccién que los controles (Applegate

et al., 2005)

Los trastornos de la regulacion del sueno estan recibiendo mucha atencion en el estudio
de la EP y en otras enfermedades neurodegenerativas. Los datos agregados de los estudios
actualmente disponibles sugieren la existencia de una forma leve de disregulacion del suefo
presente en algunos casos de TE y que en ocasiones precede el inicio de las manifestaciones
motoras (Gerbin et al., 2012; Chandran et al., 2012; Sengul et al., 2015; Chen et al., 2015; Lee
et al., 2015; Adler et al., 2011b; Barut et al., 2015; Benito-Ledn et al., 2013). Se cree que el
locus ceruleus juega un papel en la regulacidon del suefio y en este sentido es interesante
apuntar que en algunas series de estudios postmortem se describe la presencia de cuerpos de
Lewy en los cerebros de los pacientes con TE, particularmente en el locus ceruleus, (Louis et

al., 2007a).

c. Edad de presentacion.

Los estudios en pacientes ancianos con TE informan de la existencia de una serie de
caracteristicas clinicas adicionales, como son la demencia y el aumento de la mortalidad, que
suele encontrarse en trastornos neurodegenerativos (Chandran et al., 2012b; Benito-Leodn et al,
2006b) mientras que la mayoria de los pacientes de aparicion temprana hacen una vida
aparentemente normal durante décadas. En base a un estudio realizado en una cohorte de
pacientes de un estudio epidemiolégico, se ha demostrado que el temblor de accion de inicio

mas alla de los 70 afios es un predictor independiente de mortalidad asociado con signos de
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envejecimiento temprano medido este con parametros motores y cognitivos (Deuschl et al.,
2015). Ademas, mediante estudios de coherencia EMG-EEG se ha demostrado que las redes
centrales subyacentes al temblor son distintas para los casos de inicio temprano y tardio
(Muthuraman et al., 2015). Un estudio reciente confirma la existencia de una distribucién
bimodal en lo que respecta a la edad de inicio. EI TE de inicio temprano y tardio se diferencian
en la velocidad de progresion, la frecuencia de la existencia de una historia familiar positiva y el
efecto del alcohol en el temblor. Estas caracteristicas diferenciales podrian ser marcadores de
diferencias etiopatolégicas entre ambos grupos tal y como ocurre en el caso de otras

enfermedades (Hopfner et al., 2016b)

Definir adecuadamente los diferentes fenotipos existentes dentro de lo que hasta ahora
se ha considerado TE es uno de los retos que tenemos, dado que ello nos permitira
comprender su prevalencia, su evolucion en el tiempo, los factores que los predisponen, y en
Ultima instancia, su base bioldgica. Esta clasificaciéon depende de forma critica de la realizacién

de una historia clinica y una exploraciéon meticulosas.

3.3.3 Etiologia

La etiologia del temblor esencial es desconocida. Segun la hipotesis mas aceptada,
mutaciones genéticas o alelos que confieren un aumento de riesgo interaccionarian con
factores ambientales u otras comorbilidades para producir una oscilacion anormal en la
descarga neuronal en algunas zonas del cerebro y una sincronizacién secundaria de vias
motoras centrales y periféricas que finalmente conducirian a la produccion del temblor

(Schnitzler et al., 2009).

Hace muchos afos que se reconoce la existencia de casos familiares y de casos
esporadicos, aunque la frecuencia de cada uno de ellos no esta clara. Los pacientes con TE
refieren frecuentemente una historia familiar de temblor y aunque sus rangos son muy variables,

las cifras van desde el 17% al 100% (Busenbark et al., 1996; Louis & Ottman 1996; Whaley et
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al., 2007). La mayoria de los estudios sugieren que se trata de una enfermedad familiar en un
50-70% de los casos y que la frecuencia de la historia familiar es inversamente proporcional a
la edad de inicio (Sullivan et al.,, 2004; Louis & Ottman, 2006). Los sesgos de seleccién
observados en los estudios basados en registros clinicos en comparacion con los de base
comunitaria podrian explicar estas significativas diferencias en la estimacion de la existencia de
una historia familiar positiva (Louis & Ottman 1996). En aquellos estudios comunitarios donde
los casos han podido ser estudiados de forma directa y existen registros detallados sobre la
herencia, la historia familiar de temblor aparece de forma constante (Larsson & Sjogren, 1960)
y muestra un patrén de herencia autosomica dominante con una alta penetrancia a partir de los
65 anos (Bain et al., 1994; Lorenz et al., 2004). Los familiares de primer grado de los pacientes
con temblor esencial tienen 5 veces mas riesgo de desarrollar la enfermedad que los controles
y si el temblor debuta antes de los 50 anos la probabilidad de que sus familiares lo presenten
aumenta hasta 10 veces la de los controles (Louis et al., 2001c). La ocurrencia de casos no-
familiares o “esporadicos”, fenomenoldgicamente idénticos a los familiares es bien conocida,
pero hay que recordar la posibilidad de la existencia de “otras causas genéticas” dentro de los
casos esporadicos incluyendo la posibilidad de una penetrancia reducida de las mutaciones AD,
la apariciéon de nuevas mutaciones, una herencia no-Mendeliana/multifactorial o la existencia

de fenocopias (Ma et al., 2006; Deng et al., 2007; Yoo et al., 2008; Zimprich 2012)

Los estudios en gemelos son una poderosa herramienta para el estudio de la genética
del TE. Estos estudios han puesto de manifiesto una mayor importancia del componente
genético que el ambiental en la génesis del temblor esencial (Tanner et al., 2001; Lorenz et al.,
2004). En el primero de estos dos estudios, la concordancia en gemelos monocigécitos (0.60)
fue mas del doble que el de los gemelos dicigéticos (0.27) (Tanner et al., 2001). En el segundo
(Lorenz et al., 2004), incluyendo solo aquellos casos definidos como temblor esencial probable
segun criterios del Tremor Investigation Group (Deuschl et al., 1998), mejoran las cifras de
concordancia para los gemelos monocigoéticos hasta el 0.93 frente al 0.29 para los gemelos

dicigoticos, estimandose la heredabilidad como factor potencial para el desarrollo del temblor
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esencial en mas de un 90% de los casos.

Estudios moleculares. Los estudios de ligamiento han identificado tres loci candidatos

con transmision autosémica dominante:

(1) ETM1 localizado en el cromosoma 3g13 (OMIM 190300), identificado en 16 familias
islandesas (Gulcher et al., 1997) y que posteriormente fue confirmado en otras familias no
relacionadas (lllarioshkin et al., 2002; Testa, 2013). Mas tarde, se describié que una variante
Ser9Gly del gen del receptor de dopamina D3 (DRD3) localizado en esta regidon cromosomica
estaba relacionada con TE. El gen DRD3 codifica el receptor de dopamina D3, un miembro de
la familia de los receptores dopaminérgicos D2 que se expresa en el sistema limbico, ganglios
basales y en las células de Purkinje del cerebelo, que han sido implicadas en la patogénesis
del TE (Jeanneteau et al., 2006). Dado que en su momento no se realizé un estudio de genes
candidatos, no esta claro si la variante Ser9Gly cosegragaba con la enfermedad ligada a ETM1
en las familias originales de Gulcher e lllarioshkin. En un metaanalisis mas reciente tampoco se

ha encontrado asociacion para la variante de DRD3 y el temblor esencial (Mao et al., 2013).

(2) ETM2 que esta localizado en 2p22-p25 (OMIM 602134) y fue identificado en 1997
en una familia americana de origen checo con un TE con herencia AD (Higgins et al., 1997).
Tras analizar otras tres familias americanas con TE, el gen fue localizado a un intervalo 9.1-cM
entre los loci D2S224 y D2S405; los individuos afectos de las cuatro familias presentaban el
mismo haplotipo (Higgins et al., 1998). Finalmente, en un estudio disefiado para analizar una
muestra de individuos con TE de herencia AD no relacionados, se encontré6 un haplotipo
ancestral en el cromosoma 2p24.1 que segregaba con el fenotipo de TE en el 29% de los
sujetos estudiados (Higgins et al., 2003). El mismo grupo describié también una asociacion
entre el temblor esencial y una variante Ala265Gly del gen HS1-BP3 localizado en la region del
cromosoma 2p24 (Higgins et al., 2005; Shatunov et al., 2005; Higgins et al., 2006), pero esta
variante del gen HS1-BP3 no se ha encontrado en la mayoria de las familias con TE estudiadas

y es ademas una variante comun en la poblacién general (Deng et al., 2005).
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(3) ETM3 (OMIM 611456), localizado en el cromosoma 6p23, fue descrito en dos
familias norteamericanas con temblor esencial mas distonia, pero no ha podido ser replicado

en series de familias que presentan unicamente temblor esencial (Shatunov et al., 2006).

Recientemente se ha publicado un nuevo locus candidato en el cromosoma 5. El
ligamiento se produce en la region del cromosoma 5935, en un intervalo que contiene 41 genes,
que incluye el gen GABRP que codifica una unidad del receptor GABA-A. Aunque esto lo hace
un gen candidato prometedor, la secuenciacién del exoma no ha identificado una variante

potencialmente causal en esa region (Hicks et al., 2016)

Kuhlenbaumer y cols, en su metaanalisis sobre los estudios genéticos en TE concluyen
que ETM2 es el gen candidato mas prometedor como causa de TE monogénico
(Kuhlenbaumer et al., 2014). Sin embargo, la heterogeneidad genética del TE ha sido puesta
de manifiesto en multiples ocasiones tras la publicacion de gran cantidad de estudios en
familias con TE en los que se han podido excluir los genes conocidos, por lo que hay consenso
en la posible implicacién otros loci genéticos, aunque dado que ni las variantes genéticas
causales ni sus proteinas han sido identificadas, todo esto permanece en el terreno de lo
hipotético (Abbruzzese et al., 2001; Kovach et al., 2001; lllarioshkin et al., 2002; Singleton et al.,

2003; Shatunov et al., 2006; Aridon et al., 2008; Pasini et al., 2013; Testa, 2013).

El fracaso relativo en los estudios de ligamiento y la disponibilidad de las nuevas

técnicas de secuenciacidn condujeron a la realizacion de estudios GWAS (Genome-wide

association) de grandes cohortes de pacientes dirigidos a la busqueda de variantes de alelos
gue se asocien a un aumento en el riesgo de sufrir temblor esencial. Hay variantes del gen
LINGO1 [MIM 609791] que se han asociado a un aumento en el riesgo de sufrir TE (Odds ratio
<1.6), en particular en pacientes con historia de TE familiar (Stefansson et al., 2009). La
variante rs9652490 ha sido asociada tanto con el TE como con la EP (Deng et al., 2007; Deng
et al.,, 2012; Vilarino-Guell et al., 2010) y otros metaanalisis recientes apoyan la asociacion
entre el polimorfismo rs11856808 con el TE esporadico y familiar (Jiménez-Jiménez et al.,

2012). Por su parte, LINGO2 [MIM 609793], ha sido asociado con el riesgo de presentar TE y
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con la edad de inicio del mismo (Vilarino-Guell et al., 2010). EI mecanismo por el cual estas
variantes pueden conferir un aumento en el riesgo de sufrir TE no es conocido, pero LINGO1
se expresa en los axones de las células cerebelosas y ha sido también implicado en la
regeneracion axonal; de forma que cuando esta mutado podria ser responsable de la
edematizacion fusiforme de los axones de las células de Purkinje, tal y como se observa en las
muestras anatomopatoldgicas de pacientes con temblor esencial (Deng et al., 2012; Yu et al.,

2012; Kuo et al., 2013).

Otro estudio GWAS, identificé un polimorfismo en el gen SLC1A2 [MIM 600300] como
potencial factor de riesgo para sufrir TE (Thier et al.,, 2012). EIl gen SLC1A2 codifica un
transportador de alta afinidad para la recaptacion de glutamato en células gliales. Aunque esta
caracteristica funcional, su relacién con otras enfermedades neurodegenerativas, asi como los
datos de asociacién genética entre el TE y la variante intrénica rs3794087 sugieren que
SLC1A2 podria ser buen candidato como para ser considerado factor de riesgo para esta
enfermedad, existen solamente dos estudios de replicaciéon (Tan et al., 2013; Yu et al., 2013), y
solo el segundo de ellos confirmé los resultados originales. También se han encontrado
mutaciones en gen FUS [MIM 137070] que son diferentes de las mutaciones en FUS descritas
en la esclerosis lateral amiotrofica. Merner y cols, identificaron una mutacion en FUS ¢.868C> T
(p. GIn290) como variante patolégica en una familia con temblor esencial con herencia
autosdmica dominante (Merner et al., 2012). Estos investigadores identificaron esta variante
genética en un subgrupo de los miembros de la familia diagnosticados como “temblor esencial
definitivo”, justificando su no presencia en otros miembros también afectos de la misma familia,
por la existencia de fenocopias. La secuenciacion del gen FUS en mas de 200 sujetos con TE y
en controles proporcioné una nueva variante (p. R377W) potencialmente patogénica (Rajput et
al., 2014), mientras que una tercera variante de FUS se asocio también con un aumento en el
riesgo de sufrir TE en un estudio realizado en poblacién china (Wu et al., 2013). Los resultados
de estos estudios no han sido confirmados todavia de forma independiente y otros estudios

posteriores no han replicado la asociacién entre variantes del gen FUS y el temblor esencial en
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ninguna de las diferentes poblaciones estudiadas (Kuhlenbaumer et al., 2014; Hopfner et al.,
2015). También se ha encontrado una asociacion significativa del polimorfismo rs12456492 del
gen RIT2 que codifica una proteina de la superfamilia de las GTPasas, con la EP y el TE
(Emamalizadeh et al., 2016). También se han identificado mutaciones en el gen HTRA2 [MIM
606441] en una familia turca de seis generaciones con consanguinidad (Unal-Gulsuner et al.,
2014) y variantes patogénicas en el gen TENM4 [MIM 610084] en una poblacién espafola (Hor
et al.,, 2015) pero este resultado no se ha podido replicar en poblacion china en la que sin
embargo se ha detectado la mutacion c.4324 G>A TENM4 en dos controles asintomaticos lo
qgue pone en cuestidn de que se trate de una mutacién verdaderamente patégena (Chao et
al.,2016) . En otro estudio reciente, se han identificado un niumero de genes candidatos como
el NOS3, KCNS2 (KV9.2), HAPLN4 (BRAL2) y USP46, que son muy interesantes porque,
aunque los estudios funcionales necesarios para evaluar su patogenicidad no han sido
realizados, estos genes se expresan en el cerebelo (concretamente en las células de Purkinje)
y tienen ademas repercusién en la funcion del sistema GABA (Liu et al., 2015). Finalmente,
ninguno de los polimorfismos estudiados de los genes Heme oxigenasa 1 y 2 (HMOX1
rs2071746 y HMOX2 rs1051308) parecen conferir un mayor riesgo de sufrir TE (Ayuso et al.,
2015). Recientemente, se han publicado los resultados de un gran estudio GWAS de casos de
TE de Europa y América del Norte que detectd la asociacion con SNPs en 3 regiones
cromosomicas cerca de STK32B, PPARGC1A y CTNNAS3. Sin embargo, no pudieron replicar la
asociacion con el TE de dos polimorfismos previamente descritos como son rs3794087 en

SLC1A2 y rs9652490 en LINGO1 (Muller et al.,2016).

Anadlisis de genes candidatos. Hay muchos estudios que han documentado una
asociacion entre el fenotipo del TE y otras enfermedades neuroldogicas como la EP, distonia,
mioclonia, neuropatias hereditarias, y otras enfermedades neurolégicas (Jankovic, 2002). Por
lo tanto, el analisis de las anormalidades genéticas que se conoce que causan las

enfermedades neurolégicas asociadas podria dar pistas sobre la genética del TE. No se han
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identificado mutaciones en el gen parkin en 110 pacientes italianos con TE (Pigullo et al., 2004).
Aunque Tan y cols, describieron que la variante 263 del haplotipo NACP-Rep1 del gen a-
sinucleina era mas frecuente (OR=6.42) en pacientes americanos con TE (46 casos)
comparado con controles (100 casos), Pigullo et cols., en un estudio de asociacion en 106
pacientes y 90 controles no consiguieron identificar ninguno de los 13 haplotipos estudiados del
gen a-sinucleina como posibles factores de susceptibilidad del TE. Estos resultados
contradictorios podrian estar en relacién con el pequefio nimero de casos y controles utilizados
en ambos estudios (Tan et al., 2000; Pigullo et al., 2003). Sin embargo, en otro estudio mas
reciente tampoco se ha encontrado ninguna asociacion entre el temblor esencial y variantes del
gen a-sinucleina (Ross et al., 2011). Aunque esta descrito el caso de una mujer con EP vy
mutacién de LRRK2-IVS33 con una clinica de inicio de temblor con respuesta a propranolol
(Skipper et al., 2005), no se ha encontrado ninguna mutacién en LRRK2-G2019S, 12012T y
12020T en 272 pacientes con TE (Deng et al., 2006). La variante ¢.2564A>G (p.(N855S) del
gen DNAJC13, representa la primera variante identificada en ambas enfermedades y sugiere
que la regulacion del trafico intracelular mediado por la dinamica de la claritrina (una proteina
que participa en la formacion de vesiculas endocelulares) podria tener importancia en la
fisiopatologia de un subgrupo de pacientes con TE (Rajput et al., 2015). CHCHD2 es un nuevo
gen cuyas mutaciones son capaces de producir EP, pero no han encontrado mutaciones
patogénicas en poblacién china con TE en este gen (Wu et al,.2016), asi como tampoco se
asocian al TE las variantes rs3758549 y rs4919621 del gen PITX3, que ha demostrado tener un
importante papel en la diferenciacion y supervivencia de las neuronas dopaminérgicas de la

sustancia negra (Chen et al., 2016)

El ligamiento de ETM3 en familias con TE y distonia (Shatunov et al., 2006) y las
descripciones de distonia en miembros de familias de pacientes con TE sugeririan una
conexion genética entre estas dos enfermedades, pero todavia no ha sido confirmada (Hedera
et al., 2010; Louis et al., 2013g). Por su parte, la existencia de ligamiento del locus DYT1 en el

cromosoma 9q32-34 ha sido excluido en varios estudios independientes (Conway et al., 1993;
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Illarioshkin et al., 2002) al igual que el gen ANQO3, descrito en la distonia de torsion, que

tampoco esta implicado en la etiologia del TE (Hopfner et al., 2014).

Vilarino-Guel encontré que el haplotipo H1 del gen de la proteina tau asociada a
microtubulos (MAPT H1) era un factor de riesgo para el TE en un estudio de 356 sujetos con
TE familiar y esporadico, 61 con atrofia multisistémica y 409 controles (odds ratio de 1.3)
(Vilarino-Guell et al., 2011), pero este dato no ha podido ser confirmado en otros estudios

(Garcia-Martin et al., 2012; Clark et al., 2014)

Hay otras enfermedades que pueden presentar un temblor postural similar al del TE
como la atrofia bulboespinal tipo | (Enfermedad de Kennedy), la ataxia espinocerebelosa tipo
12 (SCA-12) o el sindrome temblor/ataxia causado por premutaciones en el gen FMR1
(FXTAS). En ninguna de estas enfermedades se ha podido demostrar una asociacion con el TE
(Clark et al., .2015). Por otra parte, en algunas neuropatias hereditarias se describe la
existencia de un temblor similar al TE y algunos de los genes causantes de estas neuropatias
qgue incluyen la conexina-32 y el gen de la proteina mielinica periférica-22 (PMP22) podrian ser

consideradas como potenciales candidatos para el TE (Deng et al., 2007)

La ausencia de una concordancia completa en los estudios genéticos sugiere que los
factores ambientales podrian jugar también un papel en la patogénesis del temblor (Tanner et
al.,, 2001). ElI harmane y otros alcaloides del grupo betacarbonil, son capaces de producir
temblor en animales de laboratorio (Stanford & Fowler 1998). El harmane esta presente en las
proteinas animales de la dieta humana y se ha encontrado que los niveles sanguineos de
harmane estan mas elevados tanto en pacientes con temblor esencial familiar como en los
esporadicos (Louis et al., 2010a; Louis et al., 2012b; Louis et al., 2013 d y €). También se han
encontrado niveles elevados de harmane en muestras de cerebelo de pacientes con temblor
esencial y una correlacion entre que las concentraciones de esta sustancia en sangre con una
reduccién en la ratio N-acetil-aspartato/creatinina total en el cerebelo (Louis et al., 2007b). No
se han encontrado otros factores ambientales de riesgo con excepcion del plomo (Dogu et al.,

2007; Louis et al., 2011c), mientras que la exposicion a manganeso y disolventes organicos no
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se ha asociado con el TE (Louis et al., 2004a).

Aunque hay pocos estudios de la relacion de la dieta con el temblor esencial, un estudio
ha revelado un menor riesgo de temblor (odds ratio 0.78) en personas con mayor adherencia a
la dieta mediterranea (Scarmeas & Louis 2007) y otro que los hombres con mas temblor
resultaron ser mayores consumidores de carne (Louis et al., 2008b). Hay varios estudios que
han estudiado la relacién de temblor con los habitos de consumo de téxicos o estimulantes con
asociaciones variadas, como es el caso de un estudio poblacional que mostré que el consumo
de tabaco reducia el riesgo de sufrir temblor esencial (Benito-Ledn et al., 2008), u otro en el
que los pacientes con temblor consumian menos café pero cantidades de alcohol similares a la
de los controles (Louis et al., 2004b) o que la poblacién mayor de 65 afos con historia de
consumo moderado a severo de alcohol tenia mas riesgo de sufrir temblor cuando los datos se
ajustaban por el mayor consumo de cigarrillos en los bebedores (Louis et al., 2009). El

significado y validez de todas estas observaciones requiere, sin duda, de mas estudios.

Los problemas actuales y las perspectivas en la estrategia de estudio genético

del TE.

Aunque los datos disponibles soportan la idea de que la susceptibilidad para sufrir
temblor esencial se hereda con un patrén AD, es altamente improbable que exista una unica
anomalia genética causal. El trabajo del descubrimiento de genes en el TE probablemente se
ha visto obstaculizado por la alta tasa de fenocopias, la posibilidad de herencia no Mendeliana,
la heterogeneidad de los locus en los casos de TE monogénica y falta de biomarcadores

diagndsticos.

Actualmente conocemos que, a través de los mecanismos de procesamiento alternativo,
el organismo es capaz de generar, a partir de un unico molde genético, decenas de isoformas
con funciones radicalmente diferentes o multiples, en funcién del contexto o del tipo celular.
Este aumento de la complejidad funcional a partir de un niumero de estructuras moleculares
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menos abundantes, ha venido acompafado de la irrupcion de la epigenética y sus casi infinitas
posibilidades de creacion de variaciones a partir de la modulacion/regulacion del ADN o a
través de la aun inconclusa saga de los RNAs no codificantes. El desentranamiento del
sustrato molecular de las enfermedades nos ha aportado nuevos paradigmas mutacionales; asi,
a las clasicas mutaciones puntuales, duplicaciones, inversiones y deleciones, se afaden las
enfermedades por inestabilidad del ADN, el imprinting genémico segun el sexo del alelo
transmisor, los copy number variation (variaciones en el numero de copias sanas) o los
mecanismos de complementacién molecular, que contribuyen a comprender las bases de las
correlaciones genotipo-fenotipo y a poder establecer algunas predicciones (Lépez de Munain,

2015).

Ademas, hay que considerar nuestro conocimiento incompleto de las interacciones
entre lo genético y lo ambiental, incluyendo dentro de esa interaccion la variable del paso del
tiempo que actua acumulando inexorablemente mutaciones somaticas y mitocondriales y que,
conjuntamente con la epigenética, son capaces de modificar la biologia basica de los
organismos. Desde esa perspectiva, resulta dificil diferenciar nitidamente lo que es una
verdadera enfermedad genética de lo que es una configuracion genética de predisposicién a
determinados problemas de salud en funcion del contexto (que incluye a su vez, otros genes y

el ambiente en sentido amplio; climatico, nutricional, habitos de vida, etc.,).

Desde esta perspectiva y aunque hay que interpretar de forma cautelosa los resultados
de ligamiento y de asociacién unica en el caso del TE, parece posible que mutaciones en alelos
de muchos genes diferentes pudieran resultar en un factor de riesgo para el temblor esencial
(Kuhlenbaumer et al., 2014). Por desgracia, la mayoria de las enfermedades complejas
(aquellas que estan determinadas por varios genes y por factores ambientales) no siguen un
patron hereditario mendeliano tipico, por lo que los estudios de ligamiento clasicos que se han
estudiado hasta ahora no se pueden aplicar. En estos casos hay que acudir a métodos de
ligamiento que no requieren ajuste de la muestra a un modelo concreto de herencia, llamados

por tanto métodos no-paramétricos o independientes de modelo. Ademas y dado que los
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estudios de ligamiento y de asociacion alélica clasicos tienen poca potencia para detectar
regiones del genoma responsables de enfermedades complejas (poligénicas y multifactoriales),
y merced a los datos proporcionados por el Proyecto Hapmap, en los ultimos afios se han
utilizado tecnologias de genotipado masivo de SNPs (basadas en microarrays) para establecer
asociacion entre regiones gendmicas concretas y la predisposicion a sufrir enfermedades

comunes con un componente genético demostrado.

La medicina gendmica cuenta ahora con las enormes posibilidades de las técnicas de
secuenciacion masiva (NGS por Next Generation Sequencing) que nos ofrecen un gran caudal
de informacion. Sin embargo, es un hecho recurrente que al tratar de encontrar la causa
molecular de un trastorno genético mediante un WES/WGS (whole exome/genome sequencing,
0 secuenciacion del exoma/genoma completo) nos encontremos con decenas de variantes no
repertoriadas, cuyo impacto sobre la funcién de la proteina o sobre una via metabdlica,
descansa en una prediccion bioinformatica cuya veracidad es dificil de confirmar en la practica.
También es cierto que la aplicaciéon de estos estudios en comparacién de genotipos entre
pacientes con TE y controles en poblaciones étnicamente diferentes pueden llevar a la
identificacion de variaciones gendmicas enfermedad-especificas o etnicidad-especificas, sin
embargo, estas variantes deberian confirmarse o descartarse mediante estudios de expresion

funcional en sistemas celulares apropiados.

Ademas, para poder aplicar estas técnicas de forma rentable, parece necesario: (i)
desarrollar y utilizar datos comunes para el fenotipado del TE, como podria ser clasificar los
casos de TE en diferentes subtipos en base a si se presentan en forma de un trastorno
monosintomatico o por el contrario coexisten con otras enfermedades neurolégicas, o segun su
edad de inicio u otras variables, (ii) recoger una muestra suficientemente grande, idealmente
de forma prospectiva, que permitiera la realizacion de estudios de asociacién genotipo-fenotipo.
Esta recogida de datos clinicos, ADN y otras muestras bioldgicas de casos esporadicos y
familiares de TE podria permitir elucidar el espectro alélico completo y la heredabilidad

estimada analizando grandes muestras de TE mediante las nuevas técnicas de secuenciacion
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masivas (Hopfner et al, 2016).

3.3.4 Patogénesis

La alta prevalencia del TE no resulta sorprendente dada la arquitectura del SNC, en
parte organizada en bucles de inhibicién reciproca, asi como la existencia de conexiones
excitatorias tanto a nivel neuronal como a nivel de la red interneuronal lo que finalmente hacen
que el SNC sea propenso a producir actividades oscilatorias (Shaikh et al.,, 2008). En este
paradigma, el temblor esencial seria la manifestacion de la disfuncion de multiples vias
tremorigenas, en ocasiones funcionalmente superpuestas, en las que su funciéon oscilatoria
normal estaria aumentada y/o disregulada de forma patoldgica, lo que se expresaria
clinicamente como temblor (Brittain & Brown 2013; Hallett, 2014). Aunque la funcién exacta de
estas oscilaciones es todavia motivo de debate, parecen jugar un importante papel en el control
motor central en humanos (Kristeva et al., 2007). La participacion de vias cerebelo-talamo-
corticales y olivo-cerebelosas ha sido puesta de manifiesto en multiples publicaciones
(Raethjen & Deuschl 2012), pero el lugar de origen de la actividad oscilatoria y las bases de la
transicion de las oscilaciones fisioldgicas que ocurren durante el control motor normal al

temblor patoldgico siguen siendo desconocidas.

Actualmente hay dos hipoétesis radicalmente opuestas para explicar los mecanismos
fisiopatologicos del TE: (1) el temblor esencial seria debido a una alteracién fisiologica
generalizada de la funcién neuronal (p.e., una oscilacion neuronal), lo que produciria el temblor
y otras alteraciones sutiles de ciertas funciones neuronales, y (2) los sintomas y signos de
temblor esencial serian consecuencia de una neurodegeneracion selectiva y primaria del

cerebelo.

A continuacién, aportamos datos de los multiples estudios realizados en distintos

campos y que pueden aportan luz en esta controversia estructurandolos en tres apartados:

. El estudio de las vias implicadas en la génesis del temblor
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. La topografia y la naturaleza de las lesiones estructurales asociadas al TE

. Su fisiopatologia molecular

a. El estudio de las vias implicadas en la génesis del temblor. La hipétesis de la red

oscilatoria

Cada vez hay mas pruebas de que el TE esta asociado a un aumento de actividad en el
circuito cerebelo-talamo-cortical, sin embargo, este circuito esta implicado en muchas otras
formas de temblor y las anomalias especificas que ocurren en el TE son todavia desconocidas.
Las neuronas del talamo, las olivas inferior y posiblemente del cerebelo tienen propiedades
eléctricas unicas que les permiten oscilar de forma independiente a una frecuencia dada. Por
esta razon, la investigacion se ha centrado fundamentalmente en localizar osciladores unicos.
Sin embargo, en los ultimos afos se han acumulado evidencias de que este no es el caso

(Raethjen et al., 2000; Pedrosa et al., 2012).

Utilizando una combinacién de estudios neurofisiolégicos y RMN funcional, se ha podido
registrar la manifestacion periférica del temblor de forma simultanea a la actividad cerebral
relacionada con la generacion del mismo. Precisamente, un punto adicional que argumenta en
contra de la existencia de un oscilador unico en el TE, es el hecho de que la coherencia cortico-
muscular se puede perder de forma intermitente sin que se observen cambios en la actividad
periférica (Raethjen et al., 2007). Muthuraman et al., utilizando espectros de coherencia del
registro EEG en pacientes con TE durante la realizacion de una tarea, encontraron que las vias
cerebrales relacionadas con el temblor podrian ser distintas en los casos de temblor esencial
de inicio temprano frente a los de inicio tardio, sugiriendo que podrian existir diferencias
fisiopatologicas entre ambos (Muthuraman, 2015). Ademas, los estudios mediante estimulacion
profunda en pacientes con TE y EP de predominio tremérico han demostrado que multiples
grupos celulares talamicos (clusters) que estan espacialmente separados entre si, estan

involucrados en la generacion del temblor (Pedrosa et al., 2012). En consecuencia, la
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investigacion se desplazd desde la hipétesis del “oscilador unico” hacia el estudio de la

dinamica de la red cerebelo-talamo-cortical, concretamente a la intensidad y direccionalidad de

la conectividad interregional (Govert et al.,2016).

Desde hace tiempo conocemos que lesiones vasculares en el cortex frontal, putamen,
corona radiata, talamo, protuberancia y cerebelo son capaces de reducir el temblor
contralateral de la misma forma que lo hace la estimulaciéon profunda cerebral en el talamo
ventrolateral y en el subtalamo (Kim et al., 2006; Dupuis et al., 2010; Lim et al., 2010). Es
interesante apuntar que esto no ocurre en las lesiones en la oliva inferior. También se conoce
qgue el temblor se suprime tras la ablacion o la microinyeccion de muscimol en el VIM (Pahapill
et al., 1999) y que su presencia se correlaciona con las descargas que se registran en el
talamo ventrolateral y con el aumento en la ritmicidad cortical (Hellwig et al., 2001; Hua & Lenz

2005).

Estudios mas recientes han demostrado anomalias estructurales, metabdlicas y
funcionales en regiones del cerebelo en pacientes con TE. Por ejemplo, estudios con RMN
utilizando DTI han confirmado la implicacion de los pedunculos cerebelosos inferiores (Klein et
al.,, 2011) y la existencia de alteraciones en el nucleo dentado (Nicoletti, 2010). Utilizando
técnicas de imagen de RMNf intraoperatoria, se aprecia que la estimulacion talamica provoca la
activacion de todos los nodos ya conocidos del circuito: cértex sensitivomotor, talamo, corteza
cerebelosa contralateral y nucleos cerebrales profundo y a la vez que muestra una correlacion
significativa con la efectividad terapéutica a largo plazo, sugieren que la estimulacién profunda
ejerce sus efectos mediante la modulacion de los circuitos olivo-cerebelosos y talamo-corticales
(Gibson et al., 2016). Estudiando casos de TE con y sin temblor de reposo mediante analisis
VBM y RMN funcional durante la ejecucién de escritura de forma continua, los resultados
obtenidos apoyan la asociacion de una disfuncion de vias cerebelo-talamo-corticales y una
disfuncién anadida en el palido interno (GPi) en los pacientes con TE y temblor de reposo en
ausencia de otros cambios morfométricos, sugiriendo que el GPi esta implicado en este tipo de

temblor (Nicoletti, 2015). Cuando la tarea es la realizacion del tapping se aprecia un aumento
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de activacion del nucleo dentado que correlaciona con la severidad del temblor (Buijink, 2015).
En estudios electrofisiolégicos previos se habia demostrado el caracter oscilatorio ritmico de
las neuronas de los nucleos cerebelosos profundos y que dicha actividad estaria bajo control
de los inputs inhibitorios gabaérgicos ténicos procedentes de las células de Purkinje (Mouginot
et al., 1996; Uusisaari y Knopfel, 2008). La tomografia por emision de positrones ha revelado
un aumento de la unién del 11C-flumazenil a los receptores GABA-A en el talamo ventrolateral,

el nucleo dentado del cerebelo y la corteza premotora en TE (Boecker et al., 2010).

Todos estos hallazgos sugieren que la actividad cerebelo-dentato-talamica y la
conectividad cerebelo-cortical estan alteradas en el TE, lo que, en opinidon de algunos autores,
podria estar en relacién con los cambios funcionales descritos en el cerebelo de los pacientes
con TE. Buijink et al, demostraron mediante un analisis de conectividad un efecto modulador de
la variacion del temblor sobre la conexion cerebelo-dentato-talamica y sobre la actividad
intrinseca del talamo y del cerebelo (I6bulo V). De forma similar a estudios previos encontraron
una disminucion de la conectividad funcional cerebelo-cortical relacionada con la realizacion de
tarea motora. Curiosamente, la disminucion del acoplamiento funcional entre la corteza motora
primaria y el cerebelo posterior se asocié con un aumento en la severidad del temblor, y el
aumento de la intensidad del temblor se asociaba con mayor conectividad funcional entre los
I6bulos cerebelosos I-IV y el talamo motor. Es decir, la actividad de salida en el cerebelo
alterada generaria una inadecuada actividad talamica, lo que seria capaz de interrumpir la
conectividad fisiolégica con la corteza motora (Buijink et al.,, 2015). Estos datos son
congruentes con los hallazgos del estudio de coherencia entre EEG-EMG ya mencionado
(Raethjen et al., 2007), en el que se demostraba que se puede perder la actividad cortical de
forma intermitente sin que se observen cambios en el temblor sugiriendo que la afectacion
cortical no es crucial en la génesis del temblor. Los resultados de Buijink apoyan la hipotesis
de que el aumento en la gravedad del temblor altera de forma proporcional la conectividad

cerebelocortical via el talamo mediante la amplificacion de la inhibicion cortical.

Considerando otras alternativas, es cierto que se ha descrito que la ritmicidad en el
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sistema olivo-cerebeloso estaria afectada por la accién de los canales del calcio tipo T. El
canal Ca (V) 3.1 es el subtipo dominante en la oliva inferior (Handforth, 2010). En estudios
realizados en modelos animales, en los ratones transgénicos que carecian de los canales Ca
(V) 3.1 no se produjeron descargas sincronas de 4 a 10 Hz en la oliva inferior después de la
administracion de harmalina, a diferencia de lo que ocurria en los ratones controles (Park,
2010). Sin embargo, en un estudio postmortem de 14 casos de TE y 15 controles, no se
encontraron anomalias metabdlicas ni estructurales en la oliva inferior en los pacientes con TE,
lo que iria en contra de una potencial localizacion del origen de la actividad oscilatoria en la
oliva inferior (Louis et al., 2013a). Aparte del estudio PET realizado por Hallett, (Hallett et
al.,1993) que encontrd posibles anormalidades en la oliva inferior, la evidencia encontrada en

humanos de que el TE sea consecuencia de una disfuncion de la oliva inferior es baja.

b. La topografia y la naturaleza de las lesiones estructurales asociadas al TE

A continuacién, revisaremos las aportaciones de los estudios anatomopatolégicos, de
neuroimagen y de comorbilidad en el estudio de la topografia y la naturaleza lesional asociadas

al TE.

Estudios anatomopatoldgicos

Aunque la razén de la existencia de la actividad oscilatoria sigue siendo desconocida,
hay evidencia de que el cerebelo es un actor clave en la fisiopatologia del temblor esencial y
junto al talamo la principal region anatomica implicada en la génesis del mismo. Los estudios
anatomopatoldgicos en pacientes con TE han aumentado de forma notable en los ultimos 10
afios en un intento de aportar evidencias sobre la naturaleza de las alteraciones estructurales

gue presentan estos pacientes y aclarar asi sus bases etiofisiopatologicas.

En un estudio de 19 casos publicado en 2004 no se encontraron anormalidades
microscopicas en los cerebros de pacientes con TE (Rajput et al., 2004). Sin embargo,
posteriormente se han descrito ciertas alteraciones cerebelosas especificas como son la
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pérdida de células de Purkinje, la presencia de patologia axonal (“torpedos axonales”), la
presencia de gliosis o la apariencia densa y enmarafada (“peluda") de las células canasta en el
cortex cerebeloso (Deuschl, 2009; Erickson-Davis, 2010). Louis et al., comunicaron que los
pacientes con TE tendian a agruparse en dos grupos: unos con cuerpos de Lewy
mesencefalicos (aproximadamente un 25 %) y otros sin cuerpos de Lewy (aproximadamente un
75%). Aquellos que no tenian cuerpos de Lewy mostraban un menor numero de células de
Purkinje y patologia relacionada en la corteza cerebelosa, mientras que los que tenian cuerpos
de Lewy mostraban dichos cuerpos de Lewy y neuritas de Lewy en los nucleos pigmentados
mesencefalicos, particularmente en el locus ceruleus, origen de proyecciones noradrenérgicas
a las células de Purkinje del cerebelo (Louis 2009a; Louis et al., 2011b; 2012a; 2012c; 2012d;
2013c). Sin embargo, Shill et al., no encontraron un aumento en la prevalencia de cuerpos de
Lewy en casos de TE, pero si una alta prevalencia de comorbilidad neuroldgica tanto en
pacientes como en controles (Shill et al., 2008; 2016). Tampoco Rajput et al., encontraron
diferencias significativas en el numero de células de Purkinje en la evaluacion patolégica de 12
casos de TE comparados con 6 controles y 41 casos de enfermedad de Parkinson (Rajput et
al., 2012a; 2012b). Hay que anadir que los cuerpos de Lewy, torpedos axonales y la perdida de
células de Purkinje son hallazgos incidentales comunes en sujetos controles anosos, por lo que,
aunque estos cambios aparecen de forma cuantitativamente mayor en sujetos con TE en estos
estudios, estos hallazgos podrian no ser especificos para el TE. Tampoco otros grupos
encontraron correlacion alguna entre en el nimero de células de Purkinje y la duracién del TE

(Jellinger, 2014; Symanski et al., 2014).

Recientemente, el catalogo de los hallazgos patoldgicos especificos en el TE se ha
ampliado con la descripcion de diferencias en multiples medidas de la morfologia de las células
de Purkinje en cerebros de pacientes con TE frente a los de controles (Yu et al., 2012; Babij et
al., 2013). También se ha observado, en los casos de TE, una disminucién en la densidad
sinaptica y una alteracion en la distribucion topografica de las sinapsis entre las fibras

trepadoras (climbing fibers) y las células de Purkinje. Estas fibras constituyen una importante
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entrada excitatoria al cerebelo y los hallazgos descritos correlacionan inversamente con la
intensidad del temblor (Lin et al., 2014). Otro estudio mostré que los pacientes con TE tenian
una mayor acumulaciéon de proteina tau hiperfosforilada que los controles, los autores, aunque
reconocen que el TE no es una taupatia, proponen que el TE puede predisponer a la
acumulacion de agregados celulares de tau, lo que podria estar en relacion con el deterioro

cognitivo que acompafia a algunos casos de TE (Pan, 2014).

También es posible que la patologia cerebelosa observada en el TE fuera consecuencia
de la persistencia del temblor en el tiempo mas que su causa (Deuschl & Elble 2009). Un
estudio anatomopatolégico reciente encontré un aumento de la proteina LINGO1 en el cértex
cerebeloso de pacientes con TE comparado con controles, asi como un aumento de la tincion
inmunohistoquimica para LINGO1 en las células “canasta” anormales en el cerebelo (Kuo et al.,
2013). Los hallazgos en LINGO1 son de interés, dado que esta descrito un aumento del riesgo
de sufrir TE asociado a mutaciones de LINGO1. Estos hallazgos se han observado también en
otro estudio posterior, aunque en este caso el aumento de LINGO1 en la sustancia blanca del
cerebelo se objetivd tanto en casos de pacientes con TE como en el subgrupo de pacientes
con EP en comparacién con controles, lo que podria orientar a la existencia de una reaccion
comun en respuesta al temblor mas que a una patologia cerebelosa especifica (Delay et al.,
2014). En sentido contrario se postulan los resultados de un estudio reciente en el que
muestran que las alteraciones patoldgicas encontradas son similares en los casos de TE de
inicio precoz y los de inicio tardio con lo que sugieren que no representan entidades clinico-

patologicas distintas (Kuo et al.,2016).

Resumiendo, los estudios neuropatolégicos en TE se han centrado principalmente en
cerebelo y tronco cerebral (incluyendo la oliva inferior y locus coeruleus) con desacuerdo
manifiesto de si efectivamente hay datos de neurodegeneracion. Uno de los grupos que han
estudiado la neuropatologia en el TE se ha centrado en los estudios cuantitativos que utilizan
una seccion estandarizada de neocerebelo parasagital (I6bulos cuadrangulares anterior y

posterior en el I6bulo anterior de la corteza cerebelosa: I6bulos IV-VI) que estan implicados en
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el control motor. Este grupo ha observado cambios estructurales en las células de Purkinje y
neuronas vecinas, asi como una reduccion en la densidad lineal de células de Purkinje y
heterotopias de células de Purkinje. Por el contrario, otros dos grupos no han detectado una
reduccion en las células de Purkinje en ET. Ademas de los cambios en el numero de células de
Purkinje, el primer grupo ha definido una serie de cambios en la arquitectura dendritica, axonal

y sinaptica del cerebelo, que no han sido examinados por los otros investigadores.

El significado de todos estos cambios microscopicos no esta todavia claro y ha sido
motivo de un debate acalorado durante los ultimos afos (Bonuccelli, 2012; Kurtis, 2012; Louis
et al., 2012a; Rajput et al.,, 2012a, 2012b, 2013). Las inconsistencias observadas entre
estudios en lo que respecta al grado de pérdida de células de Purkinje y neuronas del nucleo
dentado podrian ser consecuencia de diferencias metodolégicas tanto en la preparacion de los
especimenes para el estudio patolégico como de la dependencia del fenotipo clinico sin el
beneficio de genotipado en el diagndstico de los casos estudiados (Jellinger, 2014). Ademas, la
correlacion entre los hallazgos neuropatoldgicos y la sintomatologia clinica puede ser compleja
y aun no se ha dilucidado en el TE. La cartografia de la carga lesional en relaciéon con la
somatotopia neuroanatomica es uno de los déficits criticos en los estudios reportados. La
observacion que mas se acerca a abordar la cuestidon de si los cambios morfologicos se alinean
con el fenotipo de la enfermedad proviene del estudio de un pequefio niumero de casos con
temblor asimétrico en los que se observo la existencia de una correlacién razonable entre el
lado del temblor y la mayor carga de los cambios estructurales (Louis et al., 2014b). Ademas,
como sucede en otras enfermedades neuroldgicas, la informacion neuropatolégica se obtiene
Unicamente de la autopsia y el estudio la neuropatologia de las enfermedades sdlo en el punto
final complica la interpretacion de los eventos que son capaces de iniciar la enfermedad, los
modifican su progresion y la condicionan su heterogeneidad. En el estudio de otras
enfermedades, se han requerido un gran numero de casos representativos de una amplia
gama de estadios clinicos (como en el estadiaje de Braak en la EP), cosa que parece dificil de

gue se pueda conseguir en el caso del TE.
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Segun las conclusiones de la reunion celebrada en mayo de 2015 por la National
Institute of Neurological Disorders and Stroke, National Institutes of Health (USA) sobre TE, los
objetivos de definir los cambios neuropatolégicos asociados con ET serian (1) complementar y
apoyar los estudios fisiolégicos, (2) comprender los procesos celulares asociados con la lesion
celular y su progresién con el objeto de desarrollar tratamientos, (3) identificar endofenotipos
patologicos que pueden permitir el reconocimiento de distintas variantes genéticas o clinicas, y

(4) definir las relaciones con otras formas de neurodegeneracién (Hopfner et al, 2016).

Las recomendaciones de consenso incluyen (i) desarrollar métodos estandarizados para
el examen macroscopico y microscopico (ii) utilizar criterios de seleccién y documentacion
clinica estandarizados para la recogida, el intercambio y el analisis de tejidos post mortem de
pacientes y controles. (iii) recopilar de forma prospectiva datos fenotipicos y patolégicos que

permitan correlaciones clinico-patologicas (Hopfner et al, 2016).

Estudios de neuroimagen

Los resultados de los estudios de neuroimagen realizados en pacientes con TE no han
ofrecido luz a este debate. En teoria, los estudios con RMN funcional podrian detectar un
amplio espectro de alteraciones anatémicas, los estados funcionales asociados al temblor y
deberian ser sensibles a los cambios producidos tanto por el propio temblor como por los
cambios compensatorios secundarios. Sin embargo, el problema se presenta porque ambos
fendomenos (temblor y cambios compensatorios) ocurren de forma simultanea lo que dificulta su
separacion durante el analisis. Aunque en conjunto los estudios con RMNf confirman que el
cerebelo esta afectado en los pacientes con TE y que las areas motoras corticales forman parte
de la red neuronal tremorigena, no se aportan datos concluyentes que ayuden a dilucidar la
naturaleza de los cambios observados, pudiendo estos ser interpretados de forma variable, lo
qgue permite argumentar que muestran bien neurodegeneracion o bien disregulacién de las vias

cerebelo-corticales sin neurodegeneracion, dependiendo de la modalidad de imagen utilizada
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(Bhalsing et al., 2013; Louis et al., 2014).

Utilizando morfometria basada en voxels (VBM), Quattrone et al., encontraron una
reduccién del volumen del vermis cerebeloso estadisticamente significativa en pacientes con
temblor cefalico, pero no en aquellos que mostraban temblor sélo en extremidades (Quattrone
et al., 2008). Sin embargo, mas recientemente y comparando los hallazgos RMN en pacientes
con TE una vez estratificados en subtipos en base a la presencia o no de signos cerebelosos
en la exploracion, se encontré6 que el volumen de varios segmentos adyacentes al vermis
cerebeloso estaba reducido en pacientes con TE, siendo este efecto mas prominente en el
subgrupo de pacientes con signos clinicos de disfuncion cerebelosa (Shin et al., 2015).
También los estudios con RMNf en reposo muestran una disminucién en la homogeneidad
regional de forma bilateral en los l6bulos cerebelosos anteriores y posteriores, en el talamo
bilateral e insula ademas de un aumento de la homogeneidad regional en multiples areas
corticales; correlacionando los valores en el cerebelo y en el cortex motor primario con la
severidad del temblor (Fang et al., 2013). Estos resultados se han confirmado en un estudio
mas reciente realizados con metodologia similar (Yin et al., 2016). Por su parte Gallea et al.,
encontraron cambios opuestos en areas corticales y cerebelosas. El cerebelo mostraba una
disminucion en el volumen de la sustancia gris que correlacionaba de forma positiva con la
frecuencia del temblor, mientras que el area motora suplementaria mostraba un aumento de
tamano correlacionado negativamente con el volumen del cerebelo y la frecuencia del tembilor,
pero de forma positiva con la intensidad del temblor y la duracién de la enfermedad (Gallea et
al., 2015). Segun estos hallazgos, existiria un defecto cerebeloso primario responsable de la
generacion de un oscilador del que dependeria la frecuencia del temblor, mientras que la

manifestacion clinica del temblor seria dependiente de la excitabilidad cortical.

Mediante un analisis de DTI, Shin et al., encontraron pequefias reducciones en los
valores de anisotropia fraccional en el cerebelo bilateral, lado derecho de la protuberancia, area
retrorubral izquierda y sustancia blanca cerebral profunda (Shin et al., 2008). Nicoletti et al.,

encontraron una reduccion de la anisotropia fraccional sélo en la vecindad del nucleo dentado,
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alteracion que correlacionaba con la duracién de la enfermedad, pero no con la severidad del
temblor (Nicoletti et al., 2010). Jia et al., confirmaron la existencia de estas alteraciones cerca
del nucleo rojo, pero no en el estriado, talamo o sustancia negra (Jia et al.,, 2011). Otros
estudios con DTI no encontraron cambios en la anisotropia fraccional, pero si en la difusividad
en varias regiones cerebrales o cerebelosas (Saini et al., 2012) o no encontraron ninguna

alteracion significativa (Buijink et al., 2013).

Los estudios con espectroscopia han mostrado una disminucién en la ratio N-acetyl-L-
aspartato/creatina en el cértex cerebeloso, dato consistente con pérdida neuronal (Louis et al.,
2002a; Pagan et al., 2003). Curiosamente, se encontré una asociacién inversa entre la ratio
NAA/CR cerebeloso-cortical y la gravedad del temblor lo que, en opiniéon de los autores,
sugeriria que se trata de una enfermedad neurodegenerativa progresiva (Louis et al., 2002a).
También se ha descrito un aumento del depdsito de hierro en casos de TE versus controles en
el nucleo dentado derecho, palido bilateral y sustancia negra, apuntando a la existencia de

patologia neurodegenerativa (Novellino et al., 2013).

Por su parte, los estudios de imagen del flujo sanguineo y oxigenacion cerebral en TE
implican de forma consistente tanto al cerebelo como a areas corticales, aunque con resultados
variables. Estudios funcionales con RMN muestran un aumento de actividad en ambos
hemisferios cerebelosos, nucleo dentado y nucleo rojo ipsilaterales al temblor y de forma
contralateral en el palido, talamo y cértex primario sensitivo-motor, mientras que estudios con
PET han revelado un aumento de la utilizacién de glucosa de forma bilateral en las olivas,
cerebelo, nucleo rojo y talamo (Boecker & Brooks, 1998). En un estudio de RMN funcional
tarea-dependiente, se observd un aumento en la actividad en el area motora suplementaria y
cortex motor con una disminucion en la actividad en los I6bulos cerebelosos (Neely et al., 2014),
mientras que en otro estudio de PET realizado con F-18-fluorodeoxiglucosa (F-18-FDG-PET),
se objetivd que no existian cambios en el metabolismo de la glucosa en el cerebelo en sujetos
con TE en situacién de reposo, pero si en los I6bulos medial frontal, temporal medial y parietal,

sugiriendo que los sintomas motores serian consecuencia de alteraciones electrofisioldégicas en
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vias cerebelo-talamo-corticales mas que por la existencia de un proceso neurodegenerativo
(Ha et al., 2015). Sin embargo, en un estudio con EMG-fMRI simultanea realizado con el
objetivo de identificar las areas cerebrales activadas que estaban asociadas de forma
especifica con las variaciones en la intensidad del temblor en pacientes con TE segun la
técnica previamente utilizada en el estudio de familias con mioclono cortical y temblor
(Contarino et al., 2012), se identificaron varias areas cerebelosas especificas bilaterales
asociadas al TE: en concreto los I6bulos V, VI y VII (Broersma et al., 2015). Los autores
discuten el hallazgo de la hiperactividad en el cerebelo mostrada en su trabajo dentro de los
mismos parametros de incertidumbre previamente descritos: por un lado, interpretan que las
areas afectadas son deficientes y desorganizadas, lo que las haria menos eficientes, y esta
ineficiencia induciria el aumento de activacién observada, pero reconocen que esta
hiperactividad cerebelosa podria ser secundaria y compensatoria a otro defecto en la via

cerebelo-talamo-cortical.

Todas las hipotesis que se han enunciado en base a estos estudios necesitarian ser

testadas con estudios longitudinales que combinen estudios electrofisiologicos y de RMNf.

Estudios de comorbilidad

Aunque sigue siendo un tema de debate, no hay ninguna evidencia incontestable que
sugiera una relacion fisiopatologica entre el temblor esencial y otras enfermedades
neurolégicas. Por el contrario, muchos de los datos epidemioldgicos clinicos, genéticos,
neuropatologicos y de neuroimagen disponibles sugieren que el TE tiene una fisiopatologia
distinta (Jankovic, 2002; Elble et al., 2007; Deuschl & Elble, 2009; Quinn et al., 2011; Rajput et

al., 2012a; Elble et al., 2013a; Louis & Ottman, 2013f).

Mucha de la informacién epidemiologica disponible deriva de estudios de base
poblacional, pero la mayoria de ellos han sido realizados en sujetos mayores de 65 afos lo que
podria segar los resultados de los mismos, al sugerir que el TE se comporta como una

enfermedad neurodegenerativa. Asi, en una revision sobre los resultados de un estudio
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poblacional realizado en Espafia (NEDICES), se aprecia que los casos de TE con una edad de
inicio mayor de 65 afios, presentaron una mayor prevalencia y una incidencia de demencia que
fue el doble que la de los controles (Romero et al., 2012). En un estudio del mismo grupo, en el
que se realizé un seguimiento de los pacientes durante 3 afios, se confirmd la existencia de
deterioro cognitivo de evolucion mas rapida en los casos de TE en comparacion con los
controles (Benito-Ledn et al., 2013). El analisis de los datos epidemioldgicos y estudios
anatomopatologicos postmortem sugieren también que el ritmo de evolucion es mas rapido y
hay una mayor atrofia cerebelosa en los pacientes con TE de inicio tardio (Louis et al., 2009b).
Algunos autores interpretan que es improbable que la disfuncion cerebelosa, per se, pueda
explicar la demencia asociada al TE dado que los déficits cognitivos descritos en otros
pacientes con lesiones cerebelosas son generalmente ligeros y tomados en conjunto todos
estos datos apoyarian la hipétesis neurodegenerativa del TE (Louis et al., 2000; Benito-Ledn &
Labiano-Fontcuberta, 2015), mientras que para otros autores, tanto el envejecimiento normal
como la comorbilidad asociada a la edad podrian contribuir a una progresién mas rapida del
temblor y a la existencia de sintomas cognitivos asociados (Elble, 1995; Elble et al., 2007a;

Deuschl & Elble, 2009).

El caso particular de la posible relacion entre el TE y la enfermedad de Parkinson ha
sido profusamente revisado en la literatura (Minen & Louis, 2008, Fekete & Jankovic, 2011;
Quinn, 2011; Thenganatt & Louis, 2012b; Thenganatt, 2016). En los estudios epidemioldgicos
se acumulan las evidencias de que el TE es significativamente mas frecuente en pacientes con
enfermedad de Parkinson (5.9%) que en otras enfermedades (1%) o controles (0.5%) (Tan et
al., 2008). Estos hallazgos concuerdan con los estudios epidemioldgicos realizados mediante
encuesta que sugieren que la EP y el TE pueden compartir factores de susceptibilidad familiar

(Rocca et al., 2007).

Para algunos autores, y dado que el TE es comun en la poblacion general
(aproximadamente un 5% en sujetos mayores de 65 afios), esta relacion entre ambas

entidades podria ser casual tal y como se ha descrito en otras enfermedades neuroldgicas
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como, por ejemplo, en la demencia por cuerpos de Lewy, la distonia, migrafia (Barbanti et al.,
2010), o la neuropatia periférica (Brin & Koller 1998). En linea con esta hipotesis, hay autores
gue consideran que las caracteristicas clinicas del TE no son completamente especificas por lo
que un temblor de caracteristicas similares al del TE puede encontrarse en pacientes con EP
(Pellecchia et al., 2007) o con distonia (Schiebler et al., 2011), complicando la interpretacion de
los datos epidemioldgicos en relacién al riesgo de sufrir un TE u otras enfermedades
neurodegenerativas. No obstante, segun Adler, un subtipo de estos pacientes podria
manifestarse con una combinacion de TE de larga evolucién y una EP de inicio posterior (TE-
EP), mientras que otros presentarian TE y signos de parkinsonismo cuyo sustrato patolégico
podria ser distinto al de la enfermedad de Parkinson (Adler et al., 2011). Esta superposicion en
los fenotipos, los sesgos de seleccion y la dificultad que presenta el realizar un diagndstico de
certeza, incluso por parte de especialistas en los trastornos del movimiento (Quinn et al., 2011),

dificultan doblemente la interpretacion de los resultados de los estudios epidemioldgicos.

Sin embargo, otros autores opinan justo lo contrario y encuentran datos que inclinan la
balanza hacia una relacion etiofisiopatologica entre el TE y la EP. En un estudio realizado
mediante encuesta, unos pacientes con TE y otros con EP describian la existencia de historia
familiar tanto de TE como de EP, significativamente mas frecuente que en los controles lo que
sugeriria una coagregacion familiar entre TE y EP (Louis, 2016b). El trastorno de suefio REM,
cuya incidencia esta aumentada en los pacientes con enfermedad de Parkinson, también se ha
encontrado presente en el TE (Lacerte et al., 2014). Aunque el estudio de imagen del
transportador de dopamina (DAT) es normal en el TE, algunos estudios han encontrado
pequenos déficits dopaminérgicos en pacientes con TE cuando se comparan con los controles.
En un estudio realizado con 18F FP-CIT en pacientes con temblor postural bilateral y temblor
de reposo uni o bilateral se encontré una actividad nigroestriatal reducida en un 22% de los
sujetos (You et al., 2013). Sin embargo, en un estudio reciente en el que se han analizado
datos clinicos y de DAT en pacientes de TE con y sin parkinsonismo asociado, los pacientes

del grupo TE+EP presentaron ratios mas bajas de captacion estriatal y también se encontré
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una tendencia a una disminucién en la captacién en los casos de TE, aunque con un patrén
diferente (hipocaptacion en el nucleo caudado) sin que se observara ninguna correlacion entre
el resultado del DAT y la severidad o duracion del temblor. Los autores concluyen que los
pacientes con TE y parkinsonismo representan un grupo heterogéneo que incluye pacientes
con TE+EP y pacientes con TE y parkinsonismo. Este ultimo grupo presenta algunos sintomas

comunes a la EP, pero no tendrian déficit dopaminérgico en el DAT (Waln et al., 2015).

Otro argumento de peso en la discusion sobre la naturaleza neurodegenerativa del TE
ha sido la presencia de signos cerebelosos como el temblor intencional, las alteraciones en la
estabilidad y en la marcha, disartria y alteraciones oculomotoras en algunos pacientes, lo que
sugiere, que por lo menos en algunos de ellos, hay una cierta anormalidad en el cerebelo o sus
vias, hecho que en ocasiones han sido interpretadas como una evidencia de la existencia de
una degeneracion cerebelosa (Singer et al., 1994; Hubble et al.,1997; Stolze et al., 2001; Klebe
et al.,, 2005; Hoskovcova et al.,, 2013). Sin embargo, Klebe et al.,, mostraron que la
administracion de etanol oral, era capaz de mejorar tanto el temblor intencional como la marcha
en tandem en pacientes con TE (Klebe et al., 2005), lo que sugeriria que estos signos
cerebelosos son reversibles y no el resultado de un proceso neurodegenerativo. De forma
similar, el condicionamiento del reflejo de parpadeo (blink reflex) que es un paradigma de
aprendizaje motor que requiere del normal funcionamiento de las vias olivo-cerebelosas, esta
alterado en el TE, pero se normaliza tras la estimulacion talamica (Kronenbuerger et al., 2007,
2008), sugiriendo también una reversibilidad sustancial de la disfuncién olivo-cerebelosa. La
estimulacion del nucleus ventralis intermedius talamico (VIM) corrige la alteracion de la marcha
en tandem en pacientes con TE avanzado y también reduce la gran variabilidad de los
parametros cinematicos de la marcha que se observan en estos pacientes (Fasano et al., 2010,

2012).
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c. Fisiopatologia molecular y bases neuroquimicas

Los estudios neuroquimicos también muestran una consistente evidencia sobre la
participacién del cerebelo en la fisiopatologia del TE. Hay muchos datos que sugieren que la
inhibicion neuronal mediada por GABA esta alterada y juega un importante papel en la
tremorogénesis. Esto ha permitido elaborar la principal teoria que existe en la actualidad sobre
la fisiopatologia del TE esencial, denominada “hipotesis GABA”. Segun esta hipotesis el
temblor seria consecuencia de la hiperactividad de los circuitos cerebelo-talamicos debido a la

disminucion de la actividad GABAérgica (Boecker, 2010; Helmich et al., 2013).

En 1996, Mally et al encontraron niveles reducidos de GABA en el liquido
cefalorraquideo en pacientes con TE comparados con controles (Mally et al., 1996). Los
estudios en modelo de ratén knock-out de la subunidad alfa-1 del receptor GABA-A, mostraron
gue estos ratones presentaban un temblor de caracteristicas similares al TE y la administracion
de farmacos como primidona, propranolol, gabapentina y alcohol eran capaces de producir una
disminucion del temblor (Kralic et al., 2005). Paris-Robidas et al., en un estudio postmortem en
pacientes con TE, senalan la existencia de una reduccion del 20- 35% de receptores GABA-A 'y
GABA-B en el nucleo dentado (Paris-Robidas et al., 2012) e hipotetizan que una reduccién en
la inhibicién de los nucleos cerebelosos seria capaz de promover una oscilacion tremorigena
en las vias cerebelo-talamicas. En este mismo sentido, estudios realizados con PET con
[11C]flumacenilo han mostrado diferencias en la union en el receptor GABA en los casos de TE
comparados con controles (Boecker, 2010), correlacionando incluso el nivel de captaciéon del
ligando para el receptor GABA con la severidad del temblor (Gironell et al., 2012) lo que
implicaria la existencia de una disfuncion GABA progresiva en estos casos. Shil et al., también
encontraron evidencias de una inervacion GABAérgica reducida en el locus ceruleus (Shill et al.,

2012).

Otro de los argumentos utilizados para involucrar al sistema GABA en la fisiopatologia
del temblor esencial es el efecto antitremdrico demostrado por algunos farmacos con actividad

gabaérgica. Farmacos con accion directa como el muscimol, gabapentina, topiramato,
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pregabalina o indirecta como los barbituticos, benzodiacepinas, etanol y el propranolol han
demostrado su capacidad para mejorar parcialmente el TE, aunque también es cierto que no
todos los farmacos con actividad gabaérgica cerebral, como la prograbida y la tiagabina, han

demostrado eficacia antitremdérica en el TE (Gironell & Marin-Lahoz, 2016).

Sin embargo, hasta ahora no se ha encontrado ninguna evidencia de la existencia una
asociacion entre variantes en el receptor GABA con sus genes transportadores, en pacientes
con TE (Deng et al.,, 2006; Thier et al., 2011; Garcia-Martin et al., 2011; Testa 2013;
Kuhlenbaumer et al., 2014). Recientemente, se ha descrito una mutaciéon patogénica FUS-
Q290X en una gran familia afectada por TE y aunque el mecanismo fisiopatolégico subyacente
es desconocido, en un interesante trabajo en Drosophila transgénica para hFUS-Q290X, Tio y
cols encontraron que la expresion de hFUSQ290X en las neuronas dopaminérgicas vy
serotoninérgicas no produjo una degeneracién neuronal evidente, pero provoco un déficit motor
gue se acompafaba de disfuncion en el sistema GABAérgico. Curiosamente la sobreexpresion
de hFUS-Q290X también producia un aumento de los niveles de serotonina y un incremento en
la longevidad de las moscas que iba acompafiada de regulacion a la baja de la via de
senalizacion IIS/TOR de la subfamilia (FOXO), uno de cuyos miembros, el genotipo FOXO3A,

ha sido también asociado con longevidad en humanos (Tio et al.,2016).

Un resumen de la hipotesis GABA en cuatro pasos (Gironell & Marin-Lahoz, 2016), seria:

Paso 1. Neurodegeneracion de la corteza cerebelosa con pérdida de células de Purkinje.

Paso 2. Disminucion de la actividad del GABA en las neuronas cerebelosas profundas con

actividad oscilatoria ritmica.

Paso 3. Desinhibicion del output talamico de las neuronas cerebelosas profundas con actividad

oscilatoria-ritmica (marcapasos).

Paso 4. Aumento de la actividad ritmica del talamo y del circuito talamo-cortical, que

comportaria la aparicion clinica de temblor.

Ademas, dentro de las alteraciones neuroquimicas descritas en el TE se conoce la
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existencia de alteraciones de otros neurotransmisores como el glutamato, noradrenalina,
serotonina, adenosina y la disfuncién de canales i6nicos que, aunque peor descritos y con
resultados en ocasiones inconsistentes, muestran que dentro del espectro de las alteraciones
bioquimicas observadas en el TE se produce un desequilibrio que consiste, interpretado
globalmente, en un aumento de los neurotransmisores excitadores y una disminucion de los
neurotransmisores inhibidores (Marin-Lahoz & Gironell, 2016). Por ejemplo, los estudios de
asociacion GWAS han revelado una relacién entre el TE y el gen SLC1A2, que codifica el
transportador de aminoacidos excitadores tipo 2 (EAAT2). Cuantifican los niveles de EAAT2 y
EAAT1 en el nucleo dentado del cerebelo y la corteza cerebelosa de los casos TE versus
controles ha observado que la expresion de EAAT2 se potencia en el nucleo dentado ET, en
contraste con los niveles EAAT2 diferencialmente reducidos en la corteza cerebelosa en los
sujetos con TE, lo que podria reflejar la existencia de un mecanismo compensatorio para

mantener el equilibrio excitacion-inhibicién en los nucleos cerebelosos (Wang et al,.2016)

3.3.5 Epidemiologia

La prevalencia estimada para el TE confirma que esta enfermedad es muy frecuente.
De hecho, se le reconoce como el trastorno del movimiento mas frecuente en adultos. De
acuerdo con los resultados de los diferentes estudios comunitarios realizados, aunque limitadas
en su validez externa por la significativa heterogeneidad existente entre los estudios, las cifras
de prevalencia del TE varian desde los 4 a los 39 casos por 1000 habitantes (Dogu et al., 2003,
Louis & Ferreira, 2010a). La edad es claramente un factor de riesgo para el TE y la mayoria de
los estudios muestran un marcado aumento en la prevalencia asociada a la edad. El temblor
esencial puede comenzar a manifestarse desde la infancia, pero su incidencia y prevalencia
aumentan con la edad (Louis et al., 2001b; Tan et al., 2006). Hay una distribucion bimodal en la
edad de inicio, con picos en la edad de inicio en la segunda y sexta décadas de vida (Bain et al.,

1994; Louis y Dogu 2007b). Aproximadamente entre un 5-15% de los casos de TE tienen un
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inicio juvenil. Este inicio temprano es mas frecuente en varones y el que exista una historia
familiar de temblor (Tan et al., 2006; Louis et al., 2005b). Finalmente, mas de un 5% de la
poblacion mayor de 65 afos tiene temblor esencial (Louis & Ferreira, 2010), aunque en algunas
poblaciones la prevalencia es algo menor (Inzelberg et al., 2006; Aharon-Peretz et al., 2012;

Ozel et al., 2013).

La incidencia anual en este mismo grupo de edad es de aproximadamente 616 por
100.000 personas/afo (Benito-Ledn et al., 2005). En los estudios publicados entre 2001-2010,
se aprecia un discreto aumento del TE en varones, lo que para algunos autores podria tener
gue ver con una asociaciéon epidemioldgica con la EP, una enfermedad en la que hay un patrén
de mayor prevalencia entre los varones (Louis & Ferreira, 2010). Los estudios interraciales
realizados han mostrado la existencia de TE en todos los grupos étnicos (Louis et al., 1995;
Tan et al., 2005). En los casos de TE se recoge una historia de temblor en familiares de primer
grado en un 60% de los casos y cuando la historia familiar esta adecuadamente documentada,
generalmente muestra un patrén de herencia autosémica dominante (Bain et al., 1994; Lorenz
et al., 2004). Mas del 70% de los casos de TE en la poblacién general no estan diagnosticados
a pesar de que muchos de ellos presentan algun grado de repercusion funcional, ademas de
una mayor tendencia a sufrir trastornos psiquiatricos, como depresion o ansiedad (Benito-Ledn

et al., 2005; Dogu et al., 2005; Lorenz et al., 2011).

La variabilidad en los criterios diagndsticos utilizados, la falta de test diagndsticos con
suficiente sensibilidad y especificidad y los multiples sesgos metodoldgicos observados en los
estudios publicados, hacen que las cifras de prevalencia y de incidencia ofrecidas sean tan
diferentes (Louis & Ferreira, 2010). Es probable que las estimaciones en los datos
epidemiolégicos del TE cambien a medida que se implementen las modificaciones que se

vayan realizando en la definicion y en los criterios diagndsticos del TE.
3.3.6 Metodologia del estudio de temblor esencial

Todos los estudios, teorias e hipotesis etiofisiopatolégicas enunciadas pivotan sobre un
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correcto diagnéstico del TE. El diagndstico del temblor y la dificultad de realizar un correcto
diagnostico diferencial con otras entidades que cursan de forma similar no ha permitido
homogeneizar las muestras clinicas de cara a analizar adecuadamente las diferentes
cuestiones latentes en el estudio del TE, como son las caracteristicas y prevalencia de los
diferentes endofenotipos, su penetrancia, las anomalias neuropsicolégicas asociadas, las
alteraciones estructurales tanto a nivel neuropatolégico como neurorradiolégico o sus

relaciones fisiopatolégicas con otros procesos neurodegenerativos.

a. Criterios diagnésticos. ; Qué es realmente el temblor esencial?

El término "temblor esencial" fue utilizado por primera vez por Burresi en 1874 para
describir a pacientes con un temblor de accion sin otros signos neurolégicos y poco tiempo
después, los médicos se dieron cuenta que en muchas ocasiones se trataba de un trastorno
hereditario (Louis et al., 2008a). Posteriormente, Marsden y colaboradores definieron cuatro
tipos de TE y enfatizaron la idea de que el TE no era una entidad unica (Marsden et al., 1983).
Segun el esquema de Marsden, el TE tipo 1 seria un temblor leve en brazos que se produce
por un aumento de la oscilacion mecanica refleja y corresponderia al temblor fisiolégico
exagerado. El TE tipo 2 es un temblor mas severo que el tipo 1 y muchas veces afecta a labios,
lengua, voz, cabeza y en ocasiones incluso a las piernas. Estaria producido por un oscilador
central, en ocasiones es hereditario y puede llegar a ser discapacitante. El TE tipo 3 es un
temblor de mayor severidad y seria la progresion natural del tipo 2. Sin embargo, algunos
pacientes con este temblor no tienen historia familiar y en muchos casos se describen en este
subgrupo la existencia de signos neuroldgicos sutiles de parkinsonismo o distonia. El TE tipo 4

se trataria de temblores no especificos probablemente secundarios a otras enfermedades.

En los ultimos 20 anos, los investigadores han utilizado criterios mas restrictivos en un
intento de definir una entidad Unica. En particular han intentado excluir los tipos 1 y 4 de

Marsden. En 1998, se establecieron unos criterios diagndsticos de consenso (Consensus
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Statement of the Movement Disorder Society on Tremor) con la idea de que fueran aceptados
de forma generalizada para el diagnéstico clinico y para los estudios epidemiolégicos. En estos
criterios diagndsticos se establecieron categorias de probabilidad del TE (definido, probable,
posible), cada una de ellas con sus criterios e inclusién y exclusién (Deuschl et al.,, 1998)

(Tabla2).

De forma resumida, los tipos 2 y 3 de Marsden cumplirian los criterios TRIG y del
Consenso de la MDS para el TE clasico. Los criterios TRIG y MSD difieren en la inclusion de
temblor aislado cefalico (MDS) y el requerimiento de una historia de temblor de por lo menos 5

afios (TRIG) (Deuschl et al., 1998).

Con la intencién de excluir a sujetos con temblor fisiolégico exagerado, otros
investigadores también utilizaron criterios diagndsticos con requerimientos adicionales en lo
qgue respecta a la amplitud del temblor, asumiendo que algunos pacientes con temblor esencial
de baja amplitud seran excluidos del diagndstico (Louis et al., 1998c). Posteriormente, se
combinaron aspectos electrofisiolégicos del TE junto con los datos clinicos (Louis & Pullman,
2001). El temblor cefalico aislado fue eliminado de los criterios diagndsticos de TE, debido a
que puede ser una manifestacion de una distonia cervical en la que el que el fendmeno
disténico no es todavia obvio o de otras enfermedades (Quinn et al., 2011; Deuschl et al., 1998;
Bain et al., 2000; Elble & Tremor Research Group 2006b). Un trabajo reciente con estudio de la
discriminacion somatosensorial temporal sugiere que los temblores aislados cefalicos y de voz

deberian ser considerados como entidades clinicas separadas del TE (Conte et al., 2015)

Sin embargo, la nocion de que el temblor esencial es un trastorno monosintomatico esta
cambiando y hay una gran cantidad de referencias en la literatura describiendo alteraciones
asociadas como son los trastornos de la marcha, distonias, leves alteraciones cerebelosas,
cambios en la personalidad, depresion, ansiedad, hipoacusia y déficits cognitivos. También
hay evidencias epidemiolégicas, patoldgicas y genéticas de que el TE es fisiopatologicamente
heterogéneo y no puede considerarse ya una entidad Unica por lo que delinear las

caracteristicas fenotipicas centrales de ET es un desafio porque no hay un marcador de
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diagnostico para ET.

Por otra parte, los errores en el diagndstico son frecuentes incluso en manos de
expertos. El diagnostico del temblor fisiolégico exagerado no es facil y para descartar
adecuadamente la existencia de signos atipicos que orienten a otras enfermedades (lo que
corresponderia al tipo 4 de Marsden), hay que estar atento a lo largo de la evolucién. Por
ejemplo, independientemente de como se defina el TE la aparicién frecuente de distonia,
parkinsonismo o ataxia sutiles crea una incertidumbre diagndstica adicional. Ademas, la
importancia clinica del temblor incidente en los miembros superiores depende de la edad de
inicio y el desarrollo de un temblor de extremidad superior monosintomatico después de los 65
afios se asocia con un mayor riesgo de incidencia de EP, demencia incidente y mortalidad por
lo que puede ser considerada una entidad distinta. De la misma manera, otros temblores
aislados y sindromes de temblor aislados (por ejemplo, temblor cefélico aislado, temblor de
escritura, temblores especificos de tareas o el temblor de voz aislado) no deben denominarse
TE o variantes del TE. Con el tiempo, algunos pacientes pueden convertirse en un fenotipo
alternativo afos después del diagndstico inicial de TE. Para establecer un vinculo entre la
presentacion clinica y las posibles etiologias, los datos fenotipicos deberian de documentarse
de la manera mas precisa posible, incluyendo signos de significaciéon incierta (Hopfner et

al.,2016)
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Tabla 2. Consenso diagnoéstico del temblor esencial

(Traducido de Gunter Deusch, Peter Bain et al., Consensus statement of the Movement Disorder Society on Tremor. Movement

Disorders, 1998 vol 13, supl. 3)

TEMBLOR ESENCIAL DEFINIDO

1. Criterios de inclusioén:

*Temblor: temblor postural bilateral con o sin temblor cinético, que afecta a manos y antebrazos y que es visible y
persistente. (Puede existir también temblor en otras partes del cuerpo ademas del de miembros superiores. El temblor
bilateral puede ser asimétrico. El paciente refiere el temblor como persistente, aunque la amplitud puede fluctuar. El
temblor puede producir o no discapacidad).

*Duracién: mas de 5 afios.

2. Criterios de exclusién:

*Presencia de otros signos neurolégicos anormales (excepto la presencia del temblor y el signo de Froment. El examen
neurolégico completo debe ser normal para la edad del paciente).

*Existencia de causas conocidas que puedan empeorar el temblor fisioldgico.

*Exposicion reciente o en la actualidad a farmacos o sustancias tremorigenas o un estado de abstinencia de sustancias
(muchos farmacos actian en el SNC y pueden producir temblor como efecto secundario. En la poblacién, el temblor
inducido por farmacos es la causa mas frecuente de temblor de accion. El paciente deberia haber suspendido el farmaco
durante un periodo de tiempo que garantice la desaparicion del efecto biolégico del mismo.)

*Antecedente de traumatismos directos o indirectos en el sistema nervioso en los tres meses que preceden al inicio del
temblor (Esto incluye golpes craneales, directos o indirectos, y lesiones periféricas si su distribucion es la misma que la
del tembilor).

*Historia o evidencia clinica de un origen psicogeno del temblor. (La definicion de temblor psicégeno esta sujeta a debate.
Los rasgos clinicos que pueden sugerirlo son las variaciones no fisiolégicas en la frecuencia del temblor, caracteristicas
inusuales e incoherentes en la conducta y la remision espontanea. Los factores psiquiatricos o sociales [somatizaciones
multiples, ganancias secundarias, litigios o compensaciones pendientes] pueden apoyar el diagndstico de temblor
psicégeno)

*Evidencia de un inicio subito del temblor o de deterioro escalonado del mismo.

TEMBLOR ESENCIAL PROBABLE

1. Criterios de inclusién:

*Los mismos criterios del temblor esencial definido. (El temblor puede estar reducido a otras partes del cuerpo distintos
de las manos. Puede incluir cabeza y temblor postural de las piernas. Sin embargo, una postura anormal de la cabeza
debe sugerir la presencia de un temblor cefalico distonico)

*Duracién superior a tres afos.

2. Criterios de exclusién:

*Los mismos criterios del temblor esencial definido.

*Temblor ortostatico primario (exclusivamente temblor bilateral sincrono de miembros inferiores en bipedestacion y de
alta frecuencia (14-18 Hz))

*Temblor aislado de la voz (por las dificultades clinicas de diferenciar el temblor esencial de la voz de los trastornos del
lenguaje en la distonia laringea y otras distonias del aparato vocal).

*Temblor que aparece exclusivamente en relacion con posturas o tareas especificas, incluyendo los temblores
ocupacionales y el temblor primario de la escritura.

*Temblor aislado de la lengua o el mentén.

TEMBLOR ESENCIAL POSIBLE.

1. Criterios de inclusién:

*Tipo I:

Tipo Il:

O Pacientes que cumplen criterios de temblor esencial definido o probable, pero presentan otras enfermedades
neurolégicas como parkinsonismos, distonias, mioclonias, neuropatias periféricas o sindrome de piernas inquietas.

O Pacientes que cumplen criterios de temblor esencial definido o probable, pero presentan otros signos neuroldgicos de
significado incierto no suficientes para hacer el diagnodstico de enfermedad neuroldgica. Tales signos pueden incluir
signos y sintomas extrapiramidales leves, como hipomimia, disminucién del braceo o bradicinesia moderada.

Temblores aislados monosintomaticos de relacién incierta con el temblor esencial. Se incluyen los temblores que se
presentan exclusivamente en determinadas posiciones o tareas, tales como temblores ocupacionales, temblor primario
de la escritura, temblor ortostatico primario, temblor aislado de la voz, temblor postural aislado de las piernas y temblor
postural unilateral de la mano.

2. Criterios de exclusion:
Las exclusiones son las mismas que los items 2-4 del temblor esencial definido.
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El reconocimiento o no de que la existencia de otros sintomas o signos pueden formar
parte del TE no es cuestion baladi, dado que familias con presentaciones de este tipo podrian
ser eliminadas, a la hora incluirlas en un estudio genético o en un ensayo terapéutico. Aceptar
esta diferenciacion de los diferentes fenotipos en pacientes y familias con lo que ahora
llamamos TE enfatiza la caracterizacion completa y rigurosa del temblor ademas de todos los
sintomas y signos presentes, asi como de la comorbilidad asociada en cada uno de los
pacientes, independientemente si cumple o no los criterios diagndsticos clasicos para el TE.
Este abordaje permitira aumentar la probabilidad de que las alteraciones patoldgicas,
neurorradioldgicas, bioquimicas o genéticas sean mas homogéneas y de esta manera facilitar

nuestra comprensién de los procesos fisiopatolégicos subyacentes.

b. Diagnodstico y evaluacion del temblor

El primer paso en la evaluacion del temblor es la caracterizacion del mismo en lo que
respecta al momento de aparicion, evolucion, lugar de presentacion, amplitud, circunstancias
que lo empeoran o atenuan, asi como la descripcion fenomenolégica del mismo (reposo,
actitud, cinético, tarea-especifico) y su modificacion o no con maniobras. Las exploraciones
mas populares son el mantenimiento de las extremidades superiores en posicién horizontal con
los codos flexionados en unos 135° el test dedo-nariz-dedo, y la escritura de una frase y el
dibujo de la espiral de Arquimedes; este ultimo ha resultado ser un método de screening
sensible y especifico ademas de servir como medida de la severidad del temblor (Louis, 2015).
El temblor cefalico muy leve es dificil de objetivar hasta que no se observa al paciente
realizando movimientos cefalicos verticales u horizontales. El temblor de lengua se detecta
mejor con la lengua parcialmente protruida y el temblor facial se observa facilmente durante la
entrevista o cuando se le solicita al paciente que sonria, frunza los labios y cierre los ojos. El
temblor de voz se detecta mas facil durante la vocalizacién mantenida de “ahhh” y “ohhh.” El
temblor en las extremidades inferiores puede limitarse a un temblor fino durante el

mantenimiento de la postura (sentado con la rodilla extendida) o con las maniobras (talén-
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rodilla-espinilla). Es importante la valoracion de forma seriada de la amplitud del temblor por
medio de las diferentes escalas de valoracidon cuantitativa, la utilizacion de videos o las nuevas
técnicas digitales, dado que la amplitud del temblor en un mismo paciente puede variar hasta

en un 23% en distintos momentos del dia (Mostile et al., 2010a; Mostile et al., 2012).

La exploracion neurolégica completa es necesaria para documentar la existencia de
signos concomitantes piramidales, cerebelosos, neuromusculares y sugestivos de
parkinsonismo o distonia que pueden hacer sospechar un diagndstico alternativo al del temblor
esencial. Hay que recoger una historia cuidadosa porque muchos farmacos y téxicos pueden
producir temblor (Morgan & Sethi, 2005). El hipertiroidismo se descartar faciimente mediante

una analitica.

Se han desarrollado un gran numero de escalas que son Uutiles para de describir la

severidad del temblor (Tabla 3).

Tabla 3. Escalas clinicas desarrolladas para la evaluacion del temblor
Escalas de Severidad del temblor
* Fahn-Tolosa-Marin Tremor Rating Scale (Fahn et al., 1993)
* Bain and Findley Clinical Tremor Rating Scale (Bain and Findley 1993)
* Bain and Findley Spirography Scale (Bain and Findley 1993)
* Bain and Findley Handwriting Scale (Bain and Findley 1993)
* WHIGET Tremor Rating Scale version 2 (Louis et al., 2001a)
* The Essential Tremor Rating Assessment Scale (TETRAS) (Elble et al., 2012)

Instrumentos de screening

* WHIGET* Tremor Rating Scale version 1 (Louis et al., 1998a)

* WHIGET™ Tremor Screening Questionnaire (Louis et al., 1998b)
* Kiel Tremor Screening Instrument (Lorenz et al., 2008)

* Louis Spirography Screening Tool (Louis et al., 2012f)

* Modified finger-nose-finger screening tool (Louis et al., 2005c)

* WHIGET: Washington Heights-Inwood Genetic Study of Essential Tremor
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Muchas de ellas han demostrado que son validas, fiables y sensibles al cambio tal y como se
reviso en el analisis realizado en 2013 por la Movement Disorders Society Task Force (Elble et
al., 2013b)

Los test electrofisioldgicos pueden ser utiles como ayuda para distinguir el temblor
esencial del temblor fisioldgico, ortostatico, el mioclono cortical y el temblor psicogeno (Terada
et al., 1997; O'Suilleabhain & Matsumoto, 1998; Koster et al., 1999; Elble 2003; Gironell et al.,
2004; Raethjen et al., 2004; Piboolnurak et al., 2005b; Hallett 2010). La anormalidad
fundamental observada en el temblor esencial clasico es la sincronizacién anormal de las
unidades motoras a frecuencias de entre 4 a 12 Hz (Deuschl & Elble, 2009). La frecuencia
media del temblor esta, en general, entre los 4 a los 8 Hz, aunque varia mucho en relacion a la
edad, severidad del temblor y la parte del cuerpo afectada. La frecuencia tiende a enlentecerse
entre 0.07 a 0.12 Hz por afio y este cambio en la frecuencia probablemente contribuya al
aumento gradual en la amplitud del temblor (Elble 2000b; Hellwig et al., 2009). Los pacientes
con temblor esencial avanzado exhiben un retraso en la activacion de los musculos
antagonistas durante el desarrollo del movimiento (mas si éste es rapido), lo que puede
contribuir a que se rebase el objetivo de una forma similar a la que ocurre en la dismetria

cerebelosa (Koster et al., 2002; Zackowski et al., 2002)

El estudio de la proteina transportadora de dopamina (DAT) estriatal mediante SPECT
puede ser util para distinguir el temblor esencial de la enfermedad de Parkinson en estadios
iniciales (Antonini et al., 2008; Ceravolo et al., 2008), aunque tiene sus limitaciones dado que
algunos estudios han encontrado una pequefia reduccion (<15%) en la captacién del DAT en
pacientes con temblor esencial, hipocaptacién que no es progresiva (Isaias et al., 2008;
Gerasimou et al., 2012). El significado de estas pequefias reducciones en la captacion no esta
claro dado que el DAT-SPECT es generalmente normal en los pacientes con temblor esencial,
incluso en aquellos pacientes que presentan una enfermedad avanzada, coexistencia de
temblor de reposo y que ademas no presentan patologia de cuerpos de Lewy (Nistico et al.,

2011; Gerasimou et al., 2012). EI DAT-SPECT no es util para distinguir el temblor esencial del
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temblor disténico (Schneider et al., 2007; Bain 2009).

En los estudios clinicos anteriores a 1993, fue habitual la utilizacién de acelerémetros
uniaxiales con objeto de evaluar el temblor postural, pero los investigadores no fueron
conscientes de las limitaciones de estos instrumentos, sobre todo por la relacion logaritmica
existente entre los resultados de la acelerometria y las puntuaciones de las escalas clinica
(Elble 2005; Elble et al., 2006a). Actualmente hay disponibles una gran cantidad de modelos de
acelerometros triaxiales inalambricos y giroscopios que permiten la valoracion clinica del
temblor postural y cinético (Mostile et al., 2010a; Mostile et al.,, 2012), asi como tabletas
digitales que son utiles en la cuantificacién del temblor durante el dibujo y la escritura (Elble et
al., 1990; Elble et al., 1996; Haubenberger et al., 2011). Ademas, hay nuevas técnicas en
desarrollo cuyo objetivo es permitir la distincion de forma objetiva entre el temblor fisiolégico y
el temblor esencial, principalmente cuando este es leve, como son la medida de los
componentes de recuperacion del reflejo del parpadeo (Nistico et al., 2012; Nistico et al., 2014:
Ayache et al., 2014), medidas cinematicas (Kurgansky et al., 2014; Ruonala et al., 2014),
analisis de los datos de acelerometria (Hossen et al., 2013; Wile et al., 2014 ), y medidas
computerizadas del registro de movimiento ocular (Gitchel et al., 2013). Desafortunadamente,
las ventajas que suponen la alta sensibilidad y precision en el registro lineal de los
transductores portatiles de movimiento (acelerémetros, giroscopios, tabletas de digitalizacion)
se mitigan por la gran variabilidad en la amplitud aleatoria del temblor. Por esta razén, el
cambio minimo detectable en la amplitud del temblor es comparable para los transductores y
las escalas de calificacion clinica mencionadas anteriormente. Sin embargo, los transductores
tienen la ventaja de que son capaces de capturar el temblor de forma continua a lo largo del dia

y no requieren que un clinico esté presente en el momento del registro (Elble et al., 2013b).
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c. Diagnéstico diferencial

En los estudios de investigacion sobre el temblor esencial se plantea el problema de
que ciertos individuos pueden ser particularmente dificiles de diagnosticar debido a que los
hallazgos clinicos son dudosos. Estas personas pueden ser dificiles de clasificar, ya sea como
casos normales o como casos de TE emergente. Ademas, el diagndstico clinico de TE tiene
una alta tasa de diagndstico erréneo, que oscila entre el 37 y el 50% segun los estudios
(Schrag et al., 2000; Jain et al., 2006; Quinn et al., 2011). Ademas de los sindromes tremaoricos
aislados (TE rapidamente progresivo, temblor de accion de inicio tardio, temblores focales
como el temblor cefalico, temblor de voz, temblores mandibulares, temblor aislado de
extremidad superior) que en el momento actual se consideran entidades distintas al TE clasico
(Elble, 2016; Albanese & Del Sorbo, 2016) hay muchas entidades que en algin momento de su
evolucién pueden ser mal diagnosticadas como temblor esencial y que enumeramos a

continuacion.

Enfermedad de Parkinson. El temblor caracteristico de la EP es un temblor de reposo
de 4-9Hz. Muchos casos de TE pueden ser diagnosticados de EP dado que, particularmente en
pacientes ancianos, es frecuente la existencia de cierto grado de rigidez y en ocasiones se
aprecia un temblor que es aparentemente de reposo, aunque en realidad se trate de un temblor
postural que es causado por una relajacion incompleta. (Rajput et al., 1993 ; Rajput et al., 2004 ;
Djaldetti et al., 2008 ; Nistico et al., 2011 ; Nistico et al., 2012). Tipicamente el temblor esencial
afecta a ambas extremidades superiores de forma simétrica pero en mas de un 90% de los
casos puede haber cierta asimetria al inicio o0 a lo largo de la evolucion (Louis et al., 1998c;
Louis et al., 1998d; Phibbs et al., 2009), aunque esta asimetria se observa mas frecuentemente
en otras enfermedades como la enfermedad de Parkinson, distonia o temblores primarios
tarea-especificos (Jain et al., 2006; Chaudhuri et al.,, 2005). EIl temblor de reposo
monosintomatico es casi siempre un signo de una enfermedad de Parkinson u otro tipo de

parkinsonismo (Brooks et al., 1992; Ghaemi et al., 2002; Tolosa et al., 2006; Ceravolo et al.,
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2008) mientras que el temblor de reposo en el TE nunca aparece en ausencia de un temblor
postural y cinético prominente (Whaley et al., 2007), aunque podria ser un signo inicial de una
EP coexistente (Djaldetti et al., 2008; Fekete & Jankovic, 2011). El temblor de reposo en la EP
se suprime con el inicio del movimiento, al contrario de lo que ocurre en el temblor esencial

(Papengut et al., 2013).

Aunque controvertido, hay evidencia de que los pacientes con TE tiene un mayor riesgo
que la poblacién control de desarrollar una EP. El diagndstico en estos casos no resulta facil
porque los pacientes con TE-EP pueden manifestar multiples tipos de temblor. Para su
diagndstico, en los estudios en los que ha trabajado con estos casos se utilizan unos criterios
diagnosticos especificos: (1) que el diagndstico de TE esté presente al menos cinco anos antes
del diagndstico de EP (2) que el TE inicial se caracterice por un temblor cinético de amplitud
moderada o alta en ausencia de cualquier signo de EP y (3) que el diagndstico inicial de TE se
haga en ausencia de “signos de alarma” sugestivos de otros diagndsticos alternativos (temblor
postural aislado sin existencia de temblor cinético, temblor cinético unilateral) (Louis et

al,.2016¢)

Distonia. El temblor se ha reconocido como una caracteristica clinica de la distonia. La
distonia se define como una contraccion muscular sostenida que resulta en movimientos de
torsiéon o posturas anormales. El temblor en la distonia se manifiesta durante el mantenimiento
de la postura o con la realizacién de movimientos voluntarios (temblor de accion) y aunque
algunos pacientes disténicos pueden tener temblor en reposo que con frecuencia es unilateral,
en pacientes con temblor bilateral, este es a menudo asimétrico. Tiene una frecuencia de 4-7
HZ. Es frecuente la existencia de “gestos antagonistas” asi como la presencia de distonia en
otras partes del cuerpo. (Schneider et al., 2007; Bain 2009; Quinn et al., 2011). Sin embargo,
su diagnéstico no siempre es sencillo. Algunos pacientes presentan temblor focal en ausencia
de cualquier signo de distonia, que puede no ser evidente hasta muchos afos después.
Muchos de los pacientes con temblor de actitud que tienen ademas temblor de reposo tienen

aumentado el componente de recuperacion R2 del reflejo del parpadeo que es caracteristico de

66



Introduccion

la presencia de distonia (Nistico et al., 2012; Nistico et al., 2014). Este hallazgo ha sido
interpretado como la evidencia de que el temblor de reposo asociado con temblor de actitud es
una forma de temblor disténico, una conclusion apoyada datos clinicos como que la presencia
de “distonia sutil” en el 36% de los casos de temblor esencial y la evidencia de que el temblor
es un hallazgo fenotipico de la distonia (Defazio, 2015). Los temblores cefalicos aislados deben
hacer sospechar la existencia de una distonia cervical (Rivest, 1990). El temblor de la distonia
cervical se puede suprimir mediante trucos sensitivos (gesto antagonista), cosa que no ocurre
en el temblor esencial (Deuschl et al., 1992; Masuhr et al., 2000). Por el contrario, se agrava
cuando el paciente orienta voluntariamente la parte del cuerpo afectada contra la direccion
principal del movimiento de la distonia (por ejemplo, un paciente con torticolis hacia el lado
derecho puede tener un aumento en el temblor disténico al intentar girar la cabeza hacia la
izquierda). Aunque algunos autores sugieren que el temblor de voz aislado podria ser una
variante del temblor esencial (Sulica & Louis, 2010), Wolraich et al., estudiaron 29 pacientes
con temblor laringeo y encontraron temblor en brazos sélo en 11 de ellos y una historia familiar
de temblor sélo en 5 de ellos. La mitad de ellos tenian distonia laringea, distonia orofacial o
ambas y so6lo 2 tenian temblor aislado de voz (Wolraich et al., 2010). Por lo tanto, el temblor
aislado de voz no se considera una variante de temblor esencial, sino que es mas

probablemente una variante de una distonia laringea (Quinn et al., 2011).

Temblores tarea-especificos. Son temblores posturales o de intencion que tienen una
frecuencia de 4-8 Hz. Se presentan durante la realizacién de una tarea concreta (por ejemplo,
durante la escritura) y su fisiopatologia puede estar relacionada bien con la del temblor esencial
como con la de la distonia (Bain et al., 1995). La relacién entre el temblor esencial y otros
temblores focales y tarea-especificos, como el temblor aislado de barbilla o el de la escritura
tampoco esta clara (Soland et al.,, 1996), pero como regla estos temblores no deben de ser
considerados como temblores esenciales sino como variantes de distonia focales y/o temblores
tarea-especificos. En el caso del temblor especifico de la escritura y el temblor aislado de voz

no suele haber temblor en otras partes del cuerpo ni otros signos de afectacion neurolégica
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(Ludlow, 1990). EI temblor de voz se presenta entre el 15% al 25% de los pacientes con TE y
es mas frecuente en mujeres (Sulica & Louis, 2010). Hay que diferenciarlo de la disfonia
espasmodica, una distonia de la musculatura laringea en la que el habla es disfénica,
dificultosa, tensa, entrecortada y en la que su naturaleza exacta depende de la forma en que
estan implicados los musculos laringeos abductores y aductores. En algunos pacientes se
presenta una combinacion entre temblor y disfonia espasmaédica. El temblor mandibular puede
ocurrir en el temblor esencial, distonia y la enfermedad de Parkinson. En el caso del temblor
esencial tiende a presentarse cuando ademas existe un temblor cefélico, de voz y temblores
severos de extremidades superiores y se acompafan de forma mas frecuente con temblor de

reposo (Louis et al., 2006).

Temblor ortostatico. Es un tipo de temblor poco frecuente que se caracteriza
clinicamente por sensacion de inestabilidad o caida inminente al adoptar la bipedestacién, que
desaparece o mejora al caminar y esta ausente en sedestacibn o en decubito. Sus
caracteristicas electromiograficas, frecuencia de descarga a 13-18 Hz con un alto grado de
sincronia entre musculos homénimos, son Unicas para este trastorno. Las extremidades
superiores solo se afectan si son usadas como apoyo y mantienen la misma frecuencia de
temblor en las piernas (Sander et al., 1998; Koster et al., 1999). Se describen caidas en un
24.1% de los casos. Los trastornos neurolégicos coexistentes incluyen temblor de actitud
(22.8%), otros tipos de temblor (4.9%), parkinsonismo (8.7%). Se recogen datos de historia

familiar de temblor ortostatico en un 4.9% de los casos (Hassan et al., 2016).

Temblor fisiolégico. Es un temblor de accion, presente en personas sanas y que
generalmente no tiene significacion clinica. La frecuencia del temblor fisiolégico es de 7 a 12
Hz en adultos jévenes, tiene tendencia a decrecer hasta los 6 a 7 Hz en mayores de 60 afos.
Es tipicamente reversible y ocurre en situaciones de estrés, fatiga, ansiedad, miedo o
excitacion y se agrava por hipoglicemia, tirotoxicosis, estados hiperadrenérgicos producidos por
enfermedades sistémicas, enfermedades psiquiatricas y una gran variedad farmacos vy

sustancias que son capaces de provocar un aumento en la amplitud del temblor y hacer que
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sea dificil de distinguirlo del TE. Desafortunadamente, no existe ningin método totalmente
fidedigno para distinguir un temblor esencial leve de un temblor fisiolégico exagerado (Elble
1998; Louis et al.,, 1998c). La supresion del temblor tras ingesta de etanol no es un dato lo
suficientemente sensible ni especifico como para ser utilizado en el diagnéstico dado que la
sensibilidad al alcohol se presenta sélo en el 46% de los casos de TE (Mostile & Jankovic,

2010b; Hopfner et al., 2015).

Temblor inducido por toxicos y farmacos. Son temblores de frecuencia variable,
entre 3-12 Hz. La forma mas comun de presentacion es el aumento del temblor fisiolégico
secundario al uso de simpaticomiméticos, antidepresivos o abstinencia alcohdlica. Las
sustancias o farmacos que han sido mas frecuentemente descritos como inductores de temblor
son los neurolépticos, reserpina, tetrabenacina, metoclopramida, litio, esteroides,
calcioantagonistas, agonistas betaadrenérgicos, valpréico, hormonas tiroideas, antidepresivos
triciclicos, inhibidores de la recaptacion de serotonina, tocainida, metilxantinas, nicotina,
cocaina, alcohol, cafeina, progesterona, antiarritmicos, calcitonina, citostaticos o
inmunosupresores. Los neurolépticos o antagonistas dopaminérgicos producen un temblor de
reposo similar al parkinsoniano. El tratamiento prolongado con neurolépticos puede producir
también un temblor postural de baja frecuencia (3 a 5 Hz) llamado temblor tardio y la
intoxicacion con litio produce temblor de caracteristicas cerebelosas (Puschmann & Wszolek,

2011).

Temblor psicogeno. El temblor de origen psicogeno tiene una incidencia mayor en
mujeres que en hombres, pudiendo manifestarse a cualquier edad, aunque no es habitual en
nifos. Su inicio suele ser brusco, pero no es progresivo y fluctia en su severidad a lo largo de
su evolucion. Puede ser postural, cinético o de reposo y su frecuencia y amplitud son muy
variables (4-12 Hz). Presentan una frecuencia erratica, fluctuaciones en su amplitud y
frecuentemente mejoran o reaparecen de forma espontanea. Suelen mejorar, desaparecer o
pueden cambiar los parametros de su frecuencia y amplitud cuando el paciente es distraido

con tareas motoras o cognitivas (Deuschl et al., 1998b; McAuley et al., 1998; O'Suilleabhain &
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Matsumoto, 1998; Brown & Thompson, 2001; Kumru et al., 2004, 2007; Raethjen et al., 2004;
Piboolnurak et al., 2005a; Hallett, 2010). Cuando las oscilaciones son coherentes suelen tener
frecuencias bajas (de 6 Hz o mas lentas) aunque en algunos pacientes en los que el temblor
esta provocado por coactivacion de los musculos flexores y extensores, presentan una
frecuencia mas alta (entre 7-10 Hz) (Raethjen et al., 2004). Se acompafan frecuentemente de

otras alteraciones o episodios sugestivos de trastornos somatoformes

Temblor cerebeloso. Los temblores cerebelosos son temblores de intenciéon que
pueden ser unilaterales o bilaterales dependiendo de la causa. Afectan principalmente a la
parte proximal de las extremidades y aumentan en amplitud a medida que la extremidad
afectada se acerca al objetivo. La frecuencia y la amplitud son muy variables e irregulares. Se
acompafa de dismetrias, ataxia o alteraciones oculomotoras. Las causas mas frecuentes son
la esclerosis multiple, ictus o neoplasias que afectan a los nucleos cerebelosos laterales,
pedunculos cerebelosos superiores o0 sus vias, asi como enfermedades degenerativas

cerebelosas, la atrofia multisistémica y sindromes paraneoplasicos

Algunas ataxias heredodegenerativas con herencia dominante (SCA2 y SCAS8)
ocasionalmente se presentan con temblor cefalico y en extremidades superiores (Schols et al.,
2004). El problema del diagndstico diferencial entre temblor esencial y otras enfermedades se
ilustra con el hallazgo de que los varones portadores de premutaciones (50 a 200 repeticiones
CGG) en el gen FRM1 (Fragile X Mental Retardation1) desarrollan frecuentemente un
sindrome de temblor y ataxia similar al temblor esencial (Berry-Kravis et al., 2003; Leehey et al.,
2003; Tan et al., 2004; Hagerman et al., 2004). Estos portadores varones son normalmente
mayores de 50 afos y desarrollan, a medida que la enfermedad progresa, una mezcla de
temblor de accion, ataxia, parkinsonismo, neuropatia periférica y deterioro cognitivo (Hall et al.,
2005). LA RMN cerebral muestra frecuentemente una atrofia cerebral y anormalidades en la
senal en T2 en los pedunculos cerebelosos y en el esplenio del cuerpo calloso (Jacquemont et
al., 2003) y en los estudios anatomopatologicos se encuentran, de forma generalizada,

inclusiones eosinofilicas en astrocitos y neuronas (Greco et al., 2002). La prevalencia de la
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premutacion en la poblacion es de aproximadamente de 1 entre 800, con una penetrancia
estimada del 30% por lo que este sindrome puede afectar a 1 de cada 3000 varones mayores
de 50 anos (Hall et al., 2005). Por lo tanto, este sindrome hereditario neurodegenerativo, que
probablemente esta infradiagnosticado, podria constituir un falso diagndstico de temblor

esencial en algun momento de su evolucion.

Temblor de Holmes. Es un temblor lento, de 3-6 Hz, que puede ser tanto de reposo
como intencional o postural. En el pasado ha recibido multiples nombres como temblor rubrico,
mesencefalico, talamico o miorritmia (Lee & Marsden, 1994). Se presenta en relacion con
lesiones estructurales en el mesencéfalo que afectan a las vias nigroestriatales y/o cerebelo-
talamo-corticales y suele acompafarse de signos neurologicos asociados a dichas lesiones.
Responden mal al tratamiento farmacoldgico y hay poca informacion sobre la utilidad de la
talamotomia y de la estimulacion cerebral profunda en su manejo (Alusi et al., 2001) aunque la

estimulacion del VIM ha mostrado ser eficaz en algun caso (Acar et al., 2010).

Temblor palatal. También llamado mioclonia velopalatina, consiste en contracciones
ritmicas de musculos agonistas sin contraccion de los musculos antagonistas. Tiene una
frecuencia mas baja, de 1 a 3 Hz, que otros temblores (Deuschl et al., 1994). Se trata de
movimientos ritmicos, involuntarios del paladar blando en los que ademas del movimiento
visible, el paciente experimenta un clic audible. En su forma idiopatica es caracteristica la
pseudohipertrofia de la oliva inferior y en su fisiopatologia esta implicado el llamado triangulo
de Guillain-Mollaret que se extiende desde el nucleo dentado del cerebelo al nucleo rojo
contralateral y a la oliva inferior. Cuando es sintomatico puede ser secundario a enfermedades
como la esclerosis multiple, patologia vascular y enfermedades degenerativas. Otro hecho
particular de este sindrome es la persistencia del movimiento durante el suefio e incluso

durante el coma y que una vez establecido, es persistente.

Temblor neuropatico. Son temblores posturales de 4-12 Hz que se presentan en el
contexto de una neuropatia periférica establecida y que se acompafian de debilidad muscular,

ausencia de reflejos y trastornos sensitivos distales en las extremidades. No todas las
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neuropatias producen temblor. Ha sido descrito de forma mas frecuente en las neuropatias
desmielinizantes y especificamente en las neuropatias secundarias a disgammaglobulinopatias
(especialmente las IgM), en las neuropatias sensitivo-motoras hereditarias tipo 1 (Sindrome de
Roussy-Levy), en las polineuropatias inflamatorias agudas en su fase de recuperaciéon y en la
polineuropatias inflamatorias crénicas desmielinizantes. En estos casos, el enlentecimiento de
la conduccién de los nervios produce un aumento en el retraso de las respuestas reflejas de
estiramiento que pudiera ser la base fisiopatoldgica del temblor en estos casos, aunque
también se ha invocado la existencia de un mecanismo central. (Said et al., 1982; Elbe 1983;

Smith et al., 1984; Smith IS, 1995)

Miorritmias. Son movimientos involuntarios repetitivos, ritmicos, lentos (1-4 Hz) que
afectan mayormente a musculos craneales y a brazos y que desde el punto de vista
fenomenologico se superponen con el temblor y las mioclonias segmentarias (Baizabal-
Carvallo et al.,, 2015). Su reconocimiento es importante porque en ocasiones se asocian a
lesiones potencialmente tratables de troncoencéfalo o talamicas. Un ejemplo es la miorritmia
oculomasticatoria asociada a la enfermedad de Whipple. Se han descrito en pacientes con
esclerosis multiple, encefalitis y encefalopatias autoinmunes incluyendo las encefalitis

antireceptor NMDA (Baizabal-Carvallo et al., 2013).

Mioclono cortical familiar. Por su relevancia en esta tesis, la entidad conocida como
mioclono cortical familiar (Familial Cortical Myoclonic Tremor with Epilepsy - FCMTE) merece

un comentario mas extenso en esta revision.

El mioclono cortical familiar es una enfermedad de herencia autosémica dominante,
caracterizada por temblor, crisis epilépticas, signos electrofisiolégicos de hiperexcitabilidad
cortical y que generalmente cursa de forma benigna. En 1990, |keda et al., propusieron el
término de temblor cortical para describir un temblor de inicio en edad adulta, similar al temblor
esencial pero asociado a una epilepsia generalizada tonico-clonica (lkeda et al., 1990). Su
origen cortical se sospeché por la existencia de datos de hiperexcitabilidad cortical (aumento

del reflejo C en reposo, potenciales evocados somatosensoriales gigantes (SEPs), espigas
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premioclénicas corticales). El tratamiento con betabloqueantes no resultaba eficaz, pero
farmacos antiepilépticos como el valprdico, clonacepam o la primidona eran capaces de
mejorar la amplitud del temblor y de los potenciales gigantes. Desde entonces se han descrito
sindromes similares en 51 familias distintas bajo diferentes nombres (BAFME, FAME, FEME,
FCTE, ADCME...) hasta que en 2005 Van Rootselaar et al., argumentaron que estos pacientes
representaban un espectro de la misma enfermedad con heterogeneidad fenotipica y genética
y propusieron el nombre — “familial cortical myoclonic tremor with epilepsy” (FCMTE) — y los

criterios diagnoésticos para este sindrome (Van Rootselaar et al., 2005).

El temblor denominado como temblor cortical, temblor mioclénico o minipolimioclénico,
ha sido descrito como sacudidas mioclonicas ritmicas, rapidas y de pequefia amplitud que
afectan a dedos y manos y que provocan un movimiento similar a un temblor, de severidad
muy variable. Algunos pacientes (hasta el 29%) podrian tener también afectacién en piernas y
ocasionalmente en cabeza, cara o tronco (Terada et al., 1999; Bourdain et al., 2006). El temblor,
que es principalmente postural y de accion, es sensible a diferentes estimulos sensitivos y
empeora por las mafanas (Van Rootselaar et al., 2002). Puede empeorar a lo largo de la
evolucién, como se ha descrito especialmente en familias europeas (Elia et al.,, 1998; Van

Rootselaar et al., 2002), y mejora cuando se trata con farmacos antiepilépticos.

La mayoria de los pacientes (82%) sufren crisis generalizadas tonico-clénicas y una
minoria tiene crisis mioclénicas adicionales. Las crisis pueden ser provocadas por la falta de
sueno y la fotoestimulacién (Bourdain et al.,, 2006). La frecuencia de las crisis es variable,
desde episodios ocasionales hasta una epilepsia de dificil tratamiento, hecho descrito sobre
todo en las familias europeas descritas que tienden a requerir de forma mas frecuente

tratamiento antiepiléptico en régimen de polimedicacion (Guerrini et al., 2001).

Otros sintomas adicionales descritos en algunos de los pacientes son: deterioro
cognitivo, ceguera nocturna o hipersensibilidad a la luz (Manabeet et al., 2002), episodios
peridédicos de paralisis (acinesia brusca) con rigidez generalizada sin cambios en el EEG

(Morita et al., 2003), migrafia (Saka et al., 2000), parkinsonismo o dificultad para la marcha en
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tandem (Terada et al., 1997; Nagayama et al., 1998, Van Rootselaar et al., 2002).

El EMG de superficie ayuda a diferenciar el temblor y el mioclono. El patron habitual
consiste en descargas mioclénicas irregulares a una frecuencia de 8-13 Hz de corta duracion
(50ms) y de baja amplitud que generalmente se manifiestan en los musculos distales de las
extremidades superiores y que se provocan con el mantenimiento de la postura o con la accién,
aunque, en ocasiones, pueden estar presentes en reposo. Mikami y cols clasificaron el registro
en dos tipos: uno con una frecuencia relativamente estable aproximadamente a 10Hz y otro
con una frecuencia mas variable (Mikami et al., 1999). El trazado EEG del 94% de los
afectados muestra complejos punta-onda y la fotoestimulacion es positiva en algunos de ellos.
También se han registrado cambios en el EEG en el 48% de los familiares que no tienen
historia de epilepsia (Saka et al., 2000, Elia et al., 1998, Terada et al., 1997, Striano et al., 2004,
Okuma et al., 1997, Van Rootselaar et al., 2002). Estos cambios electroencefalograficos no son
especificos para este sindrome. En un 84% de los casos se registra un potencial
somatosensorial gigante (P25-N33 de una amplitud mayor de 8.5-15 yV) y en un 93% de los
casos una respuesta refleja-C de larga latencia (40 ms) tras estimulacion del nervio mediano en
la mufieca (Van Rootselaar et al., 2005). Este es, probablemente, el criterio electrofisiolégico
mas fiable para confirmar el origen cortical del mioclono. Los analisis de coherencia de EEG-
EMG son una alternativa util para confirmar la relaciéon entre el cerebro y musculos durante el
movimiento (Grosse et al., 2002). EI movimiento fino distal observado en el FCMTE seria el
resultado de una oscilaciéon cortical a unos 17 Hz originada en el cértex premotor o cortex
motor primario contralateral. En efecto, la presencia de una punta previa al mioclono registrada
en el cértex motor contralateral se registra en un 60% de los casos (Van Rootselaar et al.,

2008).

El patron hereditario es compatible con una herencia autosémico dominante sin
diferencia entre sexos. Algunos autores japoneses han descrito un fendmeno de anticipacion
asociada a transmision materna sugiriendo que estos casos pueden compartir bases

moleculares similares a las de las enfermedades secundarias a expansiones de repeticiones
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inestables, incluidas aquellas que se producen en regiones no-codificantes (Hitomi et al., 2013).
Mikami y cols, mediante un estudio de ligamiento realizado en una extensa familia japonesa,
localizaron el gen responsable en la porcion distal de 8923.3-g24.11 (Mikami et al., 1999).
Hasta ahora, una familia grande y otras cuatro pequefas todas ellas de origen japonés, han
localizado la mutacién en este locus FCMTE1 (Mori et al., 2011). Por lo contrario, no se ha
encontrado ligamiento en este locus para una familia de origen espafiola (Labauge et al., 2002)
ni en otra holandesa que presentaba en su fenotipo deterioro cognitivo (van Rootselaar et al.,
2002). Guerrini y cols encontré ligamiento en 2p11.1-q12.2 (Guerrini et al., 2001) en 8
pacientes de una familia italiana, aunque el fenotipo no era idéntico ya que esta familia
presentaba, ademas de crisis generalizadas, crisis parciales complejas de origen
frontotemporal. En 2004, Striano y cols, presentaron a una familia italiana con temblor cortical,
mioclonias y crisis generalizadas de curso no progresivo y herencia AD que también mostraba
ligamiento en 2p11.1-2q12.2 (Striano et al., 2004). Mas tarde, este mismo autor presentd otra
familia de cinco generaciones con mioclonia cortical en los miembros afectos y potenciales
somatosensoriales gigantes en 3 de sus miembros no sintomaticos, pero con la presencia de
mutacién en 2p (Striano et al.,, 2005b). Estas observaciones sugieren que el FCMTE es un
trastorno genéticamente heterogéneo con familias japonesas con ligamiento en 8923.3-8924.13
y familias europeas en 2p11.1-q12.2. Esta alta frecuencia de familias con las mismas
mutaciones en la misma area geografica de Japdén y del Sur de ltalia podria ser explicada por
un efecto fundador (Uyama et al., 2005; Madia et al., 2008; Mori et al., 2011). Ademas de esto,
se han descrito una insercién/delecién en el gen del receptor subtipo B alfa2 adrenérgico
(ADRAZ2B) en dos familias de origen italiano aparentemente no relacionadas (De Fusco et al.,
2014). Otros loci adicionales se han mapeado en 5p15.31-p15 y en 3q26.32-q28 en familias
aisladas de origen francés, thai, y chino (Depienne et al., 2010; Yeetong et al., 2013; Li et al.,
2014). Stogmann y cols., describieron en una familia egipcia con consanguinidad y un patrén
AR con clinica compatible con FCMTE mas sintomas neuropsiquiatricos y cierto retraso en el

desarrollo cognitivo. La secuenciacion del exoma en esta familia mostr6 una delecion
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homocigota (c.503 503delG) en la region codificante de CNTN2 y que segregaba en 5 de los
miembros afectos de la familia. La proteina codificada por este gen (contactina 2) es miembro
de superfamilia de las inmunoglobulinas. Es una proteina de membrana que funciona como
una molécula de adhesién celular y es necesaria para mantener los canales de potasio en la
region parayuxtanodal. De esta manera, podria jugar un papel en la formacion de las

conexiones axonales durante el desarrollo del sistema nervioso (Stogmann et al., 2013).

Las bases bioquimicas y fisiopatoldgicas del FCMTE siguen siendo especulativas. Los
hallazgos clinicos y electrofisioldgicos sugieren una hiperexcitabilidad cortical, que podria ser
consecuencia de una inhibicién cortical disminuida por el cerebelo mediada por sus
proyecciones cerebelo-talamo-corticales (Striano et al.,, 2005a). Los escasos estudios
postmortem disponibles han evidenciado la existencia de patologia cerebelosa (Uyama et al.,
2005) y estudios de RMN con VBM muestran también una disminucién de la sustancia gris y

del volumen total del cerebelo (Buijink et al., 2015).
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4. JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS DEL ESTUDIO

4.1 Justificacion

El temblor esencial es el trastorno del movimiento mas frecuente y a pesar de su alta
prevalencia, desconocemos en gran medida su etiologia y su fisiopatologia, asi como de su
relacién con otras enfermedades neurodegenerativas. A pesar de su aparente benignidad
puede producir una notable incomodidad social y ocupacional y en algunos casos, una
importante discapacidad que se ve poco modificada por los tratamientos farmacoldgicos

actualmente disponibles.

De lo expuesto en la introduccion se deduce que existen evidencias patoldgicas,
clinicas, epidemioldgicas y genéticas de que el temblor esencial es fisiopatologicamente
heterogéneo y debe ser contemplado mas como un sindrome clinico, que como una Unica
entidad siendo necesaria su redefinicion y clasificacion con el objeto de avanzar en el
conocimiento sobre su etiofisiopatologia y tratamiento. Es prioritario el disponer de muestras
clinicas homogéneas de cara a analizar las diferentes cuestiones latentes en el estudio del TE:
las caracteristicas fenotipicas y la prevalencia de los diferentes endofenotipos, las anomalias
neuropsicolégicas asociadas, la penetrancia en los casos familiares, las alteraciones
estructurales tanto a nivel neuropatolégico como neurorradioldgico o sus relaciones

fisiopatologicas con otros procesos neurodegenerativos por poner algunos ejemplos.

La dificultad para incluir en un proyecto del tipo Genome Wide Association (GWA) una
muestra suficiente de pacientes, donde ademas existe presumiblemente una heterogeneidad
genética y clinica, ha hecho que este tipo de aproximacion haya dado pocos frutos en el
pasado. La ultrasecuenciacion (Whole Exome Sequencing o WES) permite a partir de una
muestra pequefa bien seleccionada encontrar el sustrato molecular en trastornos con gran

heterogeneidad genética. Esta aproximacion enfatiza la caracterizacion completa y rigurosa del
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temblor ademas de todos los sintomas, signos y comorbilidad asociada en cada uno de los
pacientes independientemente si el paciente cumple o no los criterios diagndsticos clasicos
para el TE, lo que permitira aumentar la probabilidad de encontrar genes responsables del TE y

de esta manera facilitar nuestra comprension de los procesos fisiopatologicos.

Aclarar las bases moleculares y secundariamente las bases fisiopatologicas del tembilor,
puede proporcionar informacion muy importante para estudiar otros procesos
neurodegenerativos donde el temblor esta presente como rasgo clinico. Finalmente, la
heterogeneidad del TE es probablemente la causa del escaso éxito de los tratamientos
farmacoldgicos disponibles hasta la fecha y aunque hay conviene que recordar que el
desconocimiento etiofisiopatolégico de una enfermedad heterogénea no impide la existencia de
tratamientos efectivos (p-e. cirugia talamica/subtalamica), el descubrimiento de un gen que

confiera riesgo podria revelar la pista de un tratamiento farmacoldégico para el TE.

Los estudios realizados para esta tesis han pretendido profundizar en estos aspectos a
partir de una encuesta clinica de donde se extrajo una muestra clinica de casos familiares
seleccionados y en la que se ha aplicado una robusta técnica de ultrasecuenciacion masiva, lo

gue nos ha permitido establecer el sustrato molecular de algunos tipos de temblor esencial.

El trabajo de esta tesis comenzd con el estudio epidemioldgico sobre la prevalencia de
enfermedades neuroldgicas que llevamos a cabo en la comarca del Bidasoa finales de la
década de los 90 en el que se estudiaron, entre otras enfermedades, la prevalencia del temblor
esencial. No ha sido un estudio continuado y el lapso de mas de 10 afos entre el estudio
epidemiolégico y los estudios genéticos realizados en las familias, se ha cubierto con el
descubrimiento de nuevas familias mientras se ha ido refinando la metodologia de estudio
genético con la incorporacion de técnicas inexistentes en la ultima década del siglo XX. En ese
periodo, hemos colaborado en el reanalisis de los diferentes estudios epidemiolégicos en
demencia realizados en Espafia desde la red tematica de neuroepidemiologia y envejecimiento
(RENE envejecimiento) del Instituto de Salud Carlos lll. Fruto de ese trabajo que en algunos
casos comenzo afos antes de formarme como neurdlogo a cargo de mi director de tesis,
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hemos concluido con éxito la busqueda de mutaciones en diferentes genes decisivos para el
conocimiento de diferentes enfermedades genéticas dominantes y recesivas del sistema
nervioso central y periférico (Marti-Massé et al., 2015). En el caso del temblor, la disponibilidad
de un amplio registro de casos esporadicos y familiares de TE y la oportunidad de poder
realizar el estudio WES de nuestros casos con el grupo de la Dra. Coro Paisan, en el Hospital
Mount Sinai de Nueva York que entonces emprendia un estudio de estas caracteristicas, nos

permiti6 comenzar con este proyecto parte de cuyos resultados constituyen esta tesis
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4.2 Hipdtesis

1. El descubrimiento previo en nuestra poblacion de mutaciones privadas y recurrentes
en genes decisivos para el conocimiento de diferentes enfermedades genéticas dominantes y
recesivas del sistema nervioso central y periférico (LRRK2, PNRP, GDAP1, CANP3, PGRN,
etc.) (Marti- Masso et al., 2015) asi como la posibilidad de utilizar la combinaciéon de nuevas y
robustas técnicas de ligamiento mediante arrays de SNPs de millones de variantes asi como de
técnicas de ultrasecuenciacion, podria, en una muestra clinica de base poblacional como la
coleccionada durante afios por la Unidad de Movimientos Anormales y la Unidad de
Neurogenética del Servicio de Neurologia del Hospital Donostia, contribuir a definir las
caracteristicas de los diferentes endofenotipos asociados a cada variante genética encontrada

en el WES.

2. El conocimiento de las caracteristicas clinico-morfolégicas de los diferentes tipos de
TE, nos permitiria a su vez orientar una clasificacion nosoldgica del TE a la vez que avanzar en

el conocimiento de la etiopatogenia del temblor.
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4.3 Objetivos

1.Conocer la prevalencia y las caracteristicas demograficas del temblor esencial en

nuestra poblacion.

2.ldentificar a partir de esa encuesta epidemioldgica y otras fuentes, estirpes familiares
singulares con fenotipos simples o complejos, susceptibles de ser analizadas mediante

técnicas moleculares avanzadas (WES).

3 Caracterizar la expresion fenotipica del temblor en cada una de las familias e
identificar si existen rasgos clinicos comunes para cada una de las mutaciones/loci genéticos
identificados (penetrancia, edad de inicio de los sintomas, caracteristicas clinicas y
neurofisiolégicas del temblor, presencia de alteraciones motoras/no motoras asociadas, rasgos
neurorradioldégicos y rasgos neuropsicolégicos), asi como los limites fenotipicos de cada

entidad molecular descubierta.
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5. METODOLOGIA

A continuacion, se especifica la metodologia utilizada para la realizacién de cada uno

de los trabajos.

5.1. Trabajo 1. Prevalencia del Temblor Esencial: estudio puerta a
puerta en la Comarca del Bidasoa, Espafa.

El Estudio Bidasoa fue un estudio epidemiolégico de base comunitaria realizado en
sujetos mayores de 65 afos de edad con residencia en dos municipios de la comarca del
Bidasoa, Irun y Hondarribia, situadas en el norte de la provincia de Guipuzcoa (Espana). De
acuerdo con el censo de 1996, habia 13.434 personas mayores de 65 afos y 2000 de ellas
fueron seleccionadas para el estudio mediante un muestreo aleatorio estratificado por grupos
de 2 afnos de edad y sexo. Este numero nos permitié estimar una prevalencia de enfermedades
del 5% o menor, con una precision de 1% y un 95% de confianza. En el estudio piloto realizado
previamente hubo aproximadamente un 10% de " no respuestas”. La primera fase del estudio
fue llevada a cabo por entrevistadores entrenados, mientras que la segunda fase fue
completada por neurélogos del Hospital Universitario Donostia (San Sebastian, Espana) y el

Hospital Bidasoa (Hondarribia, Espana).

El objetivo del Estudio Bidasoa era el de determinar la prevalencia de demencia,

epilepsia, ictus, temblor y la enfermedad de Parkinson y otras formas de parkinsonismo.

Se realizé una validacion de los instrumentos de screening utilizados por Meneghini en
el estudio epidemioldgico de Sicilia (SNES) (Meneghini et al., 1992). La sensibilidad del SNES
fue del 75% para el temblor y del 100% para el resto de las patologias. La especificidad fue de

34%.
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Procedimientos para la deteccidén de casos

El estudio utilizé un disefo puerta a puerta en dos fases. En la fase 1, los participantes
fueron evaluados, puerta a puerta, por entrevistadores entrenados utilizando la version
espafola del cuestionario SNES. El instrumento de screening para el temblor preguntaba por la
existencia de movimientos involuntarios o sacudidas en extremidades, cabeza, cara o lengua,
ademas de una segunda pregunta sobre la existencia de temblor de reposo en cabeza o
extremidades y/o temblor postural o de accion. La evaluacion se realizd mediante la
examinacion del sujeto mientras mantenia ambos brazos extendidos durante 20 segundos.
También se preguntd acerca de diagnodsticos previos de temblor, enfermedad de Parkinson, el
uso de los betabloqueantes, antiepilépticos, agonistas dopaminérgicos y benzodiacepinas.
Aquellos que resultaron positivos para el screening (un item positivo) fueron validados en la

fase 2, que consistié en una evaluacion completa realizada por un neurologo.

Se definid el temblor esencial como un temblor postural o cinético de cabeza o
extremidades que estuviera presente sin que existiera una causa conocida utilizando los
criterios diagnosticos de Louis y colaboradores (Louis et al., 1998). El temblor debia de tener
una evolucion progresiva y una duracién de por lo menos 1 afio, o que existiera una historia
familiar de temblor en el caso de una duracién inferior al ano (por lo menos un familiar de

primer grado afecto) (Salemi et al., 1994)

Analisis de datos

Las estimaciones de la prevalencia se presentan por grupos de edad de 3 afios. Para
poder obtener estimaciones de prevalencia estables, todos los grupos tenian que tener mas de
10 sujetos en el denominador. La prevalencia se calculé utilizando el método de Ogura (Ogura
et al., 1995). Este método asume que las personas que dan positivo en la fase de screnning y
no pasan la segunda fase tienen una prevalencia similar a los que si lo hacen. Los intervalos de
confianza del 95% se calcularon siguiendo el método binomial. Las cifras de prevalencia se
presentan por sexo y grupos de edad (65-74, 75-84, >85). Se realizd un analisis de regresion
logistica para determinar la existencia de una posible asociaciéon entre la edad y sexo. El
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analisis estadistico se realizé utilizando el programa SPSS para Windows v. 6 y Epi-Info, v. 6.

Figura 1: Poblacion de estudio en general y sus subgrupos (Bergareche et al., 2001)
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5.2. Trabajo 2. El gen ACMSD, que participa en el metabolismo del
triptéfano, se encuentra mutado en una familia con mioclonias

corticales, epilepsia y parkinsonismo.

Sujetos

Primeramente, se construyd un arbol genealégico detallado mediante la recopilacién de
las historias clinicas de todos los miembros de la familia que presentaba un fenotipo de temblor
complejo transmitido con herencia dominante, y que incluye a aquellos posiblemente afectados,
asi como a los no afectados clinicamente y cényuges (figura 2-A). Se identificaron 7 individuos
afectados en tres generaciones diferentes y se pudo realizar una evaluacién clinica completa
de cuatro ellos. Todos ellos firmaron un consentimiento informado previamente aprobado por
el comité de ética del Hospital Universitario Donostia tras lo que se obtuvieron muestras de
DNA mediante extraccion de sangre total utilizando procedimientos estandar. También se
dispusieron para el analisis de 94 muestras de DNA (49 mujeres y 45 hombres) pertenecientes
a individuos sin enfermedades neuroldgicas y sin antecedentes familiares de trastornos del
movimiento, procedentes del Banco de DNA de la Unidad de Neurociencias del Instituto
Biodonostia. La edad en el momento de la recogida de las muestras de los individuos de
control varié entre los 60 a los 93 afios, con un promedio de 69,1 afios. También se dispuso de
muestras de 58 casos de TE esporadico y 11 con TE familiar y otros 54 casos de EP de inicio

tardio. Todos los casos examinados eran de la misma regidn geografica del norte de Espafia.

Estudios neuropsicoldgicos vy electrofisioldégicos

Se utilizé el test MoCA (Montreal Cognitive Assessment), que evalua diferentes
dominios cognitivos (http://www.mocatest.org/), para determinar la existencia de disfuncion

cognitiva. Los registros electroencefalograficos (EEG) se obtuvieron tras la colocacion de los
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electrodos segun el sistema de internacional de colocacién de electrodos 10-20. Se utilizaron
técnicas estandar para los estudios de conduccion nerviosa registrandose respuestas motoras
peroneales y tibiales y sensitivas surales. Para el estudio de los potenciales evocados
somatosensoriales, se estimuld el nervio mediano en la mufieca y se registraron los potenciales
evocados en el cuero cabelludo contralateral (C3'y C4": 2 cm por detras C3 y C4 en el sistema
internacional 10-20). La estimulacién se realizé a 3 Hz con una duracion del estimulo de 0,2
mseg. La promediacion digital se realizdé con 200 registros; los filtros se fijaron en un corte alto
de 500 Hz y otro bajo de 10 Hz. Se analizaron los picos de latencias N20 y P25 y las
amplitudes interpicos N20-P25. El estudio se llevd a cabo tres veces en cada caso para
asegurar su reproducibilidad. Los electromiogramas de superficie (EMG) se registraron en los
musculos extensores y flexores de la mufeca utilizando electrodos de superficie colocados
sobre los vientres musculares a 3 cm de distancia. Los filtros se fijaron con un paso de banda
de 10 Hz-1 kHz. Se colocé un acelerometro triaxial sobre el primer musculo interéseo dorsal de
la mano. Los reflejos-C se registraron desde el musculo abductor corto del pulgar después de

realizar un estimulo supramaximo sobre el nervio mediano en la mufieca.

WES

El estudio WES fue realizado en tres de los casos afectos (I-5, 1I-3, y IlI-1; Figura 2A).
Se utilizé el kit SureSelect Human All exon 50Mb exon-capture para el enriquecimiento de la
libreria (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA). Las secciones del exoma
capturadas fueron secuenciadas en un HiSeq2000 de acuerdo con las instrucciones del
fabricante mediante lecturas de 100-bp pareadas por su region final (/llumina Inc, San Diego,
CA, USA) y para capturar la maxima variacion genética posible, cada muestra se analizé en
una unica linea de cada dispositivo de analisis. Tras la secuenciacion, el procesamiento de
datos del WES fue realizado mediante calculo computacional, analizandose segun el protocolo
utilizado por el proyecto 1000 genomas, como se ha descrito previamente (Karkheiran et al.,
2013). Seguidamente, cualquier mutacion potencial observada como una variacién comun

segun las bases dbSNP137 o 1000 Genomes Project Phase 1, fue retirada para un analisis
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posterior. También fueron excluidas las variantes genéticas de las regiones intergénicas,
intrénicas y exonicas no codificantes, con la excepcion de aquellas variantes mapeadas cerca
de los lugares de splicing, ya que es poco probable que fueran causales. También se
extrajeron las variantes genéticas presentes en otras bases de datos publicas, tales como la
Exome Variant Server of the National Heart, Lung, and Blood Institute (NHLBI) Exome
Sequencing Project (http://evs.gs.washington.edu/EVS/) (Exome Variant Server, 2013) y los
exomas generados en nuestro laboratorio. Para ayudar en la identificacion de genes causales,
se predijo la patogenicidad de cada mutacion que segregaba con la enfermedad mediante dos
métodos de calculo previamente evaluados como los mas eficientes [MutPred
(http://mutpred.mutdb.org/), SNPs & Go (Http://snps-and-go.biocomp.unibo.it/snps-and-go/)]
(Thusberg et al., 2011). También se utilizé la HomoloGene database del sitio web de la NCBI
para examinar la conservacion de la segregacion de las mutaciones y enfermedades en

diferentes especies (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/homologene).

Analisis de los genes detectados

Se disefaron primers gendmicos para las amplificaciones de PCR usando un sitio web
para primers (http://ihg.gsf.de/ihg/ExonPrimer.html). Se utilizaron estos primers para amplificar
todos los exones codificantes y splices de los genes ACMSD y MYBBP1A (material
suplementario en el articulo original). Posteriormente se realizaron y analizaron las
amplificaciones de PCR y las reacciones de secuenciacién tal y como se han descrito

previamente (Karkheiran et al., 2013).
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5.3 Trabajo 3. La mutacion SORT1 p. G171A descrita en una familia
con temblor esencial produce deficiencia de sortilina y altos niveles

de p75NTR

Sujetos

Hemos examinado clinicamente y mediante un analisis WES a una familia espafola con
TE que consta de padre afectado, esposa sana, una hermana del padre no afectada y tres hijos,
uno afecto y dos no afectos (Figura 3 (a)). Esta familia fue reclutada a partir de un estudio
descriptivo de TE familiar y esporadico llevado a cabo en la Unidad de Movimientos Anormales
del Hospital Donostia (San Sebastian, Espafia).

Se dispusieron para el estudio muestras de DNA de todos los miembros de la familia,
asi como muestras adicionales de 28 casos de TE familiar y 62 casos esporadicos. También
dispusimos de 188 muestras de controles de origen espanol y sin historia de sufrir trastornos
del movimiento. La edad a la recogida de muestras de la cohorte de control varié de los 60 a
los 93 anos con una edad media de 69,1 anos. El estudio fue aprobado por el comité de ética

del Hospital Universitario Donostia.

Estudio WES

Se realiz6 un estudio WES en cuatro muestras: dos de sujetos afectos (casos 1y 3) y
dos no afectos (casos 2 y 4) (Figura 3 (a)). Se utilizé el kit SureSelect Human All exon 50Mb
exon-capture para el enriquecimiento de la libreria (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA,
USA). Las secciones del exoma capturadas fueron secuenciadas en un HiSeq2000 de acuerdo
con las instrucciones del fabricante mediante lecturas de 100-bp pareadas por su region final
(lumina Inc, San Diego, CA, USA) y para poder capturar la maxima variacion genética posible,

cada muestra se analiz6 en una Uunica linea de cada dispositivo de analisis. Tras la
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secuenciacion, el procesamiento de datos del WES se realizé mediante calculo computacional
y finalmente se analizaron segun el protocolo utilizado por el proyecto 1000 genomas (DePristo
et al., 2011), y como se ha descrito previamente (Marti-Massé et al., 2013). El analisis

estadistico de cada exoma se realizé en PICARD (http://picard.sourceforge.net/).

Filtrado de variaciones genéticas comunes

Se retiraron de los analisis posteriores todas aquellas mutaciones potenciales
observadas como variaciones comunes (frecuencia> 5%) en las compilaciones mas recientes
como dbSNP137, Proyecto 1000 Genomas Fase 1, otras bases de datos publicas tales como el
Exome Variant Server of the National Heart, Lung, and Blood Institute Exome Sequencing
Project (http://evs.gs.washington.edu/EVS/; Exome Variant Server, 2015), o en los exomas
generados en nuestro laboratorio (Marti-Massé et al.,, 2013). Solamente se consideraron

causales aquellas variantes genéticas mapeadas en regiones codificantes o de splicing.

Predicciéon de la patogenidad de la mutacién

La patogenicidad de cada una de las mutaciones que segregaban con la enfermedad
fue predicha mediante de cuatro métodos de calculo: MutPred (http://mutpred.mutdb.org/),

SNPs&Go (Http://snps-and-go.biocomp.unibo.it/snps-and-go/), SIFT (http://sift.jcvi.org/), vy

Mutation taster (http://www.mutationtaster.org/), y se utilizé la base de datos NCBI
HomoloGene para examinar la conservacion de los nuevos SNVS identificados en diferentes
especies (http: //www.ncbi.nlm.nih.gov/homologene). Se utilizaron las bases Human Gene
Mutation Database (https://portal.biobase-international.com/hgmd/pro/start.php) y la NCBI
ClinVar database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) para determinar si las nuevas
variaciones de nucleétidos unicos (SNVs) estaban asociadas o no con el fenotipo relacionado

con la enfermedad.

Analisis de deteccion de genes

Se disefiaron primers gendmicos para la amplificacion por PCR de la regién codificante
94



Material y Métodos

completa de las regiones fronteras exon-intrén SORT1, del exén 5 de LAPTMS5, y exén 13 de
GRIN2D  utilizando un sitio web publico para el disefio de primers

(http://ihg.gsf.de/ihg/ExonPrimer.html; primer sequences available upon request).

Se secuencio todo el producto de PCR purificado, tanto hacia delante como en sentido
inverso, mediante secuenciacion Sanger utilizando el sistema Applied Biosystems BigDye
terminator v3.1 segun las instrucciones del fabricante y se analizaron tal y como esta

previamente descrito (Marti-Masso et al., 2013).

Analisis de mutagenicidad y cultivos celulares.

Se cultivaron células de riidbn embrionario humano HEK293 en medio Dulbecco
modificado, suplementado con 10% de suero bovino fetal y 1% de penicilina / estreptomicina.
Se introdujo la mutacion p.Gly171Ala del gen SORT1 (p.G171A) en el plasmido humano natural
pCMV6E-XL5-SORT1 (Origene, Rockville, MD) mediante mutagénesis dirigida al sitio
(QuikChange, Agilent Technologies, Santa Clara, CA). Todos los constructos generados fueron
verificados mediante secuenciacién Sanger utilizandose la secuencia humana GRCh37 como
referencia. Las células HEK293 se cultivaron en placas de cultivo de 96 y de 12 pocillos.
Después de alcanzar la confluencia (80%), las células fueron transfectadas utilizando FuGene
6 Transfection Reagent (Promega, Madison, WI) con 0,1 mg de pCMV6-XL5-SORT1 de tipo
salvaje o con plasmidos humanos mutantes. Después de 24 horas, los medios de cultivo fueron
reemplazados y las células fueron tratadas de forma independiente con 10 ng/ml o 30 ng/ml de
dos factores pro-neurotroficos diferentes: el precursor del factor de crecimiento de nervio
(proNGF) y el precursor del factor neurotréfico derivado del cerebro (proBDNF), o con una
combinacion de ambos (Novoprotein, Summit, Nueva Jersey). Las células fueron entonces
incubadas a 37°C durante 72 horas excepto para el analisis de apoptosis para el que se utilizé

una incubacioén de 16 horas.
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Analisis de expresion génica

La extraccion del RNA de las células HEK293 se realizé utilizando el kit RNeasy Plus
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) segun las instrucciones del fabricante. EI RNA extraido fue
transcrito en el DNAc mediante la transcriptasa inversa SuperScript /I (Life Technologies,
Grand Island, NY). La expresion génica se llevo a cabo mediante gPCR utilizando Eco Real-
Time PCR System (lllumina, San Diego, CA), SYBRGreen PCR master mix (Applied
Biosystems, Foster City, CA), y las siguientes secuencias de oligonucleétidos:

SORT1-F 0-GGGGACACATGGAGCA TGG-30 y SORT1-R 50-
GGAATAGACAATGCCTCGATCAT-30 para la expresion de SORT1, B2MF1-F 50-
GGCCGAGATGTCTCGCTCCG-30 y B2MR1 50-TTGGAGTACGCTGGATAGCCTCC-30 para
B2M, y p75-F 50-CCTACGGCTACTACCAGGATG-30 y p75-R 50-
CACACGGTGTTCTGCTTGT-30 para p75NTR. Las muestras se corrieron en ftriplicados,
fueron analizadas mediante el método de la curva estandar y normalizadas para el control
génico enddgeno B2M utilizando el método 2 CT (Livak and Schmittgen, 2001).

Analisis de Inmunotransferencia

Se prepararon muestras de lisados de células en wuna preparacion de
inmunoprecipitacion radiactiva y se trataron con un céctel de inhibidores de proteasas. Se
afiadioé la misma cantidad de proteinas a la preparacion de Laemmli (Bio-Rad, Hercules, CA),
se calentaron durante 5 min a 95° C y se cargaron en 15 pocillos de gel Bis-Tris con
concentraciones del 4% al 12% (Invitrogen, Carlsbad, CA). Posteriormente las proteinas fueron
transferidas a membranas de PVDF (Bio-Rad, Hercules, CA), se bloquearon con 5% de leche
en polvo sin grasa en Phosphate Buffered Saline con Tween-20 (PBST) y se incubaron con el
anticuerpo primario anti-SORT1 (1 mg / ml;(Abcam, Cambridge, MA; ab16640) y el anticuerpo
secundario anti-conejo conjugado con peroxidasa horseradish (1: 5000; Abcam; ab6721). Se
utiliz6 como control el anticuerpo anti-GAPDH (1: 5000, Trevigen, Gaithersburg, MD). La

expresion de la proteina se detecté mediante el uso de lluminada Forte (Millipore, Billerica, MA).
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Las imagenes de gel se obtuvieron mediante un analizador de imagenes G: BOX Chemi
(Syngene, Frederick, MD) y los analisis densitométricos se llevaron a cabo mediante el 96
software Imaged (Imagej.nih.gov).

Inmunoensayo con ELISA

Se detecto la progranulina humana (hPGRN) en medio condicionado de células de tipo
salvaje y en células mutantes HEK-293 utilizando el kit DuoSet ELISA Development System kit
(R&D Systems, Minneapolis, MN) siguiendo el protocolo del fabricante. La hPGRN de las cinco
muestras humanas (casos 2-6; Figura3 (a)) se midié usando el kit hPGRN ELISA de Adipogen
(San Diego, CA). Los valores de absorbancia se midieron usando un lector de placas

multimodal M5 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) a longitudes de onda de 450 nm y 560 nm.

Estudio de apoptosis por citometria de flujo

El estudio de apoptosis se realizé por citometria de flujo mediante el analisis cuantitativo
de la muerte celular apoptética utilizando la Alexa Fluor 488 Anexina V / Dead Cell Apoptosis
Kit de acuerdo con el protocolo del fabricante (Invitrogen, Carlsbad, CA). Se trataron las células
HEK293 con 30 ng/ml de proneurotrofinas (proNTs) durante 16 horas; a continuacion, se
recogieron las células, se tifieron con Alexa Fluor 488-anexina V y Pl en un buffer de unién de
anexina y se analizaron por citometria de flujo utilizando un citdmetro de flujo BD LSR Il y el
software BD FACSDiva (BD Bioscience, San Jose, CA). Se consideré que sélo las células
tefidas con anexina V presentaban apoptosis temprana, mientras que las células tenidas con
anexina V y Pl se encontrarian en situacion de apoptosis tardia o en fase necrética. Las células
HEK293 tratadas con 2 mM de perdxido de hidrégeno se utilizaron como control positivo para
la apoptosis. El analisis de datos se realiz6 mediante el software FlowJo version de 9.3.2

(TreeStar, Ashland, Oregén).
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Analisis Estadistico

El analisis estadistico se realizé utilizando el software GraphPad Prism, version 6.00estandar
(GraphPad, La Jolla, CA). Los datos en las graficas se presentan como medias +/- error. Las
diferencias estadisticas entre los tipos salvaje y mutante fueron calculadas utilizando el
test no paramétrico de Mann-Whitney. La significacion estadistica para la expresion de
RMNm de SORT1 utilizando diferentes concentraciones de proN, ha sido determinada
utilizando un modelo de regresion lineal. Valores de p < 0.001 han sido considerados

altamente significativos.
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5.4 Trabajo 4. La mutacion de SCN4A contribuye a la
patogénesis de 98 una forma de temblor esencial autosémico

dominante y puede aumentar la susceptibilidad a la epilepsia

Sujetos

Primeramente, se construyd un arbol genealégico detallado mediante la recopilacién de
las historias clinicas de todos los sujetos posiblemente afectados, asi como del resto de
familiares no afectados. Todos ellos firmaron un consentimiento informado previamente
aprobado por el comité de ética del Hospital Universitario Donostia. Se obtuvieron muestras de
DNA de todos los miembros mediante extraccion de sangre total utilizando procedimientos
estandar. También se dispuso para el analisis de 94 muestras de ADN (49 mujeres y 45
hombres) pertenecientes a individuos sin enfermedades neurolégicas y sin antecedentes
familiares de trastornos del movimiento. La edad de los individuos de control en el momento de
la recogida de muestras vario entre los 60 a los 93 afios, con un promedio de 69,1 afos.
También se examinaron para la mutacién causal de la enfermedad identificada en este estudio,
las muestras de 76 casos de TE esporadico y 25 con TE familiar y, de forma adicional, también

se examind la regién codificante completa del gen SCN4A en 22 casos de ET familiar.

Evaluacion clinica

Todos los participantes en el estudio completaron un cuestionario semiestructurado y
una valoracion neuroldgica y neuropsicolégica realizados por tres especialistas en trastornos
del Movimiento de la Unidad de Movimientos Anormales del Hospital Universitario Donostia.
Cada uno de los pacientes diagnosticados de TE fue primeramente valorado por uno de los
neurodlogos y el diagndstico fue posteriormente confirmado por consenso por el resto del equipo
tras la revisién de los datos clinicos, electrofisiolégicos y tras una segunda evaluacion
utilizando los criterios diagndsticos de consenso.

En la evaluacién se utilizé el siguiente protocolo: (1) variables demograficas; (2) historia

y antecedentes patolégicos familiares y personales (Cumulative lllness Rating Scale score
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(rango: 0-42), numero total de medicaciones prescritas); (3) evaluacidon neuroldgica:
cuestionario de quejas motoras subjetivas, la escala de valoracion de estabilidad ABC
(Activities-Specific Balance Confidence), exploracion motora incluyendo la escala UPDRS
(parte 1ll) y una exploracion general con el objeto de detectar la existencia de distonia,
mioclonias, ataxia, polineuropatias asi como una exploracion especifica del temblor que incluyé
un test para el temblor postural y cinco test para el temblor cinético; (4) el uso de medicacion (si
versus no); (5) variables adicionales de interés (e.g. edad de inicio de los sintomas) (6)
valoracioén de la disfuncidon autondmica mediante el test SCOPA-AUT (Visser et al., 2004) y (7)
el test Pittsburgh Sleep Quality Index (PSQI) (Buysse et al., 1989). En un esfuerzo de minimizar
los errores diagndsticos, se han seguido los criterios diagndésticos de consenso de la Movement
Disorder Society on Tremor (Deusch et al., 1998) y del Washington Heights—Inwood Genetic

Study of Essential Tremor (Louis et al., 1997).

Examinacién neuropsicoldgica y electrofisioldgica

Ademas de la exploracion clinica descrita, la valoracion del temblor fue completada
mediante el dibujo de la espiral de Arquimedes y la escala de Fahn-Tolosa-Marin TRS (Elble et
al., 1990; Fahn et al, 1993). Se utilizé el test MoCA (Montreal Cognitive Assessment), que
evalua diferentes dominios cognitivos (http://www.mocatest.org/), para la determinacién de la
disfuncién cognitiva (valor normal>25), y los criterios del DSM-IV para el diagnéstico de
depresion y trastornos de ansiedad (American Psychiatric Association, 1994). Los registros
electroencefalograficos se obtuvieron tras la colocacién de los electrodos segun el sistema de
colocacion internacional de electrodos 10-20. Se utilizaron las técnicas estandar para los
estudios de conduccién nerviosa registrandose respuestas motoras peroneales y tibiales y
sensitivas surales. Para el estudio de los potenciales evocados somatosensoriales, se estimulé
el nervio mediano en la muieca y se registraron los potenciales evocados en el cuero
cabelludo contralateral (C3'y C4'": 2 cm por detras C3 y C4 en el sistema internacional 10-20).
La estimulacion se realizé a 3 Hz con una duracién del estimulo de 0,2 mseg. La promediacion

digital se realizé con 200 registros; los filtros se fijaron en un corte alto de 500 Hz y otro bajo de
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10 Hz. Se analizaron los picos de latencias N20 y P25 y las amplitudes interpicos N20-P25. El
estudio se llevdé a cabo tres veces en cada caso para asegurar la reproducibilidad. Los
electromiogramas de superficie se registraron en los musculos extensores y flexores de la
mufieca utilizando electrodos de superficie colocados sobre los vientres musculares a 3 cm de
distancia. Los filtros se fijaron con un paso de banda de 10 Hz-1 kHz. Se colocé un
acelerometro triaxial sobre el primer musculo interéseo dorsal de la mano. Los reflejos-C se
registraron desde el musculo abductor corto del pulgar después de realizar un estimulo

supramaximo sobre el nervio mediano en la mufieca.

Analisis WES

El WES fue realizado en cuatro casos; dos de los casos con TE (Casos 2, 8), un caso
con epilepsia mioclénica juvenil (Caso 9) y un no afecto (Caso 4) (Fig. 4A). Se utilizé el kit
SureSelect Human All exon 50Mb exon-capture para el enriquecimiento de la libreria (Agilent
Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA). Las secciones del exoma capturadas fueron
secuenciadas en un HiSeq2000 de acuerdo con las instrucciones del fabricante mediante
lecturas de 100-bp pareadas por su region final (lllumina Inc, San Diego, CA, USA) y para
poder capturar la maxima variacion genética posible, cada muestra se analizé en una Unica
linea de cada dispositivo de analisis. Tras la secuenciacion, el procesamiento de datos del
WES se realizé6 mediante calculo computacional y finalmente se analizaron segun el protocolo
utilizado por el proyecto 1000 genomas, como se ha descrito previamente (De Pristo et al.,

2011).

Brevemente, las secuencias leidas en bruto fueron alineadas con la secuencia del
genoma humano de referencia (NCBI GRCh37.p13) mediante una herramienta rapida y ligera;
Burrows—Wheeler Alignment Tool (BWA) (Li et al.,, 2009), seguido de una recalibracion vy
realineamiento local mediante el Genome Analysis Toolkit (GATK v1.5-16-g58245bf); para
detectar sustituciones unicas de nucledtidos (SNP/SNV) y para las inserciones/deleciones

cortas (INDELs) se utilizé el GATK Unified Genotyper. Los resultados fueron filtrados en base a
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la calidad de mapeo (q30 o mayores) y a la profundidad de la cobertura (d10 o mayor), y el
resultante fue finalmente anotado mediante un exhaustivo método de anotacion (AnnTools)
(Makarov et al,. 2011). El analisis estadistico de cada exoma fue realizado en PICARD

(http://picard.sourceforge.net/).

Posteriormente, cualquier potencial mutacion observada como una variacion comun
(frecuencia >3%) segun las ultimas bases, como la dbSNP137, 1000 Genomes Project Phase 1,
the Exome Variant Server of the National Heart, Lung, and Blood Institute (NHLBI) Exome
Sequencing Project (http://evs.gs.washington.edu/EVS/) (Exome Variant Server, 2015) o los
exomas generados en nuestro laboratorio (Krebs et al., 2013; Marti-Massé6 et al., 2013) fue
retirada para un analisis posterior. También fueron retiradas las variantes genéticas de las
regiones intergénica, intrénica, y exodnicas no codificantes, con la excepcion de aquellas
variantes mapeadas cerca de los lugares de los sitios de splicing, ya que es poco probable que
fueran causales. Para realizar analisis in silico de la nueva mutacién SCN4A identificada en
este estudio, se utilizd el software Alamut Visual 2.4.2
(http://www.interactivebiosoftware.com/alamut-visual/). También se emplearon otros métodos
computacionales para la prediccidn de patogenicidad que no estaban incluidos en el software

Alamut como el MutPred (http://mutpred.mutdb.org/) y el SNPs&Go (http://snps-and-

go.biocomp.unibo.it/snps-and-go/). Para determinar si la mutacion SCN4A-p.Gly1537Ser

estaba asociada o no con el fenotipo relacionado con la enfermedad, se utilizé la base

profesional Human Gene Mutation Database (https://portal.biobase-

international.com/hgmd/pro/start.php) y la NCBI ClinVar database

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/clinvar/).
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Screening de genes candidatos

Se disefaron primers para las amplificaciones por PCR de los genes RIMS1 exdn
21, KMT2C exén 30, UNC13B exoén 8, AGAPS exén 8, NFATC4 exon 2, ANKFN1 exén 16 y
todos los exones de SCN4A utilizando un sitio web publico para el diseio de

primers (http://ing.gsf.de/ihg/ExonPrimer.html;primer sequences available upon request).

Se secuenciaron todos los productos de PCR purificados, tanto hacia delante como en
sentido inverso, mediante secuenciacion Sanger utilizando el sistema Applied
Biosystems BigDye terminator v3.1 segun las instrucciones del fabricante. Las reacciones
resultantes fueron resueltas en un analizador genético ABI3730 (Applied Biosystems, Foster
City, CA) y fueron analizadas utilizando el software Sequencher 5.2 (Gene Codes Corporation,

Ann Arbor, MI).

Ensayos de expresion génica

Se realizaron estudios de PCR con transcriptasa inversa (RT-PCR; Reverse
transcription polymerase chain reaction) de cerebro (cerebro de ratén de 2 meses de edad,
Zyagen) y de RNA de musculo esquelético de ratén (BioChain) con el kit RT-PCR de Qiagen'y
los primers que se han descrito en material suplementario del articulo (tabla S1). Los productos
de la PCR se corrieron en gel de agarosa al 1.5%, tifieron con Red Safe (iNtRON
Biotechnology) y secuenciaron como se ha descrito previamente. El RNA total del cértex
cerebral humano se adquiri6 a Clontech (Clontech, Mountain View, CA) y se transcribio al
DNACc utilizando el kit de transcripcion inversa Omniscript de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (Qiagen, Hilde, Germany). Para cuantificar los niveles de expresion de los genes
SCN1A, SCN2A y SCN4A se utilizé una cuantificacién absoluta utilizando una curva estandar
generada con siete diluciones en serie de DNAc (0,4 a 425 ng). Los genes SCN1A y SCN2a
fueron utilizados como genes de control. Todos los ensayos de gPCR se realizaron en un
sistema de PCR en tiempo real, Eco Real-Time PCR (lllumina, San Diego, CA) utilizando una
mezcla maestra de PCR, SYBR green (Applied Biosystems, Foster City, CA) y las secuencias

de oligonucledtidos se describen en el articulo (material suplementario, Tabla S1). Las
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muestras se analizaron por cuadruplicado, y en cada ejecucion se incluyeron controles. Los

datos se analizaron de forma automatica con Eco software.

Analisis funcionales

La mutagénesis dirigida al sitio se realizd por PCR de un plasmido pCR-CMV-EGFP
qgue contenia SCN4A. Se transfectaron células TsA201 con el DNAc de tipo salvaje o mutante
utilizando el kit de jetPEIl. Los registros de células enteras estandar se realizaron con un
protocolo -p / 4 para sustraer la corriente de fuga. Los datos adquiridos con pCLAMP 10
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA) se filtraron a 5 kHz y se analizaron mediante una
combinacion de pCLAMP y ORIGIN (MicroCal) (Malvern Instruments, Westborough, MA). Los
electrodos utilizados para los experimentos de activacion, inactivacién y recuperacion
contenian la solucién patron (en mM): CsF 105, NaCl 35, EGTA 10 y HEPES 10. El bafo
contenia una solucién estandar compuesta de (en mM): NaCl 150, KCI 2, CaCl2 1.5, MgCI2 1y
HEPES 10. Los electrodos de parche para los experimentos de selectividad de iones contenian
las siguientes cantidades (en mM): NMDG 140, EGTA 10 y HEPES 10. El bafo contenia los
siguientes componentes (en mM): NaCl 152, CaCI2 1.5, MgCI2 1 y HEPES 10. De forma
adicional, como test de permeabilidad, los cationes monovalentes K+ o NH4+ se reemplazaron
por sales de cloruro. Las soluciones se ajustaron al PH de 7.4 y los experimentos se realizaron
a temperatura ambiente (20-25°C). Los datos se presentan como medias + error estandar. La
significacion estadistica se evalu6 mediante el Welch’s t-test para los datos distribuidos

normalmente con criterios de valor de P <0,05 y P <0,01.
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6. RESULTADOS

6.1 Trabajo 1. Prevalencia del Temblor Esencial: estudio puerta a
puerta en la Comarca del Bidasoa, Espanfia.

Resultados

La poblacion total del estudio incluyé a 2.000 sujetos de 65 afos o mas. Partiendo de esta
muestra inicial (figura 1), resulté que 210 de ellos (10,5%) no eran elegibles debido a los
errores del censo (38 casos), o por imposibilidad de contactar con ellos (23 casos), por cambio
de domicilio (90 casos) y fallecimiento (59 casos). De los 1.790 sujetos restantes, el 86,03%
respondid a la encuesta. Hubo 222 rechazos (12,4%), 26 estaban ausentes del domicilio en el
momento de la entrevista (1,3%) y 2 hospitalizados. La Tabla 4 muestra la distribucion de los
valores de prevalencia por edad y sexo. La prevalencia del TE en sujetos de 65 afos o mas fue
de 4,8% (IC del 95%, 3.6 a 6.4). La probabilidad sufrir un TE aumenta con la edad y no se

observo ninguna variacién en relacion al sexo.

Tabla 4. Resultados

Age Sex n Screening A B Preva- CI

years positive lence

65-74 M 401 94 58 10 4.05 1.9-7.3
F 513 147 85 10 3.4 1.6-6.1

75-84 M 173 76 55 9 7.2 3.3-10.2
F 308 141 97 10 4.7 2.3-85

=85 M 39 26 15 1 4.4 0.1-22.8
F 106 54 36 8 113 5.0-21.0

Total =65 M 613 196 128 20 4.9 3.1-7.6
F 927 342 218 28 4.7 3.2-6.8

1,540 538 346 48 4.8 3.6-64

N: numero de casos. A: numero de casos con screening positivo y evaluacion clinica (segunda fase). B: numero de
casos con Temblor Esencial.
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6.2 Trabajo 2. El gen ACMSD, que participa en el metabolismo del
triptéfano, se encuentra mutado en una familia con mioclonias
corticales, epilepsia y parkinsonismo.

Resultados

En este trabajo presentamos una familia que presenta una forma heterogénea de FCMTE
(Figura 2). Las caracteristicas clinicas de los miembros afectos incluyen crisis epilépticas y
temblor postural en manos. También se objetivd en uno de los pacientes un trastorno de la

marcha y postura con respuesta a levodopa.

Figura 2. Estructura del pedigri de la familia con una forma compleja de FCMTE.
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La tabla 5 incluye las principales caracteristicas fenotipicas de los cuatro individuos afectados

que fueron examinados (I-5, 11-3, lll-1 y IlI-7).

Tabla 5. Hallazgos clinicos y electrofisiologicos en pacientes con FCMTE en esta familia.

a . Seizures
).
Patient | Gonder | ASC™ | Ageatonset | Ageatonsetof | pp. Photic | ™™ | Medication | frequency
1D follow-up of tremor GIC SEP > :
(Past year)
" ‘ - M Cé / y
-5 M 7 2 17 ";f'\'{‘\'. l NA | PB.VPA. nane None
IS IN -
11-3 I 52 17 20 Focal PSW + (Both VPA, LVT, L- 5 (Yearly)
Dopa v
sides)
ni-1 M 28 N/A 17 Normal VPA None
ni-7 M 23 23 22 Normal Mild OXCBZ, CZp 3 partials

EEG: electroencefalograma. CTG: crisis generalizadas ténico-clonicas. SEP:

potenciales evocados

somatosensoriales. PSW: ondas y polipuntas. PB: fenobarbital. VPA: valpréico. LVT: levetiracetam.

OXCBZ: oxcarbamacepina. CZP: clonacepam. N/A: No disponible. (+): positivo. (-): negativo.

A continuacion, se describe de forma mas detallada la informacién clinica sobre estos

cuatro pacientes, tres pacientes adicionales no examinados por nosotros (I-9, 1I-5, y IL-8), y

otros tres miembros de la familia no afectados, de los cuales dos (lI-12 y 1I-13) han sido

examinados recientemente. La informacion clinica de los pacientes que no tuvimos oportunidad

de examinar de primera mano, se recogié de las historias clinicas y mediante comunicacion

con los familiares de estos sujetos.

Descripcion clinica de los pacientes

Paciente 1 (I-5) —

A la edad de 17 afos comenzé a sufrir crisis generalizadas y

mioclénicas aisladas precipitadas por la privacion del suefio o por la ingesta de alcohol. A los
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20 anos de edad se inicia el temblor de ambas manos. Las convulsiones tuvieron buena
respuesta a los medicamentos, pero su temblor empeord considerablemente después del
tratamiento con valproato. A la edad de 63 afos, los ataques epilépticos desaparecieron y el
medicamento se suspendié. A la edad de 73 afos, tenia un temblor postural de las dos manos
sin ningun signo cerebeloso, rigidoacinético o disténico asociado. La exploracion
neuropsicolégica era normal y no tenia intolerancia a la luz. El registro electromiografico mostré
un temblor a una frecuencia de 4-5 Hz de frecuencia con co-contracciéon de musculos agonistas

y antagonistas. La RMN cerebral mostré un hematoma lébulo temporal previo.

Paciente 2 (I-9) — este paciente sufria epilepsia desde la infancia sin que se hubiera
recogido historia de temblor. Presentaba ademas diabetes y enfermedad pulmonar obstructiva

crénica y fallecié a la edad de 63 afios por un carcinoma escamoso de pulmon.

Paciente 3 (lI-3) - se trata de una mujer de 53 afnos de edad que sufria de temblor
postural de ambos manos desde los 17 afios de edad y crisis epilépticas generalizadas desde
los 20. El tratamiento con valproato (2000 mg/dia) fue muy eficaz para el control de las crisis,
pero empeoro el temblor. A los 49 anos, se quejé de trastorno de la marcha. En la exploracién,
se aprecido hipomimia, marcha lenta con trastorno de control postural, temblor ortostatico,
acinesia leve y rigidez del cuello y de los brazos. Se realizé un diagnéstico de parkinsonismo
iniciandose tratamiento con levodopa-carbidopa (300 mg/dia). El valproato de sodio fue
reemplazado por levetiracetam (2000 mg/dia) reapareciendo las crisis epilépticas sin que se
observara mejoria del parkinsonismo. En la ultima valoracion realizada, tenia gran intolerancia
a la luz y llevaba gafas de sol de forma permanente para evitar las crisis mioclonicas
fotosensibles. Presentaba temblor, tanto en las extremidades superiores como en las inferiores,
inducido por la postura y la accion. El temblor de sus manos se hizo mas grave apreciandose
una mayor amplitud de su componente postural y el temblor en las piernas empeoré durante el
ortostatismo, aumentando su inestabilidad postural. Su andar era lento con pasos cortos y con
titubeo durante los giros. Los reflejos osteotendinosos eran vivos y las respuestas plantares

flexoras. Las pruebas de coordinacion dedo-nariz y talon-rodilla eran normales. En la
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exploraciéon neuropsicolégica mostré déficits en los test de atencidon, memoria y de funcion
ejecutiva (MoCA 19/30). Su EEG mostraba complejos punta-onda de forma predominante en
region fronto-temporal izquierda. Los potenciales evocados somatosensoriales eran gigantes
con amplitud de 15uV en ambos lados. Se obtuvieron reflejos C de forma bilateral tras
estimulacion en el abductor corto del pulgar. EI EMG de superficie mostré un temblor
mioclonico en forma de rafagas irregulares con un patrén de co-contraccion de musculos
agonistas y antagonistas a una frecuencia de 4-6Hz, lo que confirmé que el temblor era en
realidad un mioclono que mostraba contracciones musculares irregulares periodicas de corta
duracion, aproximadamente 50 ms. La RMN cerebral mostré una atrofia cerebelosa leve vy
senales de alta intensidad en T2 y en imagenes ponderadas en flair en la region ventral del
tronco cerebral, asi como imagenes lineales bilateral hipointensas en secuencias de inversion

recuperacion, lo que sugiere una degeneracion walleriana del tracto corticoespinal (Figura 2D).

Paciente 4 (lI-5)— Es una mujer de 55 anos de edad que presenta crisis epilépticas

desde su infancia y que en el momento de la evaluacion se encontraba sin tratamiento.

Paciente 5 (lI-8)— Es un varén de 54 anos que sufre epilepsia y esta actualmente con

tratamiento.

Paciente 6 (lll-1)— Es un varén de 28 anos de edad, que presentaba desde la edad de
17 anos, crisis mioclonicas y generalizadas, adecuadamente controladas con valproato (1000
mg / dia). A la exploracion tenia un leve temblor en ambas manos, pero no mostré otra
focalidad neurolégica, ni trastorno de la marcha ni fotosensibilidad y era cognitivamente normal
(MoCA: 30/30). Su EEG era normal sin respuesta fotosensible. Los potenciales evocados eran
de amplitud normal (6uV)., no se obtuvieron ondas C y el EMG de superficie reveld un temblor
irregular a 8-10 Hz con co-contraccién de musculos agonistas y antagonistas del antebrazo. Su

RMN cerebral también fue normal.

Paciente 7 (llI-7): es un varon de 23 afios de edad. Desde los 22 afios, sufria crisis

parciales secundariamente generalizadas adecuadamente controladas con oxcarbazepina
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(1200 mg / dia) y clonazepam (1 mg / dia). Presentaba un leve temblor de manos que a veces
se exacerba en relacion a diferentes precipantes sin llegar a ser incapacitante y referia algo de
fotosensibilidad. Su RMN craneal y la puntuacion en el test MoCA fueron normales (30/30). Su
EEG y los potenciales evocados (2uV) fueron también normales. No se obtuvieron ondas C y el
EMG de superficie reveld un temblor irregular a 8-10 Hz con co-contraccién de los musculos

agonistas y antagonistas de los musculos del antebrazo.

También estaban disponibles los registros médicos de otros tres miembros de la familia.
Para el sujeto 1I-11 no se registré ninguna historia de temblores o epilepsia. En el caso del
sujeto 1I-12 se inform6 de la existencia de alteraciones de la marcha y problemas de
personalidad con discapacidad intelectual, pero no de temblor o de epilepsia. Actualmente, no
esta tomando ninguna medicacion y su ultimo examen neurolégico reveld la ataxia leve, con
arreflexia en las piernas y pérdida sensorial distal progresiva. Tenia una puntuacién de 25 en el
MoCA y un EEG normal. El sujeto 11-13 tuvo uno o dos episodios de pérdida de conciencia a la
edad de 10 afios, pero a los 45 afios de edad es neuroldgicamente normal con una puntuacién

en el MoCA de 30/30 y un EEG normal.

WES

Se consiguid una captura del 85% o mas del exoma obijetivo: el 85.68% para el paciente
I-5, 85.36% para el paciente II-3, y 89.15% para el paciente llI-1. Después de un adecuado
filtrado para todas las variaciones genéticas comunes, se identificaron 181 SNVs no-sinénimos
y 7 nonsense para el paciente I-5, 209 no-sinénimos y 7 nonsense para el paciente 1I-3, y 241
no sinénimos y 6 nonsense para el paciente Ill-1. De todas ellas, solamente se identificaron dos
mutaciones que segregaban con la enfermedad y que ademas estaban altamente conservadas
en otras especies y ausentes en un gran numero de individuos controles (n>10.000),

incluyendo 188 cromosomas emparejados por etnicidad (figura 2A). Estas variantes eran
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ambas una transicion de G a A que resultaban en p.Trp26Stop y p.Ala920Thr, respectivamente.
Sélo la mutacion p.Trp26Stop en el gen ACMSD (MIM #608889) y que codifica una a-amino-3-
carboxymuconato-¢- semialdehydo decarboxylasa, predijo patogenicidad. ACMSD es una
enzima que es parte de la via de la kinurenina de la degradacion del triptéfano en mamiferos y
reacciona con el a-amino-B-carboxymuconato-e-semialdehydo (ACMS) para producir a-
aminomuconato-e-semialdehydo (AMS). En ausencia de ACMSD, el ACMS es inestable y se
convierte rapidamente en quinolinato (acido quinolinico; QA), que es una potente excitotoxina y
que participa en la patogénesis de algunas enfermedades como la epilepsia, la enfermedad de
Alzheimer y la enfermedad de Huntington (Guidetti et al., 2004; Lapin et al.,1978; Rahman et al.,
2009; Wu et al., 1996). La mutacién p.Ala920Thr se localiza en el gen MYBBP1A (MIM
#604885); MYBBP1A codifica para la proteina MYB (P160) 1A, que actua como supresor
tumoral y es esencial para el desarrollo embriolégico, el control del ciclo celular y la mitosis
(Mori et al., 2012). Basados en la evidencia que la via de la kinurenina esta implicada en la
génesis de la crisis epilépticas (Lapin, 1981) y que las alteraciones en los niveles de los
metabolitos de la via de la kinurenina han sido implicados en varias alteraciones neuroldgicas,
incluyendo la enfermedad de Huntington, enfermedad de Alzheimer y enfermedad de Parkinson
(Amaral et al., 2013), concluimos que la mutacion en ACMSD identificada aqui es
probablemente patégena y responsable del temblor mioclénico y epilepsia descritos en

nuestros pacientes.

Posteriormente, debido a la proximidad de ACMSD a FCMTERZ2, examinamos la region
codificante completa de ACMSD en dos familias en las que previamente se habia ligado a este
locus. Dado que el temblor es un hallazgo frecuente, también se examinaron otros 11 casos de
temblor familiar y 58 esporadicos. Como algunas variantes genéticas cercanas al locus ACMSD
se habian asociado previamente con un mayor riesgo para la enfermedad de Parkinson
esporadica (Nalls et al., 2011), también se examinaron 54 muestras de pacientes con EP
esporadica para la mutacion p.Trp26Stop mediante secuenciacion directa Sanger. No se

identificd ningun portador adicional de la mutacién.
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6.3 Trabajo 3. La mutacion SORT1 p. G171A descrita en una familia
con temblor esencial produce deficiencia de sortilina y altos niveles
de p75NTR.

Resultados

Descripcion fenotipica de los miembros de la familia

La familia con TE estudiada en este trabajo consta de dos sujetos con TE que presentaban
temblor en manos de inicio temprano y progresion lenta y cuatro miembros no afectos (Figura 3

(a)). Uno de los miembros no afecto presentaba sintomas de ansiedad y de depresién.

Figura 3. Arbol genealégico de la familia con TE identificada con la mutacién patégena SORTT. (a): los casos
afectados son representados con un cuadrado (varén) y el circulo (mujer) oscuros mientras un punto dentro
de un cuadrado representa un varén a riesgo. Wt / Mut indica portador heterocigoto para el alelo mutante,

mientras que p / p indica estado de no portador.
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A continuacién, se describen las caracteristicas clinicas de los miembros de la familia.

Caso 1. Es un varén que fue atendido por primera vez en 2006 por un temblor postural
e intencional de ambas manos sin que se objetivara temblor de voz, cefalico, ni temblor de
reposo. El temblor se inicié en su infancia con una progresion lenta del mismo. No presentaba
otros signos sugestivos de parkinsonismo, mioclonias, distonia, ataxia ni polineuropatia, ni
sintomas sugestivos de trastornos autondémicos, trastornos de suefio (insomnio, trastorno de
sueno de la fase REM), ansiedad o depresion. No tomaba medicaciones especificas para el
temblor, pero este mejoraba con la ingesta de alcohol. Presentaba hipercolesterolemia y habia
sufrido un infarto de miocardio en el afio 2000 y un infarto aterotrombatico en la protuberancia
en 2001. Fallecio en el afio 2008 a los 73 afos de edad tras un hematoma subdural y
hemorragia intracraneal fronto-temporal. Su puntuacién en la escala de TRS era de 36 y de
27/30 en el test de MoCA (normal>25). Se muestra el dibujo de la espiral realizado con su

mano derecha (Figura 4a).

Caso 2. Se trata de la esposa del caso 1 que no presentaba temblor ni otros signos

neurolégicos.

Caso 3. Es una mujer de 48 afios de edad que sufre temblor en ambas manos desde
su infancia. En la exploracion mostraba un temblor postural simétrico que afectaba a manos sin
evidencia de temblor de accion ni de reposo y sin afectacién de voz, cabeza ni tronco. La
marcha era normal y no habia signos de parkinsonismo, mioclonia, distonia, ataxia ni
polineuropatia. No presentaba sintomas sugestivos de trastornos autondmicos, trastornos de
suefno (insomnio, trastorno de sueno de la fase REM), ansiedad o depresion. Su puntuacién en
la escala de TRS era de 11 y de 30/30 en el test de MoCA. LA RMN craneal era normal. El
EMG de superficie mostré un temblor postural a 9.5 Hz de frecuencia y 46 mV de amplitud. Su
colesterol total era de 244 mg/dl y los niveles de LDL colesterol estaban ligeramente elevados

(176 mg/dl). Se muestra el dibujo de la espiral realizado con su mano derecha (Figura 4b).

115



Resultados

Caso 4. Se trata de una mujer de 46 anos de edad que referia sufrir un temblor leve de
ambas manos durante su juventud cuando era consumidora habitual de tabaco, pero que
mejoré de forma sustancial tras abandonar el habito. A la exploracion, no presentaba temblor y
su estado cognitivo era normal (MoCA 30/30). El estudio RMN cerebral, colesterol total y
niveles de LDL colesterol fueron normales.

Caso 5. Es un varon de 43 anos de edad sin historia de temblor. Ni la exploracion ni el
registro EMG mostré temblor. ElI estudio RMN cerebral, colesterol total y niveles de LDL
colesterol fueron normales, pero seguia tratamiento con atorvastatina a dosis de 20 mgrs/dia.

Caso 6. Es una mujer de 67 afios que presentaba historia de ansiedad y depresion
desde hace 15 afos y seguia tratamiento con 20 mgrs/d de paroxetina. A la exploracion, no
presentaba temblor, su estado cognitivo (MoCA 30/30) y los niveles de LDL colesterol eran

normales.

Ninguno de los casos no afectos (Casos 4,5,6) presentaron signos de parkinsonismo,
mioclonias, distonia, ataxia o polineuropatia. Tampoco presentaban sintomas sugestivos de
trastornos autondémicos, trastornos de suefio (insomnio, trastorno de suefio de la fase REM),

ansiedad o depresion (excepto el caso 6, ya descrito).

WES vy analisis subsiguientes

Se realizé un WES en cuatro de los miembros de la familia con una captura de entre el
91.33% (caso1) y el 88,3% (caso 2) del exoma objetivo. Se identificaron aproximadamente
1000 nuevos SNVs codificantes incluyendo uUnicamente las variantes genéticas missense y
nonsense, en cada uno de los miembros de la familia que fueron secuenciados: 1062 SNVs
identificados para el caso 3, 1024 para el caso 1, 1006 para el caso 2, y 884 para el caso 4.
Después de un adecuado filtrado y manteniendo uUnicamente aquellos compartidos entre los
dos individuaos afectos, quedaron seis SNVs como potenciales mutaciones asociadas a la
enfermedad. Dos de ellas no fueron validadas mediante secuenciacion Sanger y las otras

cuatro estaban también presentes en el miembro mas joven de la familia (caso 5), que no
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Figura 4. Espirales de Arquimedes. Espirales realizadas con la mano derecha por el caso 1 (a) y el caso 3 (b).

Las espirales se recogieron en una tableta digitalizada.
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estaba afectado a los 43 afos de edad. Dada la variabilidad en la edad de inicio en los sujetos
pertenecientes a familias con temblor esencial, cada uno de los miembros no afectos menores
de 50 afos deberian de ser considerados como sujetos a riesgo (Merner et al.,2012). Por lo

tanto, se analizaron los cuatro nuevos SNVs en 188 cromosomas pareados por etnicidad, y

117



Resultados

solamente uno de ellos se encontré presente en la poblacidn control. Seguidamente, se recogio
y analizé una muestra adicional de DNA de un miembro no afecto (caso 6) para el estudio de
estos tres SNVs restantes; se encontr6 que no era portador de ninguno de ellos.
Posteriormente, se utilizaron cuatro programas computacionales diferentes para poder predecir
la patogenicidad de los SNVs y dos ellos fueron confirmados como posibles candidatos por los
cuatro programas. A pesar de que uno de ellos (p.Gly171Ala) estaba reportado a muy baja
frecuencia (5.769E-05) en el the Exome Aggregation Consortium (ExAC), que contiene datos
de exoma para de enfermedades raras incluyendo enfermedades neuromusculares (Exome
Variant Server, 2015), ninguno de ellos estaba descrito en la poblacién europea. Estos dos
SNVs estaban también altamente conservados en diferentes especies mientras que el otro
descrito en poblacién europea (ExAC data) y situado en el gen GRIN2D, que codifica una clase
de receptor ionotropico del glutamato y que ha sido asociado con susceptibilidad a la
esquizofrenia en la poblacion japonesa (Makino et al., 2005), no lo estaba. Los dos SNVs cuya
patogenicidad se habia predicho estaban localizados dentro de los genes LAPTM5 y SORT1
(Tabla 1 del articulo original; Figura 3(b) y (c)). El gen LAPTM5 codifica una proteina de
membrana lisosomal que se conoce que esta asociada con la regresién espontanea del
neuroblastoma, la sinovitis vellonodular pigmentada, y el cancer de pulmén (Finis et al., 2006;
Cortese et al., 2008; Inoue et al.,2009). El gen SORT1 codifica la sortilina, un miembro de una
familia de proteinas vacuolares celulares que se expresa en neuronas del sistema nervioso
central, incluyendo neuronas corticales, del hipocampo y cerebelosas y en el sistema nervioso
periférico. Se conoce que SORT1 regula la viabilidad y funcién neuronal mediante la
regulacién de la sefal de transduccién y el transporte proteico (Willnow et al.,, 2008) y se
conoce que se une a proNTs para controlar la supervivencia neuronal (Nykjaer and Wilinow,
2012). Sortilina, que tiene un papel multifuncional en el trafico intracelular de polipéptidos entre
el aparato de Golgi hacia vias secretoras y endociticas (Nielsen et al., 2001; Chen et al.,2005),
ha sido implicada en la enfermedad de Alzheimer y la degeneracion fronto-temporal. En la
enfermedad de Alzheimer, sortilina representa una via endocitica mayor en el aclaramiento de

complejos apoE/Ab (Carlo et al., 2013) y en el control del procesamiento de APP a beta-
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amiloide (Gustafsen et al., 2013), mientras que en la degeneracion fronto-temporal regula los
niveles extracelulares de progranulina (Hu et al., 2010). La sortilina ha sido postulada como un
factor de riesgo para hipercolesterolemia y el infarto de miocardio (Musunuru et al.,2010). Hay
que tener en cuenta que todos portadores de la mutacion SORT1 en nuestra familia, tenian
niveles elevados de colesterol, sugiriendo un posible papel de la homeostasis del colesterol en
la patogénesis del temblor. Se ha examinado la regidén codificante completa de SORT1 en 61
casos espafioles de TE (13 familiares y 48 esporadicos), pero no se ha identificado ninguna
mutacién patogénica. También se ha analizado el exdn 4 que contiene la mutacion SORT1
(p.Gly171Ala) en otros 90 casos adicionales de TE (28 familiares y 62 esporadicos) y no se ha

identificado ningun otro portador.

Analisis funcionales

La mutacion SORT1 p.G171A disminuye los niveles de RNAm y su expresion proteica.
Con el fin de probar la patogenicidad de la mutacion SORT1- p.G171A, se transfectaron células
HEK293 con plasmidos mutantes (p.G171A) y no mutantes y se llevdé a cabo una PCR
cuantitativa (QPCR) en ADN extraido de ambos tipos de células. Los niveles de RNAm de
sortilina fueron unas tres veces mas bajos en las células portadoras de la mutacion p.G171A
que en las no portadoras (p<.0001; Figura 5 (a)), y también se observé una disminucion en los
niveles de proteina de aproximadamente el doble entre las células mutantes y no mutantes
(p<.05; Figura 5 (b)). Dado que sortilina se une a un pre-dominio de proNGF y proBDNF para
regular la liberacién de NGF y BDNF a las vias endociticas y secretorias adecuadas (Chen et
al.,2005), las células transfectadas fueron también tratadas con proNGF, proBDNF, y con una
combinacion de proNGF/proBNDF. La disminucion de la sortilina fue consistente tanto en las
células tratadas como en las no tratadas, sugiriendo que el tratamiento con proNTs no afecta a
su expresion diferencial en relacién con la mutacion (Figura 5 (a)—(c)).

La expresion de RNAm p75NTR esta aumentada en las células con la mutacion
p.G171A del gen SORT1. Dado el papel de la sortilina en la apoptosis neuronal inducida por

proNGF y proBDNF via su interaccion con p75NTR (Nykjaer et al., 2004; Teng et al., 2005) y
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los efectos de la mutacion SORT1- p.G171A en los niveles de expresion de la proteina y del
RNAm, tratamos de determinar si esta mutacion podria también alterar los niveles de RNAm
p75NTR vy los niveles de apoptosis. En primer lugar, se analizd la expresion de p75NTR en
células no transfectadas mediante qPCR directa: células HEK293 que expresan p75NTR, vy
posteriormente se examinaron en los dos tipos de células, las no mutantes y en células con
mutacién SORT1. Los niveles de RNAmM p75NTR estaban significativamente elevados en las
células con mutacién en relacion con las no mutadas (Figura 6 (a); p<.05, p<.01). Este
incremento fue significativamente mas alto en las células tratadas con proBDNF and
proNGF/proBDNF (p<0.01). A pesar de que se detectd un ligero incremento en los niveles de
apoptosis en las células con mutacion p.G171A tratadas con proNGF y proNGF/proBDNF,

estas diferencias no fueron estadisticamente significativas (Figura 6 (b)).

Figura 5. Expresion de SORT1 y sortilina en células no tratadas y tratadas con factores proNTs.
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Las columnas grises representan células HEK293 no transfectadas, las columnas azules células HEK293 transfectadas con

plasmido SORT1 wild-type, y las naranjas células HEK293 transfectadas con plasmido mutante SORT1 G171A. Los resultados de los

analisis de PCR a tiempo real para la expresion de RNAm SORT1 de células HEK293 no tratadas y tratadas con proNTs se
muestran en (a) (10 ng/ml) y (c) X: representa diferentes concentraciones de proNGF, proBDNF, yproNGF/proBDNF (5, 10, 30, o 60
ng/ml). (b) Analisis Western blot de sortilina y proteinas GAPDH en células lisadas obtenidas de células HEK293 transfectadas y no
transfectadas con sortilina de mutada y no mutada y tras 4 dias de cultivo en ausencia y presencia de 10 ng/ml de proNGF,
proBDNF, y una combinacién de proNGF/proBDNF. Se muestran la longitud competa de (90 KDa) y de la proteina GAPDH
(37KDa) que fueron utilizadas como controles. Los resultados son representativos de tres experimentos. Los valores representan la
media + SEM. ****p<.0001, mientras que **p<.05.
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Figura 6. Niveles de expresion de mRNA P75NTR y porcentage de muerte celular por apoptosis en

células con la mutacion SORT1 p.G171A y células no mutantes.
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Las columnas grises representan células HEK293 no transfectadas, las columnas azules células HEK293
transfectadas con plasmido SORT1 wild-type, y las naranjas células HEK293 transfectadas con plasmido mutante
SORT1 G171A. (a) Cuantificacién relativa de la expresion de RNAm p75NTR en células HEK293 no transfectadas y
transfectada con alelos mutados SORT1 y no mutados. Y: expresion relativa del gen objetivo (P75NTR) con respecto
al gen de control interno (B2M); X: células no tratadas y tratadas con diferentes proNTs (10 ng/ml). (b) Porcentaje

de apoptosis en células no transfectadas y transfectadas con mutacion SORT1 y no mutadas. Y: porcentaje de células

con apoptosis temprana; X: diferentes tratamientos con proNT. ***p<.01, **p<.05.

Los niveles de PGRN no estan alterados en las células con la mutacién
SORT1Lp.G171A ni en los portadores humanos afectos. Un area de investigacién muy
interesante es el papel de la funcion de la sortilina en el metabolismo de PGRN dado que se
ha demostrado que la sortilina regula los niveles extracelulares de PGRN in vivo (Hu et al.,

2010) e in vitro (Lee

121



Resultados

et al., 2013). Por ello, se han medido los niveles de PGRN con ELISA con objeto de determinar
si la mutacion p.G171A del gen SORT1, que regula a la baja los niveles de RNAm de SORT1

asi como los niveles de la proteina y regula al alza los niveles RNAm p75"™®

, pudiera estar
también asociada con un incremento en los niveles de PGRN en muestras de cultivo y
muestras de suero humanas. No hemos encontrado diferencias entre los niveles de PGRN

entre las células con y sin mutacién (Figura 7 (a)) ni entre los portadores de la mutacion

p.G171A del gen SORT1 y los no portadores (p= 0.65; Figura 7 (b)).

Figura 7. Expresion de progranulina en células HEK293 y muestras de suero humano.
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(a) Niveles de PGRN en células. Las columnas grises representan células HEK293 no transfectadas, las columnas
azules células HEK293 transfectadas con plasmido SORT1 wild-type, y las naranjas células HEK293 transfectadas
con plasmido mutante SORT1 G171A Los valores de la grafica representan la media + SEM de tres experimentos
independientes.

(b) (b) Niveles de PGRN en suero humano. La columna azul representa los niveles de PGRN para no portadores de
SORT1- p.G171A mientras que la columna naranja muestra los niveles de PGRN para portadores de p.G171A. Los
valores de la grafica representan la media + SEM de muestras duplicadas de cada individuo. Los analisis
estadisticos han sido realizados con software GraphPad. Se ha realizado el test no paramétrico de Mann-Whitney.
ns=no significativo.
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6.4 Trabajo 4. La mutacion de SCN4A contribuye a la patogénesis de
una forma de temblor esencial autosomico dominante y puede
aumentar la susceptibilidad a la epilepsia

Resultados

Examen clinico

En este trabajo se estudié una familia con TE en la que dos de los individuos afectados
también manifestaban epilepsia. El patron de herencia era autosémica dominante. Se
detectaron siete individuos afectos en cuatro generaciones, y se pudo llevar a cabo una
evaluacion clinica completa en cinco de los pacientes (pacientes 1-5) y en otros tres miembros
de la familia no afectados (figura 8A). Dos de los sujetos de los que se conocia que sufrian TE

no fueron examinados ni se pudo conseguir su ADN (figura 8A).

Caso 1

Es el paciente n°1, de 73 afios, que comenzd a sufrir crisis generalizadas precipitadas
por la privacion del suefio a la edad de 10 anos. A los 30 anos, desarrollé el temblor en las
manos. En el examen fisico, mostré temblor postural de ambas manos, temblor cefalico,
temblor de reposo suave y una marcha ataxica leve sin otros signos cerebelosos,
rigidoacinéticos o disténicos. El temblor le incapacitaba para escribir y beber. El
electroencefalograma no mostré6 cambios patolégicos en reposo ni fotosensibilidad. Los
potenciales evocados somatosensoriales mostraron una amplitud normal y no se obtuvieron
ondas-C. El registro EMG en brazos mostré un temblor a 8 Hz de frecuencia y 48-385 pV de
amplitud con cocontraccion de musculos agonistas y antagonistas (Figura. 5D y E). La
puntuacién en el test de MoCA fue de 27 y de 36 en la escala de temblor de Fahn-Tolosa-Marin

(TRS).
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Figura 8. Familia con TE autosémica dominante debido a una mutacién SCN4A (A) Estructura del pedigri.

Heterocigotos portadores de mutaciones se representan como G1537S / WT y no portadores como p / p.
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Caso 2

Es el paciente n°2, de 71 afos, que comenzo a sufrir de crisis epilépticas generalizadas
aisladas precipitadas por la ingesta de alcohol a la edad de 20 afios. Fue tratado con farmacos
antiepilépticos hasta hace aproximadamente 20 afios, y desde entonces, no ha presentado
nuevas crisis. Tenia mioclonias aisladas y desde 2005 presenta temblor en ambas manos que
mejora con la ingesta de alcohol. Posteriormente desarrollé temblor cefalico. En la exploracion,
se aprecio un temblor postural en ambas manos y temblor cefalico, pero ningun otro signo
cerebeloso, rigidoacinético o disténico. A pesar de que su temblor en manos le incapacita para
la escritura y para beber, no tomaba ninguna medicacion. El EMG registrado en los brazos

mostré un temblor a 3.5 - 4.5 Hz de frecuencia y 66-503 mV de amplitud con cocontraccion de
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musculos agonistas y antagonistas. La puntuacién en el test de MoCA fue de 25y de 40 en la

TRS.

Caso 3

Es el paciente n°3, de 69 afos, que presenta un temblor simétrico en las manos desde
la edad de los 62 afnos. Inicialmente era un temblor postural y de acciéon y posteriormente
desarrollé un temblor de voz. El EMG registrado en los brazos mostré un temblor a 6,6 Hz de
frecuencia y 298 mV de amplitud con cocontraccién de musculos agonistas y antagonistas. La

puntuacién en el test de MoCA fue de 26 y de 29 en la TRS.

Caso 4

Se trata del miembro no afecto n°1, de 68 afios de edad que tenia un historial de
ansiedad cronica, sin evidencia de ataques epilépticos o temblores. En la exploracion no

mostrd ningun tipo de temblor.

Caso 5

Es la paciente n°4, de 66 anos, que sufre un temblor en ambas manos ligeramente
asimétrico, mas intenso en la mano derecha lo que le provoca una imposibilidad para la
escritura desde los 54 afos de edad. En la exploracion se objetivé ademas un temblor cefalico
leve pero ningun otro signo cerebeloso, rigidoacinético o distonico. En el EEG no se
observaron cambios patolégicos en reposo, ni fotosensibilidad. EI EMG registrado en los
brazos mostré un temblor de 6 Hz frecuencia y 15,8 mV de amplitud con cocontraccion de
musculos agonistas y antagonistas. La puntuacion en el test de MoCA fue de 25 y de 16 en el

TRS.

Caso 6

Miembro no afecto n® 2, de 61 afos de edad, tiene antecedentes de diabetes,
cardiopatia isquémica, depresion, ansiedad y abuso del alcohol. No ha presentado
crisis epilépticas ni temblor y en la exploraciéon no se registré6 ningun tipo de temblor. La

puntuacionen el test de MoCA fue de 15
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Figura 9. Muestras del dibujo de la espiral Arquimedes y registros EMG de un paciente con TE descritos en
este estudio. Los registros del EMG (D y E) corresponden a un sujeto (sujeto 1) En cada una de las lineas,
el registro superior corresponde al biceps y el inferior al triceps. Muestran un temblor con patrén sincrono

en reposo (D) y un patrén alternante con los brazos extendidos (E).

A ‘ B Cc

L R L R L R
7|
it e e ol Vel VA gl
1%”*‘““*‘\%%‘**% ~*WW*—-M}\W M——ff\wﬂw?w»_ g
E A WM e e A YN A s AN IV g
L A
Caso 7

Miembro no afecto n°® 3, de 59 anos de edad, sin antecedentes de ataques epilépticos o

temblores y cuya exploracion fue normal. La puntuacion en el test de MoCA fue de 25

Caso 8

Es el paciente n° 5, de 48 anos de edad, sufre temblor cefalico desde que empez6 a
fumar tabaco a la edad de 23 afos. En la exploracion, se apreciaba un temblor leve en la

cabeza sin temblor de voz ni de las extremidades y sin evidencia de ataques epilépticos.

Caso 9

Es el paciente n° 6, de 48 afios de edad, que comenzé a sufrir de sacudidas
mioclonicas a la edad de 15 anos. En 2003, también sufri6 una crisis generalizada tras

deprivacion del suefio y un EEG registrado en ese momento mostré descargas punta-onda
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generalizadas. Sus crisis respondieron al tratamiento con valproato, pero durante el tratamiento
experimentd un temblor distal de manos con amplitud creciente al final del movimiento en la
prueba de dedo-nariz. EI EMG registrado en los brazos mostré un temblor con un patrén
alternante a 10 Hz de frecuencia, probablemente secundario al tratamiento con valproato, dado
gue mostraba las caracteristicas tipicas del temblor inducido por este farmaco, tales como una
alta frecuencia y baja amplitud, duracion de la rafaga corta y un patron de presentacion
sincrono (Mehndiratta et al., 2005), por lo que se le diagnosticé de una epilepsia mioclénica

juvenil (EMJ).

Identificacion de SCN4A como el gen causante de la enfermedad

Se realizaron analisis WES en cuatro miembros de la familia (casos 2, 4, 8, 9),
incluyendo dos casos afectados con TE (casos 2 y 8), un caso diagnosticado con EMJ (Caso 9)
y un caso no afectado (Caso 4; Figura 8A). Se consiguio una captura del exoma objetivo entre
el 92,09% (Caso 8) y 89.12% (Caso 2) para todas las muestras secuenciadas. Incluyendo
Unicamente las nuevas variaciones codificantes missense y nonsense, se identificaron 972
SNVs (single nucleotide variations) para el caso 9, 969 para el caso 2, 942 para el caso 4 y 949
para el caso 8. Debido a que su madre no presentd ningun signo clinico, consideramos que el
individuo con EMJ también pudiera ser portador de las mismas mutaciones patdgenas, pero
con una penetrancia reducida, por lo que se realizaron busquedas de variaciones comunes
entre los cuatro miembros de la familia secuenciados, pero no se logré identificar ninguna
variacion genética de este tipo. A continuacion, se realizaron busquedas de variaciones
genéticas comunes entre los dos pacientes con TE (pacientes 2 y 5; Figura. 4A) y se
identificaron siete nuevos SNVs comunes a ambos. Después de la validacién, mediante
secuenciacion Sanger, y examen de estas nuevas variantes genéticas en los restantes
miembros de la familia, sélo una de ellas segregaba con la enfermedad (figura 8B). Esta
mutacién que segrega con la enfermedad, daba lugar a una transversion G-A en el nucleoétido

4609 y producia una mutacién p.Gly1537Ser que fue localizada en el gen SCN4A que codifica
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la proteina (Nav1.4) del canal de sodio voltaje dependiente. Se encontr6 ademas que la
mutacién Nav1.4- p.Gly1537Ser no sélo estaba conservada en otras especies, sino también en
los genes humanos de las subunidades a de los canales de sodio dependientes de voltaje
(SCN) (Figura 8C). Posteriormente se comprobé su ausencia en la poblacion normal,
incluyendo los controles de bases de datos publicas (n > 10 000) y controles emparejados por
etnicidad (n > 188). Su patogenicidad se predijo por el software Alamut y otros dos métodos
computacionales adicionales (MutPred score = 0.999; SNPs&Go score = Disease). Mientras se
escribia este articulo, hemos podido observar que esta variante esta actualmente listada en
dbSNP (rs571210585) pero sin datos de validacion o frecuencia y que aparece con muy baja
frecuencia (6.63 E-05;8/120 668) en el Exome Aggregation Consortium (ExAC), que contiene
datos de exomas para una variedad de enfermedades raras, incluyendo enfermedades
neuromusculares (Exome Aggregation Consortium, 2015). Esta frecuencia es consistente con
la enfermedad, dado que la prevalencia del TE en la poblacion general es de aproximadamente
4.6% en individuos mayores de 65 afios (Louis & Ferreira, 2010).

Aunque las mutaciones en SCN4A (MIM # 603967) son conocidas por causar normo-
(NormoKPP), hiper- (Hyper KPP2) y paralisis peridédica hipocaliémica tipo 2 (Hypo KPP2),
paramiotonia congénita, sindrome miasténico y laringoespasmo episédico neonatal grave, la
variabilidad genética de SCN4A no habia sido asociada con el desarrollo de temblor (Venance
et al,. 2004; Fontaine et al., 1990; Brunklaus et al., 2014; Lion-Francois et al., 2010; Ptacek et
al.,, 1992; Tsujino et al., 2003). Por otra parte, se han descrito numerosas mutaciones
patogénicas de otros genes de la familia SCN en sindromes epilépticos (SCN1A, SCN2A,
SCN3A, SCN5A, SCN8A) y en defectos de conduccién cardiaca (SCN1A, SCN3A, SCN5A)
(Brunklaus et al., 2014). De hecho, el aminoacido p.Gly1537 esta mutado, tanto en la proteina
SCN1A (P.Gly1725Cys) como en la SCN5A (p.Gly1712Ser), causando el sindrome de Dravet
(MIM # 601144) y el sindrome de Brugada (MIM# 607208), respectivamente (Walsh eta I.,
2014). Tomados todos estos datos en conjunto, es muy probable que la mutacion
p.Gly1537Ser del gen SCN4A sea la mutacién asociada a la enfermedad responsable del

fenotipo de temblor se describe en nuestra familia. Posteriormente se examiné la mutacion
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SCN4A-p.Gly1537Ser en 76 casos de TE esporadico y 25 casos de TE familiar, pero no fue
detectada. También se examind toda la region codificante del gen SCN4A en 22 casos

adicionales con TE familiar, pero no se encontré ninguna otra mutacion patogénica.

El gen SCN4A se expresa tanto en el ratén como en el cerebro humano

Debido a que se considera que, en general, SCN4A se expresa especificamente en el
musculo esquelético (Catterall et al., 2005), en primer lugar testamos su expresién en el
cerebro de ratéon en comparacién con el musculo esquelético. Utilizamos como control el gen
SCN2A, que codifica un canal de sodio neuronal clasico, y todas las mezclas reactivas
contenian primers ACTB que codifican B-actina para verificar la reactividad de los reactivos.
SCN2A y SCN4A eran amplificables tanto del musculo como en el cerebro (figura10A). La
expresion de SCN4A fue confirmada en el cortex cerebral humano (figura 10B), lo que sugiere

fuertemente una expresion relevante de Nav1.4 en tejidos neuronales.

Figura 10. Expresion del gen SCN4A en cerebro de ratéon y humano.
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(A) Expresion en cerebro de raton. Columna1: 100 bp ladder; Columna 2: multiples productos de RT-PCR de SCN2A y ACTB de
RNA cerebral; Columna 3: multiples productos de RT-PCR de SCN2A y ACTB a partir de RNA muscular; Columna 4: multiples
productos de RT-PCR de SCN4A y ACTB a partir de RNA de cerebro; Columna 5: multiples productos de RT-PCR de SCN4A y
ACTB RNA de musculo (columna 5). A tener en cuenta que SCN2A y SCN4A se expresan tanto en musculo esquelético y cerebro.
(B) Expresion en cerebro humano. Se evalud la expresion de SCN4A y otros genes SCN previamente conocidos por ser
expresados en el cerebro humano mediante cuantificacion absoluta usando el método de la curva estandar. Y: la expresion de
RNAm (en numero de copias); X: expression de los genes SCN2A, SCN1A y SCN4A en la corteza cerebral del cerebro humano.
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La mutacién p.G1537S del gen SCN4A no afecta a la cinética del canal dependiente de voltaje,

pero altera la selectividad de los iones.

La mutacion SCN4A identificada en nuestra familia (p.G1537S) esta situada en la
porcion del bucle IVS5-S6 que se sumerge en la membrana y forma el revestimiento del poro,
que es importante para la selectividad de iones (Terlao et al., 1991; Heinemann eta I,. 1992).
Con el objetivo de testar una posible relacion funcional de p.G1537S en el contexto del fenotipo
de TE, se realizaron estudios whole-cell patch-clamp en un sistema de expresiéon heterdlogo. El
aumento de la activacion del canal mediante una despolarizacion de 12,5 ms desde el potencial
de mantenimiento de -140 mV, produjo una corriente de sodio hacia el interior similar al no
mutado (Figura 11A y B). A partir de la corriente maxima, se determinaron los parametros de
activacion de estado estacionario mediante el ajuste de la relacién corriente-tensién con la
ecuacion | = Gmax*(V - Vrev)/(1 + exp ((V0.5 - V)/k)), donde Vrev y Gmax son el potencial de
inversion y la conductancia maxima de canales respectivamente; V0.5 es el potencial para la
corriente media-maxima; V es el potencial del test y k es el factor de pendiente. Aunque habia
una tendencia en los canales mutados hacia un umbral mas bajo, no se observaron diferencias
significativas en ninguno de los parametros de activacion entre el tipo mutante y salvaje (Figura

11C y Tabla 6).

A partir del mismo conjunto de datos, se obtuvieron las constantes de tiempo de
inactivacion rapida (Th) mediante el ajuste de una sola funcién exponencial a la reduccion de la
corriente, i = exp (-t / Th) + C, en el que t es el tiempo y C es la asintota. Para la mayoria de los
rangos de voltaje, no hubo diferencias significativas en th; sin embargo, cerca del umbral a -40
y -35 mV, los canales mutantes eran inactivados significativamente mas rapidamente que los
no mutados, 1,48 £ 0,25 ms frente a 3,2 £ 0,69 ms (-40 mV) y 0,94 + 0,12 frente a 1,54 m %
0,22 ms (-35 MV) con P <5% (Figura 11D). Ademas, se encontré una tendencia hacia la
activacion mas rapida de los canales mutantes (Tabla 6). Esta activacion mas rapida que

ocurre en el rango de voltaje cercano al umbral (flechas en la Figura 11A y B) puede contribuir
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a la disminucion gradual de la amplitud de las series de potenciales de accion repetitivas
durante las oscilaciones neuronales que son tipicos para el temblor. La inactivacion en estado
estacionario fue examinada mediante un grupo de 50 ms de pulsos de prueba desde los -120
mV a los +20 mV siguiendo a un periodo de inactivacién de 100 ms prepulso a -10 mV. Las
funciones de Boltzmann se ajustaron a los datos por la ecuacion | / Imax = A/ (1 + exp ((V0.5 -
V) / k)) + C, donde V representa el potencial pre-pulso, V0.5 representa el potencial en el cual
la mitad de los canales se inactivan, C representa la fraccion de canales no inactivados y k
representa el factor de pendiente. Ninguno de estos parametros diferia significativamente entre

mutantes y no mutantes (Figura 11C y Tabla 6).

Se determind la recuperacion desde un estado inactivacion rapida utilizando un
protocolo de doble pulso variando los tiempos de repolarizacion intermedia a -140 mV con una
inactivacion de 100 ms seguido de un pulso de prueba a 50 ms, ambos al mismo potencial de -
10 mV. La recuperacion de la inactivacion se analizdé ajustando los datos con una funcion
exponencial sencilla, | / Imax = A * (1 - exp (-t / 1)), donde T es una constante de tiempo, A la
amplitud fraccionada y C el nivel de la corriente de sodio no-inactivadora. No se encontraron

diferencias significativas para ninguno de estos parametros (Figura 11E y Tabla 6).

Debido a la proximidad de la mutacion de p.G15378S al filtro de selectividad Nav1.4 del
dominio IV en la posicion A1536, realizamos experimentos de selectividad para iones
monovalentes mediante el intercambio del ion del bafio permeable (sodio) por potasio y amonio
y eliminando todos los iones permeables de la pipeta. Utilizando el mismo protocolo de
activacion y el ajuste Boltzmann como se describe anteriormente, se calcularon los cocientes
de la conductancia maxima (Gmax_K / Gmax_Na y Gmax NH4 / Gmax Na) para los tipos
mutante y no mutante (Figura 11F). En ambos casos, las conductividades relativas fueron
significativamente mayores para el tipo mutante; un factor de 3.2 - 3.9 para de amonio (0,68 +
0,11 frente a 0,21 + 0,5) y para el potasio (0,59 £ 0,11 frente a 0,15 + 0,5), ambos con P <1% vy
n = 5-7. Estos resultados sugieren que la mutacién p.G1537S del gen SCN4A comporta un

cambio de funcién del canal de sodio.
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Figura 11. Estudio funcional.
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(A y B) Se muestran las corrientes de sodio expresadas de forma heterdloga para los canales Nav1.4 no mutado (A) y
con mutacion G1537S (B). Se observa la cinética mas rapida del canal mutante a potenciales cercanos al umbral, tal y
como se destaca mediante las flechas. (C) Relacion entre conductancia-voltaje tras ajuste Boltzmann de la activacion e
inactivacién del estado estacionario, que son similares para el tipo no mutado y el mutante. (D) Cinética de inactivacion
determinada por ajuste monoexponencial. Obsérvese la aceleracion significativa de la inactivacion del canal mutante a -
40 y -35 mV. (E) Recuperacion desde la inactivacion rapida determinada por un Unico ajuste exponencial, que era similar
para el tipo no mutado y el mutante. (F) Conductancia relativa maxima a partir de soluciones que contienen K + o NH4 +
normalizada a la maxima conductancia de Na +, calculado a partir del ajuste Boltzman. Obsérvese el aumento de 3.2- a
3,9 veces de la conductancia relativa de los canales mutados. Todos valores en las barras representan las medias *
SEM. Los valores de p son * <0,05 y ** <0,01.
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Tabla 6. Parametros de ajuste del estudio funcional

Parameters WT +5EM  G15375 +5EM
Activation Gmax (pA/mMV) 4248 526 4358 5.14
n=7-9 View (MV) 61.93 3.77 5998 417
Vos (mV) -33.07 215 -3524 205
k (mV) 432 0.64 401 055
Time to peak  at —-45mV (ms) 267 0.5 212 029
Inactivation A 092 0.01 097  0.02
n=38 Vos (mV) -71.54 2.03 -7047 161
k (mV) =545 0.20 =593 024
C 0.04 0.01 001 0.02
Recovery A 097 0.02 0.99 0.00
n=>5+6 r (ms) 140 021 155 013
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7. SINTESIS DE LOS RESULTADOS Y DISCUSION

Los trabajos presentados en la memoria de esta tesis doctoral son parte de una linea de
trabajo que parte de la epidemiologia clinica, que utiliza herramientas moleculares y pretender
devolver a la clinica fenotipos mas perfeccionados y herramientas conceptuales que ayuden a
identificar y tratar a los pacientes con temblor. En estos trabajos se pretende resaltar también la
importancia del estudio genético mediante técnicas de secuenciacién de nueva generacién
para la caracterizacién molecular de los casos familiares del temblor esencial. Dada la enorme
proporcion de casos de temblores familiares en los que no se conoce su mutacion causal y el
bajo impacto en cuanto a su volumen de las variantes identificadas hasta la fecha, hay que

considerar que un gran porcentaje de la heredabilidad del TE esta todavia sin explicar.

Tras la constatacion de la marcada heterogeneidad etioldgica, clinica, patoldgica y en la
respuesta farmacologica en los pacientes con TE, hay una tendencia cada vez mas importante
que apunta a la idea de que el TE tal y como lo entendemos actualmente constituye una
“familia de enfermedades” mas que una entidad Unica. Aunque quedan todavia numerosas
preguntas por contestar, los resultados presentados en esta tesis doctoral se alinean con dicha

hipotesis.

A continuacioén, discutimos los resultados de los cuatro trabajos incluidos en esta tesis
doctoral en las que hemos identificado dos nuevos genes implicados en la patogénesis del TE
y otro en el temblor mioclénico cortical familiar estudiando familias con temblor mediante

secuenciaciéon del exoma.

En el trabajo numero 1 (Prevalence of Essential Tremor: A Door-to-Door Survey in
Bidasoa, Spain) estudiamos la prevalencia del temblor esencial en sujetos mayores de 65
afios mediante un estudio de disefio poblacional en dos fases realizado en la comarca del
Bidasoa (Guipuzcoa) y comparamos los resultados obtenidos con los estudios epidemiolégicos
realizados con un disefio similar publicados hasta la fecha. Encontramos una prevalencia del
TE del 4.8% en esta poblacion. La prevalencia aumenta con la edad y tiene una distribucion
similar entre hombres y mujeres. Las diferencias regionales que han sido descritas en los
estudios realizados con anterioridad se achacaron a las diferencias poblacionales o incluso
étnicas, aunque, en su conjunto es mas probable que fueran consecuencia de la variabilidad de
los métodos utilizados. Los tres elementos metodoldgicos diferenciales mas importantes de los
estudios epidemioldgicos son: (1) la estrategia para la determinacion de casos (2) la definicion

y criterios diagnosticos del TE y (3) el grado de respuesta de la poblacion elegible. La
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metodologia que utilizamos en nuestro estudio fue la de un disefo puerta a puerta en dos fases.
Este era el gold standard aceptado en los estudios epidemiolégicos para determinar la
prevalencia de enfermedades neurolégicas. De hecho, las prevalencias estimadas derivadas
de este tipo de estudios eran mayores que aquellas obtenidas por medio de otros métodos
distintos en poblaciones comparables. Sin embargo, nuestro estudio tenia algunas limitaciones.
Primero, en el estudio de validacion previo, la sensibilidad del instrumento de screening resulté
del 75% y segundo, el 35% de los sujetos que resultaron seleccionados en la primera fase no
pudieron ser examinados en la segunda. Este tipo de problemas metodolégicos estaban
presentes en estudios similares realizados en aquella época (Louis et al., 1995; Routakorpy et
al., 1982). Ademas, en nuestro estudio utilizamos criterios diagnésticos mas restrictivos (Louis
et al., 1998) que los utilizados en otros estudios (Deuschl et al., 1998a), y quizas estos sean los
motivos por los cuales nuestras cifras de prevalencia fueran un poco menores que las de otros
estudios con metodologia similar.

En un metaanalisis publicado posteriormente a nuestro trabajo (Louis & Ferreira, 2010)
se pone de manifiesto que el TE es una de las enfermedades neurolégicas mas prevalentes,
aunque las cifras obtenidas son muy variables, haciendo que la estimacién precisa de la
prevalencia sea dificil. Tras revisar 28 estudios poblacionales, |la prevalencia global (todas las
edades) fue del 0.9%, con una heterogeneidad estadisticamente significativa entre los
resultados ofrecidos por los diferentes estudios. La prevalencia aumenta con la edad siendo la
prevalencia para mayores de 65 afios de 4.6% y de 21.7% para los mayores de 90 afos.
Algunos de los estudios muestran diferencias entre los distintos grupos étnicos (Aharon-Peretz
et al., 2012) y hasta en un tercio de ellos diferencias entre géneros, con un aumento de
prevalencia en los varones. Esta diferencia en relacién al género es interesante cuando se
valora la asociacion clinicopatolégica entre el TE y la EP.

De la variabilidad de los datos de prevalencia que arrojan estos estudios se pueden
sacar algunas conclusiones de interés: (1) que las diferencias en el disefio de los estudios
pueden explicar en parte la variabilidad de los datos y hay que valoraros en ese contexto. Por
una parte, los estudios poblacionales son los que proporcionan las estimaciones mas validas.
Ademas, parece util el separar los datos segun dos tipos de poblaciones, uno basado en los
datos en sujetos de todas las edades y otra basada en la poblacion de mas edad (por ejemplo.,
mayores de 65 anos) porque podrian mostrar indicios de diferencias etiofisiopatologicas entre
ambas. (2) que los criterios diagndsticos utilizados son fundamentales para explicar, en parte,
esta variabilidad. (3) que algunos de los estudios sugieren la existencia de diferencias étnicas
en la prevalencia del temblor. Este dato junto con el descubrimiento previo de la existencia de
mutaciones aisladas en diferentes genes decisivos para el conocimiento de diferentes
enfermedades genéticas dominantes y recesivas del sistema nervioso central y periférico, hace

que se abra un campo de investigacion en la etiopatogenia de la enfermedad que es el
138



Discusion

proposito para el que se han disefiado los estudios que se describen a continuacion.

Con la perspectiva de casi 20 afos, y considerando que un aspecto fundamental en los
estudios epidemiolégicos y genéticos de temblor esencial (TE) es la evaluacion objetiva del
temblor, consideramos que estos estudios deberian incluir algun tipo de marcador que
permitiera mejorar las estimaciones. Las escalas de evaluacién clinica son semicuantitativas y
los sistemas de analisis electrofisiolégico del temblor, disponible en los centros de atencién
terciaria, no son utilizables en los estudios de campo. Sin embargo, la evaluacion cuantitativa
del temblor basado en sensores de movimiento puede proporcionar informaciéon fiable y es
capaz de evaluar con precision la intensidad del temblor mientras se realizan un conjunto de
tareas predefinidas (Mostile et al., 2012; Pulliam et al., 2014). Algunos sistemas portatiles y
basados en esta tecnologia ya se han validado, mediante su comparacién con sistemas de
rastreo electromagnético del movimiento (Dai et al., 2015), por lo que su incorporacion, junto
con las escalas clinicas, al screening de individuos con temblor en los estudios poblacionales

mejoraria la sensibilidad del test.

En el trabajo numero 2 (The ACMSD gene, involved in tryptophan metabolism, is
mutated in a family with cortical myoclonus, epilepsy, and parkinsonism), describimos la
identificacion de dos mutaciones (Trp26Stop y p. Ala920Thr) en los genes ACMSD y MYBBP1A
respectivamente, que segregan con la enfermedad en una familia que presenta una clinica
compatible con un temblor mioclénico cortical con epilepsia y parkinsonismo. Ambas
mutaciones estaban ausentes en un gran niumero de ADNs de control, y solo la mutacién
p.Trp26Stop en el gen ACMSD, que causa un stop prematuro en el coddon y que esta
conservado entre otros ortélogos, fue predicha como patogénica por varios métodos
computacionales. La asociacion de la mutacion ACMSD con la mioclonica cortical, epilepsia y
parkinsonismo es muy interesante dado que ACMSD se expresa a un nivel bajo, pero
significativo en el cerebro (Fukuoka et al., 2002). ACMSD es parte de la via de la kinurenina,
que es la via principal del metabolismo del triptéfano (figura 12). Muchas kinureninas, incluido
el acido quinolinico, cuyos niveles aumentan con el déficit de ACMSD, no pueden atravesar la
barrera hematoencefalica, o lo hacen de forma muy débil, por lo que debe de sintetizarse
localmente en el cerebro (Stone et al., 2002), sugiriendo que la regulacion del acido quinolinico
tiene lugar en el cerebro. Si bien no hemos podido examinar la actividad de ACMSD en
nuestros pacientes, los niveles de expresion ACMSD han demostrado estar altamente
correlacionados con los niveles de actividad de la enzima en estudios previos (Fukuoka et al.,
2002), lo que sugiere que la mutacion ACMSD identificada en nuestros pacientes,
probablemente de como resultado una significativa disminucion de su actividad enzimatica.
Ademas, se ha demostrado que la inhibicién de ACMSD bloquea la conversion de triptéfano en

acido picolinico, lo que resulta en la acumulacién de acido quinolinico celular (Fukuwatari et al.,
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2004), y que la inyeccién intraventricular de acido quinolinico es capaz de provocar actividad
epiléptica en ratones (Lapin, 1978). Por esta razoén, hipétetizamos que la mutacion p. Trp26Stop
en el gen ACMSD puede resultar en un aumento significativo de los niveles celulares de
quinolinico en el cerebro, probablemente debido al déficit en su actividad enzimatica, lo que
llevaria al inicio y propagacién de las crisis. Las crisis inducidas por acido quinolinico se
asociarian a niveles elevados de kinurenina extracelular, sugiriendo que los niveles de
kinurenina se elevan en respuesta a la actividad epiléptica resultando de esta manera
neuroprotectoras (Wu et al., 1996). Por otra parte, la participacion de la transmision anormal de
la serotonina en la generacion de crisis epilépticas y mioclonias ha sido discutida durante
mucho tiempo. En particular, investigaciones preliminares han mostrado una reducciéon de
triptéfano y otros metabolitos de la serotonina en modelos animales y en pacientes con
epilepsia mioclonica progresiva, asi como en el liquido cefalorraquideo de pacientes con
mioclonia cortical. Datos recientemente publicados también apoyan la implicacion del
metabolismo alterado del triptéfano en la patogénesis de la enfermedad de Unverricht-
Lundborg (Arbatova et al., 2005; Striano et al., 2010) y describen la utilizacion tanto del 5-
hidroxi-L-triptofano como de alfa-lactoalbumina en el tratamiento de la epilepsia mioclénica
(Errichiello et al.,2011; Pranzatelli et al.,1996)

Figura 12. Diagrama de la via de quinurenina de la degradacion del triptéfano en los mamiferos
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En conclusién, a pesar de son necesarios mas estudios para poder dilucidar los
mecanismos moleculares por los que la mutacion en el gen ACMSD puede causar mioclonia
cortical, epilepsia y parkinsonismo, concluimos que la mutacion en el gen ACMSD que codifica
una enzima critica en la via de la kirunenina del metabolismo del triptéfano, es probablemente
la responsable del fenotipo clinico en esta familia. Este hallazgo apoya la evidencia de que
cambios celulares en el metabolismo de la kinurenina estan implicados en la
neurodegeneracion (Schwarcz et al.,, 2012; Amaral et al., 2013) y sugiere que tanto la
deficiencia cerebral de acido kinurenico como la acumulaciéon de acido quinolinico pueden ser
factores importantes en la patogénesis de temblor mioclénico familiar y epilepsia. Este trabajo
no esta acabado porque precisa de la confirmacion bioquimica de la implicacién de esta via, la
generaciéon de un modelo animal y su posible modulacién farmacolégica. Por otro lado, abre
una perspectiva del temblor como una entidad derivada de un téxico endégeno que podria
resolverse mediante algun tipo de intervencion de caracter bioquimico (Vecsei et al., 2013). En
este sentido, un trabajo recientemente publicado ha puesto de manifiesto el potencial
terapéutico de la inhibicién de dos enzimas criticas en la regulacion de la via como son la
kynurenina-3-monooxigenasa (KMO) y la triptéfano-2,3-dioxigenasa (TDO). Las pruebas
indican que la eficacia de la inhibicion de KMO surge de la normalizacién del desequilibrio entre
los metabolitos neurotéxicos (3-hidroxiquinurenina (3-HK) y el acido quinolinico (QUIN)) y los
neuroprotectores (acido kinurénico (KYNA)). Los niveles aumentados de acido kinurénico en
relacién con los de 3-hidroxiquinurenina son probablemente centrales para la proteccion
conferida por la inhibicion de TDO en un modelo de mosca de la fruta de la enfermedad de
Huntington y que el tratamiento con triptéfano reduce fuertemente la neurodegeneracion

desplazando el flujo en la via hacia la sintesis de KYNA (Breda et al, 2016).

Figura 13. Consecuencias de la manipulacion de la via de Kinunerina (tomado de Breda et al, 2016)
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Por su similitud con otras enfermedades de mecanismo etiopatologico similar, también
se podrian considerar aproximaciones como la terapia de remplazo enzimatico, que consiste en
el aporte parenteral de la enzima deficiente (enzima recombinante humana) obtenida mediante
ingenieria genética, u otro tipo de terapias como el uso de pequefas moléculas (chaperonas
farmacoldgicas) que acrecientan la actividad de la enzima residual natural y que han
contribuido a cambiar el curso de algunas enfermedades como la enfermedad de Gaucher,

Fabry, Pompe o las mucopolisacaridosis tipo I, Il y VI.

En el trabajo numero 3 (SORT1 Mutation Resulting in Sortilin Deficiency and
p75NTR Upregulation in a Family With Essential Tremor), aportamos la identificacion de
una mutacion en p.Gly171Ala del gen SORT1, que segrega con la enfermedad, en una
pequena familia con TE de inicio temprano, evolucion clinica lentamente progresiva y respuesta
al alcohol. La patogenicidad de la mutacion SORT1 p. G171A se apoya en su ausencia en la
poblacién normal, su prediccion como patogénica a través de varios programas
computacionales, su alta conservacion en otros ortdlogos, su localizacion en un dominio
funcionalmente relevante y el efecto que la disregulacién de la sortilina tiene en el desarrollo de
la neurodegeneracion. En los estudios funcionales realizados observamos una reduccion del
RNAm y de la expresion de sortilina en las células portadoras de la mutacion en comparacion
con las células control, sugiriendo que la mutacion SORT1 p.G171A identificada en nuestros
pacientes esta implicada en la disregulacién de sortilina. También observamos una expresion
significativamente elevada del receptor de neurotrofina p75NTR (p75NTR) en células mutantes
en comparacion con las de tipo salvaje. Como se sabe que el receptor p75NTR se une a la
proteina de la sortilina para mediar la muerte celular neuronal (Nykjaer et al.,2004) y modular la
transmisién colinérgica (Yang et al., 2002), se puede considerar que en condiciones
patologicas la disregulacion de la sortilina puede incrementar los niveles de expresion del
receptor p7S5NTR. Teniendo en cuenta que esta disregulacion de p75NTR no sélo se da en
condiciones de neurodegeneraciéon (Nykjaer et al.,2005), sino también con el deterioro de la
transmision GABAérgica (Riffault et al., 2014), la deficiencia causada por la mutacion SORT1
p.G171A en nuestra familia también podria ser la responsable de defectos en la
neurotransmision, lo que relacionaria la elevada expresion del receptor p75NTR con el

desarrollo del temblor.

La sortilina es una de las principales proteinas neuronales de unién para la progranulina
(PGRN) y una consecuencia de tal unién es la rapida endocitosis de la PGRN (Hu et al., 2010).
Por esta razén, examinamos los niveles extracelulares de la PGRN en nuestro estudio, pero no
observamos ninguna alteracion en las células mutantes frente a las de tipo salvaje, ni en los

portadores de la mutacién frente a los no portadores. Dado que se ha descrito que mutaciones
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SORT1 pueden distorsionar la endocitosis de PGRN sin alteracion sus niveles (Nielsen et al.,
2001; Hu et al., 2010), existe la posibilidad de que la mutacién SORT1 p.G171A pueda tener

efecto sobre la endocitosis mediada por la sortilina, sin afectar sus niveles.

Por todo ello, hipotetizamos que el déficit de sortilina causado por la mutacion
p.Gly171Ala del gen SORT1 puede dar lugar a defectos en la neurotransmision y
secundariamente el desarrollo de temblor en esta familia. Al igual que en el anterior, este
trabajo abre la via de investigacién que pasaria por la recreacion de la mutacion en un modelo
apropiado para el estudio del mecanismo fisiopatolégico concreto y su modulacion

farmacoldgica.

En el trabajo nimero 4 (SCN4A pore mutation pathogenetically contributes to
autosomal dominant essential tremor and may increase susceptibility to epilepsy),
describimos los resultados de un WES realizado a una familia extensa con TE, en la que dos
de los pacientes también presentaban epilepsia, y en la que se identificé una mutacion (p.
Gly1537Ser) en el gen SCN4A que se segregaba con la enfermedad. Con el fin de evaluar su
patogenicidad se realizaron estudios de screening de genes candidatos, analisis de expresion
en cerebros humanos y de ratén, asi como estudios funcionales que demostraron que la
mutacién altera la selectividad en la conduccion de iones facilitando la conductancia de los
iones potasio y amonio, lo que podria contribuir al temblor y aumentar la susceptibilidad a la

epilepsia, respectivamente.

Las mutaciones en el gen SCN4A habian sido descritas en una serie de enfermedades
musculares, como las paralisis periddicas diskaliemicas, sindromes miasteniformes, y
diferentes formas de miotonia y paramiotonia (Nicole, 2015), por lo que se pensaba que el
canal Nav1.4 era un canal especificamente muscular. Sin embargo, nuestros resultados de
analisis de expresion con RT-PCR confirmaron la existencia de altos niveles de RNAm en tejido
cerebral lo que sugiere la existencia de una repercusion funcional del canal Nav1.4 en el
cerebro. La contribucion de un cambio en Nav1.4 a un fenotipo tremdrico no deberia ser una
sorpresa considerando que mutaciones en otros canales del sodio de la familia Nav lo pueden
producir; por ejemplo, el modelo de raton con mutaciones en SCN8A no sélo manifiesta
paralisis, distonia y debilidad muscular sino también un fenotipo temblor-ataxia (Meisler et al.,
2001). Aunque algunas canalopatias producen un fenotipo relativamente uniforme, la
variabilidad fenotipica del gen SCN4A es bien conocida, incluso en pacientes que portan la
misma mutacion, lo que sugiere que la expresion fenotipica asociada al gen SCN4A puede
estar influenciada por otros factores genéticos o epigenéticos (Brunklaus et al., 2014; Lee et al.,

2009). Esto puede explicar el por qué dos de nuestros portadores de la mutacion SCN4A
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desarrollaron también epilepsia. También hay que mencionar que se han descrito dos nuevas
mutaciones SCN4A (P.Glu974Asp, p.Lys1126lle) en un paciente con paralisis periddica
normokaliémica que presentaba ademas movimientos involuntarios y epilepsia generalizada
(Cao et al., 2014).

Los analisis funcionales de la mutacion p.Gly1537Ser que se realizaron mediante
estudios de conductividad a través de multiples canales sobre toda la membrana celular de
forma simultanea (whole cell patch-clamp), demostraron una tendencia a que se produjera, en
los canales mutados, una activacién y una inactivacion significativamente mas rapidas para
potenciales cercanos al umbral. Esto provocaria una disminucion de la amplitud de los
potenciales de accién de las descargas repetitivas y facilitaria la aparicion de las oscilaciones
gue estan descritas en el temblor (Shaikh et al., 2008). En conjunto, estas alteraciones serian
consecuencia de un cambio en la cinética del canal con una disminucion en la selectividad del
mismo lo que provocaria un aumento en la conductancia del potasio lo que a su vez provocaria
un aumento en la amplitud de las oscilaciones producidas por debajo del umbral de excitacién,
asi como un aumento de descargas repetitivas, provocando de esta manera un mecanismo de
descarga oscilatorio (Amir et al., 2002). Ademas, nuestros resultados mostraron una
conductividad significativamente elevada para el amonio sugiriendo un cambio de funcion. Este
hallazgo no es inesperado, ya que estudios funcionales previos mostraron que una mutacion de
cisteina en el homodlogo de rata de G71537 (rata-G1530C) exhibia un aumento de la
conductancia relativa de cationes, tales como litio, potasio y amonio (Chiamvimonvat et al.,
1996). Tales cambios en la selectividad de iones son compatibles con su ubicacién junto a un
conocido residuo del filtro de selectividad, A1536 (Heinemann et al., 1992). La intoxicacién con
amonio o potasio es capaz de producir despolarizacion de neuronas GABAérgicas, lo que
afectaria a la inhibicion cortical produciendo de esta manera disfunciéon neurolégica y actividad
epiléptica (Ye et al., 1997; Rangroo-Thrane et al., 2013), lo que podria explicar la presencia de
crisis en dos de los portadores de la mutacion SCN4A. La participacion del neurotransmisor
inhibitorio GABA en la génesis del temblor esta respaldada por la accion GABAérgica de
algunos farmacos con propiedades antitremoricas, la constatacion de niveles de GABA
reducidos en el liquido cefalorraquideo de pacientes con TE (Mally et al.,, 1996), las
anormalidades encontradas en la captaciéon del receptor GABA A en las vias cerebelotalamicas
en los estudios PET realizados en pacientes con TE, que sugieren una deficiencia primaria o
una anormalidad funcional de los mismos (Gironell et al., 2012; Boecker et al., 2010), y el
hecho de que la deficiencia de las subunidades a1 del receptor GABA A es capaz de producir

un fenotipo TE-like en ratones (Kralic et al., 2005).

La asociacion de genes de los canales de sodio con multiples fenotipos no es

sorprendente debido a que son responsables de la generacion y la orquestacion de las sefiales
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eléctricas que son de vital importancia para el funcionamiento de diferentes d&rganos,
incluyendo el sistema nervioso, el corazén y el musculo. En este sentido, se ha descrito que
dos polimorfismos de SCN710A estan relacionados con defectos prominentes en la coordinacion
en pacientes con esclerosis multiple, mediante su efecto en los circuitos cerebelo-talamicos
(Roostaei et al., 2016).

En nuestro estudio, se presenta la primera familia con TE de herencia autosémica
dominante debido a una mutacién patdogena en SCN4A. Aunque no podemos probar que la
mutaciéon SCN4A sea responsable de la epilepsia que presentan dos de los portadores de la
mutacién, dada la heterogeneidad fenotipica asociada a SCN4A y el papel ya conocido de la
familia de los canales del sodio en los sindromes epilépticos, llegamos a la conclusion de que
variabilidad genética en SCN4A puede conducir a un aumento en la susceptibilidad a las crisis

epilépticas.

En conclusion, la patogenicidad de la mutacién p.Gly1537Ser se apoya en su
segregacion con la enfermedad, su ausencia en individuos controles emparejados por etnicidad,
su prediccion como patégena por varios métodos computacionales, su localizacion en un
dominio funcionalmente relevante, y su efecto sobre la conductividad y la selectividad i6nicas.
Por lo tanto, esta asociacion entre la variabilidad genética de SCN4A con el desarrollo de
temblor esencial, podrian incorporar a algunos casos de TE familiar a la creciente lista de

canalopatias.

Los estudios realizados en las tres familias descritas han seguido una metodologia
similar. Las familias que participaron en el estudio fueron reclutadas de la base de datos de
temblor esencial familiar de la Unidad de Trastornos del Movimiento del servicio de Neurologia
del Hospital Donostia. Se recogieron las historias clinicas de todos los posibles afectos y de los
no afectos para construir un pedrigree detallado. Ademas de extraccién de sangre para la
obtencion de ADN, se les realizé una evaluacion clinica que consté de una serie de
cuestionarios estructurados y una exploracion neurolégica y neuropsicologica y un estudio
electrofisiolégico. Mediante esta aproximacion, se perseguia, por un lado, la confirmacion del
diagnostico de temblor esencial en los miembros de la familia que lo presentaran y por otro
lado la caracterizacién de su fenotipo, tanto en cuanto a las caracteristicas del temblor como en

cuanto la presencia o no de otros signos motores o sintomas no-motores.
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El diagnostico de seguridad de TE es un problema mayor que se ha puesto de
manifiesto en muchos de los estudios de investigacidén en temblor esencial. Todos los estudios
epidemiolégicos, anatomopatoldgicos, clinicos-terapéuticos y genéticos dependen que este
diagnostico se haga de forma precisa evitando, por una parte, incluir la gran cantidad de
entidades que pueden cursar como un temblor esencial en algin momento de su evolucion y
evitar por otra ser tan restrictivos con el diagnéstico que queden fuera de los grupos de estudio
y analisis aquellos casos de temblor esencial que son clinicamente poco expresivos. En este
sentido, se reconoce que los criterios diagnoésticos que siguen vigentes en la actualidad
(Deuschl et al., 1998) no son precisos y conllevan la inclusion de una serie de enfermedades
heterogéneas bajo el término de TE. En este sentido, dos estudios mostraron que la tasa de
diagnostico erroneo de TE, puede llegar hasta el 37% y 50% respectivamente (Jain S et al.,
2006; Schrag A, et al., 2000). Este problema puede constituir una de las limitaciones en este
tipo de estudios y en concreto del nuestro. En nuestro caso, este problema ha sido afrontado
mediante la utilizacidon de criterios diagndsticos validos y confiables. Los casos de TE debia
cumplir los criterios diagnoésticos habituales (Deuschl et al., 1998) asi como aquellos disefiados
especificamente para estudios genéticos en TE como los utilizados en el Washington Heights
Inwood Genetic Study de TE (Louis, 1997). Todos los diagnosticos fueron realizados por un
neurdlogo senior y especializado en trastornos del movimiento y una posterior reevaluacion de
consenso entre el resto de los neurdlogos del equipo tras una exhaustiva evaluacion clinica y
revision de las pruebas complementarias realizadas (registros electrofisiolégicos y las capturas

de muestras de trazos, dibujos (espiral de Arquimedes) y escritura en una tableta electrénica.

Sin embargo, hay otros problemas diagndsticos muy importantes con los que nos
hemos enfrentado en la evaluacion de familias con TE y que constituyen una limitacién para
este tipo de estudios: (1) por un lado la edad de presentacion del temblor en los diferentes
individuos de la familia es variable (2) por otro la penetrancia de una hipotética mutacion AD en
una misma familia también es variable y (3) finalmente la observaciéon de que algunos sujetos
de estas familias presentan de forma muy prevalente otras enfermedades, como la ansiedad y
depresién, que bien por si mismas o bien por los farmacos que precisan para su tratamiento
pueden presentar un aumento del temblor fisiolédgico. Todo esto, en muchas ocasiones, dificulta
el determinar si el temblor segrega o no con la mutacion al no poder definir con absoluta
seguridad si se trata de un verdadero TE o un temblor fisiolégico exagerado. Abordar este
problema ha motivado el inicio de una investigacion paralela de analisis biométrico de los
registros de escritura y dibujo recogidos en la tableta electronica con objeto de disefar una
herramienta diagndstica que permita una discriminacion mas precisa entre el temblor fisiolégico

y el TE. Este trabajo esta actualmente en desarrollo (Lopez de Ipifia et al., 2014).
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Otra de las limitaciones del estudio es la posibilidad de existencia de fenocopias. De
hecho, este problema se ha planteado en el estudio 4, donde uno de los miembros de la familia
presentaba una epilepsia mioclénica juvenil no siendo portador de la mutacion SCN4A. Esta
observacion es consistente con discusiones recientes llevadas a cabo sobre la arquitectura
genética del TE donde la presencia de fenocopias ha sido sefialada como un factor de
confusion muy importante en la busqueda de mutaciones en familias muy numerosas. Al mismo
tiempo, el término 'fenocopias' también podria ser enganoso, ya que se reconoce que la tasa
de diagndsticos erréneos es muy alta en el TE y que muchas de las familias estudiadas se
caracterizan por una sobrerrepresentacién de las personas afectadas. Todo ello plantea la
cuestion de si se debe considerar un escenario mas complejo de la participacion genética en la
patogénesis del TE incluyendo la herencia poligénica asi como la epigenética (Ma et al., 2006;
Testa, et al., 2013; Zimprich 2012).

Nuestra aproximacién ha sido la de identificar genes que se correlacionan con un
fenotipo determinado en familias que presentaban un temblor esencial partiendo de la hipétesis
que dicho fenotipo podria ser consecuencia de una mutacién Unica. En estudios de cohortes
con base poblacional el WES ha demostrado su utilidad a la hora de evaluar fenotipos con
amplia variabilidad fenotipica y la superposicién de muchas causas genéticas potenciales
(Johnson, 2015). La eficacia de las técnicas de secuenciacion de nueva generacién en el
diagnostico de enfermedades neuroldgicas varia entre cohortes clinicas y de investigacion,
pero en algunos estudios se acerca al 50% (Soden et al., 2012) por lo que el WES puede
resultar una técnica eficaz desde el punto de vista coste-efectividad para el estudio de
individuos en los que se sospecha una enfermedad genética. (Michelson et al., 2011). Por esta
razon y a la vista de la homologia en el fenotipo y la transmisién de la enfermedad a través de
varias generaciones de estas familias, que orienta a un patron de herencia autosémico
dominante, hemos realizado la secuenciacion del exoma en los miembros afectados de las
familias suponiendo que la variante causante de la enfermedad se encontraba en la region
codificante de proteinas, conscientes del hecho de que no puede excluirse la posibilidad de una

mutacién en una region reguladora que no podria ser capturada por esta tecnologia.

La secuenciacion del exoma (WES) es una técnica util para secuenciar todos los genes
codificantes de proteinas en el genoma. Consiste en seleccionar primero sélo el subconjunto
de ADN que codifica las proteinas (exones), y luego la secuenciacion este ADN utilizando
cualquier tecnologia de secuenciacién de alto rendimiento. Hay unos 180.000 exones, que
constituyen aproximadamente el 1% del genoma humano, o aproximadamente 30 millones de
pares de bases, y se estima que las mutaciones en estas secuencias es mas probable que
sean patogénicas que en el restante 99%. Un 84% de los genes humanos se expresan en el
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cerebro (Hawrylycz et al., 2012) por lo que no es sorprendente que los neurdlogos hayamos
adoptado rapidamente estas nuevas modalidades de analisis genético. El impacto de las
técnicas de secuenciacion de nueva generacion es doble. En primer lugar, se han descubierto
nuevos genes como causa de enfermedades neuroldgicas (Martikainen et al., 2015), en
segundo lugar, y mas comun, se han podido relacionar nuevos fenotipos con genes
previamente descritos (Schottman et al., 2015; Shieh C et al., 2015). Sin embargo, el WES so6lo
es capaz de identificar a aquellas variantes que se encuentran en la region codificante de los
genes afectan a la funcién de la proteina. No es capaz de identificar variantes estructurales y
no codificantes asociadas con la enfermedad que podrian ser identificadas utilizando otros
métodos como el GWAS. Aunque este método seria la aproximacion estandar para conseguir
una mejor comprension de las variantes genéticas de poblaciones, en la realidad no es practica
debida a los altos costes y consumo de tiempo asociado con la secuenciacion de un gran
numero de genomas (Ng, 2009). A la hora de trasladar las variantes raras identificadas a la
clinica, el tamano de la muestra y la capacidad de interpretar los resultados indican que, con
nuestros conocimientos actuales en genética, la secuenciacién del exoma puede ser la

herramienta mas util (Choi, 2009).

El analisis estadistico de la gran cantidad de datos derivados de las secuenciaciones es
otro de los retos. La gran cantidad de resultados falsos positivos y falsos negativos que se
producen con frecuencia, han obligado a desarrollar estrategias para mejorar este problema,
como son el comparar las variantes genéticas identificadas entre la secuenciacion y el
genotipado basado en arrays o comparar los SNPs con los resultados de la secuenciacion
Sanger de individuos presentes en bases de datos publicas (Ng, 2009). Este sistema de filtrado
de variantes genéticas comunes se basa en bases de datos (dbSNP) que podrian no tener
informacion precisa sobre una variacion de alelos determinada por lo que el uso de listas de
variaciones comunes de un WES seria mas fiable. Un problema de este enfoque es que a
medida que el niumero de exomas secuenciados aumenta, también aumentara el nimero de
variantes poco comunes, por lo que sera necesario desarrollar umbrales para definir
adecuadamente aquellas variantes comunes que son poco probables que se asocien con un
fenotipo de la enfermedad (Biesecker, 2010). La heterogeneidad genética y la etnicidad son
también importantes limitaciones porque pueden aumentar el nimero de hallazgos falsos
positivos o falsos negativos lo que puede hacer la identificacion de los genes candidatos mas
dificil. Nosotros hemos utilizado una aproximacion similar a la del genotype-first (primero el
genotipado) (Stessman et al., 2014) que podria ayudar a superar estas limitaciones. Con esta
aproximacion se realiza el estudio considerando la existencia de un genotipo comun basado en

los test moleculares previamente a su clasificacion fenotipica. Por lo tanto, este enfoque puede
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prevenir la existencia de un sesgo fenotipico inicial y permitir la identificacion de genes que
representan una contribucién significativa a la etiologia de la enfermedad, al no afectarse por la

heterogeneidad fenotipica, la penetrancia incompleta y los niveles de expresividad.

El proceso de identificaciéon de mutaciones existentes en una familia y el aceptar a
alguna de ellas como la causante del fenotipo en cuestién es la segunda parte del trabajo y es
digna de mencion. El creciente uso de la tecnologia de secuenciacion masiva ha identificado
una gran cantidad de variantes en el genoma. Cualquier variante rara tiene la capacidad
potencial de ser patdgena incluso si las herramientas bioinformaticas predicen su benignidad,
del mismo modo que variantes tedéricamente patdgenas han demostrado ser benignas en
estudios posteriores. Muchas de estas variantes resultaran ser benignas por lo que los
resultados de estos estudios deben considerarse con cautela. De hecho, uno de los hallazgos
mas importantes del Exoma Aggregation Consortium (ExAC), el mayor catalogo de variaciones
genéticas en las regiones codificadoras de proteinas del genoma humano, es que muchas
mutaciones genéticas han sido mal clasificadas como nocivas (Lek et al., 2016). Los autores de
ese estudio estiman que cada persona tiene en su genoma un promedio de 54 mutaciones que
actualmente se consideran patodgenas, pero alrededor de 41 de estas ocurren con tanta
frecuencia en la poblacion que no es de hecho probable que causen una enfermedad grave.
Esto plantea dos desafios para los investigadores: por una parte, cdmo discriminar aquellas
mutaciones que son consideradas patégenas y que son realmente benignas y por otra, como
aplicar pruebas mas rigurosas para poder encontrar las causas genéticas de la enfermedad.
Para reevaluar los vinculos entre las enfermedades y las mutaciones, los investigadores deben
tener acceso a un grupo de personas cuya informacion genética y clinica detallada se conozca,
por lo que esperamos que los proyectos existentes para vincular genomas de la gente a sus
registros de salud detallados, como la Iniciativa de Medicina de Precision, que pretende
secuenciar al menos a 1 millon de estadounidenses y el Proyecto 100.000 Genomas del Reino

Unido, sean de ayuda.

Pero ademas de compararlos con las bases de datos existentes y enriquecer estas de
forma progresiva, se necesitan estudios funcionales para evaluar la patogenicidad de las
variantes identificadas en estos genes candidatos, tal y como se ha realizado en algunos
estudios que han conseguido identificar mutaciones en genes relacionados con el TE (Hor et
al., 2015). Esta fue la metodologia utilizada en el cuarto estudio que presentamos en el que se
identificé una mutacion (p. Gly1537Ser) que segregaba con la enfermedad en el gen SCN4A y

con el fin de evaluar su patogenicidad se realizaron estudios de screening de genes
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candidatos, analisis de expresion en cerebros humanos y de ratén y estudios funcionales que
demostraron que la mutacion altera la selectividad en la conduccion de iones facilitando la
conductancia de los iones potasio y amonio, lo que podria contribuir al temblor y aumentar la
susceptibilidad a la epilepsia, respectivamente. En los otros dos estudios la metodologia
utilizada no fue tan exhaustiva. Sin embargo, tal y como se ha discutido previamente y a pesar
de que son necesarios estudios funcionales para dilucidar los mecanismos moleculares por los
que las mutaciones ACMSD y SORT1 son capaces de causar los sintomas en nuestros
pacientes, estas mutaciones junto con los datos indirectos relacionados con su funcién
sugieren que estas variantes son las responsables del fenotipo de nuestros pacientes en
ambas familias. En el segundo estudio descrito, se identificaron dos mutaciones que
segregaban con la clinica, pero sélo la mutacion p.Trp26 en el gen ACMSD, que condiciona un
stop prematuro del codén y que esta conservado en otros ortélogos, resulta predictiva de ser
patogénica. Este hallazgo, junto con estudios previos soportan la evidencia de que cambios
celulares en los metabolitos de la via de la kinurenina estan implicadas en neurodegeneracion
(Schwarcz et al., 2012; Amaral et al., 2013) y sugiere que la deficiencia de acido kinurénico y la
acumulacion de acido quinolinico que se produce de forma especifica en el cerebro pueden ser
factores importantes en la patogénesis de temblor mioclénico cortical y la epilepsia. En el tercer
estudio, la patogenicidad de la mutacion p.G171A del gen SORT1 se sustenta en su ausencia
en la poblacion normal, su prediccion como patogénica por diferentes programas
computacionales, su conservacion en otros ortélogos, su localizacion en un dominio
funcionalmente relevante y su efecto en la regulacién de la sortilina. En este caso también son
necesarios estudios funcionales que lo confirmen, pero dado el papel de la sortilina en la
regulacién la neurodegeneracion (Harrington et al.,, 2004; Jansen et al.,2007; Willnow et al.,
2008) y tomando en cuenta que los cambios en sus niveles de expresidon se correlacionan con
cambios funcionales en la neurotransmisién inhibitoria GABAérgica cerebral (Blaesse et al.,
2009), estamos en disposicion de hipotetizar que el déficit de sortilina causada por la mutacion
SORT1-p.G171A puede producir déficits en la neurotransmision que finalmente sean los

causantes del temblor.

A pesar de la alta prevalencia del TE y a que el papel de cerebelo es comunmente
aceptado como pieza central en su fisiopatologia, la naturaleza exacta de las anomalias
cerebelosas existentes en los pacientes con TE todavia se conocen mal y actualmente hay un
intenso debate sobre si se trata de una enfermedad funcional o de etiologia neurodegenerativa
(Deuschl et al., 2009; Louis 2015). En este trabajo, hemos identificados la existencia de
mutaciones en dos genes en dos familias independientes con TE. La mutacién en el gen

SORT1 podria ser patégeno en la medida que la desregulacion de la sortilina participa en el
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crecimiento, la diferenciacién, plasticidad y supervivencia neuronal lo que podria indicar un
mecanismo patogénico de caracteristicas neurodegenerativas, aunque hay que sefalar que
este punto es una hipotesis y existen otras explicaciones posibles como son su papel en el
sistema de trafico transmembrana, o en el sistema de transporte mediado por vesiculas. Sin
embargo, la mutacion descrita en SCN4A orientaria a la existencia de casos de TE secundarios
a la disfuncién de la conduccion de iones en el canal del sodio sugiriendo un trastorno funcional

mas que neurodegenerativo en estos casos.
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8. CONCLUSIONES

1. La prevalencia del temblor esencial ajustada por edad en la poblaciéon de edad de 65
afnos o mayor de la comarca del Bidasoa (Guipuzcoa) es del 4.8%. La prevalencia
aumenta de forma significativa con la edad y no hay diferencias en relacién al sexo.
Estos resultados son similares a los descritos en otros estudios con un disefo similar lo

que sugiere una baja variabilidad geografica en la prevalencia del TE.

2. La mutacién p.Trp26Stop en el gen ACMSD segrega con la enfermedad en una familia
con temblor mioclonico cortical, epilepsia y parkinsonismo y es responsable del
fenotipo de estos pacientes. Este hallazgo apunta a que cambios intracelulares de los
metabolitos en la via de la kinurenina estarian implicados en la neurodegeneracion y
sugieren que tanto el déficit de acido kinurénico, asi como la acumulacion de acido
quinolinico pueden ser factores importantes en la patogénesis del temblor mioclénico
cortical y epilepsia. De esta manera, la via de la kinurenina podria resultar una

potencial diana terapéutica para el tratamiento de esta enfermedad.

3. La mutacién p.Gly171Ala en el gen SORT1 segrega con la enfermedad en una familia
de temblor esencial de inicio temprano y herencia dominante. Esta mutacion, ademas
de afectar a la expresion de su proteina codificante, sortilina, también afecta a los
niveles de RNAm de su receptor, neurotrofina p75, que se conoce que esta implicado
en el dano cerebral, apoptosis y neurotransmisiéon GABAérgica inhibitoria en el SNC,
por lo que podemos hipotetizar que SORT7? esta implicado en defectos en la

neurotransmision que finalmente conducen al desarrollo del temblor.

4. La mutacion p.Gly1537Ser en el gen SCN4A segrega con la enfermedad en una familia
con temblor esencial en la que dos de los pacientes también desarrollan epilepsia. Los
estudios funcionales realizados demuestran una alteracion en la cinética y en
selectividad de la conduccion de iones en el canal del sodio, facilitando la conductancia
tanto del potasio como del amonio lo que podria contribuir al desarrollo del temblor y la
epilepsia respectivamente. En este estudio hemos reportado, por primera vez, la
variabilidad genética en SCN4A con el desarrollo de temblor esencial, lo que permite
incluir al menos a algun tipo de temblor esencial a la ya extensa lista de canalopatias

implicadas en trastornos neuroldgicos.
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5. La variabilidad fenotipica y genética observada en las familias estudiadas apoya la
hipétesis que el temblor esencial, simple o complejo, al menos tal y como lo
entendemos hoy dia, constituye “una familia” de enfermedades mas que una entidad
Unica y que en su fisiopatologia pueden estar implicados multiples mecanismos tanto

neurodegenerativos.

6. Las tecnologias de secuenciacion de nueva generacion (NGS) y concretamente la
secuenciacion del exoma (WES) han demostrado una gran eficacia en el estudio de las
correlaciones fenotipo-genotipo en familias concretas con presencia de varios
miembros afectos y un patréon de segregacion mas o menos definido. Sin embargo, su
rendimiento baja en los casos individuales consecuencia del gran nimero de variantes

detectadas.
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10. ANEXO. ARTICULOS ORIGINALES

10.1 Trabajo 1.

Prevalence of Essential Tremor: A Door-to-Door Survey in Bidasoa, Spain.

A. Bergareche, E. De la Puente, A. Lépez de Munain, C. Sarasqueta, A. De Arce, J.J. Poza, J.F.
Marti-Masso.

Neuroepidemiology 2001; 20:125-128

Prevalencia del Temblor Esencial: estudio puerta a puerta en la Comarca del Bidasoa,
Espaia.

Objetivo: Evaluar la prevalencia de temblor esencial (TE) en dos poblaciones espafiolas (Irin y
Hondarribia, Comarca del Bidasoa) y comparar los resultados obtenidos con los de estudios
similares.

Métodos: El estudio incluyé 2.000 participantes de 65 afios o mayores con un disefio de puerta a
puerta, en dos fases. El TE se defini6 como un temblor postural o cinética de la cabeza o las
extremidades.

Resultados: La prevalencia del TE una vez ajustado por edad fue del 4,8% (intervalo de confianza
del 95%, 3.6-6.4). La prevalencia aumenté significativamente con la edad y no hubo diferencias
entre los sexos.

Conclusiones: La tasa de prevalencia del TE en las personas de 65 afios de edad o mayores de la
Comarca del Bidasoa, Espana, es similar a las descritas en otros estudios que utilizan un disefio
similar y sugieren que no hay variacién geografica. La prevalencia del TE aumenta con la edad y es
similar en hombres y mujeres
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Abstract

Objectives: To assess the prevalence of essential tremor
(ET) in two Spanish populations (Irun and Hondarribia,
Bidasoa region) and to compare the results with those of
similar surveys. Methods: The survey included 2,000
participants aged 65 years or older in a door-to-door,
two-phase design. ET was defined as postural or kinetic
tremor of the head or limbs. Results: ET prevalence after
age adjustment was 4.8% (95% confidence interval, 3.6—
6.4). Prevalence increased significantly with age and
there were no sex differences. Conclusions: The age-
adjusted prevalence rate of ET in people 65 years old and
older in Bidasoa, Spain, is close to those described in
other studies using a similar design and suggest no geo-
graphical variation. ET prevalence increases with age

and has a similar distribution in males and females.
Copyright © 2001 S. Karger AG, Basel

Introduction

Essential tremor (ET) is the most common movement
disorder in adults. Despite the use of the term ‘benign’
many patients are physically and socially handicapped by
ET, including some that are totally disabled. ET may go
unrecognized in the general population [1]. ET prevalence
varies depending on the definition used and the type of
study [2]; this is probably due to clinical and genetic heter-
ogeneity and a lack of universally accepted diagnostic cri-
teria. According to Louis et al. [3] ET ranges from 3.7 to
59.3/1,000 over the age of 65 years. Factors that contrib-
ute to the broad range of prevalence include differences in
study design influencing validity, and in the characteris-
tics of the populations studied, influencing comparability
of the studies [3]. We report here the results of a preva-
lence survey for ET in people older than 65 years in the
Bidasoa region, Basque Province, Spain.

Methods

The Bidasoa Study is a community survey of elderly subjects of
65 years or older, living in two municipalities of Bidasoa, Irun and
Hondarribia, in the north of Guipuzcoa (Basque Province). Accord-
ing to the 1996 census, there were 13,434 people older than 65 years
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Table 1. Diagnostic criteria for ET [modified from 5]

Criteria for ET (all 5 must be true)

1 Onexamination, a +2 postural tremor of at least 1 arm or +2 head
tremor

2 On examination, there must be
(a) a +2 kinetic tremor during at least 4 tasks or
(b) a +2 kinetic tremor on 1 task and +3 kinetic tremor on a sec-
ond task (tasks include pouring water, using a spoon to drink wa-
ter, drinking water, finger to nose and drawing a spiral)

3 If on examination, the tremor is present in the dominant hand,
then by report, it must interfere with at least 1 activity of daily
living (eating, drinking, writing or using the hands). If on exami-
nation, the tremor is not present in the dominant hand, then this
criterion is irrelevant

4 Medications, alcohol, parkinsonism, dystonia, other basal ganglia
disorders and hyperthyroidism are not potential etiologic factors

5 No psychogenic (bizarre features, out of character, volatile, sub-
ject is distractible) or other psychiatric features on examination

Tremor rating scale
0 = No visible tremor, +1 = low amplitude, barely perceptible trem-
or or intermittent tremor; +2 = tremor is of moderate amplitude
(1-2 cm) and usually present; it is clearly oscillatory; +3 = large
amplitude (>2 cm), violent, jerky tremor resulting in difficulty com-
pleting the task due to spilling or inability to hold a pen to paper.

and 2,000 of them were selected by aleatory stratified sampling by
sex and 2-year age groups. This number allowed us to estimate a
prevalence of diseases of 5% or smaller with a precision of 1% and a
confidence of 95%. There were approximately 10% ‘no answers’ in
the pilot study. Trained interviewers conducted the first phase and
then neurologists from the Aranzazu Hospital (San Sebastian, Spain)
and Bidasoa Hospital (Hondarribia, Spain) completed the second
phase.

The objective of the Bidasoa Study was to determine the preva-
lence of dementia, epilepsy, stroke, orofacial dyskinesias, tremor,
Parkinson’s disease and other forms of parkinsonism. Validation of
the Sicilian Neuro-Epidemiologic Study screening instruments
(SNES) used by Meneghini et al. [4] was done in a pilot study with
148 interviews. The sensitivity of the SNES was 100% for other
pathologies and 75% for tremor. The specificity was 34.7%.

Case Finding Procedures

The study used a two-phase design. In phase 1, participants were
screened door-to-door by trained interviewers using the Spanish ver-
sion of the SNES questionnaire [4]. The screening instrument for
tremor asked for the presence of shaking or involuntary movement in
the limbs, head, face or tongue, followed by a second question about
tremor at rest of the head or limbs, postural tremor or action tremor.
Performance assessment was examined by holding both arms ex-
tended for 20 s. Further questions inquired about the diagnoses of
tremor, Parkinson’s disease, use of B-blockers, antiepileptics, dopa-
minergic agonists and benzodiazepines. Those who screened positive
(one positive item) were entered into phase 2, which consisted of a
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complete standardized neurological examination performed by a
neurologist.

We defined ET as a postural or kinetic tremor of the head or
limbs without a recognizable cause. We used stringent diagnostic cri-
teria modified from Louis et al. [5] as follows (table 1). The tremor
had to be gradual in onset, present for at least 1 year, or accompanied
by family history of the same disorder if present for less than 1 year
(at least one first-degree relative affected) [6].

The present survey has several limitations. First, the sensitivity of
the screening instrument was 75%. Second, 35% of those who
screened positive were not examined in the second phase. Similar
methodological problems have occurred in other surveys [3, 7].

Data Analysis

The prevalence estimates are presented by 3-year age groups. To
obtain stable prevalence estimates all groups have more than 10 sub-
jects in the denominator. Prevalence was calculated using the meth-
od of Ogura et al. [8], but using a sensitivity of 100%. This method
assumes that people who screen positive and do not go to the clinic
have a similar prevalence to those who go. The confidence intervals
of 95% [CI] were calculated following the binomial method. ET prev-
alence is presented by sex and age groups (65-74, 75-84, =85). Lo-
gistic regression analysis was done to determine a possible associa-
tion between age and/or sex. The statistic analysis was done using the
statistical program SPSS for Windows v. 6 and Epi-Info, v. 6.

Results

The overall study population included 2,000 subjects
aged 65 years or older. From this initial sample (fig. 1),
210 (10.5%) were not eligible due to census mistakes (38
cases), absence (23 cases), having moved (90 cases) and
death (59 cases). Of the remaining 1,790 subjects 86.03%
responded. There were 222 refusals (12.4%), 26 were
absent (1.3%) and 2 were hospitalized. Table 2 shows the
distribution by age and sex and the prevalence values. ET
prevalence in subjects aged 65 years or older was 4.8%
(95% CI, 3.6-6.4). The probability of ET increased with
age and no variation as a result of the sex was noted.

Discussion

Estimates of the crude prevalence of ET range widely
from 0.08 to 220/1,000. Limiting the data to community-
based studies that provide diagnostic criteria for ET, the
prevalence ranges from 4.1 to 39.2/1,000, a 9.6-fold dif-
ference [2, 3]. Important factors to explain this value
include case definition, inclusion of both sporadic and
familiar forms, community-based design, and the method
of case evaluation, including interviews and examination
of the subjects [9].

Bergareche/De la Puente/Lopez de Munain/
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Study Population Characteristics

Differences in study population characteristics include
ethnicity and age [9]; higher prevalences were found in
relatively isolated communities [10] and in very old popu-
lations [11]. ET is commonly assumed to be partly genet-
ic, but familial estimates vary from 17 to 100% [12]. Our
population is homogeneous from the ethnic view point,
minimizing the impact of differences in genetic suscepti-
bility [3]. Population-based surveys that use either a total
population survey or random sampling are usually more
reliable in identifying individuals with tremor [2, 9].

Method of Case Evaluation

Studies failing to examine subjects result in under-
ascertainment of ET cases. Louis et al. [13] reported a
60% sensitivity of reported tremor in a screening question
and found 1.5% ET diagnoses in the group not reporting
tremor. In the Terrasini study [6] 2.8% of the screened
population was positive for tremor, and after neurological
evaluation 39.4% were found to be affected by tremor and
of these 14.5% had ET. Otherwise, 19.4% of subjects with
ET answered ‘no’ to questions regarding the presence of
tremor, and were diagnosed by physical exam. In Manhat-
tan [3] 55% of the total population indicated that they had
tremor, but 28% of ET-diagnosed patients did not report
it. Asymptomatic ET prevalence was as high as that of
symptomatic ET in a study of relatives of patients with
ET [14]. Our screening instrument (including a motor
task) showed a 75% sensitivity but the use of specific anti-
parkinsonian drugs and self-reported diagnosis of ET or
Parkinson’s disease increased this rate. The SNES sensi-
tivity for tremor may be low because neurologists did not
screen the study populations and the trained workers who
screened people failed to recognize mild ET.

Diagnostic Criteria

The discrepancy in prevalence estimates for ET is pre-
sumed to result partly from a lack of universally accepted
diagnostic criteria [2, 9]. Lower estimates have been re-
ported with restrictive criteria [9]. Discrimination of nor-
mal tremor is crucial for accurate diagnosis of ET in popu-
lation-based studies [5, 15]. Criteria that specify that only
a mild postural or kinetic tremor is sufficient for the diag-
nosis of ET will probably classify many normal subjects as
having ET [9].

Likewise, a positive family history for ET as a diagnos-
tic criterion excludes sporadic cases [16]. Tremor dura-
tion before the prevalence day was considered an impor-
tant diagnostic criterion in some surveys; the times used
ranged from 10 years [17], to 1 year [6], to 1 month [7].

Prevalence of Essential Tremor in Bidasoa,
Spain

Total sample

(n =2,000)
I
[ 1
Not eligible Remaining subjects
(n=210) (n =1,790)
[ I ]
No responders Responders
(n = 250) (n =1,540)

Screening positive Screening negative
(n =538) (n =1,002)

Examined Not examined
(n = 346) (n=192)
|

ET No ET
(n = 48) (n =298)

Fig. 1. Overall study population and its subgroups.

Table 2. Results

Age Sex n Screening A B Preva- CI

years positive lence

65-74 M 401 94 58 10 4.05 1.9-73
F 513 147 85 10 3.4 1.6-6.1

75-84 M 173 76 55 9 7.2 3.3-10.2
F 308 141 97 10 47 2.3-8.5

=85 M 39 26 15 1 44 0.1-22.8
F 106 54 36 8 113 5.0-21.0

Total =65 M 613 196 128 20 49 3.1-7.6
F 927 342 218 28 4.7 3.2-6.8

1,540 538 346 48 4.8 3.6-6.4

n = Number of cases; A = number of cases with positive screening
and clinical evaluation (second phase); B = number of cases with
ET.

The long period of development excludes patients who
are unaware of their tremor or who have symptoms for
only a limited time. The duration of ET was not impor-
tant for 58% of movement disorder specialists and the
rest stated that 1 year was appropriate [16].

Results

ET prevalence in people older than 70 years has been
estimated in many studies and is between 1.3 and 5.6% in
some surveys [3, 6, 7, 8] and 9.8% [19], 14% [11] or even
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22-23% in others [20, 21]. This variability results from
differences in study design. We have compared our results
with similar studies, such as those done in Manhattan,
USA 1995[3](4.02% for subjects older than 65 years) and
Bombay, India 1988 [18] (5% for subjects older than 70
years). In 1988, in the Copiah study, (USA) [17], the prev-
alence (1.3% for patients older than 70 years) was lower
than in our study but the diagnostic criteria were very
restrictive, including a 10-year duration and positive
family history. Salemi et al. [6] (Terrasini, Italy) also
found lower rates (1% for the 60- to 69-year age group and
2.9% for the 70- to 79-year age group). Their diagnostic
criteria were based on the clinical features of the tremor

but did not specify the range of severity required to accept
the diagnosis of ET. Most previous surveys[3, 6,7, 17, 18]
reported a significant increase in prevalence with age, but
the rise in ET prevalence in the age groups of 80 and older
tended to be modest [3]. We found no differences by sex
but a higher prevalence in men has been reported [3, 6,
71.
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The ACMSD gene, involved in tryptophan metabolism, is mutated in a family with cortical
myoclonus, epilepsy, and parkinsonism.

José Félix Marti-Massao, Alberto Bergareche, Vladimir Makarov, Javier Ruiz-Martinez, Ana Gorostidi,
Adolfo Lépez de Munain, Juan José Poza, Pasquale Striano, Joseph D. Buxbaum, Coro Paisan-
Ruiz.

J Mol Med (2013) 91:1399-1406

El gen ACMSD, que participa en el metabolismo del triptéfano, se encuentra mutado en una
familia con mioclonias corticales, epilepsia y parkinsonismo.

El temblor mioclonico cortical familiar con epilepsia es un trastorno autosémico dominante
fenotipicamente y genéticamente heterogéneo caracterizado por la presencia de mioclonias de
origen cortical, temblor y epilepsia que a menudo se acompafia de alteraciones neurolégicas
adicionales. A pesar de los numerosos estudios realizados y del niumero de locus identificados, no
hay ningln gen asociado a este sindrome. Es de esperar que a través de la aplicacion las nuevas
tecnologias gendémicas, como es la secuenciacion del exoma, un numero considerable de nuevos
genes salga a la luz en los préximos anos. En este estudio, describimos la identificacién de dos
mutaciones que segregan con la enfermedad en una extensa familia con temblor mioclonico
cortical, epilepsia y parkinsonismo. Dada la asociacién previamente descrita entre el déficit de
ACMSD con el desarrollo de crisis epilépticas, concluimos que la mutacion identificada en el gen
ACMSD, que codifica para una enzima critica de la via de la kinurenina del metabolismo del
triptofano, es probablemente la mutacién responsable del fenotipo descrito en nuestra familia. Este
hallazgo revela, no solamente la identificacion del primer gen asociado con el temblor cortical
familiar y epilepsia, sino que también describe a la via de la kinurenina como una potencial diana
terapéutica para el tratamiento de este sindrome devastador.
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Abstract

Familial cortical myoclonic tremor and epilepsy is a pheno-
typically and genetically heterogeneous autosomal dominant
disorder characterized by the presence of cortical myoclonic
tremor and epilepsy that is often accompanied by additional
neurological features. Despite the numerous familial studies
performed and the number of loci identified, there is no gene
associated with this syndrome. It is expected that through the
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application of novel genomic technologies, such as whole
exome sequencing and whole genome sequencing, a substantial
number of novel genes will come to light in the coming years.
In this study, we describe the identification of two disease-
segregating mutations in a large family featuring cortical myo-
clonic tremor with epilepsy and parkinsonism. Due to the
previous association of ACMSD deficiency with the develop-
ment of epileptic seizures, we concluded that the identified
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nonsense mutation in the ACMSD gene, which encodes for a
critical enzyme of the kynurenine pathway of the tryptophan
metabolism, is the disease-segregating mutation most likely to
be responsible for the phenotype described in our family. This
finding not only reveals the identification of the first gene
associated with familial cortical myoclonic tremor and epilepsy
but also discloses the kynurenine pathway as a potential thera-
peutic target for the treatment of this devastating syndrome.

Key message

* ACMSD is mutated in a family with cortical myoclonus,
epilepsy, and parkinsonism.

*  ACMSD mutation contributes to the development of
FCMTE

* QA accumulation is likely to play an important role in the
pathogenesis of FCMTE.

* The kynurenine pathway as a potential drug target for the
treatment of epilepsy.

Keywords FCMTE - Whole exome sequencing - ACMSD -
Kynurenine Pathway

Introduction

Familial cortical myoclonic tremor and epilepsy (FCMTE),
also known as BAFME, FAME, FEME, FCTE, and ADCME,
is an autosomal dominant disorder characterized by adult-
onset cortical myoclonus, rare epileptic seizures, benign
course, and beneficial response to antiepileptic drug therapy;
cerebellar ataxia, dementia, and marked photosensitivity may
also manifest [1, 2]. Myoclonus is usually the first symptom
and is characterized by tremulous finger movements and
myoclonus of the extremities [3]. Although diagnosis is made
based on clinical and electrophysiological criteria, FCMTE
might be misdiagnosed as essential tremor (ET) or progressive
myoclonus epilepsy (PME). To avoid confusion and possible
misdiagnosis of patients, van Rootselaar and colleagues pro-
posed “familial cortical myoclonic tremor with epilepsy” as
unifying term [1]. Four different autosomal dominant FCMTE
loci have already been reported. FCMTEL (8q23.3-q24.11)
was identified in a large Japanese family who mainly presented
with tremulous finger movement and/or myoclonus of the
extremities at an average age of 30.5 years. Previously, familial
febrile convulsions and idiopathic generalized epilepsy syn-
drome were also mapped to chromosome 8q [2]. FCMTE2
(2p11.1-q12.2) was first described in a large pedigree from
Tuscany where affected members presented with nonprogressive
cortical reflex myoclonus and generalized EEG abnormalities;
however, in this family, patients also had focal frontotemporal
EEG abnormalities, and some patients (2=3) additionally fea-
tured complex partial seizures. More Italian families were subse-
quently mapped to the same locus [4, 5], which was later refined

@ Springer

in two European descent families by positional cloning tech-
niques [6, 7]. FCMTE3 was first described in families from
South Africa [8] but later mapped to chromosome 5p15.31-
pl5.1 in a large French family [3]. FCMTE4 (3q26.32-3q28)
has recently been reported in a large family from Thailand, which
consisted of 13 affected members and featured clinical symptoms
similar to those previously reported [9].

Despite all genetic analyses performed in FCMTE families,
no causal gene has been identified. In this context, whole
exome sequencing (WES) is dramatically accelerating the
field of biomedical research, particularly in Mendelian dis-
eases, and is becoming a fruitful strategy for gene identifica-
tion. Through the use of WES, novel genes have recently been
identified in several neurological diseases, including ET [10],
and in families previously deemed statistically underpowered
for positional cloning [11]. In this study, we aimed to identify
the genetic causes underlying FCMTE in a large Spanish
family through the application of WES. As a result, a stop
codon mutation (p.Trp26Stop) in the ACMSD gene, which is
part of the kynurenine pathway, was identified as the
disease-segregating mutation. A-amino-[3-carboxymuconate-¢-
semialdehyde decarboxylase (ACMSD) deficiency has already
been implicated in the genesis of epileptic seizures [12] and has
been proved to result in quinolinate accumulation that is
thought to be involved in various central nervous system phe-
nomena, including synaptic plasticity and neurodegeneration
[13].

We concluded that, while further studies are warranted to
establish the molecular mechanisms by which 4ACMSD muta-
tion may contribute to the development of cortical myoclonic
tremor, epilepsy, and parkinsonism, both brain-specific
kynurenic acid deficiency and quinolinate accumulation are
likely to play an important role in the pathogenesis of cortical
myoclonic tremor and epilepsy.

Materials and methods
Subjects

A detailed family pedigree was constructed by collecting
clinical histories on all putatively affected as well as unaffect-
ed individuals and spouses. The inheritance pattern was auto-
somal dominant. There were seven affected individuals over
three different generations, and full clinical evaluation was
conducted in four affected individuals (Fig. la, Table 1).
Written informed consent, fully approved by the local ethics
committee at the Hospital Universitario Donostia, was obtained
from all participants. All members' DNA samples were isolated
from whole blood using standard procedures.

Ninety-four DNA samples belonging to ethnicity-matched
neurologically normal individuals (49 females and 45 males)
and without family history of any movement disorders were
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Fig. 1 a Pedigree structure of the Spanish family featuring a complex
form of FCMTE. Both disease-segregating mutations are shown. b Se-
quence chromatograms showing the ACMSD wild-type mutation se-
quence at the bottom and the heterozygous ACMSD mutant sequence at
the top (blue arrow). ¢ ACMSD p.W26X mutation conservation across
different species is represented. HS Homo sapiens, BT Bos taurus, CL

also available. The age at sample collection of the control
individuals ranged from 60 to 93 years with an average of
69.1 years.

Tremor

Parkinsonism

Possible affected case

e

11-12 11-13

ACMSD: wt/wt ~ ACMSD: wt/wt
MYBBP1A: wt/wt MYBBP1A: wt/wt

II-11

C p.W26X (c.77G>A) conservation

HS  PDLKKRFGYGGWVQLQHHSKGEAK

-7 BT  PDLKKRFGYGGWVQLQHHGKGEAK
ACMSD: wt/W26X CL  PDLKKRFGYGGWVQLQHHSKGEAK
MYBBP1A: wt/A920T MM  PDLEKRFGYGGWVQLQQQGKGEAK
PT  PDLKKRFGYGGWVQLQHHSKGEAK

RN  PDLEKRFGYGGWVQLQQQGKGEAK

Canis lupus, MM Mus musculus, PT Pan troglodytes, RN Rattus
norvegicus. d Brain MRI of patient 1I-3. Leff coronal inversion recovery
(IR): hypointense linear signals (arrows) in the corticospinal pathways.
Right transversal T2-weighted image showing a high-intensity signals in
the brainstem (arrow). Mild vermian cerebellar atrophy is shown

Eleven familial and 58 sporadic cases featuring ET and 54
sporadic cases featuring late-onset Parkinson's disease (LOPD)
were additionally available.

Table 1 Clinical and neurophysiological findings in patients with benign adult familial cortical myoclonic epilepsy

Patient Gender Age at Age at onset of  Age at onset of EEG Photic Giant SEP Medication Seizures frequency
ID follow-up tremor GTC (Past year)
1-5 M 73 20 17 Multifocal —— N/A PB, VPA, none None

PSW
11-3 F 52 17 20 Focal PSW  + 15 uV (Both  VPA, LVT, L- 5 (Yearly)

sides) Dopa

MI-1 M 28 N/A 17 Normal - - VPA None
111-7 M 23 23 22 Normal Mild - OXCBZ, CZP 3 partials

EEG electroencephalogram, GTC generalized tonic—clonic convulsions, SEP somatosensory evoked potentials, PSW polyspikes and waves, PB
phenobarbital, VP4 valproic acid, LV'T levetiracetam, OXCBZ oxcarbazepine, CZP clonazepam, N/4 not available, — absence, + present.

@ Springer



1402

J Mol Med (2013) 91:1399-1406

All cases examined were from the same geographical re-
gion in the North of Spain.

Neuropsychological and electrophysiological studies

The Montreal cognitive assessment (MoCA), which assesses
different cognitive domains (http://www.mocatest.org/), was
used for the determination of cognitive dysfunction.

Electroencephalographies (EEGs) were obtained after the
application of electrodes and conducting jelly, using the inter-
national 10-20 system of electrode placement. Standard tech-
niques for nerve conduction studies were used. Peroneal and
tibial motor responses and sural sensory responses were
recorded. For somatosensory evoked potentials (SEPs), the
median nerve at the wrist was stimulated, and upper limb
SEPs were recorded at the contralateral scalp (C3' and C4';
2 cm posterior to C3 and C4 on the international 10-20
system). Stimulation rate was 3 Hz, with duration of 0.2 ms.
Digital averaging was performed using 200 samples; the
filters were set at a high cut of 500 Hz and a low cut of
10 Hz. The latencies of the N20 and P25 peaks and the
interpeak amplitudes of N20-P25 were analyzed. Averaging
was typically performed three times to ensure reproducibility.

Surface electromyographies (EMGs) were recorded from
wrist extensor and flexor muscles using surface electrodes
placed over the muscle bellies 3 cm apart. The filters were
set with a bandpass of 10Hz-1kHz. A triaxial accelerometer
was placed over the first dorsal interosseous muscle of the
hand.

C-reflexes were recorded from the abductor pollicis brevis
muscle after delivering a supramaximal stimulus over median
nerve in the wrist.

WES

WES was performed in three affected cases (I-5, 1I-3, and III-
1; Fig. 1a). The SureSelect Human All exon 50 Mb exon-
capture kit was used for library enrichment (Agilent Technol-
ogies Inc., Santa Clara, CA, USA). The captured exome
libraries were then sequenced on a HiSeq2000 according to
the manufacturer's instructions for paired end 100-bp reads
(Illumina Inc., San Diego, CA, USA) and on a single-flow cell
lane each to capture the maximum possible genetic variation.
After sequencing, data were put through a computational
pipeline for WES data processing and analysis following the
general workflow adopted by the 1000 genomes project and
analyzed as previously described [14].

Later, any potential mutation observed as common varia-
tion in the dbSNP137 or 1000 genomes project phase 1 was
removed for further analyses. Genetic variants mapping to
intragenic, intronic, and noncoding exonic regions, with the
exception of those variants mapping close to splice sites, were
also removed, since they are unlikely to be causative. Genetic
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variants present in other public databases, such as the Exome
Variant Server of the National Heart, Lung, and Blood Institute
exome sequencing project (http://evs.gs.washington.edu/EVS/)
[15] and exomes generated in-house were also removed.

To assist in causative gene identification, the pathogenicity
of each disease-segregating mutation was predicted by two
computational methods previously evaluated as most efficient
[16] (Fig. 1a, Table 2). The HomoloGene database from NCBI
website was also used to examine the conservation of both
disease-segregating mutations in different species (http:/
www.ncbi.nlm.nih.gov/homologene).

Gene screening analyses

Genomic primers for PCR amplifications were designed using a
primer design public website (http://ihg.gsf.de/ihg/ExonPrimer.
html). Primers were used to amplify ACMSD and MYBBPI1A all
coding exons and splice sites (Electronic supplementary
material). PCR amplifications and sequencing reactions were
performed and analyzed as previously described [14].

Results

Here, we report a family featuring a heterogeneous form of
FCMTE. Clinical characteristics in affected members includ-
ed seizures and postural hand tremor. Gait and postural dis-
turbances that were levodopa responsiveness were also seen in
one patient. Table 1 includes the main phenotypic character-
istics of the four affected individuals fully examined by us (I-
5, 1I-3, 1II-1, and III-7). More detailed clinical information
about these four patients, three additional patients not exam-
ined by us (I-9, II-5, and II-8), and three neurologically
unaffected family members, of which two (II-12 and II-13)
have recently been examined by us, are described below. The
clinical information of patients not examined by us was col-
lected from medical records and communications with pa-
tients' relatives.

Patients' clinical details

Patient 1 (I-5) At the age of 17, he started suffering from
myoclonic and generalized seizures that were rare and precip-
itated by sleep deprivation or alcohol intake. At 20 years of
age, he also showed tremor of both hands. Seizures had good
response to medications, but his tremor worsened consider-
ably after treatment with valproate. At the age of 63, epileptic
seizures disappeared, and the medication was discontinued. At
the age of 73, he was cognitively normal and had no intoler-
ance of light. He had postural tremor of both hands without
any cerebellar, rigid-akinetic, or dystonic signs. EMG re-
corded in the arms showed 4-5 Hz frequency with co-
contraction of agonists and antagonist muscles. Brain MRI
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Table 2 Disease-segregating mutations identified through WES and subsequent analyses in a Spanish family featuring FCMTE

Gene Chr Nucleotide Protein  Spanish control Pathogenecity prediction Expression Associated disease
variation variation population (n=188) (MutPred/SNPs&Go)
ACMSD  2q213 ¢77G>A  p.W26X Absent Truncated protein Kidney, liver,  Epilepsy, Alzheimer,

MYBBPIA 17p13.3 ¢.2758G>A p.A920T Absent

and brain and Huntington
0.592/Neutral Highly Tumor suppressor
expressed

Highlighted in bold is the disease-segregating mutation responsible for the FCMTE phenotype seen in our patients. Computational methods for
pathogenicity prediction: MutPred (http://mutpred.mutdb.org/) and SNPs&GO (http://snps-and-go.biocomp.unibo.it/snps-and-go/).

showed mild temporoparietal atrophy (data not shown). He
died in 2011 due to a right temporal lobe hematoma.

Patient 2 (I-9) He suffered from epilepsy since childhood, but
no history of tremor was collected. He also had diabetes and a
chronic lung disease and died at the age of 63 from lung
squamous carcinoma.

Patient 3 (II-3) This is a 53-yearl-old woman who suffered
from postural tremor of both hands since the age of 17 and
generalized convulsive seizures since the age of 20. Treatment
with sodium valproate (2,000 mg/day) kept her in good sei-
zure control but worsened her tremor. At the age of 49, she
complained of a gait disorder. On examination, she showed
hypomimia, mild gait and postural disturbance, orthostatic
tremor, mild akinesia, and rigidity of neck and arms. A diag-
nosis of parkinsonism was made, and treatment with carbidopa—
levodopa (300 mg/day) was given. The sodium valproate was
later replaced by levetiracetam (2,000 mg/day), and she devel-
oped new seizures without improvement of parkinsonism. On
her last neurological examination, she had high intolerance of
light and wore sunglasses to avoid photosensitive myoclonic
seizures. She had rhythmic involuntary movements in her upper
and lower extremities, particularly induced by posture and action.
The tremor of her hand became more severe with a postural
component, and her leg tremor worsened during orthostatism,
increasing her postural instability. Her gait was slow with short
steps and hesitations during turns. Reflexes were brisk and
plantar responses were flexor. Ocular movements and finger—
nose—finger and heel-to-shin coordination tests were normal. She
showed mild deficits in attention, memory, and executive func-
tion (MoCA score 19/30). Her EEG showed generalized spike
and wave complexes more predominant in the left fron-
totemporal area. SEPs were giant with amplitude of 15 pV in
both sides. Bilateral C-reflexes were obtained in abductor pollicis
brevis. Surface EMG showed a myoclonic tremor with irregular
bursts of agonist and antagonist muscle co-contraction at a
frequency of 4-6 Hz, which confirmed that the tremor was
actually myoclonus, and showed periodic irregular muscle bursts
with short burst duration of about 50 ms. Brain MRI showed
mild cerebellar atrophy and high-intensity signals in T2 and

Flair-weighted images in ventral area of the brainstem and a
bilateral linear hypointense images in inversion recovery se-
quences, suggesting a corticospinal tract Wallerian degeneration
(Fig. 1d).

Patient 4 (I1I-5) This is a 55-year-old woman who presented
with seizures in her teens and is now without treatment.

Patient 5 (II-8) This is a 54-year-old man who suffers from
seizures and is now on treatment.

Patient 6 (1lI-1) This 28-year-old man had myoclonic and
generalized seizures, properly controlled with sodium
valproate (1,000 mg/day), since the age of 17. He had mild
hand tremor but showed no signs of photosensitivity or gait
disturbances. He was cognitively normal (MoCA 30/30). His
neuropsychological evaluation showed normal EEG without
photoparoxysmal response. SEP had normal amplitude
(6 uV). C-waves were not obtained, and surface EMG re-
vealed an irregular tremor at 810 Hz with co-contraction of
agonist and antagonist muscles of the forearm. His brain MRI
was also normal.

Patient 7 (I1I-7) This is a 23-year-old man. Starting from age
22, he had several partial secondarily generalized convulsive
seizures that are properly controlled with oxcarbazepine
(1,200 mg/day) and clonazepam (1 mg/day). He has mild
hand tremor that sometimes exacerbates without disabling
him and feels some photosensitivity. He had a MoCA score
of 30/30 and normal brain MRI. His EEG and SEP (2 uV)
were normal. C-waves were not obtained, and surface EMG
revealed an irregular tremor at 8—10 Hz with co-contraction of
agonist and antagonist muscles of the forearm.

Brief medical records for three additional family members
were also available. For individual II-11, no history of tremor
or epilepsy was recorded. Individual II-12 was reported to
have gait disturbances and personality problems with intellec-
tual disability but not tremor or epilepsy. Currently, she is not
taking any medication and her last neurological examination
revealed mild ataxia with areflexia in the legs and progressive
distal sensory loss. She had a MoCA score of 25 and normal
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EEG. Individual II-13 had one or two episodes of loss of
consciousness at the age of 10, but at 45 years old, she is
neurologically normal with a MoCA score of 30/30 and
normal EEG.

WES

More than 85 % of the target exome was captured at 20-fold
coverage or higher: 85.68 % for patient 1-5, 85.36 % for
patient II-3, and 89.15 % for patient III-1. After an adequate
filtering of common genetic variation, 181 non-synonymous
and 7 nonsense single nucleotide variants (SN'Vs) were iden-
tified for patient I-5, 209 non-synonymous and 7 nonsense
SNVs for patient II-3, and 241 non-synonymous and 6 non-
sense SNVs for patient III-1. Of these, only two, highly
conserved among other species and absent in large number
of control individuals (7>10,000), including 188 ethnicity
matched control chromosomes, were identified as disease-
segregating mutations (Fig. 1a). These variants were both a
G to A transition resulting in p.Trp26Stop and p.Ala920Thr,
respectively. Only the p. Trp26Stop mutation, which lies in the
ACMSD gene (MIM #608889) that encodes for the «-
amino-3-carboxymuconate-¢-semialdehyde decarboxylase,
was predicted to be pathogenic (Table 2). ACMSD is an
enzyme that is part of the kynurenine pathway of tryptophan
degradation in mammals and reacts with o-amino-[3-
carboxymuconate-¢-semialdehyde (ACMS) to produce «-
aminomuconate-¢-semialdehyde. In the absence of ACMSD,
ACMS is unstable and rapidly converts to quinolinate
(quinolinic acid; QA), which is a potent excitotoxin thought
to be involved in the pathogenesis of neurodegenerative dis-
eases such as epilepsy, Alzheimer's disease, and Huntington's
disease [17-20]. The p.Ala920Thr mutation is located in the
MYBBPIA gene (MIM #604885); MYBBPIA encodes for
MYB binding protein (P160) 1A, which acts as tumor sup-
pressor and is essential for early embryonic development,
controls cell cycle, and mitosis [21].

Based on the evidence that the kynurenine pathway has
already been involved in the genesis of epileptic seizures [22],
and alterations in the levels of the kynurenine pathway me-
tabolites have been implicated in several neurological condi-
tions, including Huntington's disease, Alzheimer's disease,
and Parkinson's disease [23], we concluded that the ACMSD
mutation identified here is likely to be pathogenic and respon-
sible for the cortical myoclonic tremor and epilepsy seen in
our patients.

Later, due to the proximity of ACMSD to FCMTE2, the
entire coding region and splice sites of ACMSD were examined
in two families previously linked to this locus. Because tremor
of both hands is a common feature of all our patients, these
were also examined in 11 familial and 58 sporadic cases
featuring ET. Sequencing data of 3' and 5' ACMSD untranslated
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regions were also available and investigated in the 11 familial
cases. And since genetic variants close to the ACMSD locus
were previously associated with an increased risk for sporadic
Parkinson's disease (PD) [24], the p.Trp26Stop mutation was
also examined in 54 sporadic LOPD patients by direct Sanger
sequencing. No additional mutation carrier was identified.

Discussion

We here report a large family featuring a heterogeneous form
of FCMTE. All patients suffered from cortical myoclonic
tremor, which could be misdiagnosed of ET in the first stages
of the disease, and epilepsy. In one individual, the epilepsy
disappeared in the adulthood. As the family described by
Magnin and colleagues [25], one of our patient (II-3) also
had gait disturbances, cognitive impairment, and photosensi-
tivity that appeared during the disease progression and under
treatment with valproate. The anomaly seen in the brain MRI
of this patient (Fig. 1d) that may explain her variable pheno-
type has never been described in previously reported FCMTE
families [26]. This patient was first diagnosed of L-dopa-
responsive parkinsonism; however, the semiology of the gait
disturbance, the type of tremor, and the remaining motor
symptoms differ from the phenotype described in PD. For
instance, her instability associated with the orthostatic tremor
of the lower extremities has never seen in PD. Another rela-
tively young patient (III-7) also felt some light sensitivity that
might enhance with the disease progression. Although the
mother (II-11) of this patient was not available for examina-
tion, given the AD pattern of inheritance of this family, she is
an obligate carrier. Two of her sisters were also examined;
however, none them developed epilepsy or tremor (Fig. 1a).
In order to identify the genetic causes underlying this disease
in our family, WES was performed in three affected individuals
of three different generations. This led us to identify two
disease-segregating mutations in ACMSD and MYBBPIA
genes, respectively (Table 2). Both mutations (Trp26Stop and
p-Ala920Thr) were absent in large number of control chromo-
somes, including ethnicity matched controls, but only the mu-
tation in ACMSD, p.Trp26Stop, which causes a premature stop
codon and is conserved among other orthologs, was predicted
to be pathogenic (Fig. 1b, ¢). The fact that only one family was
identified with mutations in this gene is not surprising, as
almost each FCMTE family maps to a different locus. The
absence of pathogenic mutations in two families previously
linked to FCMTE2 also suggests that ACMSD is not responsi-
ble for the FCMTE2 phenotype, and the FCMTE2 gene re-
mains to be discovered. While it is also possible that the
ACMSD disease-segregating mutation that causes a truncated
protein may be a very rare benign variant, the already known
involvement of kynurenines in the genesis of epileptic seizures
in mice, frogs, and rats further supports its pathogenicity [20].
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Even though we were unable to identify any ET or LOPD
patient with mutations in ACMSD, the presence of tremor in
all our patients and the observation of parkinsonism in one of
them support the possibility that the nigrostriatal dopaminergic
system may also be vulnerable to ACMSD mutation, as sug-
gested by previously published GWAS studies [24]. However,
this should be interpreted with caution, since only one of our
patients presents with parkinsonism; the PD-associated SNPs
lie outside the ACMSD locus, and this association, which
showed moderate evidence of heterogeneity across populations
[24], has not been replicated by all PD-associated GWAS studies
[27].

The association of ACMSD mutation with cortical my-
oclonus, epilepsy, and parkinsonism is very interesting.
Human ACMSD, predicted to be a cytosolic enzyme, is
expressed at very low but significant levels in the brain
[28]. ACMSD is part of the kynurenine pathway, which is
the main route of tryptophan metabolism. Many kynurenines,
including quinolinate, which levels increase at ACMSD defi-
ciency, cannot cross the blood—brain barrier, or do very poorly,
and as such must be formed locally within the brain [12],
suggesting that the regulation of quinolinate is brain specific.
While we were unable to examine the brain-specific ACMSD
in our patients, the ACMSD expression levels have already
been shown to be highly correlated to the enzyme activity
levels [28], suggesting that the ACMSD mutation identified
in our patients probably results in a significant decrease of its
enzymatic activity. It has additionally been shown that the
inhibition of ACMSD blocks the conversion of tryptophan to
picolinic acid, which results in cellular QA accumulation
(Fig. 2) [29], and that intracerebroventricular injection of QA
causes seizure activity in mice [18]. Taken together, we hy-
pothesize that the ACMSD p.Trp26Stop mutation may result in
a significant increase of the cellular QA levels in the brain,
probably due to impairments in its enzymatic activity, leading
to the initiation and propagation of seizures. These QA-induced
seizures have been shown to be associated with increased levels
of extracellular KYNA, suggesting that high KYNA levels
arise as a response to the seizure activity and are therefore
neuroprotectives [20, 30].

In addition, the involvement of abnormal serotonin
transmission in the generation of seizures and myoclonus
has been discussed for a long time. In particular, previ-
ous research has demonstrated a reduction of tryptophan
and other serotonin metabolites in animals and patients
with PME as well as cerebrospinal fluid of patients with
cortical myoclonus; recent data also support the implica-
tion of altered tryptophan metabolism in the pathogenesis
of Unverricht-Lundborg disease [31, 32]; and both 5-
hydroxy-L-tryptophan and alpha-lactalbumin have al-
ready been used for the treatment of myoclonus [33, 34].

In conclusion, despite that further studies are warranted
to elucidate the molecular mechanisms by which ACMSD
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Fig. 2 Diagram of the kynurenine pathway of tryptophan degradation in
mammals [12, 35]. In red is highlighted what is believed to occur in the
presence of ACMSD deficiency. KYNA levels are elevated in response to
seizure activity. /DO indoleamine 2,3-dioxigenase, 7DO tryptophan 2,3-
dioxygenase, KYNA kynurenic acid, K4Ts kynurenine aminotransferases,
3-HK 3-hydroxykynurenine, 3-HANA 3-hydroxyyanthranilic acid, 3-
HAO 3-hydroxyyanthranilic acid 3,4-dioxygenase, ACMSD x-amino-(3-
carboxymuconate-¢-semialdehyde decarboxylase, ACMS o-amino-3-
carboxymuconate-¢-semialdehyde, AMS o-aminomuconate-¢-semialdehyde,
0A quinolinic acid (quinolinate)

mutation may cause cortical myoclonus, epilepsy, and parkin-
sonism, we conclude that the disease-segregating 4ACMSD
p.Trp26Stop mutation is likely to be responsible for the
FCMTE phenotype seen in our patients. This finding supports
the evidence that cellular changes in the metabolites of the
kynurenine pathway are implicated in neurodegeneration [12,
23] and suggests that both brain-specific KYNA deficiency
and QA accumulation may also be important factors in the
pathogenesis of cortical myoclonic tremor and epilepsy. Ulti-
mately, the kynurenine pathway is likely to be a potential drug
target for treating these and other devastating neurodegenera-
tive disorders [35].
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10.3 Trabajo 3.

SORT1 Mutation Resulting in Sortilin Deficiency and p75NTR Upregulation in a Family with
Essential Tremor

Elena Sanchez, Alberto Bergareche, Catharine E. Krebs, Ana Gorostidi, Vladimir Makarov, Javier
Ruiz-Martinez, Alejo Chorny, Adolfo Lopez de Munain, José Félix Marti-Masso, Coro Paisan-Ruiz.

ASN Neuro. 2015 Aug 21; 7(4)

La mutacion SORT1 p. G171A descrita en una familia con temblor esencial produce
deficiencia de sortilina y altos niveles de p75NTR

El temblor esencial (TE) es el trastorno del movimiento mas frecuente afectando a millones de
personas en los Estados Unidos. A pesar de que la existencia de una historia familiar positiva es
uno de los mas importantes factores de riesgo para el TE, las causas genéticas del TE siguen
siendo desconocidas. En este estudio, se ha realizado una secuenciacion de todo el exoma y las
subsecuentes aproximaciones en una familia con una forma autosémica dominante de TE de inicio
temprano. También se han realizado analisis funcionales incluyendo estudios de mutagénesis,
cultivo celular, expresion genética y analisis inmunoenzimaticos y de apoptosis. Se ha identificado
una mutacion (p.Gly171Ala) que segrega con la enfermedad en el gen SORT1, que esta ausente
en la poblacién normal. La mutacién p.Gly171A ha demostrado que no sélo altera la expresion de
la proteina que codifica (sortilina) sino también los niveles de RNAm de su receptor, neurotrofina
p75, que se sabe que estan implicados en la lesiéon traumatica cerebral, apoptosis neuronal, y la
neurotransmision.
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SORTI Mutation Resulting in Sortilin
Deficiency and p75" "R Upregulation in
a Family With Essential Tremor
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Abstract

Essential tremor (ET) is the most prevalent movement disorder affecting millions of people in the United States. Although a
positive family history is one of the most important risk factors for ET, the genetic causes of ET remain unknown. In this
study, whole exome sequencing and subsequent approaches were performed in a family with an autosomal dominant form of
early-onset ET. Functional analyses including mutagenesis, cell culture, gene expression, enzyme-linked immunosorbent, and
apoptosis assays were also performed. A disease-segregating mutation (p.Glyl71Ala), absent in normal population, was
identified in the SORT/ gene. The p.Gly|71Ala mutation was shown not only to impair the expression of its encoding protein
sortilin but also the mRNA levels of its binding partner p75 neurotrophin receptor that is known to be implicated in brain

injury, neuronal apoptosis, and neurotransmission.

Keywords

SORT| mutation, tremor, sortilin downregulation, p75™™*

Introduction

Essential tremor (ET) is one of the most common
neurological disorders among adults whose incidence
increases with age. Albeit its core motor symptom is
an 8- to 12-Hz kinetic tremor of the arms, some
patients with ET also develop other motor and non-
motor manifestations, including parkinsonism, myoclo-
nus, dystonia, cerebellar  dysfunction, sensory
abnormalities, sleep disorders, and cognitive and psy-
chiatric features (Louis, 2010). Despite many magnetic
resonance imaging (MRI) studies have supported the
hypothesis that the abnormalities of the cerebellotha-
lamo-cortical motor pathway and the fronto-parietal
circuit are involved in the functional pathological
changes of ET (Bagepally et al., 2012), there is still
a controversy as to whether there is an underlying
neurodegenerative process of the cerebellum in ET
(Buijink et al.,, 2013; Symanski et al., 2014).
Consequently, there is growing evidence that ET may
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not be a single disease but rather a family of diseases
(Benito-Leon, 2014).

Although familial aggregation has been long reported
in ET, with 50% to 70% of patients having a familial
form of ET, and a positive family history being one of
the most important risk factor for ET (Louis et al., 2001),
the genetic basis of ET remain eclusive. This is partly due
to misdiagnosis is a common feature in ET, with 37% to
50% of ET patients reported to be misdiagnosed (Schrag
et al., 2000). Genetic variants within LINGOI (MIM
#609791), DRD3 (MIM #126451), and HSI-BP3 (MIM
#609359) genes have been reported to have susceptibility
for developing ET; however, these associations have not
been  consistently  replicated  (Zimprich, 2011;
Kuhlenbaumer et al., 2014). Through genome-wide asso-
ciation and whole exome sequencing (WES) analyses,
SLCIA2 (MIM #600300) and FUS (MIM #137070)
genes have been reported to respectively carry suscepti-
bility or causative alleles for ET (Merner et al., 2012;
Thier et al., 2012). While the disease-associated mutation
identified in the FUS gene was only present in 54% of
individuals classified as ““possible” ET, it fully segregated
with disease in individuals with definite and probable ET
(Merner et al, 2012). More recently, a disease-
segregating mutation (p.G399S) in the HTRA2 gene has
been reported in a large kindred featuring both ET and
Parkinson’s disease (Unal Gulsuner et al., 2014). Taken
together, these clinical barriers associated with ET make
traditional gene discovery approaches not succeed in the
identification of the causal gene defect. Therefore, in an
attempt to identify a causative gene for ET, we performed
WES and subsequent functional analyses in a family fea-
turing an autosomal dominant form of early-onset ET.

Materials and Methods
Subjects

A Spanish ET family consisting of an affected father, an
unaffected paternal aunt, a healthy mother as well as one
affected and two unaffected siblings was clinically exam-
ined and subject to WES approaches (Figure 1(a)).
Subjects were recruited from a descriptive study of famil-
iar and sporadic ET cases and controls carried out in the
Movement Disorders Unit at the Donostia University
Hospital (San Sebastian, Spain). Genomic DNA samples
from all family members in addition to samples from
another 28 familial and 62 sporadic ET cases (n=90)
were available for study. A cohort composed of 188 con-
trol chromosomes of Spanish individuals without family
history of any movement disorders was also available.
The age at sample collection of the control cohort
ranged from 60 to 93 years with an average of 69.1
years. The local ethics committee at the Donostia
University Hospital approved this study and informed

consent was obtained from all participants. DNA sam-
ples from all participating members were isolated from
whole blood using standard procedures. All methods
were carried out in accordance with the approved
guidelines.

Clinical Examination

All participants in this study underwent a series of struc-
tured questionnaires and a comprehensive neurological
and neuropsychological assessment undertaken at the
Movement Disorders Unit by three experienced move-
ment disorder specialist (JFM-M, JRM, and AB). The
following standardized protocol was used: (a) demo-
graphic variables; (b) personal and family history and gen-
eral medical health (Cumulative Illness Rating Scale score
[range: 0-42], total number of prescription medications);
(c) neurological assessment: a subjective motor complains
questionnaire, the Activities-specific Balance Confidence
scale, a motor examination including UPDRS part I1I and
a general examination in order to detect dystonia, myo-
clonus, ataxia, and polyneuropathy as well as a specific
tremor exploration that includes one test for postural
tremor and five for kinetic tremor; (d) the use of medica-
tion (yes vs. no); (e) additional variables of interest (e.g.,
age of symptom onset); (f) the SCOPA-AUT assessment
of autonomic dysfunction (Visser et al., 2004); and (g) the
Pittsburgh sleep quality index (Buysse et al., 1989). The
Montreal Cognitive Assessment (MoCA) that assesses
different cognitive domains (http://www.mocatest.org/)
was used to determine possible cognitive dysfunction
and DSM-IV criteria were used for diagnosis of depres-
sion and anxiety disorders (American Psychiatric
Association, 1994). In addition to the standard clinical
exploration described above, evaluation of ET was carried
out by recording the drawing of an ““Archimedes spiral”
(Elble et al., 1990) and using the Fahn-Tolosa—Marin
tremor rating scale (TRS; Fahn et al; 2003). Surface elec-
tromyography (EMG) was recorded from wrist extensor
and flexor muscles using surface electrodes placed over the
muscle bellies 3 cm apart. The filters were set with a band-
pass of 10Hz to 1kHz. A triaxial accelerometer was
placed over the first dorsal interossei muscle of the
hand. In an effort to minimize diagnostic pitfalls, clinical
criteria were comprehensively reviewed by the Consensus
Statement of the Movement Disorder Society on Tremor
(Deuschl et al., 1998) and the Washington Heights—
Inwood Genetic Study of Essential Tremor criteria
(Louis et al., 1997; Benito-Leon and Louis, 2006). Each
patient received a diagnosis of ET from a movement dis-
orders neurologist after the first evaluation which subse-
quently was confirmed by consensus with the rest of the
team based on the review of the clinical data and electro-
physiological records from the second evaluation using
the formerly described diagnostic criteria. Criteria for
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Figure 1.

Pedigree structure of a Spanish family with ET identified with a pathogenic SORT | mutation. (a): Definitive affected cases are

represented with black filled square (male) and circle (female) and a dot inside a square represents an individual male at risk. Wt/Mut
indicates heterozygous carrier for the mutant allele while Wt/Wt indicates noncarrier. (bl): Sanger chromatograms of the human reference
sequence (bottom) and heterozygous mutant sequence (top) with a red arrow highlighting the pathogenic mutation. (b2): The conservation
of the p.GI71A mutation among other orthologous is shown. HS: H. Sapiens; MM: M. Mulatta; CL: C. Lupus; BT: B. Taurus; Mm: M.
musculus; RN: R. Norvegicus; DR: D. Rerio; XT: X. Tropicalis. I(c): Diagram of sortilin structure. All protein domains are shown. TM:

Transmembrane domain.

definitive ET included abnormal bilateral postural or kin-
etic tremor of the hands in the absence of other neuro-
logical symptoms.

WES Approaches

Four DNA samples from two affected (Cases 1 and 3)
and two unaffected cases (Cases 2 and 4) were subject to
WES analyses (Figure 1(a)). The SureSelect Human All
exon 50 Mb exon-capture kit was used for library enrich-
ment (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA) and
captured libraries were sequenced on the HiSeq2000
according to the manufacturer’s instructions for paired-
end 100-bp reads (Illumina Inc, San Diego, CA), using a
single flow cell lane per sample. Sequencing data were put
through a computational pipeline for WES data process-
ing and analysis following the general workflow adopted

by the 1000 genomes project (DePristo et al., 2011) and as
described elsewhere (Marti-Masso et al., 2013). Each
exome’s statistics were conducted in PICARD (http://
picard.sourceforge.net/).

Filtering of Common Genetic Variation

Any potential mutation observed as common variation
(frequency > 5%) in the latest dbSNP137 build, 1000
Genomes Project Phase 1, other public databases, such
as the Exome Variant Server of the National Heart,
Lung, and Blood Institute Exome Sequencing Project
(http://evs.gs.washington.edu/EVS/;  Exome  Variant
Server, 2015), or exomes generated in house (Marti-
Masso et al., 2013) was removed from further analyses.
Only genetic variants mapping to coding and splice site
regions were considered causative.
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Prediction of Mutation Pathogenicity

The pathogenicity of each novel disease-segregating
mutation was predicted by four computational methods:
MutPred (http://mutpred.mutdb.org/), SNPs&Go
(http://snps-and-go.biocomp.unibo.it/snps-and-go/),
Mutation taster (http://www.mutationtaster.org/), and
SIFT (http://sift.jcvi.org/). The NCBI HomoloGene
database was used to examine the conservation of novel
SNVs identified in different species (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/homologene). The professional Human Gene
Mutation Database (https://portal.biobase-international.
com/hgmd/pro/start.php) and the NCBI ClinVar database
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) were used to deter-
mine if novel single nucleotide variations (SNVs) were
already known to be associated with disease-related
phenotypes.

Gene Screening Analyses

Genomic primers for Polymerase Chain Reaction (PCR)
amplifications of the entire coding region and intron—
exon boundaries of SORTI, LAPTM5 exon 5, and
GRIN2D exon 13 were designed using a primer design
public website (http://ihg.gsf.de/ihg/ExonPrimer.html;
primer sequences available upon request). All purified
PCR products were sequenced in both forward and
reverse directions by Sanger sequencing using Applied
Biosystems BigDye terminator v3.1 sequencing chemistry
as per the manufacturer’s instructions and analyzed as
described elsewhere (Marti-Masso et al., 2013).

Mutagenesis and Cell-Culture Assays

Human embryonic kidney cells HEK293 were cultured in
Dulbecco’s modified eagle medium supplemented with
10% fetal bovine serum and 1% penicillin/streptomycin.
The SORTI p.Glyl71Ala (p.G171A) mutation was intro-
duced into the human pCMV6-XL5-SORT! wild-type
plasmid (Origene, Rockville, MD) by site-directed muta-
genesis (QuikChangell, Agilent Technologies, Santa
Clara, CA). All generated constructs were verified in
both directions by Sanger sequencing and using the
human sequence GRCh37.p13 as a reference.

HEK?293 cells were grown in 96-well and 12-well tissue
culture plates. After reaching confluency (~80%), cells
were transiently transfected using FuGene 6
Transfection Reagent (Promega, Madison, WI) with
0.1ug of either pCMV6-XL5-SORTI wild-type or
mutant human plasmids. After 24 hr, culture media was
replaced and cells were treated independently with 10 ng/
ml or 30 ng/ml of two different pro-neurotrophics factors:
pro-nerve growth factor (proNGF) and pro-brain-
derived neurotrophic factor (proBDNF), or with a com-
bination of both of them (Novoprotein, Summit, NJ).

Cells were then incubated at 37°C for 72 hr except for
apoptosis assays in which a 16h incubation was used.
Conditioned media was collected and cells were harvested.

Gene Expression Analyses

RNA extraction from HEK293 cells was performed using
the RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) as
per manufacturer’s instructions. Extracted RNA was tran-
scribed into cDNA with SuperScript II reverse transcript-
ase (Life Technologies, Grand Island, NY). Gene
expression was carried out by qPCR using an Eco Real-
Time PCR System (Illumina, San Diego, CA),
SYBRGreen PCR master mix (Applied Biosystems,
Foster City, CA), and the following oligonucleotide
sequences: SORTI-F 5-GGGGACACATGGAGCA
TGG-3' and SORTI-R 5-GGAATAGACAATGCCTC
GATCAT-3 for SORT1 expression, B2MF1-F 5-GGC
CGAGATGTCTCGCTCCG-3" and B2MR1 5-TTGGA
GTACGCTGGATAGCCTCC-3 for B2M, and p75-F 5'-
CCTACGGCTACTACCAGGATG-3" and p75-R 5-
CACACGGTGTTCTGCTTGT-3 for p75N™R. Samples
were run in triplicates, analyzed using the standard curve
method, and normalized to B2M housekeeping gene using
the 272" method (Livak and Schmittgen, 2001).

Immunoblot Analyses

Lysates from cells were prepared in radioactive immuno-
precipitation assay buffer and treated with protease inhibi-
tor cocktail. Equal amounts of proteins were added to
Laemmli’s buffer (Bio-Rad, Hercules, CA), heated for
Smin at 95°C, and loaded into a 15-wells 4% to 12%
Bis-Tris gel (Invitrogen, Carlsbad, CA). Proteins were
then transferred to PVDF membranes (Bio-Rad,
Hercules, CA), blocked with 5% nonfat dry milk in
Phosphate Buffered Saline with Tween-20 (PBST), and
incubated with primary antibody anti-SORT1 (1 pg/ml;
(Abcam, Cambridge, MA; ab16640) and secondary anti-
body anti-Rabbit conjugated to horseradish peroxidase
(1:5,000; Abcam; ab6721). Anti-GAPDH antibody
(1:5000, Trevigen, Gaithersburg, MD) was used as loading
control. Protein expression was detected by using
Lumminata Forte (Millipore, Billerica, MA), gel images
were obtained using a G:BOX Chemi image analyzer
(Syngene, Frederick, MD), and densitometric analyses
were performed through the Image] software
(imagej.nih.gov).

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Human progranulin (hPGRN) in conditioned medium
from wild-type and mutant HEK-293 cells was detected
using the DuoSet ELISA Development System kit (R&D
Systems, Minneapolis, MN) following the
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manufacturer’s protocol. The hPGRN from five human
samples (Cases 2—6; Figure 1(a)) was measured using the
hPGRN ELISA kit from Adipogen (San Diego, CA).
Absorbance values were measured using a M5 multi-
modal plate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA)
at wavelengths of 450 nm and 560 nm.

Apoptosis Assay by Flow Cytometry Analysis

Quantitative analysis of apoptotic cell death was done
using the Alexa Fluor® 488 Annexin V/Dead Cell
Apoptosis Kit according to the manufacturer’s protocol
(Invitrogen, Carlsbad, CA). HEK293 cells were treated
with 30 ng/ml of proneurotrophins (proNTs) for 16 hr;
cells were then harvested, stained with Alexa Fluor®
488-Annexin V and PI in annexin-binding buffer, and
analyzed by flow cytometry using a BD LSR II flow cyt-
ometer and the BD FACSDiva software (BD Bioscience,
San Jose, CA). Cells stained with only Annexin V were
considered as being in early apoptosis, while cells stained
with both Annexin V and PI were considered to be in late
apoptosis or necrotic stage. HEK293 cells treated with
2mM of hydrogen peroxide were used as positive control
for apoptosis. Data analysis was performed using the
FlowJo software version 9.3.2 (TreeStar, Ashland, OR).

Statistical Analyses

Statistical analyses were performed using the GraphPad
Prism software version 6.00 (GraphPad, La Jolla, CA).
Data on graphs are presented as mean £ SEM. Statistical
differences between wild-type and mutant were calculated
by using the Mann-Whitney nonparametric U test. For
SORTI mRNA expression using different proNT con-
centrations, statistical significance was determined using
a linear regression model. Values of p <.0001 were con-
sidered highly significant (***%*),

Results
Phenotypic Examination of a Spanish Family With ET

The reported ET family, who consisted of two ‘““defini-
tive” affected individuals as well as four unaffected mem-
bers (Figure 1(a)), featured postural tremor of both hands
with slow progression since childhood. Psychiatric fea-
tures, such as depression and anxiety, were found in
one unaffected member. Detailed clinical descriptions of
all family members examined are described below.

Case [. This is an affected male who was first seen in 2006
with postural and action tremor of both hands and without
voice, head, or rest tremors. He reported to have tremor with
slow progression since childhood. No other signs of motor
impairment suggestive of parkinsonism, myoclonus,

dystonia, ataxia, and polyneuropathy were identified, and
he did not show any sign of autonomic involvement, sleep
disorder (insomnia, drowsiness, REM sleep behavior disor-
der (RBD)), anxiety, or depression. He did not take any
medication for tremor, but his tremor improved with alcohol
intake. He reported hypercholesterolemia and had a myocar-
dial infarction in 2000 and an atherothrombotic left pontine
infarction in 2001. In 2008, he died of head injury with a left
subdural hematoma and intracranial fronto-temporal hemor-
rhage at 73 years of age. He scored 36 in the TRS scale and
had a MoCA value of 27/30 (normal value > 25). His draw-
ing of right hand spiral is shown in Figure 2(a).

Case 2. This is the wife of case 1 who did not show any sign
of tremor or other neurological symptoms.

Case 3. This is a 48-year-old woman who suffers from tremor
of both hands since childhood. During examination, she
showed symmetric postural tremor involving hands without
resting or action tremors and without affecting head, voice,
and trunk. Her gait was normal and no clinical signs of par-
kinsonism, myoclonus, dystonia, ataxia, and polyneuropathy
were found. She did not present any sign of autonomic
involvement, sleep disorder (insomnia, drowsiness, RBD),
anxiety, or depression. She scored 11 in the TRS scale and
showed normal cognitive status with a MoCA value of 30/30
and a normal brain MRI. EMG recorded a postural tremor of
9.5 Hz of frequency and 46 mV of amplitude. Her total chol-
esterol was 244 mg/dl and low-density lipoprotein (LDL)
cholesterol levels were slightly elevated (176 mg/dl). Her
drawing of right hand spiral is shown in Figure 2(b).

Case 4. This is a 46-year-old woman who reported having
mild tremor of both hands during her childhood when she
was a regular tobacco smoker, but it greatly improved after
smoking withdrawal. On a recent examination, she showed no
tremor and a normal cognitive status (MoCA =30/30). Her
brain MRI, total cholesterol, and LDL levels were normal.

Case 5. This is a 43-year-old man who apparently has not
reported tremor or an EMG-recorded tremor. His brain MRI
was normal and showed a MoCA value of 30/30. He has
high levels of total cholesterol and LDL and is under treat-
ment with atorvastatine 20 mg/day.

Case 6. This is 67-year-old woman who has had anxiety and
depression symptoms for 15 years and is being treated with
20 mg/day of paroxetine. On examination, she showed no
tremor and her cognitive assessments (MoCA =30/30) and
LDL levels were normal.

None of the unaffected cases (Cases 4, 5, 6) showed
any sign of motor involvement suggestive of parkinson-
ism, myoclonus, dystonia, ataxia, and polyneuropathy,
nor nonmotor symptoms such as autonomic involvement,
sleep disorders, anxiety, or depression.
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Figure 2. Archimedes spirals. Right hand spirals of affected Case | (a) and Case 3 (b) are shown. Archimedes spirals were drawn on a

digitizing tablet.

WES and Subsequent Analyses

WES approaches performed in four family members cap-
tured between 91.33% (Case 1) and 88.30% (Case 2) of
the target exome at 20-fold coverage or higher.
Approximately 1,000 novel, coding SNVs, including
only missense and nonsense genetic variants, were iden-
tified in each family member sequenced: 1062 SNVs were
identified for Case 3, 1,024 for Case 1, 1,006 for Case 2,
and 884 for Case 4. After adequate filtering and by keep-
ing SNVs only shared by both affected individuals, we
were left with six SNVs as potential disease-associated
mutations. Two of these were not validated through
Sanger sequencing and the other four were also present
in the youngest family member (Case 5), who is appar-
ently unaffected at his 43 years of age. Because the

existence of a variable age at onset is common in families
with tremor, every unaffected individual younger than 50
years should still be considered at risk (Merner et al.,
2012). All four novel SNVs were then tested in 188 eth-
nicity-matched normal chromosomes, but only one was
found present in the control population. A DNA sample
from an additional unaffected member (Case 6) was then
acquired and tested for these three novel SNVs; she was
found to be a noncarrier for any of them. By using four
different computational programs, only two SNVs were
predicted to be deleterious by all programs. Although
one of this (p.Glyl71Ala) was reported with very low
frequency (5.769E-05) in the Exome Aggregation
Consortium (ExAC) that contains exome data for a var-
iety of rare diseases including rare neuromuscular dis-
eases (ExAC, 2015), none of them were reported in the
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European population. These two SNVs were also highly
conserved across different species while the other one
reported in European population (ExAC data) and situ-
ated in the GRIN2D gene, which encodes a class of iono-
tropic glutamate receptor and has been associated with
schizophrenia susceptibility in the Japanese population
(Makino et al., 2005), was not. The two pathogenic-pre-
dicted, highly conserved SNVs were located within
LAPTMS5 and SORTI genes (Table 1; Figure 1(b) and
(¢)). The LAPTMYS5 gene encodes for a lysosomal-asso-
ciated multispanning membrane protein that is known to
be associated with spontaneous regression of neuroblast-
omas, pigmented villonodular synovitis, and lung cancer
(Finis et al., 2006; Cortese et al., 2008; Inoue et al.,
2009). The SORT! gene encodes for sortilin, a member
of a family of cellular vacuolar protein sorting 10
domain receptors that is expressed in neurons of the cen-
tral nervous system, including cortical, hippocampal,
and cerebellar neurons, and peripheral nervous system.
SORT1I is known to regulate both neuronal viability and
function through its regulation of both protein transport
and signal transduction (Willnow et al., 2008) and is
known to bind proNTs to control neuronal survival
and cessation (Nykjaer and Willnow, 2012). Sortilin,
which has multifunctional roles in intracellular traffick-
ing of polipeptide from the golgy apparatus to secretory
and endocytic pathways (Nielsen et al., 2001; Chen et al.,
2005), has already been implicated in Alzheimer’s disease
(AD) and fronto-temporal lobar degeneration. In AD,
sortilin has been shown to represent a major endocytic
pathway for the clearance of apoE/AB complexes (Carlo
et al.,, 2013) and to control APP processing to AP
(Gustafsen et al., 2013), while in fronto-temporal lobar
degeneration it has been shown to regulate extracellular
levels of progranulin (PGRN; Hu et al., 2010). Sortilin
has also been postulated as a risk factor for hyperchol-
esterolemia and myocardial infarction (Musunuru et al.,
2010). Interestingly, all of our SORTI mutation carriers
were shown later to carry elevated levels of LDL chol-
esterol, suggesting a possible role of cholesterol homeo-
stasis in the pathogenesis of tremor.

The entire coding region of SORTI was then examined
in 61 Spanish ET cases (13 familial and 48 sporadic), but
no pathogenic mutation was identified. Likewise, the
exon 4 containing the SORT! mutation (p.Glyl71Ala)
was tested in additional 90 ET cases (28 familial ET
and 62 sporadic), but no additional mutation carrier
was identified.

Functional Assays

The SORTI p.GI71A mutation downregulates its mRNA and
protein expression levels. To further test the pathogenecity
of the SORT! p.G171A mutation, HEK293 cells were trans-
fected with either wild-type or mutant (p.G171A) plasmids

and quantitative PCR (qPCR) on cDNA extracted from wild-
type and mutant cells was carried out. Sortilin mRNA levels
cells were found nearly three-fold lower in p.G171A muta-
tion carriers than in noncarriers (p < .0001; Figure 3(a)), and
a similar decrease of two-fold between wild-type and mutant
cells was observed at the protein level (p < .05; Figure 3(b)).
Because sortilin binds to the prodomains of both proNGF
and proBDNF to regulate sorting of mature NGF and BDNF
to appropriate endocytic and secretory pathways (Chen et al.,
2005), transfected cells were also treated with proNGF,
proBDNF, and with a combination of proNGF/proBNDF.
Sortilin downregulation was consistent in both treated and
untreated cells, suggesting that the treatment with proNTs
has no effect on its mutant-related differential expression

(Figure 3(a)—(c)).

The p75N™ mRNA expression is increased in SORTI p.GI71A
mutant cells. Given the role of sortilin in proNGF- and
proBDNF-induced neuronal apoptosis via its interaction
with p75"™® (Nykjaer et al., 2004; Teng et al., 2005) and
the effects of the SORT! p.G171A mutation on mRNA and
protein expression levels, we sought to determine whether
this mutation may also alter the p75""® mRNA levels and
the levels of apoptosis. The expression of p75""® in untrans-
fected cells was first tested by direct gPCR: HEK293 cells
expressed p75""% and then examined in both wild-type and
mutant SORT! transfected cells: p75""® mRNA levels were
significantly increased in mutant cells when compared with
their wild-type counterparts (Figure 4(a); p < .05, p <.01).
This increase was more significant in cells treated with
proBDNF and proNGF/proBDNF (p <.01). Although a
slightly increase in apoptotic levels was found in p.G171A
mutant cells treated with proNGF and proNGF/proBDNF
together, these differences were not statistically significant
(Figure 4(b)).

PGRN levels are not altered in SORTI mutant cells or human
mutation carriers. An exciting area of research is the role of
sortilin function in the metabolism of PGRN beacuse sor-
tilin has been shown to regulate extracellular levels of
PGRN in vivo (Hu et al., 2010) and in vitro (Lee et al.,
2013). Thus, to determine whether the SORTI p.Gl171A
mutation, which downregulates SORT/ mRNA and protein
levels and upregulates p75""® mRNA levels, may also be
associated with increased PGRN levels in culture and
human serum samples, PGRN levels were measured by
ELISA. No differences in PGRN levels between wild-
type and mutant cells (Figure 5(a)) and SORTI p.G171A
mutation carriers versus noncarriers (p =.65; Figure 5(b))
were found.

Discussion

Despite significant efforts made to identify the genetic
basis of ET, the results are limited with linkage,
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Figure 3. SORT/ and sortilin expression in untreated and treated cells with proNTs factors. Gray columns represent untrasfected
HEK293 cells, blue columns HEK293 cells transfected with SORT/ wild-type plasmid, and orange columns HEK293 cells transfected with
SORTI G171A mutant plasmid. Real time PCR analyses for SORTI mRNA expression of HEK293 cells untreated and treated with proNTs
are shown in (a) (10 ng/ml) and (c) (x-axis represents different concentrations of proNGF, proBDNF, and proNGF/proBDNF (5, 10, 30, or
60 ng/ml). The housekeeping gene 32 microglobulin (B2M) was used as control gene. Values represent the mean 4= SEM of two different
experiments with nine replicates each. (b) Western blot analysis of sortilin and GAPDH proteins in cell lysates obtained from untransfected
and transfected HEK293 cells with wild-type and mutant sortilin cultured for 4 days after transfection in the absence and presence of 10 ng/
ml of proNGF, proBDNF, and a combination of proNGF/proBDNF. The full-length of sortilin (90 KDa) and GAPDH protein (37 KDa) that
was used as a loading control are shown. Results are representative of three separate experiments. Values represent the mean =+ SEM.

kD <.0001, while **p <.05.

genome wide association, and candidate gene studies fail-
ing to detect reliable risk and causative alleles for ET.
Here, we examined a family presenting with a mild
form of ET characterized by slow progression and bene-
ficial response to alcohol consumption. A disease-segre-
gating mutation resulting in p.Glyl71Ala was identified
in the SORTI gene through WES analyses. Because the
expression of sortilin is altered in aging of the nervous
system and under pathological conditions (Jansen et al.,
2007), we first investigated whether the SORTI p.G171A
mutation may also alter sortilin expression levels. A
highly significant reduction of mRNA and sortilin
expression levels was observed in mutant cells when com-
pared with their wild-type counterparts (Figure 3(a) and
(b)), suggesting that the SORTI p.G171A mutation iden-
tified in our ET patients is implicated in sortilin dysregu-
lation. Since the expression of p75™'®, which binds to
sortilin to mediate neuronal cell death (Nykjaer et al.,
2004) and modulates cholinergic transmission (Yang
et al., 2002), was also found significantly elevated in

mutant cells when compared with wild-type (Figure
4(a)), one may commend that under pathological condi-
tions dysregulation of sortilin may upregulate p75NTR
expression levels. Considering that p75™'™® is not only
upregulated in pathological conditions (Nykjaer et al.,
2005) but also in impaired GABAergic transmission
(Riffault et al., 2014), the sortilin deficiency caused by
the p.G171A mutation might also be responsible for
defects in neurotransmission, resulting in both the devel-
opment of tremor and high p75™™ expression.

Given the role of sortilin as a principal neuronal bind-
ing site for PGRN and that a dramatic consequence of
such binding is the rapid endocytosis of PGRN by sortilin
(Hu et al., 2010), extracellular PGRN levels were also
examined. Although PGRN levels were not disrupted in
mutant cells versus wild-type (Figure 5(a)) or in mutation
carriers versus noncarriers (Figure 5(b)), it has previously
been reported that SORTI mutants known to disrupt
endocytosis do not have altered PGRN levels (Nielsen
et al., 2001; Hu et al., 2010), thus leaving the possibility
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Figure 4. P75N™ mRNA expression and apoptotic cell death
levels in wild-type and mutant SORT |/ cells. Gray columns represent
untrasfected HEK293 cells, blue columns HEK293 cells transfected
with SORT| wild-type plasmid, and orange columns HEK293 cells
transfected with SORT/ mutant plasmid. (a) Relative quantification
of p75N™® mRNA expression in untransfected and transfected
HEK293 cells with either wild-type or mutant SORT/ alleles. The y-
axis shows the relative expression of the target gene (P75"™%)
relative to the internal control gene (B2M) and the x-axis shows
treated and untreated cells with different proNTs (10 ng/ml). (b)
Percentage of apoptosis in untransfected and transfected wild-type
and mutant SORT/ cells. The y-axis shows the percentage of cells in
early apoptosis and the x-axis represents different proNT treat-
ments. *p < .01, **p < .05.

that our SORTI mutation could still affect sortilin-
mediated endocytosis, sorting, and trafficking, regardless
of its effect on PGRN levels.

Lastly, noncoding SORT! variation has recently been
associated with high cholesterol levels and heart diseases
(Musunuru et al., 2010). There are mounting evidence
that aberrations in cholesterol homeostasis can lead to
severe neurological diseases and impairments in synaptic
plasticity (Lane-Donovan et al., 2014); along these lines,
high levels of serum total cholesterol have been associated
with an increased risk for Parkinson’s disease in Finnish
population (Hu et al., 2008). The importance of choles-
terol homeostasis for brain function was first highlighted
by Niemann-Pick type C disease, in which pathogenic
mutations result in impaired cholesterol trafficking and
progressive neurodegeneration (Carstea et al., 1997;

Figure 5. Progranulin expression in HEK293 cells and human
serum samples. (a) PGRN levels in cells. Gray columns represent
untransfected HEK293 cells, blue columns HEK293 cells trans-
fected with SORT/ wild-type plasmid, and orange columns HEK293
cells transfected with SORT| mutant plasmid. Values on the graph
represent the mean & SEM of three independent experiments. (b)
PGRN levels in human serum. The blue column represents PGRN
levels for SORT| p.GI71A noncarriers while the orange column is
shown PGRN levels for p.G17|A carriers. Values on the graph
represent the mean = SEM of duplicate samples from each individ-
ual. Statistical analysis was done with GraphPad software. Non-
parametric Mann-Whitney test were performed. ns =non
significant.

Naureckiene et al., 2000). The association of a specific
apolipoprotein E allele (¢4) with the risk for both spor-
adic and familial AD also raised the possibility that dys-
function in the lipid transport system may cause defects
in the brain lipid homeostasis of AD patients (Poirier
et al., 2014). Nowadays, it is known that lipoprotein
receptors, which participate in synapse development,
cargo trafficking, and signal transduction, are key players
in AD pathogenesis and neurodegeneration; indeed, the
association between impaired lipid metabolism and brain
diseases including but not limited to AD, PD and
Huntington’s disease is well reported and documented
(Lane-Donovan et al., 2014).

In conclusion, we here identified a disease-segregating
SORTI mutation in a small family with early-onset ET
(Figure 1(a)). The pathogenicity of the SORTI p.G171A
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mutation is supported by its absence in neurologically
normal population, its prediction as pathogenic by differ-
ent computational programs, its high conservation across
other orthologs (Figure 1(b)), its location in a relevant
functional domain (Figure 1(c)), and its effects on both
sortilin downregulation (Figure 3(a)~(c)) and p75"TR
upregulation (Figure 4(a)). While further research is still
required, given the role of sortilin downregulation and
p75N™ upregulation in central nervous system impair-
ment and neurodegeneration (Harrington et al., 2004;
Jansen et al., 2007; Willnow et al., 2008) and taking into
account that changes in the expression level of p75™"R are
correlated with functional changes in the GABAergic
inhibitory neurotransmission (Blaesse et al., 2009), we
hypothesize that the sortilin deficiency caused by the
SORTI p.G171A mutation may lead to defects in neuro-
transmission, giving rise to the development of tremor.
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SCN4A pore mutation pathogenetically contributes to autosomal dominant essential tremor
and may increase susceptibility to epilepsy

Alberto Bergareche, Marcin Bednarz, Elena Sanchez, Catharine E. Krebs, Javier Ruiz-Martinez,
Patricia De la Riva, Vladimir Makarov, Ana Gorostidi, Karin Jurkat-Rott, José Félix Marti-Masso,
Coro Paisan-Ruiz

Hum Mol Genet. 2015 Dec 15;24(24):7111-20

La mutacion de SCN4A contribuye patogenéticamente a una forma de temblor esencial
autosomico dominante y puede aumentar la susceptibilidad a la epilepsia

El temblor esencial (TE) es el trastorno del movimiento mas frecuente afectando a millones de
personas en los Estados Unidos. A pesar de que la existencia de una historia familiar positiva es
uno de los mas importantes factores de riesgo para el TE, las causas genéticas del TE siguen
siendo desconocidas. En un intento de identificar causas genéticas del TE, hemos realizado un
analisis de secuenciacion del exoma completo en una gran familia espafiola con TE, en la que dos
de los pacientes también sufrian de epilepsia. De cara a evaluar la patogenicidad, se llevaron a
cabo analisis de mutagénesis dirigida al sitio, analisis de expresion en cerebro de raton y humano y
técnicas de fijacion de membranas. Se identificé una mutacion (p.Gly1537Ser) que segregaba con
la enfermedad en el gen SCN4A. Los analisis funcionales posteriores demostraron que una cinética
mas rapida cuando los potenciales son cercanos al umbral altera la selectividad del paso de iones
facilitando asi la conductancia de los iones potasio y amonio, lo que puede contribuir,
respectivamente, al temblor y a un aumento de la susceptibilidad a la epilepsia. En este trabajo,
asociamos por primera vez, la variabilidad genética de SCN4A con el desarrollo de temblor
esencial, lo que afade al TE a la creciente lista de canalopatias neuroldgicas.
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Abstract

Essential tremor (ET) is the most prevalent movement disorder, affecting millions of people in the USA. Although a positive
family history is one of the most important risk factors for ET, the genetic causes of ET remain unknown. In an attempt to
identify genetic causes for ET, we performed whole-exome sequencing analyses in a large Spanish family with ET, in which two
patients also developed epilepsy. To further assess pathogenicity, site-directed mutagenesis, mouse and human brain
expression analyses, and patch clamp techniques were performed. A disease-segregating mutation (p.Gly1537Ser) in the SCN4A
gene was identified. Posterior functional analyses demonstrated that more rapid kinetics at near-threshold potentials altered
ion selectivity and facilitated the conductance of both potassium and ammonium ions, which could contribute to tremor and
increase susceptibility to epilepsy, respectively. In this report, for the first time, we associated the genetic variability of SCN4A
with the development of essential tremor, which adds ET to the growing list of neurological channelopathies.
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Introduction

Essential tremor (ET) is one of the most common neurological
disorders and the most frequent adult-onset movement disorder,
with an increased age-dependent prevalence of up to 5% in
people 65 years old and over (1). Although its core motor symp-
tom is a bilateral postural and kinetic tremor of the hands and
arms, some patients also develop other motor and non-motor
manifestations, including parkinsonism, myoclonus, dystonia,
cerebellar dysfunction, sensory abnormalities, sleep disorders
and cognitive and psychiatric features (2). The neuropathology
of ET is not well understood and whether there is an underlying
neurodegenerative process of the cerebellum in ET remains
controversial (3). There is growing evidence that ET may not be
a single disease but rather a family of diseases (4).

Although many concerns arise from methodological issues,
there is a consensus that a positive family history is common
in patients with ET (5). The genetic basis of ET remains elusive,
however, partly due to the lack of stringent diagnostic criteria,
the lack of biomarkers, a high phenocopy rate and high locus het-
erogeneity in presumably monogenic ET (5). In addition, misdiag-
nosis is a common feature in ET, with 37-50% of ET patients
reportedly misdiagnosed (6). Although these associations have
not been consistently replicated, genetic variants within the
LINGO1 (MIM #609791), DRD3 (MIM #126451), and HS1-BP3 (MIM
#609359) genes have been reported to render susceptibility to
ET (5,7). More recently, polymorphisms at the SLCIA2 (MIM
#600300) locus have also been shown to lend susceptibility to
ET (8), and the FUS (MIM #137070), HTRA2 (MIM #606441) and
SORT1 (MIM #602458) genes have been reported as causative ET
genes using whole-exome sequencing (WES) analyses (9-11).
Whereas the disease-associated mutation in the FUS gene was
only present in 54% of individuals classified as having ‘possible’
ET, it fully segregated with disease in individuals with definite
and probable ET (9).

In this study, we clinically examined a Spanish family with ET
to identify the causative gene mutation. We utilized WES, which
has been successfully demonstrated to identify the underlying
genetic defect in clinically and genetically heterogeneous dis-
eases in which traditional genetic approaches have failed (12,13).

Results

Clinical examination

Here, we report on a large family featuring ET in which two
affected individuals also manifested epilepsy. The inheritance
pattern was autosomal dominant. There were seven affected in-
dividuals over four different generations, and full clinical evalu-
ation was conducted in five patients (Patients 1-5) and three
unaffected family members (Fig. 1A). Two individuals were
reported as having ET but were not examined by us, and DNA
testing was not possible (Fig. 1A).

Case 1

Patient 1, who is now 73 years old, began suffering from general-
ized seizures precipitated by sleep deprivation at the age of
10 years. At the age of 30, he developed tremor of both hands.
On physical examination, he showed postural tremor of both
hands, head tremor, mild resting tremor and a mild ataxic gait
without any other cerebellar, rigid-akinetic or dystonic signs.
His tremor incapacitates him from writing and drinking. Electro-
encephalography (EEG) showed no pathological changes at rest
without a photoparoxysmal response. Somatosensory evoked

potential (SEP) exhibited normal amplitude, and C-waves were
not obtained. EMG recorded in the arms showed a tremor 8 Hz
in frequency and 48-385 pV in amplitude with the co-contraction
of agonist and antagonist muscles (Fig. 2D and E). He scored 27 on
the MoCA test and 36 on the Fahn-Tolosa-Marin tremor rating
scale (TRS).

Case 2

Patient 2, who is 71 years old, began suffering from rare, general-
ized seizures precipitated by alcohol intake at the age of 20 years.
He was treated with antiepileptic drugs until ~20 years ago, and
since then, no attack has been experienced. He had an isolated
myoclonus, and since 2005, he has suffered from tremor of both
hands that improves with alcohol intake. He recently developed
head tremor. On examination, he had postural tremor of both
hands and head tremor, but no other cerebellar, rigid-akinetic
or dystonic symptoms. Although his hand tremor incapacitates
him from writing and drinking, he takes no medication. EMG re-
corded in the arms showed a tremor 3.5-4.5 Hz in frequency and
66-503 pV in amplitude with the co-contraction of agonist and
antagonist muscles. He scored 25 on the MoCA test and 40 on
the TRS.

Case 3

Patient 3, who is 69 years old, has suffered from a symmetrical
tremor of both hands since the age of 62. He initially had both
postural and action tremor and later developed voice tremor.
EMG recorded in the arms showed a tremor 6.6 Hz in frequency
and 298 pV in amplitude with the co-contraction of agonist and
antagonist muscles. He scored 26 on the MoCA test and 29 on
the TRS.

Case 4

Unaffected member 1 is now 68 years old and has a history of
chronic anxiety without evidence of epileptic seizures or
tremors. She showed no tremor.

Case 5

Patient 4, who is now 66 years old, suffers from a slightly asym-
metric tremor of both hands that is more intense in the right
hand, which has rendered her unable to write since the age of
54. On physical examination, she showed a mild head tremor
but no other cerebellar, rigid-akinetic or dystonic signs. EEG
showed no pathological changes at rest without a photoparoxys-
mal response. EMG recorded in the arms showed a tremor 6.6 Hz
in frequency and 15.8 pV in amplitude with the co-contraction of
agonist and antagonist muscles. She scored 25 on the MoCA test
and 16 on the TRS.

Case 6

Unaffected member 2 has a history of diabetes, ischaemic heart
disease, depression, anxiety and alcohol abuse. He has no evi-
dence of epileptic seizures or tremors and showed no tremor.
He scored 15 on the MoCA test and is now 61 years old.

Case 7

Unaffected member 3 showed no tremor on examination and has
no history of epileptic seizures or tremors. She scored 25 on the
MoCA test and is now 59 years old.

Case 8
Patient 5 has suffered from head tremor since she started smok-
ing tobacco at the age of 23. On recent examination, she showed a
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Figure 1. Autosomal dominant ET due to a SCN4A change-of-function mutation. (A) Pedigree structure. Heterozygous mutation carriers are represented as G1537S/Wt and
non-carriers as Wt/Wt (A). (B) Sanger chromatogram sequences. Wild-type sequences are shown at the bottom and mutant sequences at the top. (C) Alignment of the

SCN4A p.G1537S mutation. Left: alignment with different species; right: alignment with the whole sodium channel protein family each encoded by a different gene.
HS: H. sapiens; PT: P. troglodytes; Mm: M. musculus; CL: C. lupus; BT: B. taurus; MM: M. mulatta; RN: R. norvegicus; GG: G. gallus; XT: X. tropicalis; DR: D. rerio.

A B C

Figure 2. Archimedes spiral tests and EMG recordings of ET patients described in this study. (A-C) Archimedes spirals. Archimedes spirals were drawn on a digitizing tablet.
L represents the non-dominant left hand, and R represents the dominant right hand. Left- and right-hand spirals of patients 1(A), 2 (B) and 4 (C) are shown. (D and E)
Surface EMG (SEMG) recordings. SEMG recordings of Patient 1 at the postural position at rest and with the arms outstretched are illustrated. The upper register of each
figure corresponds to the biceps and the lower to the triceps. SEMGs show a tremor with the synchronous pattern at rest (D) and an alternating pattern with the arms
outstretched (E).
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mild head tremor without tremor of the voice or limbs and no
evidence of epileptic seizures. She is now 48 years old.

Case 9

Patient 6, who is 48 years old, began suffering from myoclonic
jerks at the age of 15. In 2003, he also suffered from a generalized
seizure after sleep deprivation, and an EEG recorded at the time
showed generalized spike-wave discharges. His seizures showed
a beneficial response to treatment with valproate, but he experi-
enced a mild distal hand tremor with increasing amplitude at the
end of the movement of the finger-nose test during treatment.
EMG recorded in the arms showed an alternating tremor 10 Hz
in frequency, probably secondary to treatment with valproate,
as he showed typical characteristics of valproate-induced tremor,
such as high frequency, low amplitude, short burst duration and
a synchronous burst pattern (14). He was accordingly diagnosed
with juvenile myoclonic epilepsy (JME).

Identification of SCN4A as the disease-causing gene

WES approaches were performed on four family members (Cases
2, 4, 8, 9), including two cases affected with ET (Cases 2 and 8), a
case diagnosed with JME (Case 9) and an unaffected case (Case 4;
Fig. 1A). Between 92.09% (Case 8) and 89.12% (Case 2) of the target
exome at 20-fold coverage or higher was captured for all sequenced
samples. Including only novel missense and nonsense coding var-
iations, 972 single nucleotide variations (SNVs) for Case 9, 969
SNVs for Case 2, 942 SNVs for Case 4 and 849 SNVs for Case 8
were identified. Because her mother did not present any clinical
symptoms, we considered that the individual with JME may also
carry pathogenic mutations in the same disease gene, which
may have reduced penetrance; thus, we searched for common var-
iations between all four family members sequenced but failed to
identify any genetic variation of this type. We then searched for
common genetic variation between both ET patients subjected to
WES approaches (Patients 2 and 5; Fig. 1A) and identified seven
novel SNVs common to both of them. After validation through
Sanger sequencing and the examination of these novel genetic
variants in the remaining family members, only one was found
to segregate with disease status (Fig. 1B). This disease-segregating
mutation, which resulted in a G-to-A transversion at nucleotide
4609 and created a p.Gly1537Ser mutation, was localized in the
SCN4A gene that encodes for a voltage-gated sodium channel
(Nav1.4) protein. The Nav1.4 p.Gly1537Ser mutation was found to
not only be conserved across other species but also across the o
subunits of human voltage-gated sodium channel (SCN) genes
(Fig. 1C). It was later proved to be absent in the normal population,
including public databases (n > 10 000) and ethnicity-matched con-
trols (n> 188 chromosomes), and was predicted to be pathogenic
by Alamut software and two other computational methods
(MutPred score =0.999; SNPs&Go score = Disease). While writing
this article, we observed that this variant is currently listed in
dbSNP (rs571210585) but without validation or frequency data
and that it is now reported with very low frequency (6.63 E-05;
8/120668) in the Exome Aggregation Consortium (ExAC) data,
which contains exome data for a variety of rare diseases, including
rare neuromuscular diseases (15). This frequency is consistent
with the disease, as the prevalence of ET in the general population
is ~4.6% in individuals aged 65 years and older (1).

Although mutations in SCN4A (MIM #603967) are known to
cause normo- (NormoKPP), hyper- (HyperKPP2) and hypokalemic
periodic paralysis type 2 (HypoKPP2), congenital paramyotonia,
myasthenic syndrome and severe neonatal episodic laryngos-
pasm, the genetic variability of SCN4A is not associated with

the development of tremor (16-21). On the other hand, pathogen-
ic mutations in other genes of the SCN family have been reported
in epileptic syndromes (SCN1A, SCN2A, SCN3A, SCN5A, SCN8A)
and cardiac conduction defects (SCN1A, SCN3A, SCN5A) (18).
Indeed, the p.Gly1537 amino acid is mutated in both SCN1A
(p.Gly1725Cys) and SCN5A (p.Gly1712Ser) proteins, causing
Dravet syndrome (MIM #601144) and Brugada syndrome (MIM
#607208), respectively (22). Taken together, it is very likely that
the SCN4A p.Gly1537Ser mutation is the disease-associated mu-
tation responsible for the tremor phenotype described in our
family. The SCN4A p.Gly1537Ser mutation was then examined
in 76 sporadic and 25 familial Spanish patients with ET but was
not detected. The entire coding region of the SCN4A gene was
also examined in 22 additional cases with familial ET, but no
other pathogenic mutation was identified.

SCN4A is expressed in both the mouse and human brain

Because SCN4A is generally considered to be expressed specific-
ally in skeletal muscle (23), we first tested its expression in the
mouse brain in comparison with skeletal muscle. The SCN2A
gene that encodes a classical neuronal sodium channel was
used as a control, and all reaction mixtures contained ACTB pri-
mers encoding B-actin to verify the reactivity of the reagents.
Both SCN2A and SCN4A were amplifiable from both the muscle
and brain (Fig. 3A). The expression of SCN4A was then confirmed
in the human cerebral cortex (Fig. 3B), which strongly suggested
the relevant expression of Nav1.4 in neuronal tissues.

The SCN4A p.G1537S mutation did not affect
kinetics and voltage-dependent gating but altered
ion selectivity

The SCN4A mutation identified in our family (p.G15378) is situ-
ated in the portion of the IVS5-S6 loop that dips into the
membrane and forms the lining of the pore, which is important
for ion selectivity (24,25). To test for the possible functional
significance of p.G1537S in the context of the ET phenotype, we
performed whole-cell patch-clamp studies in a heterologous ex-
pression system. Increasing channel activation by 12.5 ms de-
polarization from a holding potential of —140 mV yielded an
inward sodium current of overall similar density and voltage
dependence as the wild type (Fig. 4A and B). From the current
maxima, steady-state activation parameters were determined
by fitting the current-voltage relationship with the equation
I=Gmax (V= Viev)/(1 + €xp((Vo.s — V)/R)), whereby Viey and Gmax
are the reversal potential and maximum conductance of chan-
nels, respectively; Vo 5 is the potential for half-maximal current;
V is the test potential and k is the slope factor. Although there
was a tendency for mutant channels to have a lower threshold,
no significant differences in any of the activation parameters
were found between mutant and wild type (Fig. 4C and Table 1).

From the same data set, the time constants of fast inactiva-
tion (r,) were obtained by fitting a single exponential function
to the current decay, I = exp(-t/m) + C, whereby t is the time and
C is the asymptote. For the majority of the voltage ranges, there
were no significant differences in z,; however, near the threshold
at —40 and —35 mV, the mutant channels inactivated significantly
more rapidly than the wild type, i.e. 1.48 £ 0.25 ms versus 3.2+
0.69ms (-40mV) and 0.94+0.12ms versus 1.54+0.22 ms
(=35 mV) with P <5% (Fig. 4D). Additionally, we found a tendency
towards the faster activation of mutant channels, i.e. reduced
time-to-peak (Table 1). This faster gating in the near-threshold
potential range (arrows in Fig. 4A and B) may contribute to the
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Figure 3. SCN4A expression in the mouse and human brain. (A) Mouse brain expression. Column 1: 100 bp ladder; Column 2: multiplex RT-PCR products of SCN2A and ACTB
from brain RNA; Column 3: multiplex RT-PCR products of SCN2A and ACTB from muscle RNA; Column 4: multiplex RT-PCR products of SCN4A and ACTB from brain RNA;
Column 5: multiplex RT-PCR products of SCN4A and ACTB from muscle RNA (Column 5). Note that SCN2A and SCN4A are expressed in both skeletal muscle and brain. The
ubiquitously expressed ACTB encoding -actin served as a control for the reactivity of the mix only. (B) Human brain expression. The expressions of SCN4A and other SCN
genes known to be expressed in the human brain were evaluated by absolute quantification using the standard curve method. The y-axis represents the mRNA expression
(in number of copies), and the x-axis represents the SCN genes tested in the cerebral cortex of the human brain.
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Figure 4. Functional study. (A and B) Sodium currents from heterologously expressed wild-type Nav1.4 (A) and G1537S (B) channels are shown. Note the more rapid kinetics
of the mutant at potentials near the threshold, as highlighted by the arrows. (C) Conductance-voltage relationships from Boltzmann fits of steady-state activation and
inactivation, which are similar for the WT and mutant. (D) Kinetics of inactivation determined by monoexponential fit. Note the significant acceleration of the mutant
inactivation at —40 and —35 mV. (E) Recovery from fast inactivation as determined by a single exponential fit, which was similar for the WT and mutant. (F) Relative
maximal conductance from solutions containing K* or NH;* normalized to the maximal Na* conductance as calculated from Boltzmann fits. Note the 3.2- to 3.9-fold
increased relative conductance of the mutant. All error bars represent the means + SEM. The P values are *<0.05 and **<0.01.

gradual amplitude decrease of repetitive action potential series
during the neuronal oscillations that are typical for tremor.
Steady-state inactivation was examined by a family of 50 ms
test pulses from —120 mV to +20 mV following an inactivating
100 ms prepulse to —10 mV. Boltzmann functions were fitted to
the data by the equation I/Imax=A/(1+exp((Vo.s — V)/k)) +C,
whereby V represents the pre-pulse potential, Vs represents
the potential at which half of channels are inactivated, C
represents the fraction of non-inactivated channels and k
represents the slope factor. None of these parameters differed
significantly between mutant and wild type (Fig. 4C and
Table 1).

Recovery from the fast inactivation state was determined
using a double pulse protocol with varying intermediate repolar-
ization times to —140 mV with an inactivating 100 ms followed by
a 50-ms test pulse, both to the same potential of —10 mV. The re-
covery from inactivation was analysed by fitting the data with a
single exponential function, I/Imax=A*(1 - exp(-t/z)), whereby
7 denotes a time constant, A the fractional amplitude and C the
level of non-inactivating sodium current. No significant differ-
ence was found for any of these parameters (Fig. 4E and Table 1).

Because of the close proximity of the p.G1537S mutation to
the Nav1.4 selectivity filter of Domain IV at position A1536, we
performed monovalent ion selectivity experiments by exchanging
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Table 1. Fit parameters of the functional study

Parameters WT +SEM  G1537S  +SEM
Activation Gmax (PA/mV) 4248 5.26 4358 514
n=7-9 Viev (MV) 6193 3.77 59.98 4.17
Vo5 (mV) -33.07 215  -3524  2.05
k (mV) 432 0.64 4.01 0.55
Time to peak  at —45 mV (ms) 2.67 0.5 212 029
Inactivation A 0.92 0.01 0.97  0.02
n=8 Vo5 (mV) -7154 203  -7047 161
k (mV) -545 0.20 -593 0.24
C 0.04 0.01 0.01 0.02
Recovery A 0.97 0.02 0.99 0.00
n="5-6 « (ms) 140 021 155  0.13

the permeable bath ion (sodium) for potassium and ammonium
and eliminating all permeable ions from the pipette. Using the
same activation protocol and Boltzmann fits as described
above, we calculated the quotients of the maximal conductance
(Gmax ¥/Gmax Na aNd Gmax nua/Gmax na) fOr the mutant and wild
type (Fig. 4F). In both cases, the relative conductivities were sig-
nificantly larger for the mutant, namely by a factor of 3.2-3.9,
for ammonium (0.68 £ 0.11 versus 0.21 +0.5) and for potassium
(0.59+£0.11 versus 0.15+0.5), both with P<1% and n=5-7.
These results suggest that SCN4A p.G1537S behaves as a
change-of-function sodium channel mutation.

Discussion

Here, we described the phenotypic characteristics of a family fea-
turing ET and epilepsy (two members) in which the age at the
onset of symptoms ranged from 10 to 62 years. The five patients
reported were clinically heterogeneous. Two patients featured
generalized seizures and tremor occurring in the hands and
head, two patients showed tremor of both hands, which pro-
gressed to head tremor in one patient and voice tremor in the
other, and one patient (the youngest) showed only head tremor.
Although these phenotypic heterogeneities are common in pa-
tients with familial cortical myoclonic tremor and epilepsy
(FCMTE), in whom the onset of tremor and epileptic seizures
could be simultaneous or occur within an interval that could ex-
tend up to several decades and in whom the age at onset may
vary from 11 to 70 years (26), the electrophysiological studies per-
formed did not support this diagnosis and showed the typical
findings of ET. One family member was diagnosed with JME. We
believe that the epilepsy in this subject was incidental, as it is not
consistent with a dominant pattern of inheritance; however, we
cannot rule out that the epilepsy in this case may also be related
to the seizure activity seen in the other two patients, whereby the
Nav1.4 mutation may act as an exacerbating factor.

A disease-segregating mutation (p.Gly1537Ser) was identified
in the SCN4A gene. Until now, primarily myogenic disorders have
been shown to be caused by SCN4A mutations, such as dyskale-
mic periodic paralyses, myasthenic syndromes and different
forms of myotonia and paramyotonia (27). Therefore, Nav1.4
was thought to be a muscle-specific channel; however, our RT-
PCR results confirm abundant levels of mRNA in neuronal tissue
and suggest functional significance. A contribution of a change in
Nav1l.4 to a tremor phenotype may not be surprising considering
that other sodium channels of the Nav family have been shown
to produce tremor; for example, mice carrying SCNSA mutations
not only present with paralysis, dystonia and muscle weakness

but also with tremor-ataxia phenotypes (28). Although some
channelopathies produce relatively uniform phenotypes,
SCN4A phenotypic variability is known to be associated with
different presenting phenotypes, even in patients carrying the
same pathogenic mutations, which clearly suggests that the
SCN4A-associated phenotypic expression may be influenced by
other genetic or epigenetic factors (18,29). This may explain
why two of our SCN4A mutation carriers also developed epileptic
seizures. It is also worth mentioning that two novel SCN4A muta-
tions (p.Glu974Asp, p.Lys1126lle) have recently been reported
in a patient featuring NormoKPP with involuntary movements
and generalized epilepsy (30). Our functional analyses of
the p.Gly1537Ser mutation in whole-cell patch-clamp studies de-
monstrated a tendency towards faster activation and a sig-
nificantly faster inactivation in near-threshold potentials of
mutated channels, which may gradually decrease the ampli-
tudes in repetitive action potential firing and facilitate the thal-
amic oscillations previously described for tremor (31). In this
regard, it has been shown experimentally that increased sodium
channel kinetics enhance oscillation after adding a rapidly gating
Nav1l.7 sodium channel (similarly rapid to Nav1.4) to the several
times slower Nav1.8 sodium channel (involved in tremor in mice
(28,32)), which resulted in larger amplitude subthreshold oscilla-
tion and increased repetitive firing (33). Such an oscillatory
mechanism can be further enhanced by voltage-sensitive potas-
sium conductance (34). Therefore, it is conceivable that the de-
creased ion selectivity along with the increased potassium
conductance of the mutant enhances oscillation.

Our results also show significantly higher conductivity for
ammonium ions in the mutated protein versus its wild-type
counterpart, suggesting change-of-function behaviour. This is
not unexpected, as our previous functional study showed that a
cysteine mutation of the rat homologue of G1537 (rat-G1530C)
exhibited an increased relative conductance of cations, such as
lithium, potassium and ammonium (35,36). Such changes in
ion selectivity are compatible with its location next to the
known selectivity filter residue, A1536 (24). In fact, intoxication
with ammonia (NH4"), which is released with glutamate during
neuronal firing, or potassium has been shown to depolarize
GABAergic neurons, impairing cortical inhibition and conse-
quently causing neurological dysfunction and seizure activity
(37,38), which could explain the presence of epileptic seizures
in two of our reported SCN4A mutation carriers. The involvement
of the inhibitory neurotransmitter GABA in the genesis of tremor
is further supported by the GABAergic action of some drugs with
tremorlytic properties, the reduced GABA levels in the cerebro-
spinal fluid (CSF) of ET patients (39), the abnormally increased
GABA,-receptor binding in the cerebellothalamic pathways of
ET patients (40,41) and the fact that deficiency of GABA-receptor
al subunits produces an ET-like phenotype in mice (42).

The association of sodium channel genes with multiple phe-
notypes is not surprising because they are vital for the function-
ing of excitable tissue across various organ systems, including
the nervous system, heart and muscle, and are responsible for
generating and orchestrating the electrical signals passing
through the brain, heart and muscle (43). In this study, we report
the first autosomal dominant pedigree featuring ET due to a
pathogenic change-of-function SCN4A mutation. Although we
cannot prove that the reported SCN4A mutation is responsible
for the seizure activity seen in two mutation carriers, given the
SCN4A-associated phenotypic heterogeneity and the known
role of the SCN family in epileptic syndromes, we conclude that
SCN4A genetic variability may lead to increased seizure suscepti-
bility. In conclusion, the pathogenicity of the p.Gly1537Ser
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mutation is supported by its disease segregation status, its ab-
sence in ethnicity-matched neurologically normal individuals,
its prediction as pathogenic by several computational methods,
its location in relevant protein functions, and its effects on ion
conductivity and selectivity. This finding associates the SCN4A
mutation with the development of tremor and incorporates ET
into the growing list of neurological channelopathies.

Materials and Methods
Subjects

A detailed family pedigree with ET was constructed by collecting
clinical histories on all putatively affected and unaffected rela-
tives. Written informed consent, fully approved by the local eth-
ics committee of the Hospital Universitario Donostia, was obtained
from all participants. All family members’ DNA samples were
isolated from whole blood using standard procedures.

Ninety-four DNA samples belonging to ethnicity-matched
neurologically normal individuals (49 females and 45 males)
without a family history of any movement disorders were also
available. The age at sample collection of the control individuals
ranged from 60 to 93 years with an average of 69.1 years. DNA
samples from 25 familial ET patients and 76 sporadic patients
were also examined for the disease-causing mutation identified
in this study, and the entire coding region of the SCN4A gene
was additionally examined in 22 familial ET cases.

Clinical evaluation

All participants in this study underwent a series of structured
questionnaires and a comprehensive neurological and neuro-
psychological assessment undertaken at the Movement Disor-
ders Unit by three experienced movement disorder specialists
(A.B., J.RM. and J.F.M.M.). Each patient received a diagnosis of
ET after the first evaluation from a neurologist specializing in
movement disorders. This diagnosis was subsequently con-
firmed by consensus with the rest of the team based on a review
of the clinical data and electrophysiological records from the se-
cond evaluation using the formerly described diagnostic criteria.
The Archimedes spiral tests used for evaluation are shown in
Figure 2 and Supplementary Material, Figure S1.

Physical examination

The following standardized protocol was used: (1) demographic
variables; (2) personal and family history and general medical
health [Cumulative Illness Rating Scale score (range: 0-42), total
number of prescription medications]; (3) neurological assessment:
a subjective motor complaints questionnaire, the Activities-
Specific Balance Confidence (ABC) scale, a motor examination
including UPDRS part III and a general examination in order to
detect dystonia, myoclonus, ataxia and polyneuropathy, as well
as a specific tremor exploration that includes one test for postural
tremor and five tests for kinetic tremor; (4) the use of medication
(yes versus. no); (5) additional variables of interest (e.g. age of
symptom onset); (6) the SCOPA-AUT assessment of autonomic
dysfunction (44) and (7) the Pittsburgh Sleep Quality Index
(PSQI) (45). In an effort to minimize diagnostic pitfalls, the clinical
criteria were comprehensively reviewed by the Consensus State-
ment of the Movement Disorder Society on Tremor (46) and the
Washington Heights-Inwood Genetic Study of Essential Tremor
criteria (47,48).
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Neuropsychological and electrophysiological
examination

In addition to the standard clinical exploration, the evaluation of
subjects was carried out by recording the drawing of an ‘Archime-
des spiral’ and using the Fahn-Tolosa-Marin TRS (49,50). The
Montreal Cognitive Assessment (MoCA), which assesses differ-
ent cognitive domains (http:/www.mocatest.org/), was used to
determine possible cognitive dysfunction (normal value >25),
and DSM-IV criteria were used for the diagnosis of depression
and anxiety disorders (51). EEGs were obtained after the applica-
tion of electrodes and conducting jelly using the international
10-20 system of electrode placement. Standard techniques for
nerve conduction studies were used. Peroneal and tibial motor
responses and sural sensory responses were recorded. For SEPs,
the median nerve at the wrist was stimulated, and upper limb
SEPs were recorded at the contralateral scalp (C3’ and C4'; 2 cm
posterior to C3 and C4 on the international 10-20 system). The
stimulation rate was 3 Hz, with a duration of 0.2 ms. Digital aver-
aging was performed using 200 samples; the filters were set at a
high cut of 500 Hz and a low cut of 10 Hz. The latencies of the N20
and P25 peaks and the interpeak amplitudes of N20-P25 were
analysed. Averaging was typically performed three times to en-
sure reproducibility. Surface electromyographies (EMGs) were re-
corded from wrist extensor and flexor muscles using surface
electrodes placed over the muscle bellies 3 cm apart. The filters
were set with a band pass of 10 Hz-1 kHz. A triaxial accelerom-
eter was placed over the first dorsal interosseous muscle of the
hand. C-reflexes were recorded from the abductor pollicis brevis
muscle after delivering a supramaximal stimulus over the me-
dian nerve in the wrist.

WES analyses

Four DNA samples were subject to WES analyses: two cases fea-
turing ET (Cases 2, 8), one case featuring JME (Case 9) and an un-
affected case (Case 4) (Fig. 1A). The SureSelect Human All exon
50 Mb exon-capture kit was used for library enrichment (Agilent
Technologies Inc., Santa Clara, CA), and captured libraries were
sequenced on the HiSeq2000 according to the manufacturer’s
instructions for paired-end 100-bp reads (Illumina Inc., San
Diego, CA), using a single flow cell lane per sample. Sequencing
data were put through a computational pipeline for WES data
processing and analysis following the general workflow adopted
by the 1000 Genomes Project (52). Briefly, raw sequence reads
were aligned to the human reference genome sequence (NCBI
GRCh37.p13) using a fast lightweight Burrows-Wheeler Align-
ment Tool (BWA) (53), followed by a base-quality recalibration
and local realignment through the Genome Analysis Toolkit
(GATK v1.5-16-g58245bf); the GATK Unified Genotyper tool was
used to call single-nucleotide substitutions (SNP/SNV) and
short insertions/deletions (INDELs). Calls were then filtered
based on mapping quality (q30 or higher) and depth of coverage
(d10 or higher), and resulting calls were lastly annotated with an
exhaustive genome annotation toolkit (AnnTools) (54). Each
exome’s statistics were conducted in PICARD (http:/picard.
sourceforge.net/).

Potential mutations observed as common variations (fre-
quency >3%) in the latest dbSNP137 build, 1000 Genomes Project
Phase 1, the Exome Variant Server of the National Heart, Lung,
and Blood Institute (NHLBI) Exome Sequencing Project (http:/
evs.gs.washington.edu/EVS/) (55) or exomes generated in-house
(13,56) were removed from further analyses. Genetic variants
mapping to intra-genic, intronic and non-coding exonic regions,
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with the exception of those variants mapping close to splice
sites, were also removed because they were unlikely to be
causative.

Alamut Visual 2.4.2 software (http:/www.interactive-
biosoftware.com/alamut-visual/) was used to perform in silico
analyses of the novel, disease-segregating SCN4A mutation iden-
tified in this study. Computational methods for the prediction of
pathogenicity that were not included in the Alamut software,
such as MutPred (http:/mutpred.mutdb.org/) and SNPs&Go
(http:/snps-and-go.biocomp.unibo.it/snps-and-go/), were also
employed. The professional Human Gene Mutation Database
(HGMD) (https:/portal.biobase-international.com/hgmd/pro/
start.php) and the NCBI ClinVar database (http:/www.ncbi.nlm.
nih.gov/clinvar/) were used to determine whether the SCN4A
p-Gly1537Ser mutation was already known to be associated
with a disease-related phenotype.

Candidate gene screening

Genomic primers for PCR amplifications of the RIMS1 exon 21,
KMT2C exon 30, UNC13B exon 8, AGAP5 exon 8, NFATC4 exon 2,
ANKFN1 exon 16 and all SCN4A exons were designed using a pub-
lic primer design website (http://ihg.gsf.de/ihg/ExonPrimer.html)
(primer sequences available upon request). All purified PCR pro-
ducts were sequenced in both the forward and reverse directions
with Applied Biosystems BigDye terminator v3.1 sequencing
chemistry as per the manufacturer’s instructions. The resulting
sequencing reactions were resolved on an ABI3730 genetic ana-
lyser (Applied Biosystems, Foster City, CA) and were analysed
using Sequencher 5.2 software (Gene Codes Corporation, Ann
Arbor, MI).

Gene expression assays

Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) of
brain (2-month-old mouse brain, Zyagen) and skeletal muscle
mouse RNA (BioChain) was performed with the RT-PCR Kit
from Qiagen and the primers are described in Supplementary
Material, Table S1. The PCR products were run on a 1.5% agarose
gel and stained with Red Safe (iNtRON Biotechnology) and se-
quenced for confirmation as previously described.

Total RNA from the human cerebral cortex was acquired from
Clontech (Clontech, Mountain View, CA) and reverse transcribed
into cDNA using the Omniscript reverse transcription kit accord-
ing to the manufacturer’s instructions (Qiagen, Hilde, Germany).
Absolute quantification using a standard curve generated with
seven serial dilutions of cDNA (0.4-425 ng) was used to quantify
the expression levels of the SCN1A, SCN2A and SCN4A genes. The
SCN1A and SCN2A genes were used as control genes. All gPCR as-
says were performed on an Eco Real-Time PCR System (Illumina,
San Diego, CA) using SYBR green PCR master mix (Applied Biosys-
tems, Foster City, CA) and the oligonucleotide sequences are de-
scribed in Supplementary Material, Table S1. The samples were
run in quadruplicate, and non-template controls were included
in each run. The data were automatically analysed with Eco
software.

Functional analyses

Site-directed mutagenesis was performed by PCR of an
SCN4A-containing pCRC-CMV-EGFP plasmid. TsA201 cells were
transfected with wild-type or mutant cDNA using the jetPEI kit.
Standard whole-cell recordings were performed with a -p/4
protocol to subtract the leak current. Data acquired with pCLAMP

10 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) were filtered at 5 kHz and
analysed by a combination of pCLAMP and ORIGIN (MicroCal)
(Malvern Instruments, Westborough, MA). For the activation,
inactivation and recovery experiments, the patch electrodes
contained the standard solution (in mM): CsF 105, NacCl 35,
EGTA 10 and HEPES 10. The bath contained the standard solution
(in mM): NaCl 150, KClI 2, CaCl, 1.5, MgCl, 1 and HEPES 10. The
patch electrodes for the ion selectivity experiments contained
the following (in mM): NMDG 140, EGTA 10 and HEPES 10. The
bath contained the following (in mM): NaCl 152, CaCl, 1.5,
MgCl, 1 and HEPES 10. Additionally, the monovalent cations K*
or NH," replaced Na* as chloride salts for further permeability
tests. Solutions were adjusted to pH 7.4, and experiments were
performed at room temperature (20-25°C). All data are presented
as the means + SEM. Statistical significance was assessed by
Welch’s t-test for normally distributed data with criteria of
P<0.05 and P<0.01.

Supplementary Material

Supplementary Material is available at HMG online.
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