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1. ASPECTOS GENERALES DE LA ENFERMEDAD DE PARKINSON

La enfermedad de Parkinson (EP) es la segunda enfermedad neurodegenerativa
mds frecuente y la causa mds frecuente de parkinsonismo. Su hallazgo patoldgico
fundamental es la formacion de cuerpos de Lewy y la pérdida de neuronas
dopaminérgicas en la pars compacta de la sustancia negra, con la consiguiente

deficiencia de dopamina en la via nigroestriatal (Ehringer et al, 1960).

Las manifestaciones clinicas mds caracteristicas de la EP son de naturaleza
motora, siendo su forma tipica de presentacion la triada temblor de reposo, rigidez y
bradicinesia y, eventualmente, la pérdida de los reflejos posturales. Se ha estimado que
el inicio de la clinica motora requiere la pérdida de al menos el 60% de las neuronas
dopaminérgicas de la sustancia negra (Obeso et al, 2010); se considera que hasta ese
momento existe una hiperfuncion compensadora de las neuronas remanentes en el
estriado. El fracaso de dichos mecanismos compensadores seria el responsable de la

aparicion de las manifestaciones clinicas motoras.

Aunque tradicionalmente la EP ha sido considerada un trastorno del sistema
motor, en los Ultimos afios ha pasado a ser reconocida como una enfermedad mucho
mas compleja en la que, junto con la manifestaciones motoras, coexisten diversas
manifestaciones de tipo no motor, atribuibles a lesiones cerebrales extranigricas. Entre
dichas manifestaciones se encuentran la hiposmia, el trastorno de la conducta del suefio
REM, el deterioro cognitivo, la disautonomia y los sintomas psiquidtricos, entre otros
(Langston, 2006). En algunos pacientes, estos sintomas pueden preceder el inicio de las

manifestaciones motoras hasta en mas de 10 anos.

2. EPIDEMIOLOGIA

La enfermedad de Parkinson tiene una prevalencia aproximada del 0,3% en la
poblacién general >40 anos y del 1-2% en >60 afios (De Lau y Breteler, 2006). En base
a estas cifras, se estima que aproximadamente 7,5 millones de personas en todo el
mundo estidn afectas de EP. La prevalencia de la enfermedad aumenta con la edad,

desde 41 casos por cada 100000 habitantes en el rango de edad de 40 a 49 afios, hasta
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1900 casos en personas de 80 o mds afios. La incidencia estimada varia desde 8 a 18,6
casos nuevos por cada 100000 habitantes (Pringsheim et al, 2014). La duracién media
de la enfermedad desde el diagndstico hasta la muerte es de aproximadamente 15 afios

(Lees et al, 2009).

El aumento progresivo de la esperanza de vida en los paises desarrollados es la
responsable del aumento de la prevalencia de enfermedad de Parkinson y otras
enfermedades neurodegenerativas en los ultimos afos, lo que representa un creciente

problema socio-econémico en estos paises.

Aunque la prevalencia aumenta con la edad, existen formas de EP de inicio
precoz. Se ha estimado que aproximadamente un 10% de los pacientes debutan antes de
los 45 anos. En una alta proporcion de los casos, estas formas de inicio precoz son
debidas a mutaciones genéticas, habiéndose observado una frecuencia de mutaciones de
entre el 4% y el 16,6% en los pacientes con EP <50 afios (Macedo et al, 2009; Alcalay
et al, 2010).

La mayor parte de los estudios epidemioldgicos encuentran una frecuencia
ligeramente mads alta en varones (De Lau y Breteler, 2006; Pringsheim et al, 2014), lo

que sugiere que el sexo masculino podria ser un factor de riesgo de desarrollar EP.

3. ETIOLOGIA

Aunque la causa de la enfermedad de Parkinson no es del todo conocida, en los
ultimos afios se han realizado importantes avances en la comprension de los
mecanismos patogénicos subyacentes. Las evidencias sefialan hacia un origen
multifactorial, con la convergencia entre la susceptibilidad genética, los factores
ambientales y la edad como desencadenantes del proceso neurodegenerativo (Horowitz

et al, 2010).

* Edad

La edad es el factor de riesgo independiente mds importante para el desarrollo y

la progresion de la EP.
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Afecta a multiples procesos celulares que predisponen a la neurodegeneracion.
El acimulo de dafio somatico asociado al envejecimiento, combinado con el fallo de los
mecanismos de compensacion, pueden conducir tanto a un aumento de la prevalencia

como a una aceleracion de la progresion de los sintomas con la edad (Hindle, 2010).

= Factores ambientales

Los factores ambientales que podrian modificar el riesgo de EP han sido

ampliamente estudiados.

Numerosas evidencias sugieren que la exposicion a pesticidas es un factor de
riesgo para la EP (Noyce et al, 2012). Se han propuesto otros diversos posibles factores

de riesgo, aunque las evidencias no son ain concluyentes (Kieburtz y Wunderle, 2013).

También se han identificado algunos factores protectores que se asocian a un
menor riesgo de EP, como el tabaquismo (Noyce et al, 2012; Quik et al, 2012), el
consumo de cafeina (Noyce et al, 2012), la actividad fisica (Thacker et al, 2008) y el
consumo de antiinflamatorios no esteroideos (Samii et al, 2009; Rees et al, 2011).
Diversos trabajos han encontrado una asociacién inversa entre los niveles séricos de
algunos antioxidantes naturales, como el &acido urico, y tanto el riesgo como la
progresion de los sintomas en la EP, de modo que el acido urico podria constituir un

factor protector endégeno para la enfermedad (Davis et al, 1996; Ascherio et al, 2009).

= Factores genéticos

Aunque la mayoria de los casos de EP parecen ser esporddicos, cada vez hay
mds evidencias de que los factores genéticos juegan un papel en la patogénesis de la
enfermedad, sobre todo cuando la edad de inicio de los sintomas es menor de 50 afos.
De hecho, la existencia de antecedentes familiares de EP es uno de los principales
factores de riesgo de desarrollar la enfermedad, multiplicando el riesgo hasta 3-4 veces

(Noyce et al, 2012).

Los factores genéticos que pueden contribuir a la aparicion de la EP, al igual que
ocurre en otras enfermedades genéticamente determinadas, pueden ser de dos tipos: por

un lado se encuentran las formas monogénicas de la enfermedad, causadas por
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mutaciones de un tUnico gen con un efecto grande sobre el riesgo de presentar la
enfermedad. Estds formas representan una proporciéon muy pequeiia de los casos de EP
(5-10% de los casos), y se trata con frecuencia de formas familiares. Por otro lado, los
estudios de asociacién gendémica (Genome Wide Association o GWAs) han permitido
identificar numerosos polimorfismos en  distintos genes que aparecen
sobrerrepresentados en la poblacién de pacientes con EP comparada con la poblacion
general, y tienen un efecto pequeiio sobre el riesgo de la enfermedad. Un metaandlisis
reciente de varios GWAs ha identificado y replicado 28 variantes genéticas de riesgo

independientes de EP en 24 loci (Nalls et al, 2014).

El descubrimiento de las formas monogénicas de la EP ha permitido realizar
importantes avances en el conocimiento de la patogenia de la enfermedad, ya que
comparten muchas caracteristicas bioquimicas, patoldgicas y clinicas con las formas

esporddicas.

Durante la dltima década se han descrito hasta 18 loci relacionados con formas
monogénicas de la enfermedad de Parkinson, habiendo sido identificado el gen
responsable en la mayoria de ellos. La Tabla I resume el listado de genes relacionados

hasta la fecha con la EP y su patrén de herencia.

De todos ellos, la causa conocida mds importante de EP son las mutaciones del
gen LRRK?2 (Leucine-rich repeat kinase-2), habitualmente de tipo missense, que
codifica para la proteina Irrk2 o dardarina. La funcién de esta proteina multidominio no
se conoce exactamente. Uno de los mecanismos de accién de la dardarina es su
actividad como kinasa citopldsmica implicada en la fosforilacion de proteinas. Entre sus
posibles sustratos se ha investigado tanto a la proteina o-sinucleina como a tau
(Zimprich et al, 2004). Las mutaciones de LRRK?2 se transmiten de forma autosémica
dominante pero, debido a su reducida penetrancia, pueden dar lugar tanto a formas
familiares como esporddicas de EP (Elbaz, 2008). Entre las mutaciones patogénicas de

este gen, las mas frecuentes son G2019S, R1441G o R1441C.

La mutacién G2019S del gen LRRK?2 tiene una distribucién mundial, es la
mutacion mds frecuente y actualmente la causa conocida de EP mds importante (Floris

et al, 2009). Se localiza en el dominio MAP-kinasa y se postula que actda a través de un
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mecanismo de ganancia de funcidn, ya que esta mutacion introduce nuevos sitios de

fosforilacion de la proteina (West et al, 2005).

Tabla 1. Genes identificados asociados a formas monogénicas de EP.

Establecidos

PARKI1/PARK4 SNCA (a-sinucleina) 4q21 AD Inicio juvenil, caracteristicas atipicas

PARK? Parkina 6q25.2-q27 AR Igicio juvenjl con distonia, discinesias y
disautonomia

PARK6 PINK1 1p35-36 AR Inicio juvenil

PARK?7 DJ-1 1p36 AR Inicio juvenil

PARKS LRRK?2 (Dardarina) 12q12 AD Inicio edad media/tardio, respuesta a L-Dopa
Parkinsonismo atipico de inicio precoz,

PARK9 ATPI3A2 1p36 AR piramidalismo, demencia, respuesta
transitoria a L-Dopa

PARK14 PLA2G6 22q13.1 AR Inicio edad adulta, distonfa-parkinsonismo

Tentativos

PARK3 ? 2pl3 AD Inicio variable, demencia prominente

PARKS UCHLI 4pl4 AD? Relevancia para EP desconocida

PARK10 ? 1p32? AD? Inicio tardio

PARK11 GIGYF2 2q37 ? Relevancia para EP desconocida

PARKI12 ? Xq21-q25? Ligadoal X  Inicio tardio

PARK13 HTRA2 (Omi/HtrA2) 2pl2 AD? Relevancia para EP desconocida

PARK15 FBXO7 22q12-q13 AR Inicio infancia, piramidalismo

PARK16 PARKI6 1932 ? Inicio tardio

PARK17 VPS35 16q11.2 AD Inicio tardio

No asignado SNCAIP (Sinfilina-1) 5923.1-g23.3  ? Inicio tardio

No asignado NR4A2 (Nurrl) 2q22-q23 ? Inicio tardio

No asignado ;g]l;n(l;a()DNA pelpcs 15925 ? Inicio juvenil, neuropatia axonal

No asignado ggr ii?ﬁiﬁi?i&ie crecimiento 8p22-p21.3 ? Inicio tardio

AD: Autosémico dominante; AR: Autosémico recesivo.

Uno de los aspectos mas destacados de la mutacion G2019S del gen LRRK?2 es
que su penetrancia es incompleta y dependiente de la edad, lo que explica el hallazgo de
esta mutacion en un buen nimero de pacientes con enfermedad de Parkinson esporddica
(Brice, 2005). Existen discordancias importantes entre los distintos estudios respecto a
la penetrancia de esta mutacion, con cifras variables desde el 30% hasta el 80% a los 80
anos (Goldwurm et al, 2007; Latourelle et al, 2008). Estas diferencias se deben
fundamentalmente a que su prevalencia es muy variable en las distintas etnias y en las
diferentes dreas geograficas, lo que no permite que los estudios realizados hasta la fecha
sean facilmente comparables. Por tanto, la penetrancia real de la mutacién permanece
desconocida en la actualidad, y se desconocen los factores de los que depende. Diversos

estudios han demostrado que la mutacion es especialmente prevalente en algunas
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poblaciones del norte de Africa, donde se consideran responsables de aproximadamente
el 40% de los casos de EP familiar y esporddico (Benamer et al, 2008), seguida en

frecuencia de la poblacién de judios Ashkenazi (15%) (Thaler et al, 2009).

En los dltimos anos, en Cantabria se han realizado sistematicamente estudios
genéticos en los pacientes con EP familiar y esporddica, encontrando una frecuencia de
la mutacion G2019S de LRRK?2 de aproximadamente el 9% de todos los casos de EP
(Infante et al, 2006). Esta frecuencia es significativamente superior a la observada en
otras regiones de Espaiia, asi como en la inmensa mayoria de los paises europeos, lo que
sitia a Cantabria como la tercera poblaciéon mundial, después de los judios Ashkenazi y
los arabes del norte de Africa, en términos de frecuencia de esta mutacion.
Recientemente se ha llevado a cabo un estudio para determinar la penetrancia de esta
mutacién en esta poblacion, encontrando una prevalencia de EP del 2% a los 50 afios,

12% a los 60 afios, 26% a los 70 afios y 47% a los 80 afios (Sierra et al, 2011).

Como se ha reflejado previamente, ademds de las mutaciones de genes
directamente relacionados con la EP deben existir otros factores genéticos y ambientales
que expliquen, por un lado, los casos esporadicos y, por otro, la gran variabilidad en la
edad de inicio y en la penetrancia en los casos familiares, en particular aquellos

relacionados con la mutacién G2019S.

4. NEUROPATOLOGIA

El hallazgo neuropatolégico mas caracteristico de la EP es la pérdida de
neuronas dopaminérgicas que contienen neuromelanina en la pars compacta de la
sustancia negra, que se acompafia de despigmentaciéon de este ndcleo y gliosis. Se
estima que la aparicioén de los primeros sintomas motores de la enfermedad requiere la
pérdida de, al menos, el 60% de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra
(Obeso et al, 2010). La region de la sustancia negra que se afecta de forma mads
temprana en la EP es la parte ventrolateral, que proyecta hacia el putamen dorsal, lo que

se traduce en una deplecidn progresiva de dopamina en el putamen (Porritt et al, 2005).

El otro hallazgo histopatoldgico caracteristico de la enfermedad es la presencia

de inclusiones en el citoplasma o en las neuritas de las neuronas supervivientes. Las
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inclusiones intraneuronales pueden ser de tres tipos: las neuritas de Lewy, los cuerpos
palidos y los cuerpos de Lewy. Tanto las neuritas como los cuerpos de Lewy son
agregados de diversas proteinas normales, proteinas anormalmente plegadas y residuos
de ubiquitina (Wakabayashi et al, 2007). Los cuerpos péalidos se consideran los
precursores de los cuerpos de Lewy tipicos. El componente principal de estas

inclusiones es la proteina a-sinucleina (Wakabayashi et al, 2013).

Los cuerpos de Lewy no son exclusivos de esta enfermedad y pueden aparecer
en otras entidades neuroldgicas, como la enfermedad de Alzheimer (EA) o los
parkinsonismos atipicos, y hasta en el 10-30% de las personas sanas de edad avanzada
(Adler et al, 2010). El hallazgo neuropatolégico de cuerpos de Lewy en sujetos que no
cumplen criterios de EP se conoce como enfermedad por cuerpos de Lewy incidental, y
su relevancia clinica no esta clara. Por otra parte, a pesar de ser considerados el hallazgo
neuropatolégico fundamental en la EP, los cuerpos de Lewy pueden estar ausentes en
algunas formas monogénicas de la enfermedad, como en la mayoria de los casos de EP

asociada a la mutacion de Parkina (Mori et al, 1998).

Los procesos patolégicos de la enfermedad afectan también a estructuras
extranigricas (Jellinger, 2012). Aunque la sustancia negra se considera la diana
principal de la degeneracion en la EP, ésta no es la primera estructura en la que
aparecen los cambios patolégicos. Basdndose en el patrén temporal de aparicion de los
depdsitos de a-sinucleina y la tendencia a la progresion caudo-rostral de las lesiones
patoldgicas y de los sintomas caracteristicos de la enfermedad se propuso estadiar,
desde un punto de vista préctico, el proceso neuropatoldgico en seis etapas, conocidas

como estadios de Braak (Braak et al, 2004) (Figura 1):

e Estadio 1: Aparicién de cuerpos y neuritas de Lewy en el nicleo dorsal del vago
del bulbo raquideo y en estructuras olfatorias anteriores.

e Estadio 2: Aumento de las lesiones en el niicleo dorsal del vago y afectacion de
estructuras del puente (nticleos del rafe, formacion reticular y locus coeruleus).

e Estadio 3: Aumento de las lesiones del estadio 2 y afectacién de estructuras del
mesencéfalo (pars compacta de la sustancia negra) y subnucleos centrales de la
amigdala.

e Estadio 4: Lesiones en mesocortex temporal y cuerno de Ammon.
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e Estadio 5: Lesiones mas severas en mesocortex temporal y neocortex temporal.
e Estadio 6: Aumento en la severidad y extension de las lesiones del neocortex

temporal.

Figura 1. Estadios en el desarrollo de las alteraciones neuropatolégicas asociadas a la

EP (adaptada de Braak et al, 2004).
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Segun la teoria propuesta por Braak, la afectacion de las distintas estructuras en
cada uno de los estadios explicaria las diferentes manifestaciones clinicas asociadas a la
EP. Asi, los estadios 1 y 2 se corresponderian con la fase premotora de la enfermedad, y
se correlacionan clinicamente con la hiposmia y el trastorno de la conducta del suefio
REM. Los estadios 3 y 4 corresponderian al inicio de la fase motora de la enfermedad, y
los estadios 5 y 6 se correlacionarian con el rango completo de los sintomas de la
enfermedad, incluyendo la aparicién de deterioro cognitivo. Una extension posterior de
esta hipétesis sugirid que la sinucleinopatia se desarrollaria inicialmente fuera del SNC,
afectando en primer lugar al bulbo olfatorio y/o los plexos entéricos, y se extenderia
después desde estas localizaciones hasta el cerebro. De este modo, se explicarian
algunos de los sintomas no motores o preclinicos de la enfermedad, como la hiposmia,

el estrefiimiento y la disfuncién autonémica (Hawkes et al, 2007).

La validez y utilidad predictiva de los estadios de Braak ha sido ampliamente
cuestionada. Algunos estudios han puesto de manifiesto una falta de correlacién entre
los hallazgos patoldgicos y algunas de las manifestaciones clinicas de la enfermedad, lo
que sugiere que puede no existir una relacién directa entre la presencia de cuerpos de

Lewy en determinadas estructuras y la alteracion funcional de las mismas. Ademas, la
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presencia de cuerpos de Lewy incidentales dispersos afectando incluso al cértex en
sujetos sanos de edad avanzada no apoyaria dicha hipétesis de progresion caudo-rostral
de la patologia. Algunos autores apuntan la posibilidad de que se trate de un proceso

multicéntrico desde el inicio (Parkkinen et al, 2005).

5. MANIFESTACIONES CLINICAS

5.1. Manifestaciones motoras

Las manifestaciones principales de la EP son de tipo motor. Los sintomas
motores cardinales son el temblor, la rigidez, la bradicinesia y la inestabilidad postural
en etapas mds avanzadas. La forma tipica de presentacion es unilateral, haciéndose
bilateral habitualmente a lo largo del curso de la enfermedad, aunque suele mantenerse
un cierto grado de asimetria con afectacion predominante del hemicuerpo en el que se

iniciaron los sintomas.

En la actualidad no existe ningtin test de laboratorio ni de neuroimagen para
confirmar el diagndstico de la enfermedad, de modo que el diagnédstico de la EP es
clinico, y se basa generalmente en los criterios establecidos por el Banco de Cerebros

del Queen Square de Londres (Lees et al, 2009):

e Bradicinesia
e Al menos uno de los siguientes:
« Rigidez muscular
« Temblor
« Inestabilidad postural no atribuible a disfunciéon visual, vestibular,

cerebelosa o propioceptiva

Otras caracteristicas clinicas que apoyan el diagndstico de EP son la excelente
respuesta a levodopa, el inicio unilateral, la presencia de temblor de reposo y la

persistencia de la asimetria a lo largo del curso de la enfermedad (Hughes et al, 1992).

La severidad de los sintomas motores parece ser un factor de riesgo

independiente de mortalidad en la EP (Forsaa et al, 2010).
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Ademas de los sintomas cardinales, existen otras numerosas manifestaciones
motoras que aparecen con frecuencia durante el curso de la enfermedad, algunas de ellas
secundarias a las propias manifestaciones cardinales. A nivel craneofacial, son
frecuentes la hipomimia facial, la reduccién del parpadeo espontdneo, alteraciones del
lenguaje como la disartria hipocinética, la hipofonia o la palilalia, y la disfagia. También
son comunes las alteraciones visuales, como la borrosidad visual, la alteracion en la
percepcion de los colores, las sacadas hipométricas, la alteracion del reflejo
vestibuloocular, la alteracién de la supraversion de la mirada y la convergencia y la
apraxia para la apertura ocular. En los pacientes parkinsonianos pueden aparecer
numerosos trastornos musculoesqueléticos durante el curso de la enfermedad, como la
anteroflexion del tronco, que en su grado mds severo es conocida como camptocormia,
la cifosis o la escoliosis. Es caracteristica la aparicion de otros trastornos del

movimiento, como la distonia o las mioclonias.

En funcién de las manifestaciones motoras predominantes durante el curso de la
enfermedad se han establecido cuatro subtipos clinicos de la enfermedad (Zetusky et al,

1985, Jankovic et al, 1990):

e Fenotipo tremorico o tembloroso

e Fenotipo rigido-acinético

e Fenotipo mixto

e Inestabilidad postural y dificultad para la marcha (PIGD o postural instability
and gait difficulty)

Los diferentes fenotipos se han correlacionado con la progresion y el prondstico
de la enfermedad, de modo que las formas tremdricas tienen, en general, una evolucién
mds lenta y una menor incidencia de trastornos neuropsicolégicos, mientras que las
formas rigido-acinéticas y PIGD presentan una progresion mds rdpida y un mayor
riesgo de desarrollar demencia (Rajput et al, 2009; Williams-Gray et al, 2013). Aunque
existen algunas alteraciones neuroquimicas diferenciales entre estas variantes
fenotipicas (Rajput et al, 2009), se desconoce cudles son los factores de los que
dependen estos fenotipos. Ademads, existe una gran variabilidad en la progresion clinica
de la EP, y los subtipos pueden cambiar en un mismo individuo a lo largo de la

enfermedad. Por tanto, la clasificacion de los pacientes en funcién del fenotipo no
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permite predecir con precision, desde un punto de vista practico, el curso de la

enfermedad en un paciente concreto.

El grado de afectacion motora de la enfermedad se determina mediante escalas
motoras. Las mds utilizadas en la actualidad, tanto en la préctica clinica habitual como
desde el punto de vista de la investigacion, son la escala de Hoehn y Yahr (H&Y)
(Hoehn y Yahr, 1967) y la Unified Parkinson’s Disease Rating Scale parte 111 (UPDRS-
III) (Fahn et al, 1987).

La escala H&Y y su version modificada describen la progresion de los sintomas
en la EP, permitiendo clasificar a los pacientes en un estadio del 0 (asintomético) al 5

(incapacidad total) en funcion de la distribucion y severidad de los sintomas.

La escala UPDRS-III es un sistema de clasificacion disefiado para el
seguimiento longitudinal clinico de los pacientes con EP, y evalda cada uno de los
sintomas motores de forma individual asignando una puntuacién a cada item que varia

desde O (normal o ausente) a 4 (grave).

5.2. Manifestaciones no motoras

Aunque la EP se ha considerado tradicionalmente una enfermedad que afectaba
al sistema motor, hoy la entendemos como una enfermedad més compleja y extensa que
abarca numerosas manifestaciones clinicas de tipo no motor, presentes en una buena
parte de los pacientes (Barone et al, 2009). Entre los sintomas no motores mas

frecuentes se incluyen los siguientes:

e Deterioro cognitivo y demencia

e Trastornos neuropsiquidtricos, como alucinaciones y psicosis

e Trastornos del 4nimo, principalmente depresion, ansiedad y apatia/abulia

e Trastornos del suefio, que incluyen insomnio, somnolencia diurna excesiva,
trastorno de la conducta del suefio REM (TCREM), sindrome de piernas
inquietas (SPI) y movimientos periddicos de las extremidades durante el suefio

e Fatiga

e Disfuncién autondémica, incluyendo urgencia/frecuencia urinaria, estrefiimiento,

hipotension ortostatica, disfuncion sexual y diaforesis
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e Hiposmia

e Trastornos gastrointestinales, principalmente el estrefiimiento
e Dolor y trastornos sensitivos

e Alteraciones dermatolégicas, como la seborrea

e Sialorrea

Los sintomas no motores, particularmente las  manifestaciones
neuropsiquidtricas, pueden ocasionar mas discapacidad que los propios sintomas

motores, y pueden ser mas dificiles de tratar (Politis et al, 2010).

Algunos sintomas no motores, como la disfuncién olfatoria, el estrefiimiento, la
depresion o el TCREM, pueden preceder al inicio de los sintomas motores (Langston
2006). La hiposmia estd presente en mdas del 80% de los pacientes con EP, y se ha
observado que puede aparecer hasta 5-10 afos antes que los sintomas motores en
algunos pacientes (Ross et al, 2008). E1 TCREM es el marcador clinico que se asocia
con un mayor riesgo de enfermedad neurodegenerativa, principalmente de
sinucleinopatia; aproximadamente un 40% de los sujetos con TCREM desarrollan EP o
demencia por cuerpos de Lewy a los 5 afios de seguimiento (Postuma et al, 2015). El
estrefiimiento se asocia a un incremento de riesgo de EP de 2-5 veces, y es un marcador
de riesgo muy temprano que puede preceder a la EP en mas de 15 afios (Abbott et al,
2007). La depresion es un sintoma comtin, presente en aproximadamente un 30% de los
casos. Los pacientes diagnosticados de EP tienen una prevalencia de depresion
incrementada hasta 3 veces en los 5 afios previos al diagndstico, y puede preceder al

diagndstico de la enfermedad hasta en més de 15 afos (Fang et al, 2010).

5.2.1. Deterioro cognitivo y demencia asociada a la EP

La presencia de deterioro cognitivo es frecuente en la enfermedad de Parkinson,
y su severidad es variable. Su prevalencia aumenta con la duracién del trastorno motor.
Cuando es muy severa, supone la principal causa de discapacidad y mortalidad, por

encima de las alteraciones motoras.

Aunque la EP puede coexistir con otras causas comunes de demencia, como la

enfermedad de Alzheimer o la demencia vascular, el deterioro cognitivo leve y la
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demencia asociada a la EP se consideran parte de la enfermedad. Las caracteristicas
clinicas de la demencia permiten habitualmente distinguir entre la demencia asociada a
la EP y otras formas de demencia asociadas a trastornos del movimiento, como la
demencia por cuerpos de Lewy o la degeneracién corticobasal. Sin embargo, en la
actualidad todavia es objeto de debate si la EP-demencia y la demencia por cuerpos de
Lewy son enfermedades distintas o representan diferentes presentaciones clinicas de la

misma enfermedad.

5.2.1.a. Epidemiologia de la EP-demencia

La prevalencia global de demencia en la EP es de aproximadamente el 30%, y
comprende un 3,6% de todos los casos de demencia en la poblacion general (Aarsland

et al, 2005).

En estudios prospectivos, la incidencia de demencia en pacientes con EP se
estima en unos 100 casos por cada 1000 habitantes/afno, unas 5-6 veces mayor que en
sujetos sin EP (Aarsland et al, 2001; Hobson y Meara, 2004). La incidencia
acumulativa de demencia durante el curso de la enfermedad es del 80% (Aarsland et al,

2003; Hely et al, 2008, Halliday et al, 2008).

El deterioro cognitivo leve (DCL), definido como una disfuncién cognitiva en
ausencia de un déficit funcional suficiente para el diagndstico de demencia, también es
comun en la EP, y puede estar presente incluso hasta en un tercio de los casos en el
momento del diagndstico de la enfermedad (Foltynie et al, 2004; Muslimovic et al,
2005). El DCL afecta principalmente a tareas de atencién, memoria verbal, funcién
ejecutiva y visuoespacial, y tiende a progresar con la evolucioén de la enfermedad. Por
tanto, incluyendo el periodo de deterioro cognitivo previo a la progresiéon de demencia,
una proporciéon muy alta de pacientes con EP presentan déficits cognitivos durante la
mayor parte del curso de su enfermedad, lo que tiene importantes implicaciones socio-

sanitarias.

Se han descrito numerosos factores de riesgo que influyen en la aparicion de

demencia en pacientes con EP (Hughes et al, 2000; Anang et al, 2014; Zhu et al, 2014):

e FEdad avanzada
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» Edad de inicio de la enfermedad >60 afios

e Sexo masculino

e Duracidn de la enfermedad

e Severidad de los sintomas parkinsonianos, principalmente de la rigidez y la
bradicinesia

e Deterioro cognitivo leve al inicio de los sintomas parkinsonianos

e Trastorno de la conducta del sueio REM

¢ Disfuncién autonémica cardiovascular (cifras elevadas de tension arterial basal e
hipotension ortostatica)

e Sintomas psiquidtricos: alucinaciones visuales y trastorno depresivo

e Alteracién en la discriminacién de los colores

e Alteracion de la marcha

5.2.1.b. Manifestaciones clinicas de la EP-demencia

= Alteraciones cognitivas

El deterioro cognitivo asociado a la EP tiene un perfil muy heterogéneo, lo que
probablemente sea debido a la heterogeneidad de la neuropatologia subyacente. A
diferencia de la disfuncién cognitiva en la EA, la demencia asociada a la EP se ha
considerado cldsicamente como una demencia subcortical, con un predominio de la
disfuncién ejecutiva y visuoespacial, un déficit de memoria menos prominente y la
funcion del lenguaje relativamente preservada (Muslimovic et al, 2005; Emre et al,

2007).

La disfuncion ejecutiva aparece con frecuencia en estadios iniciales del curso de
la enfermedad, y se manifiesta por alteraciones en la alternancia de tareas, en la atencion
y en la planificaciéon. También se encuentran frecuentes alteraciones en los tests de
reconocimiento de caras, una medida de funcién visuoespacial, en fases tempranas de la
enfermedad. Otras medidas de disfuncién visuoespacial pueden detectarse en pacientes
con cuadros mds severos, principalmente en aquellos que cumplen criterios de
demencia. Todos estos déficits pueden alterar significativamente el rendimiento

funcional de los pacientes antes incluso de cumplir criterios de demencia.
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Los déficits de memoria, aunque menos prominentes que en la EA, aparecen en
la demencia asociada a la EP, aunque parecen estar relacionados con una alteracion en

la recuperacion de la informacién aprendida que puede mejorar con pistas.

La demencia en la EP no se caracteriza, a diferencia de la EA, por un déficit del
lenguaje intrinseco pero, con frecuencia, se objetivan dificultades en el procesamiento

del lenguaje que se ha atribuido a la disfuncién ejecutiva (Grossman et al, 2012).

Algunos autores proponen que la disfuncién ejecutiva en la EP es un fenémeno
temprano resultante de la alteracién del tono dopaminérgico en el coértex frontal. Por el
contrario, los déficits en la funcion visuoespacial y la memoria semdntica serian debidos
a las alteraciones neuropatoldgicas que aparecen mas tardiamente en los cortex temporal
y parietal, y estos “sintomas posteriores” conferirian un riesgo incrementado de

progresion a demencia (Williams-Gray et al, 2009).

Las caracteristicas de la disfuncién cognitiva en la EP-demencia son similares y,
con frecuencia, indistinguibles de las que aparecen en la demencia por cuerpos de Lewy
(Emre et al, 2007), lo que apoya la hipétesis de que ambas enfermedades constituyen

espectros diferentes del mismo trastorno.

= Sintomas neuropsiquiatricos

En la EP pueden aparecer una amplia variedad de alteraciones neuropsiquiatricas
y conductuales. Aunque muchos de estos sintomas pueden estar presentes en sujetos sin
demencia, su frecuencia aumenta a medida que lo hace la severidad del deterioro
cognitivo. En un estudio se observd que el 89% de los pacientes con EP-demencia
presentaban al menos un sintoma neuropsiquiétrico, y en el 60% este sintoma tenia una
relevancia clinica significativa (Aarsland et al, 2007). Entre dichas manifestaciones
neuropsiquidtricas se incluyen las alucinaciones visuales (Aarsland et al, 2007), los
delirios (Friedman 2010), el trastorno ansioso-depresivo (Aarsland et al, 2007) y las

alteraciones del suefio (Marion et al, 2008).

La presencia de alucinaciones visuales se asocia fuertemente con disfuncion
cognitiva y con un mayor riesgo de progresion a demencia (Zhu et al, 2014; Wang et al,

2014).
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La depresion puede ser un factor predictivo de desarrollo de deterioro cognitivo

(Riedel et al, 2010).

El TCREM esté presente con mayor frecuencia en pacientes con EP y demencia
(Marion et al, 2008). En sujetos sin demencia, se asocia a mayores tasas de disfuncién

cognitiva (Vendette et al, 2007).

5.2.1.c. Criterios diagnosticos de la EP-demencia

La Movement Disorders Society (MDS) Task Force propuso en 2007 unas
recomendaciones para establecer el diagndstico de demencia asociada a EP en las
categorias de “posible” y “probable”, basidndose en dos niveles: el Nivel 1 consiste en
una serie de tests cognitivos de fécil aplicaciéon que no requieren una particular
experiencia en métodos neuropsicolégicos y permite establecer la presencia o ausencia
de demencia; el Nivel 2 tiene como objetivo definir el patréon y la severidad de la
afectacion cognitiva, y precisa de una evaluacién neuropsicolégica mds exhaustiva

(Dubois et al, 2007).

Los criterios propuestos por la MDS Task Force del Nivel 1 para establecer el

diagnéstico de demencia “probable” asociada a EP son los siguientes:

e Diagnéstico de EP (segun criterios del Banco de Cerebros de Londres)
¢ Inicio de EP previo al inicio de la demencia
o  MiniMental Status Examination (MMSE) <26
e Los déficits cognitivos tienen un impacto significativo sobre las actividades
bésicas de la vida diaria
e Alteracion de al menos dos dominios cognitivos:
« Atencidon: Test de meses a la inversa o series de 7 a la inversa
« Funcién cognitiva: Fluencia fonémica o test del reloj
« Habilidad visuoespacial: Dibujo de los pentdgonos del MMSE
« Memoria reciente: Recuerdo diferido de 3 palabras del MMSE
e Ausencia de depresion mayor
e Ausencia de delirium

e Ausencia de otras alteraciones que puedan dificultar el diagnéstico
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Una vez establecido el diagndstico de demencia, los tests del Nivel 2 permiten
caracterizar el patrén de disfuncién cognitiva y monitorizar los distintos elementos que
puedan ser subsidiarios de intervencidén en la prictica clinica, en el dmbito de la
investigacion o en ensayos clinicos farmacoldgicos. Los tests del Nivel 2 evalian cuatro
dominios cognitivos: eficiencia cognitiva global, funciones fronto-subcorticales
(funcién  ejecutiva), funciones instrumentales (corticales) y caracteristicas

neuropsiquidtricas, y se resumen en la Tabla 2.

Tabla 2. Evaluacion neuropsicoldgica del Nivel 2 de la MDS Task Force.

- Mattis Dementia Rating Scale (DRS)

- Digit span
Memoria de trabajo - Spatial span (CANTAB)

- Digit ordering test
Conceptualizacion - Similarities (WAIS-R)

P - Wisconsin Card Sorting Test (WCST)

Activacion - Verbal fluency
Abstraccion - Trail Making Test (TMT)
Mantenimiento - Stroop test

- Odd man out test
Control conductual - Prehension behaviour
- Rey Auditory Verbal Learning Test (RAVLT)
- Free and cued recall test

Lenguaje - Boston naming test

Visuo-constructiva - Copy of the clock

- Benton line orientation test

- Cube analysis (VOSP)

Visuo-perceptiva - Benton face recognition test
- Fragmented letters (VOSP)

Visuo-espacial

Apatia - Apathy scale
- Montgomery and Asberg Depression Rating Scale
(MADRS)
Depresién - Hamilton Depression Rating Scale

- Beck Depression Inventory
- Geriatric Depression Scale (GDS-15)
Alucinaciones visuales - Parkinson Psychosis Questionnaire (PPQ-6)

Psicosis - Neuropsychiatric Inventory (NPI)

5.2.1.d. Neuropatologia de la EP-demencia

El sustrato patolégico de la demencia y el deterioro cognitivo leve asociados a la

EP no se conoce del todo, aunque se considera que es heterogéneo. Histéricamente, la
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aparicion de demencia en pacientes con EP era atribuida a la coexistencia de patologia
de tipo EA y/o vascular. Sin embargo, los estudios neuropatoldgicos han demostrado
que el grado de patologia de tipo Lewy (cuerpos de Lewy y neuritas de Lewy) en
regiones corticales es el factor que mds se correlaciona con el riesgo de EP-demencia.
Son numerosos los estudios clinico-patolégicos en los que se establece una relacion
entre la presencia de patologia de tipo Lewy cortical y la existencia de deterioro
cognitivo/demencia (Mattila et al, 2000; Irwin et al, 2012; Schneider et al, 2012),
aunque esta asociaciéon no se da en todos los casos. Algunos pacientes con EP sin
criterios clinicos de demencia y algunos individuos con enfermedad por cuerpos de
Lewy incidental muestran una importante carga de patologia a-sinucleina cortical y
limbica (Hurtig et al, 2000; Parkkinen et al, 2008). Por el contrario, una minoria de
pacientes con demencia asociada a la EP presentan minima patologia de tipo cuerpos de
Lewy en la autopsia (Hurtig et al, 2000; Colosimo et al, 2003; Irwin et al, 2012). Estos
hallazgos sugieren que la patologia a-sinucleina cortical y limbica es importante pero no
imprescindible para el desarrollo de demencia en la EP, y que estos casos podrian ser el
resultado de una afectaciéon mds subcortical o de la existencia de neuropatologias

comorbidas.

La importancia de la coexistencia de patologia tipo EA en la demencia asociada
a la EP ha sido ampliamente debatida, y son varios los trabajos publicados tanto a favor
(Hurtig et al, 2000; Mattila et al, 2000; Irwin et al, 2012) como en contra (Apaydin et
al, 2002; Aarsland et al, 2005; Hely et al, 2008) de su implicacién en la fisiopatologia

de la EP-demencia.

En un estudio realizado en 56 sujetos con EP se detecté una asociacion
significativa entre el riesgo de apariciéon de demencia y la densidad de placas de
amiloide, depdsito de proteina tau y patologia a-sinucleina. Todos los tipos de patologia
mostraron una correlacion positiva significativa entre ellos. Ademads, la combinacién de
todos ellos demostrd ser un mejor predictor de demencia que la severidad de cada uno

por separado (Compta et al, 2011).

A favor de la implicacién de la patologia amiloide estaria también el hecho de

que el alelo E4 de la apolipoproteina E, factor genético de riesgo conocido para la EA,
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podria influir de manera independiente sobre el riesgo de demencia en la EP (Irwin et

al, 2012).

En base a algunos estudios, se entiende que es posible que exista un papel
sinérgico entre la patologia de tipo cuerpos de Lewy y EA. De hecho, en modelos
celulares se ha comprobado que el depdsito de a-sinucleina promueve la agregacion
intracelular de tau hiperfosforilada en ovillos neurofibrilares (Waxman y Giasson,

2011).

Este efecto aditivo de la patologia a-sinucleina, las placas amiloides y los ovillos
neurofibrilares podria influir potencialmente en las caracteristicas clinicas de la
demencia asociada a la EP. La existencia de co-patologia EP-demencia y EA es mds
frecuente en pacientes con una edad de inicio mds tardia de los sintomas motores de la
EP, y se ha asociado con un curso mds agresivo de la enfermedad, una supervivencia
mads corta y una apariciéon més temprana de demencia (Halliday et al, 2008; Compta et

al, 2011).

El papel de otros sustratos patoldgicos en la demencia asociada a la EP no esta
claro. La mayoria de las series de autopsias incluyen sujetos de edad avanzada, en los
que la coexistencia de otros hallazgos neuropatolégicos asociados al envejecimiento es

frecuente y pueden actuar como un factor de confusion.

La presencia de lesiones vasculares ha sido involucrada en el riesgo de demencia
asociada a EP (Aarsland et al, 2005; Jellinger y Attems, 2008), aunque su implicacién
es controvertida y es uno de los factores mdas dificiles de considerar por su alta

prevalencia en sujetos de edad avanzada.

Se ha investigado la contribucién de otras patologias al riesgo de desarrollar
demencia en la EP. Un estudio identificé inclusiones TDP-43 positivas, caracteristicas
de la degeneracion lobar frontotemporal, en mayor proporciéon en pacientes con EP con
demencia respecto al grupo de sujetos sin demencia (19% vs 7,2%) (Nakashima-Yasuda
et al, 2007), aunque estos resultados no han sido confirmados posteriormente. También
se ha considerado una posible asociacién entre la presencia de granos argiréfilos y la

demencia en la EP (Sabbagh et al, 2009; Grau-Rivera et al, 2013).
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5.2.1.e. Etiopatogenia de la EP-demencia

En los dltimos anos, la EP ha pasado de ser considerada conceptualmente como
una enfermedad secundaria a una disfuncién pura del sistema dopaminérgico, a ser
reconocida como el resultado de la disfuncion de madltiples sistemas de
neurotransmisores que, incluso, pueden ser mds importantes que la dopamina en la
fisiopatologia de alguno de los sintomas no motores que acompaifian a la enfermedad.
Otros sistemas de neurotransmisién que se encuentran alterados en la EP ademds del
dopaminérgico y que podrian estar implicados en la fisiopatologia del deterioro
cognitivo son los sistemas colinérgico (Gaspar y Gray, 1984; Zweig et al, 1993; Klein
et al, 2010 Yarnall et al, 2011), noradrenérgico (Gaspar y Gray, 1984; Zweig et al,
1993; Del Tredici y Braak, 2013) y serotoninérgico (Perry et al, 1993; Huot et al, 2010;
Ballanger et al, 2010).

5.2.1.f. Biomarcadores de deterioro cognitivo en la EP

La disfuncion cognitiva en la EP produce un gran impacto en la calidad de vida
de los pacientes y empeora el prondstico de la enfermedad més que cualquier otro
sintoma motor o no motor. Por tanto, disponer de un marcador prondstico que ayude a
predecir la probabilidad de desarrollar deterioro cognitivo durante el curso de la
enfermedad resultaria de gran importancia, y en la actualidad se ha convertido en una de

las principales lineas de investigacion en el campo de la EP.

* Biomarcadores de neuroimagen

Se estan investigando diversos biomarcadores de neuroimagen. Algunos estudios
de RMN estructural mediante morfometria basada en voxel (Song et al, 2011; Melzer et
al, 2012), RMN con tensor de difusion (Carlesimo et al, 2012; Chen et al, 2015) y
RMN funcional (Rektorova et al, 2012) han identificado cambios entre sujetos sin y con
demencia. Del mismo modo, se han detectado cambios con técnicas de imagen nuclear
con marcador de glucosa (PET-FDG) (Yong et al, 2007; Bohnen et al, 2011), del
sistema colinérgico (SPECT-'ZIBVM) (Kuhl et al, 1996), del depésito amiloide (PET-
""C-PIB) (Aarsland et al, 2005) y de la activacién microglial (PET-''C-PK-11195)
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(Edison et al, 2013). Actualmente no existe un marcador de neuroimagen especifico

para a-sinucleina, aunque esta en desarrollo.

= Biomarcadores en LCR

Otro campo de investigaciéon lo constituyen los biomarcadores en LCR.
Aproximadamente el 80% de las proteinas del LCR proceden de la sangre periférica a
través de la barrera hemato-encefdlica; el 20% restante es sintetizado y liberado por
células del SNC por secrecion activa, desgaste fisioldgico, dafio celular o muerte
neuronal. La importancia de los biomarcadores en LCR radica en que la deteccion de
variaciones en su composicion proteica permite evaluar de forma indirecta algunas de

las alteraciones bioquimicas y celulares que tienen lugar en el SNC.

La oa-sinucleina, principal componente de los cuerpos de Lewy, es el
biomarcador mas estudiado en el LCR, aunque los resultados no han sido consistentes.
La mayoria de los estudios encuentra niveles reducidos de a-sinucleina total en el LCR
de pacientes con sinucleinopatias, incluida la EP (Tokuda et al, 2006; Parnetti et al,
2014, Stav et al, 2015). Los estudios que investigan la asociacién entre los niveles
licuorales de a-sinucleina y la presencia de demencia asociada a la EP son muy
limitados. Un estudio longitudinal detecté que los niveles bajos de a-sinucleina se
asociaban con un mejor rendimiento cognitivo en pacientes con EP (Stewart et al,
2014). En la misma linea, un reciente estudio prospectivo ha encontrado que niveles
mds altos de a-sinucleina en el LCR se asocian con un deterioro motor y cognitivo mas
rapido en un seguimiento longitudinal de 2 afios (Hall et al, 2015). Sin embargo, otros

trabajos no han podido confirmar estos resultados (Stav et al, 2015).

Los péptidos AP estdn involucrados en el proceso de informacién neuronal, y
son el componente principal de las placas amiloides que definen la neuropatologia de la
EA, aunque estdn presentes en otras enfermedades neurodegenerativas como la EP o la
demencia por cuerpos de Lewy. El alto riesgo de aparicion de demencia y la frecuente
co-patologia de EA en la EP convierten a estos péptidos en una diana interesante en la
bisqueda de marcadores de riesgo de deterioro cognitivo en la EP. El fragmento mas
comun en las placas amiloides en el ABi-42, cuyos niveles en LCR aparecen reducidos

en la mayoria de los estudios en la EP (Alves et al, 2010; Kang et al, 2013; Buddhala et
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al, 2015). Niveles mds bajos de APi.42 se asocian con peores rendimientos en tests de
memoria diferida en sujetos con EP (Alves et al, 2010; Yarnall et al, 2014; Hall et al,
2015). Ademas, se han encontrado niveles mas bajos de APBi-42en LCR en pacientes con
EP con demencia respecto a individuos con EP sin demencia (Mollenhauer et al, 2006,
Vranovd et al, 2014). Los niveles reducidos de APi42 en LCR constituyen un factor

predictor independiente de deterioro cognitivo en la EP (Siderowf et al, 2010).

En la EP, las diferencias en las concentraciones de tau en el LCR comparadas
con controles son marginales (Mollenhauer et al, 2006, Parnetti et al, 2008; Buddhala
et al, 2015). Sin embargo, se han encontrado niveles mds altos de tau en pacientes con
EP-demencia comparados con EP sin demencia (Mollenhauer et al, 2006, Parnetti et al,
2008; Yu et al, 2014). Ademas, los niveles elevados de P-tau en el LCR se han asociado
con un mayor empeoramiento de los sintomas motores (Hall et al, 2015) y con una
progresion mas rapida del deterioro cognitivo en sujetos con EP (Liu et al, 2015; Yu et

al, 2014).

* Biomarcadores en sangre periférica

Aunque la deteccidon de biomarcadores en el LCR resulta mas atractiva debido a
su proximidad con el cerebro, presenta importantes inconvenientes que dificultan su
utilizacion rutinaria en la préctica clinica, como el caricter invasivo de la técnica, la
baja concentracion de las proteinas en el LCR o la frecuente contaminacion sanguinea
durante la obtencién de la muestra. Estos hechos han promovido la investigacién de
marcadores en otros fluidos bioldgicos mds accesibles, principalmente en sangre

periférica.

A pesar de que el numero de estudios es muy limitado, los niveles bajos del
factor de crecimiento epidérmico (plasma epidermal growth factor, EGF) en plasma se
han correlacionado con un peor rendimiento cognitivo y con un riesgo incrementado de
progresion a demencia en pacientes con EP (Chen-Plotkin et al, 2011; Pellecchia et al,

2013).

Como se detallard més adelante, niveles séricos bajos de dcido urico se han

correlacionado de manera consistente con un riesgo mas alto de EP (Shen et al, 2013) y
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un peor rendimiento cognitivo en pacientes con EP (Wang et al, 2009; Annanmaki et al,
2011). Sin embargo, la asociacién entre la uricemia y el riesgo de demencia asociada a

EP no ha sido investigada especificamente.

Mientras que en un pequeflo nimero de trabajos los resultados han sido
contradictorios, la mayoria ha detectado que los niveles plasmdticos elevados de
homocisteina se correlacionan con el rendimiento cognitivo y el riesgo de demencia en

la EP (Zoccolella et al, 2005; Martin-Ferndndez et al, 2010, Biatecka et al, 2012).

Las proteinas de unién a los 4cidos grasos (fatty acid binding protein, FABP)
pertenecen a una familia de proteinas transportadoras de dcidos grasos y otras sustancias
lipofilicas que facilitan la transferencia de estas moléculas entre las membranas intra y
extracelulares. Algunos miembros de esta familia se han propuesto como posibles
biomarcadores de enfermedades neurodegenerativas en sangre. Los niveles de FABP de
tipo cerebral se han encontrado incrementados en pacientes con EP respecto a controles
(Teunissen et al, 2011). Ademas, se han detectado concentraciones séricas mas elevadas
de FABP de tipo cardiaco en pacientes con EP-demencia y demencia por cuerpos de

Lewy que en controles (Mollenhauer et al, 2007).

* Biomarcadores en otros fluidos biolégicos

En los ultimos afios se ha avanzado en la busqueda de biomarcadores de riesgo
de enfermedades neurodegenerativas en fluidos biologicos periféricos de fécil
accesibilidad, como la saliva. En la EP, se han encontrado concentraciones mas
elevadas de a-sinucleina en la saliva de pacientes respecto a controles sanos (Devic et
al, 2011; Al-Nimer et al, 2014), y se ha propuesto que podria ser dtil como marcador de
riesgo de EP. Sin embargo, no se ha estudiado hasta el momento su posible papel como

predictor de deterioro cognitivo y demencia en la EP.

» Biomarcadores genéticos

Las bases genéticas del DCL y la demencia en la EP no se conocen

completamente, pero existen numerosas evidencias en la literatura a favor del impacto
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de factores genéticos sobre la disfuncidn cognitiva en la EP. Alteraciones en los genes

de SNCA, GBA, MAPT y apoE se han asociado a un mayor riesgo de demencia en la EP.

Todas las mutaciones del gen SNCA han sido asociadas en algin estudio con
deterioro cognitivo, aunque la mutaciéon E46K es la que se asocia mds fuertemente con
el riesgo de demencia en la EP, asi como con la apariciéon de deterioro cognitivo en
fases mds tempranas de la enfermedad (Zarranz et al, 2004; Somme et al, 2011;
Pimentel et al, 2015). Las duplicaciones y triplicaciones de este gen también se asocian
con formas hereditarias autosémico dominantes de EP. Mientras que las duplicaciones
cursan habitualmente con cuadros esporddicos de EP de inicio tardio con fenotipos mas
benignos, similares a las formas idiopdticas, las triplicaciones se han relacionado con un
inicio mds temprano tanto de los sintomas motores como de la disfuncién cognitiva, a
veces con cuadros clinicos més parecidos a la demencia por cuerpos de Lewy que a la

demencia asociada a EP (Fuchs et al, 2007).

Los portadores de mutaciones de GBA presentan una edad mds temprana de
inicio de los sintomas parkinsonianos, una progresiéon mads rdpida de los sintomas
motores, un mayor y mas rapido deterioro cognitivo y menores indices de supervivencia
(Brockmann et al, 2015). En una cohorte de 790 pacientes con EP, 33 de los cuales eran
portadores de mutaciones de GBA, se encontr6 una mayor proporcién de patologia
neocortical de tipo Lewy en el grupo con mutaciones de GBA; en este estudio, el 45%
de los portadores de mutaciones cursaron con alucinaciones visuales y el 48% cumplian

criterios clinicos de EP-demencia (Neumann et al, 2009).

El haplotipo H1/H1 del gen MAPT es un factor de riesgo independiente de
deterioro cognitivo y desarrollo de demencia en pacientes con EP (Goris et al, 2007;
Williams-Gray et al, 2009). Ademas, MAPT H1/H1 podria tener un efecto sinérgico
sobre el riesgo de EP-demencia con un polimorfismo del gen SNCA: la combinacién de
ambas variantes genéticas duplicaria el riesgo de desarrollar demencia (Goris et al,

2007).

La mayoria de los estudios encuentran un riesgo incrementado de demencia de
hasta 5 veces en sujetos con EP portadores del alelo €4 de la apoE (Irwin et al, 2012;
Tsuang et al, 2013; Monsell et al, 2014). A pesar de haberse sugerido que la influencia

de apoE €4 sobre la cognicion en la EP podria estar mediada por cambios
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neuropatolégicos de EA (Lashley et al, 2008), dos estudios recientes han confirmado
que el genotipo apoE €4 es un factor predictor de EP-demencia independiente de la

carga de patologia EA coexistente (Irwin et al, 2012; Tsuang et al, 2013).

Los portadores del alelo metionina en la posicion 158 (metl58val) del gen
COMT se han asociado con un peor rendimiento cognitivo en pacientes con EP
(Williams-Gray et al, 2007), aunque estos resultados no han podido ser replicados por

otros grupos (Hoogland et al, 2010; Morley et al, 2012).

= Biomarcadores clinicos

Hasta hace unos afios, se consideraba que la marcha normal dependia
exclusivamente de la integridad del sistema motor. Sin embargo, las evidencias cada vez
mds numerosas de los dltimos afios han demostrado que se basa en un modelo mas
complejo que refleja el control cognitivo de la marcha (Montero-Odasso et al, 2012).
De este modo, alteraciones precoces en los procesos cognitivos como la atencidn,
funcion ejecutiva y memoria de trabajo se han relacionado con una marcha mas lenta e
inestable, y son predictores de pérdida de movilidad en el futuro, caidas y progresion a

demencia en personas de edad avanzada.

En la EP se ha encontrado que el subtipo motor asociado a alteracién de la
marcha y la postura (Postural Instability and Gait Difficulty, PIGD) es un factor de
riesgo de deterioro cognitivo y demencia (Burn et al, 2006; Alves et al, 2006). Ademas,
los sujetos con EP y DCL presentan mayor alteracion de la marcha, y la inestabilidad de

la marcha se correlaciona con la disfuncién visuoespacial (Amboni et al, 2012).

La realizacion de mds estudios en este campo es importante para definir la
asociacion de las distintas caracteristicas de la marcha y su valor como biomarcador

predictivo del riesgo de deterioro cognitivo y demencia en la EP.

= Otros posibles biomarcadores

Ademas de los ya mencionados se estdn investigando otros posibles candidatos
como marcadores de riesgo de deterioro cognitivo en la EP, aunque los estudios son

muy limitados y precisan ser confirmados.
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En el campo de la Neurofisiologia se ha sugerido que el enlentecimiento
oscilatorio en la magnetoencefalografia (Olde Dubbelink et al, 2014), la inhibicién
aferente de latencia corta en los potenciales evocados motores (Yarnall et al, 2013), la
frecuencia media baja y la alta variabilidad en el electroencefalograma (Bonanni et al,
2008) y la baja frecuencia del ritmo de fondo en el EEG cuantitativo (Klassen et al,

2011) pueden asociarse a un menor rendimiento cognitivo en la EP.

Del mismo modo, algunas caracteristicas clinicas como la presencia de TCREM
en el polisomnograma (Gagnon et al, 2009; Anang et al, 2014) y la hiposmia
(Stephenson et al, 2010; Baba et al, 2012) se han propuesto como posibles marcadores

de riesgo de deterioro cognitivo en pacientes con EP.

6. PATOGENIA DE LA ENFERMEDAD DE PARKINSON

A pesar de que en los ultimos afios se han realizado grandes avances en el
conocimiento de la patogénesis de la EP, el mecanismo preciso que conduce a la muerte
de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra todavia no estd claro. Se considera
una enfermedad multifactorial en la que estdn implicados diversos factores genéticos,
ambientales y alteraciones epigenéticas (Obeso et al, 2010; Ammal Kaidery et al, 2013),
los cuales conducen a una cascada de eventos que incluye alteraciones en el
procesamiento de protefnas, disfuncién del sistema ubiquitina-proteasoma, estrés
oxidativo, disfuncién mitocondrial, excitotoxicidad, neuroinflamacién, disfuncién
sindptica, alteracion de la regulacién inmune y otros mecanismos ain desconocidos

(Figura 2).

Aunque no son el tnico grupo neuronal que se afecta en el curso de la
enfermedad, las neuronas dopaminérgicas de la pars compacta de la sustancia negra son
las células mds vulnerables en la EP. Esta vulnerabilidad se debe principalmente a sus
rasgos caracteristicos, como su morfologia compleja, su alta demanda energética, su alto

flujo de calcio y al propio metabolismo de la dopamina (Sulzer, 2007).
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Figura 2. Vias implicadas en la patogénesis de la EP y su relacién con factores de
susceptibilidad de las neuronas dopaminérgicas de la pars compacta de la sustancia

negra (tomada de Fujita et al, 2014).
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6.1. Disfuncion sinaptica

Existen numerosas evidencias sobre la implicacion de la disfuncion sindptica en

la patogenia de la EP.

La a-sinucleina es una proteina presindptica. En cultivos neuronales, se ha
demostrado que se une de forma transitoria con las vesiculas sindpticas para facilitar la
liberacién de los neurotransmisores (Fortin et al, 2005). Ademas, la sobreexpresion de
la a-sinucleina en las sinapsis y los somas neuronales protege frente al estrés oxidativo
y, por tanto, tiene un papel neuroprotector (Quilty et al, 2006). Sin embargo, este efecto
protector estd limitado a un estrecho rango de concentracion, ya que los niveles altos de
a-sinucleina son responsables de formas familiares de EP. De hecho, se ha detectado
que incluso una modesta sobreexpresion de a-sinucleina puede inhibir la liberacién del
neurotransmisor en la sinapsis (Nemani et al, 2010). Por otra parte, las formas
potencialmente patogénicas de a-sinucleina se encuentran formando microagregados en

las sinapsis (Spinelli et al, 2014), 1o que puede contribuir a la disfuncién sindptica.
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Otra proteina implicada en formas familiares y esporadicas de EP, lrrk2, también
estd presente en las sinapsis. A nivel experimental, tanto el exceso como el defecto de
esta proteina altera la dindmica de la liberacion y reciclaje de las vesiculas sindpticas
(Piccoli et al, 2011), aunque su influencia sobre los procesos que conducen a la EP no

se ha establecido auin.

Existen otros eventos patoldgicos relacionados con la EP que podrian afectar a
las sinapsis. Las sinapsis de la via nigroestriatal contienen altos niveles de a-sinucleina
y dopamina, y se ha propuesto que la oxidacién de la dopamina podria influir sobre la
agregacion de a-sinucleina y, de esta forma, participar en el proceso neurodegenerativo
(Leong et al, 2009). Ademas, las altas demandas de energia de estas sinapsis podrian
verse comprometidas por la disfuncién mitocondrial, el recambio de proteinas o el
transporte axonal (Perier y Vila, 2012). Asimismo, la degradacion y recambio de las
proteinas disfuncionantes podrian afectar directamente a la funcién y plasticidad

sindptica (Tai y Schuman, 2008).

6.2. Disfuncion mitocondrial

Las mitocondrias son organelas muy dindmicas que resultan esenciales para un
amplio nimero de procesos celulares, como la produccién de adenosin trifosfato (ATP),
el manejo de las especies reactivas del oxigeno (ERO), la homeostasis del calcio y la
regulacién de la apoptosis. El mantenimiento de la homeostasis mitocondrial por
mitofagia involucra a multiples factores, y estos procesos estdn fuertemente

relacionados con proteinas implicadas en formas familiares y espordadicas de EP.

Algunas proteinas asociadas con la EP familiar, especialmente PINK1 y Parkina,
se relacionan con la funcién mitocondrial (Koopman et al, 2012) (Figura 3). La
regulacién del recambio mitocondrial y la proteccion frente al estrés oxidativo estan
mediadas por la actividad kinasa de PINKI1, entre cuyas proteinas diana se encuentra
Parkina. Por otro lado, el proceso de mitofagia estd dirigido por la translocacién de
Parkina desde el citosol a la mitocondria mediada por PINK1 (Matsuda et al, 2010).
Ademads, tanto la mitofagia (Gegg et al, 2010) como el control postranscripcional de la
biogénesis mitocondrial (Scarpulla, 2008) dependen de la actividad ligasa a la

ubiquitina E3 de Parkina.
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Figura 3. Modulacién de la disfuncién mitocondrial por la via PINK1/Parkina (tomada

de Celardo et al, 2014).
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(A) En la disfuncién mitocondrial, el ADN mitocondrial mutado o las proteinas mal plegadas se
agregan. El eje PINK1/Parkina inhibe los procesos de fusién para evitar la propagacién de los
componentes mitocondriales dafiados. Sin embargo, este eje s6lo estimula el proceso de fisién
para inducir la separacién fisica de la mitocondria dafiada. Los componentes sanos son
rescatados y los dafiados son eliminados por mitofagia. (B) La mitofagia es necesaria para
eliminar las mitocondrias dafiadas. Cuando la organela estd profundamente dafiada, PINKI
recluta a Parkina para la ubiquitinacién de las protefnas de la membrana externa, lo que conduce
irreversiblemente a la mitocondria dafiada a la mitofagia. (C) El trafico mitocondrial es detenido
por la disfuncién mitocondrial. PINK1 inhibe los movimientos mitocondriales a lo largo de los
microttbulos, recluta a Parkina para la ubiquitinacién e induce la degradacién dependiente de
ubiquitina de Miro.

6.3. Estrés oxidativo

La cadena de transporte de electrones de la mitocondria es una de las fuentes
principales de ERO en las células eucaridticas. En condiciones normales, estas ERO
regulan numerosos procesos celulares de sefializacién y transcripcion a través de la
oxidacién directa de numerosas proteinas. Sin embargo, ciertas situaciones pueden
causar una produccién de ERO que sobrepasa la capacidad antioxidante de la célula, lo
que se conoce como estrés oxidativo, que produce un dafio irreversible en las
macromoléculas celulares y puede conducir a la muerte celular. En la EP esporédica se

ha demostrado una reduccién en la actividad del complejo I mitocondrial, que da lugar a



34

Niveles séricos de dcido trico y progranulina, factores genéticos que los regulan y enfermedad de Parkinson

un incremento en los niveles de superdxido y, por consiguiente, a un aumento del estrés

oxidativo (Esteves et al, 2009).

También se han encontrado alteraciones en los niveles de moléculas
antioxidantes en cerebros de sujetos con EP. Un ejemplo es el glutation, presente en
pequenas cantidades en la mayoria de las células, incluidas las neuronas y la glia (Rice y
Russo-Menna, 1998). Los niveles de glutation se encuentran reducidos en la pars
compacta de la sustancia negra de sujetos con EP desde estadios muy iniciales de la
enfermedad (Perry et al, 1982; Dexter et al, 1994). Por otro lado, los niveles de hierro
estdn incrementados en las neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra de pacientes
con EP respecto a controles (Oakley et al, 2007), y su interacciéon con peroxido de
hidrégeno (H20:) genera radicales libres que pueden ser perjudiciales para la

supervivencia neuronal.

Otro mecanismo que favorece el estrés oxidativo en las neuronas
dopaminérgicas de la pars compacta de la sustancia negra respecto a otras areas
cerebrales corresponde a la propia toxicidad de la dopamina. Por un lado, el propio
metabolismo de la dopamina por la monoamina oxidasa genera H»O» que, en
combinacién con el hierro, da lugar a la produccién de ERO (Spina y Cohen, 1989).
Ademds de estrés oxidativo, la oxidacion de la dopamina induce disfuncién
mitocondrial y de los sistemas de degradacion de proteinas proteasomal y lisosomal, y
favorece la formacidn y estabilizacién de las protofibrillas neurotéxicas de a-sinucleina,
jugando un papel clave en el proceso de neurodegeneracion (Segura-Aguilar et al,

2014).

Debido al importante papel del estrés oxidativo en la neurodegeneracion, se ha
investigado el posible papel protector de numerosos agentes antioxidantes en la
patogénesis de la EP (Jayaraj et al, 2014; Zhang et al, 2015), y se ha propuesto que
antioxidantes naturales, como el dcido urico, pudieran proporcionar una defensa
endégena frente al desarrollo y progresion de la EP y otras enfermedades

neurodegenerativas.
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6.4. Fallo en los sistemas de degradacion de proteinas

Los sistemas de degradacion de las células, incluidas las neuronas, aseguran la
eliminacion de las estructuras celulares dafiadas o disfuncionantes, como las proteinas
alteradas o mal plegadas u organelas defectuosas como las mitocondrias, y juegan un
papel clave en la homeostasis celular. Los dos sistemas principales de degradacion son
el sistema ubiquitina-proteasoma (SUP) y el sistema autofagico-lisosomal (Korolchuk et
al, 2010). La disfuncion de estos sistemas en la EP, especialmente en las sinapsis, puede
conducir a la acumulacién de a-sinucleina y mitocondrias defectuosas. Estas, a su vez,
pueden interferir sobre la funcion sindptica, dando lugar a la formacién de agregados

téxicos o alterando el metabolismo energético y causando estrés oxidativo.

Existen numerosas evidencias genéticas y patoldgicas que apoyan la implicacion
de los sistemas de aclaramiento defectuosos en la EP. Por ejemplo, los pacientes con
enfermedad de Gaucher, un trastorno por depdsito lisosomal secundario a la mutacién
del gen GBA, presentan un riesgo aumentado de EP y acumulacion de a-sinucleina en el
cerebro (Westbroek et al, 2011). Por otro lado, las formas mutantes de o-sinucleina
pueden inhibir tanto su propia autodegradacién como la de otras proteinas por autofagia
mediada por chaperonas (Martinez-Vicente et al, 2008). Ademads, los estudios
neuropatoldgicos han detectado un numero incrementado de vacuolas y otros
marcadores de autofagia en cerebros de pacientes y modelos animales de EP (Alvarez-
Erviti et al, 2010; Crews et al, 2010). Asimismo, las neuronas que contienen cuerpos de
Lewy muestran una reduccion en los niveles de marcadores lisosomales y del SUP (Chu

et al, 2009).

6.5. Mal plegamiento y patobiologia de a-sinucleina

La a-sinucleina es una proteina de 140 aminodcidos codificada por el gen SNCA,
localizado en el cromosoma 4. Es una proteina especifica neuronal que se encuentra en
las terminaciones nerviosas presindpticas y en el nicleo (Maroteaux et al, 1988). Su
funcién exacta atin se desconoce, aunque se ha propuesto su implicacién en varias
funciones, como la liberacion y trafico de vesiculas sindpticas, la unién a dcidos grasos

y la regulacién de ciertas enzimas, transportadores y vesiculas de neurotransmisores.
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También parece jugar un papel importante en la supervivencia neuronal regulando los
mecanismos de apoptosis celular. Ademds, interacciona con multitud de proteinas, lo
que sugiere que puede tener una funcién importante en la sefializacion celular (Dev et

al, 2003).

Mutaciones del gen SNCA se asocian con formas familiares de EP de inicio
precoz (Polymeropoulos et al, 1997), y sus agregados constituyen el componente
principal de los cuerpos de Lewy (Spillantini et al, 1997), hallazgo neuropatolégico

caracteristico de la EP.

La a-sinucleina estd implicada en varias de las vias patogénicas de la EP. Esta
proteina puede adoptar de forma espontdnea y dindmica una conformacion fisioldgica o
mal plegada. Esta tltima contiene una estructura en lamina plegada 3, que promueve su
oligomerizacion y fibrilizacion (Ullman et al, 2011). La agregacion de a-sinucleina esta
modulada por diversos factores, que incluyen mutaciones genéticas puntuales asociadas
con formas familiares de EP, factores ambientales, modificaciones postranslacionales y
la interacciéon con membranas celulares y diferentes proteinas. Aunque existe
controversia en este aspecto, las formas oligoméricas y prefibrilares de a-sinucleina son
consideradas citotéxicas, mientras que las formas fibrilares y agregadas podrian

corresponder a depdsitos detoxificados inofensivos (Breydo et al, 2012).

La o-sinucleina mutada, mal plegada o sobreexpresada estd involucrada en
numerosas vias asociadas a la degeneracién de las neuronas dopaminérgicas de la pars
compacta de la sustancia negra. Se ha involucrado en la alteraciéon de la funcién
sindptica (Chung et al, 2009), asi como en la alteracioén del proceso de respiracion, la
morfologia y el recambio de las mitocondrias (Devi et al, 2008; Chinta et al, 2010).
También podria afectar al transporte axonal perturbando el ensamblaje de los
microtibulos, especialmente junto con la proteina tau (Esposito et al, 2007). Ademas,
los oligémeros de la a-sinucleina mutada inducen estrés en el reticulo endopldsmico, lo
que parece formar parte de las etapas mds precoces del proceso de neurodegeneracion

(Colla et al, 2012).

Finalmente, la degradacién de a-sinucleina por autofagia mediada por
chaperonas podria verse alterada por la a-sinucleina mutada o modificada por dopamina

(Xilouri et al, 2009). Al mismo tiempo, la reduccién de la actividad lisosomal por la
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sobreexpresion de a-sinucleina podria conducir a la acumulacién de esta proteina
(Mazzulli et al, 2011). De este modo, se produciria un circulo vicioso entre la
deficiencia en el proceso de autofagia mediada por chaperonas y el mal plegamiento y
acumulacién de a-sinucleina. También se ha descrito la inhibicién del sistema UPS por

a-sinucleina mutante o sus oligémeros (Tanaka et al, 2001; Lindersson et al, 2004).

En los dltimos anos han surgido numerosas evidencias acerca de la capacidad de
propagacién de los agregados de a-sinucleina entre las células, de manera similar a la
propagacién de la proteina pridnica (Krammer et al, 2009; Masuda-Suzukake et al,
2013). La hipotesis de la existencia de un mecanismo de transferencia de neurona a
neurona de la a-sinucleina mal plegada ha sido ampliamente comprobada en modelos
animales y cultivos celulares, y se ha demostrado que la presencia de fibrillas
preformadas de a-sinucleina exdgenas puede promover la agregacion de la a-sinucleina
nativa en las neuronas (Desplats et al, 2009; Luk et al, 2012). Ademads, algunos de los
mecanismos patogénicos descritos en la EP, como la disfuncién mitocondrial o
proteasomal, podrian incrementar tanto la secreciéon como la agregacion de a-sinucleina

(Jang et al, 2010), contribuyendo asi a su propagacion y al proceso neurodegenerativo.

6.6. Neuroinflamacion

La neuroinflamacién y la activacion cronica del sistema inmune son procesos
patolégicos asociados con todas las enfermedades neurodegenerativas crénicas, incluida
la EP (Mosley et al, 2012). En este contexto, la microglia adquiere un papel muy
importante. En condiciones normales, la microglia se mantiene quiescente, y su papel
consiste en mantener la homeostasis y realizar la vigilancia inmunoldgica examinando
continuamente el microambiente a través de la extension de sus procesos celulares. Ante
cualquier situacion estresante la microglia se activa, produciendo y liberando citocinas
proinflamatorias y factores de crecimiento (Lucin y Wyss-Coray, 2009). Las neuronas
participan activamente en la regulaciéon de la respuesta de la microglia (Tian et al,
2009), de forma que muchos de sus productos inhiben la activaciéon de la microglia a
través de su union a receptores especificos microgliales (Mott et al, 2004, Majed et al,

2006).
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La pars compacta de la sustancia negra posee una alta densidad de microglia y
menos astrocitos en comparacion con otras dreas cerebrales, lo que la hace una

estructura especialmente vulnerable a la neuroinflamacién (Kim et al, 2000).

Se ha descrito la presencia de microglia activada reactiva tanto en cerebros de
pacientes con EP (McGeer et al, 1988) como en sujetos expuestas al 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) (Langston et al, 1999), neurotoxina utilizada para
crear un modelo quimico de EP, lo que apoya que la neuroinflamaciéon estd
intrinsecamente relacionada con el proceso patoldgico de la EP. Ademads, existen
numerosas evidencias de que el dafio neuronal desencadena la activacion de la microglia

que, a su vez, potencia el proceso de neurodegeneracion (Gao et al, 2003).

De este modo, el papel intrinsecamente protector de la microglia puede
convertirse en perjudicial ante la presencia de algunos factores estresantes relacionados
con la EP. La microglia puede detectar la a-sinucleina mal plegada y, en su intento de
eliminarla, incrementar la neurotoxicidad mediante la produccién de ERO vy citocinas
proinflamatorias (Alvarez-Erviti et al, 2011). Por otro lado, las células microgliales que
sobreexpresan lrrk2 mutada producen més citocinas proinflamatorias (Gillardon et al,
2012). En los tultimos afnos han surgido numerosos trabajos investigando el posible
papel protector de agentes antiinflamatorios en la EP y otras enfermedades
neurodegenerativas cronicas (Jayaraj et al, 2014; Leem et al, 2014). En este campo
resulta especialmente interesante el estudio del papel de sustancias enddgenas con
propiedades antiinflamatorias en el SNC sobre la génesis y progresion de la EP, como la

progranulina (Tanaka et al, 2013) o el 4cido trico (Ljubisavljevic et al, 2013).

6.7. Muerte neuronal mediada por apoptosis

La neurodegeneracién por apoptosis puede producirse a través de dos cascadas
de sefializacion, denominadas la via intrinseca y la via extrinseca. Ambas vias parecen

estar implicadas en el proceso degenerativo que conduce a la EP.

En la via intrinseca, la muerte neuronal por apoptosis puede ser inducida por
situaciones de estrés intracelular, que conducen a la permeabilizacién de la membrana

externa mitocondrial, regulada por proteinas de la familia BCL-2. Como resultado, se



Introduccion

produce la liberacién de citocromo C desde el espacio intermembrana mitocondrial, la
formaciéon del apoptosoma y la activaciéon de caspasas, responsables de ejecutar
finalmente el proceso apoptdtico. En modelos animales de EP, la regulacion de las
proteinas de la familia BCL-2 constituye una diana clave para atenuar la
neurodegeneracion de las neuronas dopaminérgicas (Offen et al, 1998; Dietz et al,
2008). Algunos de los genes implicados en formas familiares de EP, como las
mutaciones de LRRK2, PINK1 'y Parkina, han demostrado favorecer la
neurodegeneracion estimulando la apoptosis neuronal por diversos mecanismos (Darios
et al, 2003; laccarino et al, 2007; Wang et al, 2007). También se ha sugerido que los
fallos en los sistemas de degradacion de proteinas podrian contribuir a la apoptosis por
la via intrinseca (Vila et al, 2011). Ademads, la propia toxicidad de la dopamina puede
activar la via intrinseca y contribuir de ese modo a la degeneracién selectiva de las

neuronas dopaminérgicas (Jeon et al, 2010).

La via extrinseca de la apoptosis es activada por sefales extracelulares, y la
neuroinflamacién parece jugar un papel importante en este proceso favoreciendo la
apoptosis por estrés oxidativo o por la presencia excesiva de citocinas proinflamatorias

(Gao et al, 2011).

En base a su importante papel, la regulacién de la apoptosis por ambas vias
podria ser una buena diana para intervenciones terapéuticas con el objetivo de paliar el

proceso neurodegenerativo de las neuronas dopaminérgicas en la EP.

7. EL PAPEL DEL ACIDO URICO EN LA NEURODEGENERACION

7.1. Introduccion

El 4cido urico (AU) es el producto final del metabolismo de las purinas en
humanos, y se produce principalmente en el higado, musculos e intestino a partir del

enzima xantina oxidasa.

Los niveles de AU en sangre dependen de varios factores, principalmente de la

ingestion de purinas en la dieta, la biosintesis de AU a partir de purinas endégenas y la
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excrecion de urato. La excrecion renal representa aproximadamente el 60-70% de la
excrecion total del AU en el organismo, mientras que una pequefia proporcidén es
secretada a nivel intestinal. La excrecidn urinaria de urato es el proceso mds importante
en la regulacion de los niveles plasmaticos de AU y depende de diversos mecanismos,
particularmente de los procesos de secrecion y reabsorcion. Aproximadamente el 90%
de los metabolitos del AU filtrados por el rifién son reabsorbidos en forma de aniones
mediante mecanismos que incluyen diversas moléculas transportadoras en el tibulo

renal proximal (Basseville y Bates, 2011; Bobulescu y Moe, 2012) (Figura 4).

Figura 4. Transportadores de urato en las células epiteliales del tibulo proximal

(tomada de Basseville y Bates, 2011).
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Los transportadores de urato estdn implicados tanto en la secrecién tubular como en la reabsorcién posterior, lo que
determina la excrecion neta de urato. En el mecanismo de secrecion de urato, los transportadores de aniones OAT1 y OAT3
(organic anion transporter 1y 3), localizados en la membrana basolateral, transportan el urato dependiendo de gradientes
generados por aniones intercambiados. En la membrana apical, cuatro transportadores estdn implicados en la secrecion:
UAT (uric acid transporter), NPT1 (sodium phosphate transport protein 1) y los transportadores de la familia ATP-binding
cassette MRP4 (multidrug resistance related protein 4) y ABCG2 (ATP-binding cassette transporter isoform G2). En la
reabsorcién renal, el intercambiados de urato-anion URAT]1 se considera esencial en la homeostasis del urato y responsable
del 50% de la reabsorcién de urato. OAT4 y OATI10 son otros mediadores apicales de urato. Ademds de estos
transportadores, GLUT9 (glucose transporter 9) puede jugar un papel importante en la reabsorcién. La isoforma corta,
s-GLUT9, se localiza exclusivamente en la membrana apical, mientras que la isoforma larga, L-GLUT9, es considerado el
mediador basolateral del flujo de urato.
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Por tanto, la regulacion de los niveles de AU es compleja, y estd directamente
influenciada por la dieta y, sobre todo, por los genes que codifican las proteinas

transportadoras de urato en el rifién.

Se estima que un 20% de la poblacion presenta cifras de AU elevadas, lo que se
conoce como hiperuricemia (Choi et al, 2007). La hiperuricemia se define como cifras
de AU en sangre >7,0 mg/dl en varones y >5,7 mg/dl en mujeres, y estd asociada a

numerosas condiciones patoldgicas.

Los niveles séricos de 4cido trico estan influidos por factores como el sexo, la
edad, la adiposidad, factores dietéticos, enfermedades cronicas y farmacos. En general,
los niveles séricos de AU son aproximadamente 1,4 mg/dl mds altos en varones que en
mujeres (Choi et al, 2007). Se considera que las diferencias entre ambos sexos son
debidas fundamentalmente al mayor aclaramiento renal de urato dependiente de
estrégenos en las mujeres, especialmente antes de la menopausia (Nicholls et al, 1973).
La edad, sin embargo, parece tener influencia sobre la uricemia sélo en mujeres, en las
que los niveles de AU aumentan con la edad. La obesidad, en particular la proporcién
corporal de tejido adiposo o adiposidad, es uno de los factores de riesgo mads
determinantes de hiperuricemia (Choi et al, 2005). Los niveles séricos de AU aumentan
con la dieta rica en carne y marisco, y disminuyen con el consumo de productos lacteos
(Choi et al, 2007). También se incrementan con el consumo de alcohol, principalmente
con la cerveza y los licores (Choi et al, 2004). Diversas condiciones médicas pueden
incrementar los niveles séricos de AU y el riesgo de gota, como la hipertension, la
diabetes, los niveles elevados de colesterol o triglicéridos, la insuficiencia renal cronica,
la insuficiencia cardiaca congestiva y otras situaciones asociadas a hipoxia tisular
severa, asi como enfermedades proliferativas e inflamatorias crénicas que cursan con
altos indices de recambio celular (Singh et al, 2011). Entre los farmacos que pueden
influir sobre los niveles séricos de AU se encuentran los diuréticos tiazidicos y de asa
(Choi et al, 2005), el tratamiento hormonal sustitutivo postmenopdusico (Hak y Choi,

2008) y el acido acetilsalicilico (Yu y Gutman, 1959; Caspi et al, 2000).

La hiperuricemia se ha relacionado con numerosas enfermedades, como la gota,
la urolitiasis, la enfermedad renal, la hipertension arterial, el sindrome metabdlico, las

enfermedades cardiovasculares y la diabetes mellitus.
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7.2. Funciones bioldgicas del acido vrico

A diferencia de lo que ocurre en humanos, el resto de mamiferos dispone del
enzima uricasa, que metaboliza el dcido trico en alantoina. De este modo, la
inactivacion de la uricasa debida a diversas mutaciones durante la evolucién de los
hominidos es la responsable de que los seres humanos tengamos unos niveles de acido
urico en sangre hasta diez veces superiores al resto de los mamiferos (Kratzer et al,
2014). Estas mutaciones han sido interpretadas como una ventaja evolutiva y, junto con
el hecho de que la mayor parte del urato filtrado en el rifién sea reabsorbido en la
nefrona (Mount et al, 2006), sugieren el posible efecto beneficioso de esta molécula en

el organismo.

Sin embargo, todavia existe una gran controversia acerca de las ventajas de los
altos niveles de AU. Se ha sugerido que el incremento en sus niveles respecto a otros
primates puede estar asociado a la mayor inteligencia de los humanos (Sofaer y Emery,
1981). También se ha propuesto que podria actuar como un mecanismo para mantener
la presion arterial en situaciones de baja ingesta de sal (Watanabe et al, 2002), lo cual
pudo ser un hecho esencial para el mantenimiento de la posicién erecta en los

hominidos.

En la actualidad, los efectos beneficiosos mas reconocidos del acido trico son su

efecto antioxidante, su papel neuroprotector y sus acciones inmunes e inflamatorias.

7.2.1. Acido drico y efecto antioxidante

El AU es una de las sustancias antioxidantes enddgenas mds importantes
presentes en los fluidos bioldgicos en humanos, y es responsable de neutralizar >50%

de los radicales libres en sangre (Glantzounis et al, 2005).

Se han propuesto diversos mecanismos a través de los cuales el AU podria
reducir el estrés oxidativo. In vitro, el AU es un potente neutralizador de radicales
peréxido, hidroxirradicales y radicales de oxigeno (Ames et al, 1981). En
concentraciones fisioldgicas, el AU es tan efectivo como el ascorbato previniendo la

peroxidacion lipidica iniciada in vivo por el peréxido de hidrégeno y estabilizando el
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ascorbato. Ademads, ha demostrado reducir el dafio oxidativo causado por radicales
libres en las moléculas de DNA (Cohen et al, 1984). E1 AU puede participar en la
eliminacion de superéxido previniendo la degradacion de la enzima superdxido
dismutasa, lo que ayudaria a evitar su reaccion con el 6xido nitrico y bloquearia la
formaciéon de peroxinitrito, que se comporta como un potente neurotéxico para las
células dopaminérgicas de la sustancia negra (Hink et al, 2002; Iravani et al, 2006).
También es eficaz evitando la formacién de peroxinitrito a partir de la nitracién de los
residuos tirosina de las proteinas, previniendo asi la inactivacién de enzimas celulares y
la modificacién del citoesqueleto (Pacher et al, 2007). Por otra parte, el AU puede
actuar como quelante de iones metélicos, como el hierro y el cobre, convirtiéndolos en

formas poco reactivas incapaces de catalizar reacciones de radicales libres (Davies et al,

1986).

Basandose en sus efectos antioxidantes se sugirié que el AU podria influir sobre
aquellas situaciones en las que el estrés oxidativo tiene un papel preferente, como el
envejecimiento o la incidencia de cancer (Ames et al, 1981). Sin embargo, no ha podido
demostrarse que los niveles séricos altos de AU se asocien con una mayor esperanza de
vida; por el contrario, los pacientes con hiperuricemia presentan un riesgo mds alto de
mortalidad por cualquier causa y por enfermedad cardiovascular (Storhaug et al, 2013).
Del mismo modo, numerosos trabajos sugieren que la hiperuricemia no sélo no protege
frente al desarrollo de tumores sino que aumenta el riesgo de muerte debida a cancer,
aunque podria no ser consecuencia directa del AU y reflejar un patrén de estilo de vida
que favorece el incremento tanto en los niveles de AU como en el riesgo de cdncer
(Strasak et al, 2007). Ademads, a pesar de las multiples evidencias sobre su efecto
antioxidante, el AU también posee acciones prooxidantes, que dependen del propio
radical urato, de su papel estimulador de la sintesis de moléculas proinflamatorias o de
la generacion de radicales libres a partir de la actividad enzimatica de la xantina oxidasa
(Glantzounis et al, 2005). En base a estos datos, se ha postulado que el AU puede
comportarse como agente antioxidante o prooxidante dependiendo de las circunstancias.
En el caso del envejecimiento, la tumorogénesis y la enfermedad cardiovascular, los
efectos prooxidantes del AU podrian predominar sobre los efectos antioxidantes,
aunque también es posible que la hiperuricemia represente un mecanisSmo

compensatorio o protector para intentar prevenir o corregir el dafio oxidativo.
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A pesar de las controversias, el potente efecto antioxidante natural del AU ha
sido ampliamente demostrado. Debido a esto, en los ultimos afios han surgido
numerosos trabajos investigando la posible asociacion entre los niveles circulantes de
AU vy el riesgo o la patogénesis de diversas enfermedades neurodegenerativas cronicas
en las que se conoce que el estrés oxidativo juega un papel clave, incluida la EP (Davis

et al, 1996; Ascherio et al, 2009; etc.).

7.2.2. Acido drico y neuroproteccion

El cerebro es un 6rgano muy vulnerable al dafio oxidativo debido a su alto indice
metabdlico y a su gran contenido de material lipidico en forma de &4cidos grasos
insaturados. Por este motivo, los mecanismos de defensa frente a la peroxidacién
lipidica en el cerebro adquieren una gran importancia. En este contexto, la relacion entre
los niveles de AU y las enfermedades neurodegenerativas podria reflejar la accién

neuroprotectora del AU relacionada con su efecto antioxidante (Scott y Hooper, 2001).

Los pacientes con esclerosis multiple presentan niveles séricos de AU menores
que los sujetos sanos, y estos niveles son mds bajos en las fases activas de la
enfermedad (Toncev et al, 2002). De este modo, se ha propuesto su posible utilidad
como marcador de actividad y de respuesta al tratamiento en la esclerosis multiple
(Guerrero et al, 2008). Ademds, algunos estudios han encontrado beneficioso el uso
terapéutico del incremento de los niveles séricos de AU con inosina en modelos

animales y pacientes con esclerosis multiple (Markowitz et al, 2009).

Aunque algunos metaandlisis recientes no han podido confirmar este hallazgo
(Schrag et al, 2013; Chen et al, 2014), diversos trabajos han encontrado que los niveles
séricos de AU y otras sustancias antioxidantes se encuentran reducidos en la EA (Kim et
al, 2006). Los niveles aumentados de AU parecen asociarse con una progresion mas
lenta del deterioro cognitivo (Irizarry et al, 2009). El uso de suplementos de 4cido
ascorbico junto con precursores del AU, como la inosina o la hipoxantina, podria

atenuar la progresion de la EA y el deterioro cognitivo (Waugh, 2008).

También se ha encontrado una asociacién entre niveles mas bajos de AU en

suero y la progresion de la enfermedad en pacientes con esclerosis lateral amiotréfica
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(Keizman et al, 2009) y enfermedad de Huntington (Auinger et al, 2010), y se ha
descrito un posible efecto beneficioso del AU como tratamiento neuroprotector en

modelos murinos de lesién de médula espinal (Scott et al, 2005).

En la EP, los hallazgos discurren en la misma linea, y serdn comentados en

detalle en un apartado posterior (7.3).

En resumen, las evidencias acerca del papel neuroprotector de los niveles bajos
de AU sobre el riesgo y la progresion de diversas enfermedades neurodegenerativas son

numerosas.

7.2.3. Acido arico y activacion de respuestas inmunes e inflamatorias

En los tultimos afios, se ha demostrado que el AU tiene un papel importante en la
respuesta inmune innata. El AU es liberado por las células sométicas dafadas en forma
de cristales de urato monosddico. Estos microcristales actian como una sefial de peligro
que activa las defensas celulares del sistema inmune innato estimulando la maduracién
de células dendriticas y aumentando la respuesta de células T CD8" (Shi et al, 2003), y
se comporta como un adyuvante endégeno natural, es decir, favorece la respuesta
inmune al antigeno (Ghaemi-Oskouie y Shi, 2011). La deteccién e ingestién de los
cristales de urato por los fagocitos representa el primer paso de la cascada inflamatoria
iniciada por el AU. Una vez dentro de los fagocitos, estos cristales desencadenan otras
respuestas de estrés, como la generacion de radicales libres, la salida de potasio o la
liberaciéon de catepsina B desde los lisosomas fracturados. Todas estas sefiales se
consideran claves para la activacién del inflamasoma, un complejo multiproteico
citosdlico que detecta patdégenos o bien sefiales de peligro o estrés y participa en la

inmunidad innata y en la iniciacién de la inflamacién (Martinon et al, 2006).

De este modo, se ha propuesto que la participacion del AU en la activacién del
sistema inmune y la inflamaciéon podria ser beneficioso en la lucha contra las

infecciones y otros procesos nocivos.
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7.3. El acido urico en la enfermedad de Parkinson

En los ultimos afos, numerosos estudios han determinado la existencia de una
relacion inversa entre los niveles plasmaticos de 4cido drico y el riesgo de desarrollar
enfermedad de Parkinson (Davis et al, 1996; De Lau et al, 2005, Winquist et al, 2010),
asi como con una progresion mds lenta de los sintomas (Schwarzschild et al, 2008;
Ascherio et al, 2009). Aunque auin no tiene aplicacion a nivel clinico, se ha propuesto la
utilizacién de los niveles de AU en suero como biomarcador de riesgo, diagndstico y

prondstico en la EP (Cipriani et al, 2010).

Mientras que la mayoria de los estudios ha establecido esta asociacién en ambos
sexos, algunos trabajos han encontrado diferencias entre varones y mujeres, con una
asociacion estadisticamente mas débil (Schwarzschild et al, 2008; Ascherio et al, 2009)
o incluso ausente (Alonso et al, 2007) en mujeres. La explicacion para esta diferencia no
estd clara, aunque se ha postulado que podria ser el resultado de un efecto bioldgico
diferente del urato sobre la enfermedad de Parkinson en ambos sexos (Nilsen et al,
2004), o también podria reflejar la existencia de un menor nimero de mujeres con
niveles de uricemia suficientemente elevados como para ejercer un efecto significativo

sobre la progresion de la enfermedad (Ascherio et al, 2009).

En base a numerosos estudios in vitro e in vivo surgidos en los dltimos afios,
existen suficientes evidencias que apoyan el efecto preventivo de la hiperuricemia sobre
el estrés oxidativo en la degeneracién progresiva de las neuronas dopaminérgicas de la
pars compacta de la sustancia negra en individuos con EP (Duan et al, 2002; Jenner,

2003; Guerreiro et al, 2009).

El metabolismo oxidativo de la dopamina puede generar per6xido de hidrégeno
y otras especies de oxigeno reactivo, asi como condiciones favorables al estrés

oxidativo como el incremento de hierro y la disminucién de glutation (Sofic et al, 1991).

Por otro lado, se han encontrado niveles reducidos de acido urico en la sustancia
negra de cerebros con EP respecto a controles (Church et al, 1994). Estos autores
demostraron que la adiciéon de AU reducia el grado de oxidacion de la dopamina en el
nicleo caudado y la sustancia negra, mientras que la uricasa aumentaba ésta

significativamente. Estos hallazgos apoyan la hipétesis de que los niveles de AU estdn
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disminuidos en las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales en los pacientes con EP, lo
que contribuiria a generar un ambiente vulnerable al estrés oxidativo, particularmente a

través de reacciones de oxidacion de la dopamina.

En un modelo animal de EP, el tratamiento con dcido trico demostré suprimir el
estrés oxidativo y prevenir la muerte de las neuronas dopaminérgicas causada por la
administracion de homocisteina o hierro (Duan et al, 2002). Se considera que esta
protecciéon puede ser debida a la inhibicién de la neurotoxicidad mediada por
peroxinitrito, un mecanismo también implicado en la patogénesis de la EP (Iravani et

al, 2006).

Por tanto, son muchas las evidencias a favor de un papel protector del dcido
urico tanto sobre el riesgo como sobre la progresion de la EP, especialmente en varones.
Esta accién se basa, probablemente, en la prevencion de la muerte de las neuronas

dopaminérgicas de la sustancia negra debido a su potente efecto antioxidante.

7.4. Acido trico y deterioro cognitivo

El estrés oxidativo se considera un pilar importante en la patogénesis del
deterioro cognitivo asociado al envejecimiento (Molshatzki et al, 2015). Debido a su
papel como antioxidante natural y neuroprotector, en los tltimos afios se ha planteado la
posibilidad de que la uricemia podria influir sobre la aparicién de deterioro cognitivo en

la poblacion general.

Se ha descrito una asociacién entre niveles mds altos de AU y un mejor
rendimiento cognitivo en personas sanas de edad avanzada (Euser et al, 2009; Mendez-
Hernandez et al, 2015) y en pacientes con antecedentes de enfermedad cardiovascular
(Molshatzki et al, 2015) y enfermedad renal (Afsar et al, 2011). Ademds, la
hiperuricemia se asocia con un menor riesgo de deterioro cognitivo leve y demencia de
tipo Alzheimer (Euser et al, 2009; Li et al, 2010, Schrag et al, 2013), asi como con un
menor riesgo de progresion de deterioro cognitivo leve a enfermedad de Alzheimer

(Irizarry et al, 2009).

En el campo de la enfermedad de Parkinson sélo encontramos en la literatura

dos trabajos que demuestran un mejor rendimiento cognitivo en sujetos con niveles
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séricos de AU mads altos (Annanmaki et al, 2011; Wang et al, 2009). La asociacion entre
la uricemia y la apariciéon de demencia asociada a la EP no ha sido estudiada hasta la

fecha.

7.5. Factores genéticos reguladores de los niveles de acido urico

Ademas de los factores ambientales, los niveles séricos de acido trico tienen una
fuerte influencia genética, con una heredabilidad estimada de hasta el 73% (Whitfield et
al, 1983). En los ultimos afios, los estudios de asociaciéon genémica (GWAs) han
permitido identificar varios polimorfismos genéticos (single nucleotid polymorphisms o

SNPs) que se relacionan con los niveles séricos de AU.

Un metaanalisis de los resultados de 14 GWAs (BRIGHT, CoLaus, CROATIA,
Health 2000, KORA F3, KORA S4, ORCADES, PROCARDIS, NSPHS, SardiNIA,
SHIP, SSAGA, MICROS and TwinsUK), con un total de 28141 participantes, permitio
identificar nueve polimorfismos localizados en distintos loci que se relacionaban
fuertemente con los niveles séricos de dcido urico. Algunos de ellos estdn localizados en
genes cuya influencia sobre la uricemia ya se conocia previamente, mientras que su
relacion con el 4cido trico era desconocida en el resto. La mayoria de estos genes
codifican proteinas que actian como transportadores de urato a nivel renal (Figura 4), y
en otros el mecanismo exacto por el que influyen en la regulacién del dcido drico ain no

esta claro (Kolz et al, 2009).

= SLC2A9 (rs734553)

El gen SLC2A9 se localiza en el cromosoma 4pl5.3-pl6 y codifica el
transportador renal de glucosa voltaje-dependiente GLUTY (facilitative glucose
transporter 9), que tiene un importante papel en el mantenimiento de la homeostasis de
la glucosa. También ha sido ampliamente demostrado que estd involucrado en la
reabsorcién de urato en el tibulo proximal del rifién (Li et al, 2007). Se han descrito dos
variantes de la proteina: una isoforma GLUT9L, que se expresa fundamentalmente en la
membrana basolateral de las células del tibulo proximal, y la isoforma GLUT9S, que se
expresa exclusivamente en la membrana apical de dichas células (Kimura et al, 2014).

La isoforma GLUT9S se considera responsable de la recaptaciéon del 4cido turico
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secretado, mientras que GLUTIL presumiblemente llevaria a cabo el transporte de urato
al torrente sanguineo. Las evidencias disponibles sugieren que GLUTY podria ser la via
principal, y posiblemente la tnica, de transporte de urato en la membrana basolateral de
las células del tibulo proximal renal (Figura 4). Algunos farmacos uricosuricos, como
el probenecid, la benzbromarona o el losartdn, actdan a través de la regulaciéon de la

actividad de GLUT9 (Anzai et al, 2008).

El gen SLC2A9 es considerado el factor genético con mayor influencia sobre los
niveles séricos de AU. Las mutaciones de este gen, a través de un mecanismo de

pérdida de funcion, se han asociado a la hipouricemia renal tipo 2 (Anzai et al, 2008).

En el campo de la EP son muy pocos los trabajos publicados que investigan su
posible relacién con este gen. Se ha encontrado asociacidon entre algunas variantes
genéticas de SLC2A9 con el riesgo de EP y la edad de inicio de los sintomas (Facheris
et al, 2011). Un estudio reciente analiz6 tres SNPs en el gen SLC2A9 con influencia
sobre los niveles de AU en una cohorte de pacientes con EP inicial, encontrando que los
sujetos portadores de mds alelos de riesgo tenian niveles mas bajos de AU en suero y
presentaban, a su vez, una progresion mas rapida de los sintomas. Asi, este trabajo ha
permitido establecer, en el marco de la randomizacién mendeliana, una relacion causal

entre los niveles séricos de AU y la progresion de la EP (Simon et al, 2014).

También se ha descrito una relacion entre este gen y el rendimiento cognitivo en
la poblacién general (Houlihan et al, 2010), y con un mayor riesgo de sintomas

psicéticos en pacientes con EA (Hollingworth et al, 2012).

= SLC22A12 (rs505802)

El gen SLC22A12 estd localizado en el cromosoma 11ql3, y codifica el
transportador transmembrana de urato URATI. URATI1 pertenece a la familia de
transportadores de aniones organicos (OAT), y se encuentra en la membrana apical de
las células del tabulo proximal (Enomoto et al, 2002). Esta localizacion sugiere su
participacion, junto con GLUT9S, en la recaptacion luminal de urato en el tibulo
proximal, que posteriormente seria transportado al torrente sanguineo a través de

GLUTOIL en la membrana basolateral (Figura 4).
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Los polimorfismos en este gen tienen una importante influencia sobre los niveles
séricos de AU. También se han descrito mutaciones de pérdida de funcién de

SLC22A12 asociadas a la hipouricemia renal tipo 1 (Enomoto et al, 2002).

Hasta la fecha, no existe en la literatura ningin trabajo publicado estudiando la

relacion entre este gen y el riesgo de EP o de deterioro cognitivo.

* ABCG2 (rs2231142)

El gen ABCG?2 se localiza en el cromosoma 4q22 y codifica la subfamilia G de
transportadores de membrana ABC (ATP-binding cassette), miembro 2, también

conocido como Breast Cancer Resistant Protein (BCRP).

A nivel renal, la proteina ABCG?2 actiia como un transportador secretor de urato
en la membrana apical de las células del tdbulo proximal, que favorece la excrecién
renal de AU (Woodward et al, 2009). Sin embargo, el importante papel de ABCG2 en la
homeostasis del urato se produce a través de la excrecion de urato tanto a nivel renal
como, en mayor medida, extrarrenal (Nakayama et al, 2011). Por tanto, las variantes
genéticas funcionales en ABCG2 son causa de hiperuricemia por reduccién de la

excrecion renal y extrarrenal de urato.

En el SNC, los transportadores ABC se han identificado en las células
endoteliales de la barrera hematoencefélica y en células parenquimatosas del cerebro, y
se ha sugerido que pueden estar implicados en el transporte de B-amiloide, pudiendo
contribuir a la agregacién de amiloide en el cerebro y en las células endoteliales del
sistema nervioso central y, de esta forma, conducir a un incremento de riesgo de
desarrollar enfermedad de Alzheimer (Xiong et al, 2009). El efecto de ABCG2 sobre el
incremento de riesgo de EA es mds pronunciado en portadores del alelo apoE €4 (Fehér
et al, 2013). También se ha demostrado que ABCG?2 puede reducir el estrés oxidativo y
la respuesta inflamatoria en el cerebro en modelos animales y cerebros de pacientes con

EA (Shen et al, 2010; Zeng et al, 2012).

En la EP se ha investigado el papel de ABCG2 en el transporte de algunos

farmacos a través de la barrera hematoencefalica (Vautier et al, 2009; Liu et al, 2014).
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Sin embargo, su posible relacién con el riesgo, la progresion de la enfermedad o el

desarrollo de demencia asociada a la EP no ha sido estudiado.

= SLCI7AI (rs1183201)

El gen SLCI7A1, localizado en el cromosoma 6p23-p21.3, codifica la proteina
NPT1 (sodium-dependent phosphate transport protein 1), perteneciente a la
superfamilia de cotransportadores voltaje-dependiente de sodio/aniones. Se expresa en
la membrana apical de las células tubulares renales, el higado, el cerebro y los oocitos, y
su principal funcién es la excrecion de fosfato en el riiion. También se ha descrito que
NPT1 es un transportador de urato que participa en los mecanismos de excrecion de
urato en el rifién a través de su secrecion apical en la células del tubulo proximal renal

(Tharada et al, 2010).

Los polimorfismos funcionales de este gen se han asociado con hiperuricemia

debido a un mecanismo de pérdida de funcién y reduccién de la excrecion renal de urato

(Tharada et al, 2010).

La posible relacién de los polimorfismos de este gen con la enfermedad de

Parkinson o la prevalencia de demencia no ha sido investigada previamente.

= SLC22A11 (rs17300741)

El gen SLC22A11 se localiza en el cromosoma 11ql3.1 y codifica el
transportador transmembrana de urato OAT4 (organic anion transporter 4). Esta
proteina se encuentra en la placenta y en la membrana apical de las células del tibulo
proximal del rifién, y participa en los mecanismos de reabsorcion del urato a nivel renal

(Hagos et al, 2007).

El polimorfismo funcional de SLC22A11 rs17300741 se asocia a hiperuricemia a
través de la reduccién en la excrecion de urato en el rifién por una disminucién en la

actividad del transportador OAT4 (Sakiyama et al, 2014).

Tampoco existe hasta la actualidad ningun estudio sobre la relacion entre este

gen y la EP o la demencia.
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* GCKR (rs780094)

El gen GCKR se encuentra localizado en el cromosoma 2p23.3-p23.2, y codifica
la proteina reguladora de la glucoquinasa GCKR (glucokinase regulatory protein). La
proteina GCKR estd presente en los hepatocitos, y su funcién principal es la
fosforilacion de la glucosa para su transformaciéon en glucogeno. Las alteraciones
genéticas en GCKR se asocian a la alteracion en los niveles séricos de glucosa, tanto a la

diabetes mellitus como a casos de hipoglucemia hiperinsulinémica.

A pesar de haberse confirmado su asociacién con los niveles séricos de éacido
urico en varios GWAs posteriores (Kottgen et al, 2013; Matsuo et al, 2015), la proteina
GCKR no parece actuar a nivel renal, y el mecanismo por el que regula los niveles
séricos de dcido trico se desconoce. Se ha propuesto que el SNP rs780094 de GCKR
podria influir sobre las concentraciones séricas de AU y de triglicéridos a través de un

mediador comin atn no identificado (Van der Harst et al, 2010).

Sélo encontramos en la literatura dos trabajos que no encuentran asociacion
entre variantes genéticas en GCKR y la capacidad cognitiva en personas de edad

avanzada (Alfred et al, 2013) o el riesgo de demencia (Reynolds et al, 2010).

* PDZKI (rs12129861)

El gen PDZK]1 se localiza en el cromosoma 1g21 y codifica la proteina PDKZ1
(PDZ domain containing 1). La proteina PDZK1 se ubica principalmente en la
membrana apical de las células del tibulo proximal renal. Es una proteina de anclaje
que conecta una gran variedad de proteinas de la membrana plasmatica apical con otras
proteinas reguladoras, regulando asi la expresion de superficie de estas proteinas (Gisler
et al, 2003). De este modo, participa en la regulacién de multiples procesos bioldgicos,
ensamblando proteinas en complejos de sefalizacion celular o regulando la funcién de

transportadores de membrana.

La proteina PDZKI1 se une, entre otras, a las proteinas OAT4 (Miyazaki et al,
2005), URATI1 (Anzai et al, 2004) y NPT1 (Ichida, 2009) en la membrana apical de las
células del tibulo proximal renal, regulando la actividad de estos receptores en la

membrana celular. El papel emergente de esta proteina como molécula de anclaje para
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los transportadores renales de la membrana apical ha dado lugar a un nuevo concepto de
transporte renal de urato, el transporteosoma de urato (Figura 5), un complejo
multimolecular de transportadores de urato unidos y estabilizados por la proteina

PDZK1, que conforman una unidad funcional (Anzai et al, 2007; Merriman, 2015).

Figura 5. El transporteosoma del 4cido urico (tomada de Merriman, 2015).
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Los carboxilatos se acumulan en la célula del tibulo proximal a través de los transportadores
de monocarboxilato dependientes de sodio SLC5A8 y SLC5A12, y a través de SLC13A3. El
dcido drico entra en la célula por intercambio con carboxilato por via URAT1 y OATA4.
SLC2A9v2 en la membrana apical juega un importante papel en la reabsorcién del urato,
que sale de la célula a través del SLC2A9v1 por la membrana basolateral. MRP4, OATI,
NPT1 y NPT4 secretan el AU a la luz del tibulo proximal. OAT1l y OAT3 son
transportadores conocidos del urato, pero la direccién del transporte no estd clara. PDZKI1 es
una proteina de anclaje implicada en el ensamblaje del complejo de transportadores en la
membrana apical.

La influencia de PDZK1 sobre los niveles séricos de AU (Yang et al, 2010) y el
riesgo de gota (Phipps-Green et al, 2014) ha sido confirmada en estudios posteriores.
* LRRCI16A+SCGN (rs742132)

El gen LRRCI6A, en proximidad con el gen SCGN de la secretagoguina, se

localiza en el cromosoma 6p22.2 y codifica la proteina CARMIL (capping protein
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ARP2/3 and myosin-I linker), presente en el rifion y en las células epiteliales. Esta
proteina actia como un inhibidor de una proteina reguladora de la polimerizacién de la

actina (Yang et al, 2005).

Se ha propuesto que la proteina CARMIL influiria sobre el transporte renal del
AU favoreciendo el anclaje del transporteosoma al citoesqueleto de actina, a través de la

regulacion de la polimerizacion de ésta (Sakiyama et al, 2014).

= SLCI6AY (rs12356193)

El gen SLC16A9 esta localizado en el cromosoma 10g21.3 y codifica la proteina
MCT9 (transportador 9 del 4cido monocarboxilico), una proteina transportadora sodio-
dependiente que se expresa en el rifién y en el intestino. El sustrato o sustratos de este
transportador se desconocen, y su papel en el transporte de urato no estd claro en la
actualidad, aunque se ha sugerido que podria influir sobre los niveles séricos de AU

regulando la excrecion de urato a nivel intestinal (Nakayama et al, 2013).

Por tanto, el metaandlisis de Kolz et al ha permitido, por un lado, confirmar el
papel regulador de algunos de estos genes sobre la uricemia y, por otro lado, identificar
nuevos factores genéticos implicados en la regulacion de los niveles séricos de acido
urico. De todos ellos, SLC2A9 es el unico gen en el que se ha estudiado su posible

asociacion con la EP.

De la misma manera que en otros trabajos se han descrito diferencias en la
asociacion entre los niveles séricos de AU y el riesgo de EP en varones y mujeres
(Alonso et al, 2007; Schwarzschild et al, 2008; Ascherio et al, 2009), estas diferencias
dependientes del sexo se encontraron también en el mencionado metaandlisis. Aunque
los resultados al analizar los estudios previos en funcidon del sexo no mostraron la
existencia de ningin nuevo locus, permitieron identificar algunas diferencias en los
efectos de algunos de los anteriores SNPs sobre los niveles séricos de acido trico segin
el sexo. En el caso del gen SLC2A9 se detect que el SNP mas fuertemente relacionado
con la concentracién de 4cido urico en varones seguia siendo el rs734553, mientras que

en mujeres era el rs12498742; para ambos SNPs, el tamaio del efecto del alelo menor
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fue 2 veces mayor en mujeres que en varones. En el gen ABCG2 también se identificé
un SNP mads fuerte en varones, el rs2199936; tanto este polimorfismo como el
rs2231142 mostraron un efecto significativamente mayor en hombres que en mujeres.

El tamaio del efecto de los otros SNPs descritos fue comparable en ambos sexos.

8. EL PAPEL DE LA PROGRANULINA EN LA NEURODEGENERACION

8.1. Introduccion

La progranulina (PGRN) es una glicoproteina secretada de 593 aminodacidos
compuesta por 7,5 repeticiones en tdndem de motivos altamente conservados de 12
cisteinas, que puede ser escindida proteoliticamente para formar una familia de péptidos
de 6 kDa (granulinas A a G y paragranulina P). Estd codificada por el gen GRN,
localizado en el cromosoma 17q21 (Figura 6). Se desconoce en qué medida las diversas
funciones bioldgicas de la PGRN se deben a la proteina precursora completa, a las

granulinas (GRNs) o a ambas.

Figura 6. La estructura del gen y la proteina progranulina humana (tomada de Petkau y

Leavitt, 2014).
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TRENDS in Neurosciences

La PGRN se expresa ampliamente en las células epiteliales, médula 6sea, células
inmunes, organos so6lidos y en el sistema nervioso (Daniel et al, 2000). En el cerebro, la
expresion intracelular es mayor en las neuronas y en la microglia activada (Petkau et al,

2010).
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Aunque esta proteina ya habia sido descubierta varios afios antes y se conocian
algunas de sus funciones bioldgicas, adquiri6 realmente importancia cuando se
identificaron mutaciones del gen que la codifica asociadas a una forma de demencia, la

degeneracion lobar frontotemporal (Cruts et al, 2006, Baker et al, 2006).

8.1.1. Mutaciones del gen GRN

En la actualidad, la deficiencia en la proteina PGRN en el sistema nervioso
central es una causa conocida de neurodegeneracion: el déficit parcial de esta proteina
en sujetos con mutaciones heterocigotas del gen GRN se asocia a la degeneracion lobar
frontotemporal ubiquitin-positiva (DLFT-u) ligada al cromosoma 17, con inclusiones
TDP-43 positivas (Baker et al, 2006; Cruts et al, 2006), que es la segunda causa de
demencia presenil mds frecuente después de la enfermedad de Alzheimer. El déficit
total de la proteina en portadores de mutaciones homocigotas de este gen ha sido
relacionado con la lipofuscinosis neuronal ceroidea, una enfermedad por depdsito
lisosomal de apariciéon en la edad adulta temprana que cursa con perdida de vision

progresiva, distrofia retiniana, ataxia cerebelosa y crisis epilépticas (Smith et al, 2012).

Las mutaciones patogénicas del gen GRN dan lugar a una rdpida degradacién de
la proteina mutante, lo que llevé a la conclusién de que su asociacién con procesos
neurodegenerativos como la DLFT era el resultado de un mecanismo de pérdida de
proteina funcional o haploinsuficiencia en lugar de un acimulo de proteina mutante. In
vitro, la supresion de la expresion de PGRN en cultivos celulares demostr favorecer la
escision de TDP-43 dependiente de caspasas, lo que se tradujo en la acumulacién de
fragmentos de TDP-43 en el citoplasma de las neuronas y células gliales, que
corresponde al sustrato neuropatolégico de la DLFT con inclusiones TDP-43 positivas.
Estos resultados sugieren que el metabolismo anormal de TDP-43 mediado por la
PGRN puede jugar un papel basico en el proceso de neurodegeneracion (Zhang et al,

2007).

Se han identificado mds de 70 mutaciones patogénicas del gen GRN hasta la
actualidad, de las cuales la mayoria corresponde a mutaciones nulas o missense, que
resultan en niveles reducidos de PGRN por reduccién en la transcripcion de la proteina

o por alteracion de su estructura y estabilidad, respectivamente.
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La pérdida completa de un alelo funcional del gen daria lugar a una reduccion
de, al menos, el 50% de los niveles de progranulina, tanto en el cerebro como en otros
fluidos circulantes. De hecho, la reduccién de los niveles de proteina puede detectarse
en LCR y en sangre periférica (Ghidoni et al, 2008). De este modo, la determinacién de
los niveles de progranulina en el suero constituye un método répido y poco invasivo que
permite conocer de manera indirecta los niveles de la proteina en el SNC, asi como
predecir con alta sensibilidad y especificidad la presencia de mutaciones de GRN en
enfermos y portadores asintomaticos. Recientemente, se ha propuesto un valor de corte
de progranulina en sangre periférica para la deteccion de mutaciones de GRN de 61,55
mg/ml, con una especificidad del 99,6% y una sensibilidad del 95,8% (Ghidoni et al,
2012).

La DLFT asociada a mutaciones del gen GRN se caracteriza por presentar una
gran heterogeneidad fenotipica, con casos con claro predominio conductual, alteracion
predominante del lenguaje, signos extrapiramidales prominentes e incluso otras
manifestaciones clinicas mads atipicas, como alteracién precoz de la memoria o fenotipo
corticobasal-like (Kelley et al, 2009). La variabilidad clinica estd presente incluso entre
miembros de una misma familia portadores de la misma mutacidn, dificultando la

correlacidon genotipo-fenotipo.

Por otra parte, diversas mutaciones potencialmente patogénicas de GRN han sido
identificadas en otras enfermedades neurodegenerativas distintas de la DLFT, incluido
en pacientes con diagndstico clinico de enfermedad de Parkinson o enfermedad de
Alzheimer (Brouwers et al, 2007), esclerosis lateral amiotréfica (Sleegers et al, 2008),
sindrome corticobasal (Masellis et al, 2006) o demencia por cuerpos de Lewy (Le Ber et

al, 2008).

Como se describird con mas detalle mas adelante, ademas de las mutaciones
patogénicas, variantes genéticas comunes en el gen GRN se han asociado con un riesgo
aumentado de DLFT (Rademakers et al, 2008), EA (Brouwers et al, 2008; Viswanathan
et al, 2009; Chen et al, 2015) y EP (Chang et al, 2013; Chen et al, 2015), asi como con
una edad de inicio y una progresion mds rdpida de los sintomas en pacientes con
esclerosis lateral amiotréfica (Sleegers et al, 2008). Estos hallazgos sugieren que una

pérdida parcial de funciéon de la PGRN menor que la que tiene lugar en las mutaciones
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patogénicas podria contribuir también a la patogénesis de la DLFT y otras enfermedades

neurodegenerativas.

Ademads, se han identificado polimorfismos genéticos en regiones distintas al
gen GRN que también parecen influir sobre los niveles de PGRN vy el riesgo de
enfermedades neurodegenerativas, como los SNPs en el gen TMEM106b (Van Deerlin
et al, 2010) o el polimorfismo rs646776 asociado a SORTI (Carrasquillo et al, 2010).
Estas variantes genéticas, posiblemente junto con factores ambientales, podrian
contribuir a explicar el amplio rango que presentan los niveles circulantes de PGRN,
incluso en controles sanos, y ayudar a aclarar otras incdgnitas como la penetrancia
incompleta y la amplia variedad fenotipica que presentan los sujetos portadores de

mutaciones de GRN.

8.2. Funciones bioldgicas de la progranulina

La PGRN estd implicada en numerosas funciones fisiolégicas y participa en
multitud de procesos patoldgicos. Es bien conocido que esta glicoproteina participa en
procesos de reparacion de heridas, inflamacién y formacién de tumores, asi como en
procesos neurodegenerativos; sin embargo, su funcién exacta en el sistema nervioso
central o el mecanismo por el que conduce a la neurodegeneracién no estan claros.
Aunque es un glicoproteina secretada, la PGRN puede actuar a nivel del citoplasma y el
nicleo. De hecho, se han descrito mas de 20 proteinas que se unen a la PGRN (Jian et
al, 2013) (Tabla 3), lo que podria explicar en gran medida la amplia variedad de

procesos bioldgicos en los que estd implicada.

Fuera del SNC, las principales funciones bioldgicas en las que se ha implicado a
PGRN son la inflamacion crénica (Zhu et al, 2002; Kojima et al, 2009; Kessenbrock et
al, 2008), la regulacién del sistema inmune y la infeccion (Lazuardi et al, 2009; Park et
al, 2011, Zhu et al, 2002), la reparacion de heridas (Zhu et al, 2002; He et al, 2003), la
tumorogénesis (He y Bateman, 1999; He et al, 2002; Tangkeangsirisin y Serrero,
2004), la embriogénesis (Diaz-Cueto et al, 2000, Suzuki y Nishiahara, 2002), la
condrogénesis (Feng et al, 2010), la aterosclerosis (Kojima et al, 2009; Yoo et al, 2013)
y la resistencia a la insulina y obesidad (Matsubara et al, 2012; Qu et al, 2013).
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Tabla 3. Proteinas que interaccionan con Progranulina (adaptada de Jian et al, 2013).

ADAMTS7 Matriz extracelular ~ GRN A-G Inhibicién de la actividad de ADAMTS7
ADAMTSI12 Matriz extracelular ~ GRN A-G Inhibicién de la actividad de ADAMTS12

COMP Matriz extracelular ~ GRN A COMP favorece la proliferacion inducida por PGRN
Perlecan dominio V Matriz extracelular ~ GRN F+B Promueve el crecimiento tumoral

HDL/apo A-1 Circulacién Desconocido HDL inhibe la conversién de PGRN en GRN
SLPI Circulacién Desconocido Conversion de PGRN en GRN

Tat (de HIV-1, HIV-2 y Circulacion GRN B+A Desconocido

CAEV)

TNFR1 y TNFR2 Membrana GRN F+A+C Inhibicién de la sefializacién de TNFa

TLRO9 Membrana GRN ACDE Ayuda a la unién de CpG a TLR9

Sortilina Membrana GRNE Entrega la PGRN al lisosoma para su degradacion
Hexokinasa Citoplasma Desconocido Desconocido

TPM3 Citoplasma Desconocido Favorece la hepatocarcinogénesis

BiP, calreticulina, GRP94, Reticulo Desconocido Funcionamiento en red de las chaperonas

ERp57, ERpS, HSP70 endopldsmico

Ciclina T1 Nicleo GRN PFGBA DE Inhibicién de la transcripcion

Tat de HIV Nicleo GRN PFGBA DE Inhibicién de la transcripcion

ADAMTS: a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs; apo A-I: apolipoproteina A-I; BiP: immunoglobulin heavy chain binding protein;
CAEV: caprine arthritis encephalitis virus; CpG: citosine-guanine sites; COMP: cartilage oligomeric matrix protein; ERp57: endoplasmic reticulum protein 57;
GRN: granulina; GRP94: glucose-regulated protein 94; HDL: high density lipoprotein; HIV: human inmunodeficiency virus; HSP70: heat shock protein 70; PGRN:
progranulina; SLPI: secretory leukocyte protease inhibitors; Tat: trans-activator of transcription; TLR: toll-like receptor 9; TNFR: tumor necrosis factor receptor.

8.2.1. Funciones biolégicas de la progranulina en el SNC

8.2.1.a. Expresion de progranulina en el cerebro

La expresion de PGRN en el cerebro es baja en las fases tempranas del
desarrollo y aumenta con la edad (Petkau et al, 2010; Matsuwaki et al, 2011). En el
cerebro adulto, se expresa principalmente en las neuronas maduras y en la microglia,
aunque también puede estar presente en niveles mds bajos en astrocitos y células
ependimarias (Ahmed et al, 2010). Numerosos estudios han demostrado que, en
respuesta a un dafio o insulto, la microglia activada estimula la expresiéon de PGRN

(Tanaka et al, 2013).

También se ha detectado intensa expresion de PGRN tanto en pacientes como en
modelos animales de diversas enfermedades neurodegenerativas, como la esclerosis
lateral amiotréfica (Malaspina et al, 2001; Philips et al, 2010), la demencia por cuerpos
de Lewy (Revuelta et al, 2008), 1a EA (Gliebus et al, 2009; Pereson et al, 2009) y la

esclerosis multiple (Vercellino et al, 2011).
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En sujetos con DFLT portadores de mutaciones de pérdida de funcién de GRN
se encontrd que, como era de esperar, en las dreas cerebrales con escasa o nula patologia
los niveles de RNAm de GRN estaban significativamente reducidos. Por el contrario, en
las 4reas con mayor patologia los niveles de RNAm de GRN estaban aumentados, y el
incremento se correlacionaba tanto con el nimero como con el estado de activacion de

la microglia (Chen-Plotkin et al, 2010).

Las numerosas evidencias del incremento en la expresion de PGRN en la
microglia activada tras diversos tipos de lesién aguda o crénica, incluso en portadores
de mutaciones de pérdida de funcion del gen GRN, indican que la PGRN juega un papel

importante en los procesos neurodegenerativos.

8.2.1.b. Funciones de progranulina en las neuronas

= Funcion neurotrofica / Desarrollo de neuritas

Diversos estudios han puesto de manifiesto que la PGRN, a través de la proteina
completa o bien de su escision en GRNs, puede actuar como un factor de crecimiento
neurotréfico. Tanto la forma larga de la PGRN como la granulina E promueven el
desarrollo de las neuritas en cultivos murinos de neuronas corticales y motoras,
incrementando la viabilidad y supervivencia neuronal (Van Damme et al, 2008; Ryan et

al, 2009).

Confirmando estos hallazgos, en cultivos de neuronas del hipocampo derivados
de ratones GRN” se demostré una reduccién en la arborizacién de las neuritas, que

podia ser revertida mediante el tratamiento con PGRN recombinante (Gass et al, 2012).

Dado que la expresion de PGRN en el cerebro en desarrollo es muy baja, se ha
propuesto que el papel de la PGRN estimulando el desarrollo de las neuritas podria ser
mads relevante en el contexto de la plasticidad y remodelacién de las neuritas en el

cerebro adulto.
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» Agregacion de TDP-43

La relacion entre la disminucién de los niveles de PGRN en la DLFT-u y la
patologia TDP-43 no estd clara. Algunos grupos han observado alteraciones en la
localizacién y/o escision del TDP-43 por la caspasa 3 mediada por PGRN (Zhang et al,
2007; Guo et al, 2010; Kleinberger et al, 2010), pero los resultados han sido

contradictorios en diversos estudios.

Por otro lado, el TDP-43 es una proteina de unién al RNA capaz de unirse a
moléculas de RNAm de GRN en el citoplasma y desestabilizarlo, y se ha postulado que
esta accion podria disminuir los niveles de PGRN (Colombrita et al, 2012). Este
mecanismo puede representar un bucle en el que los niveles reducidos de PGRN
contribuirian al estrés celular, causando una mislocalizacién de TDP-43 al citoplasma,
lo que daria lugar, a su vez, a una reduccién en los niveles de PGRN debido a
interacciones entre TDP-43 y RNAm de GRN, y ambos acontecimientos derivarian

finalmente en el proceso de neurodegeneracion (Petkau y Leavitt, 2014).

= Sortilina y PGRN

La sortilina es una proteina transmembrana presente en neuronas con varios
ligandos identificados, como el factor neurotréfico pro-NGF (pro-nerve growth factor)
y el neuropéptido neurotensina. La sortilina se une a la PGRN vy facilita su endocitosis y
rapido transporte al lisosoma (Hu et al, 2010), por lo que se ha propuesto que actia
como un receptor especifico para PGRN en neuronas. De este modo, la endocitosis

mediada por sortilina regula los niveles de PGRN en el espacio extracelular.

Sin embargo, algunas de las propiedades neurotréficas de la PGRN son
independientes de la presencia de sortilina (Gass et al, 2012; De Muynck et al, 2013).
Por tanto, el papel de la sortilina en la biologia de la PGRN podria limitarse al control
de los niveles extracelulares de esta proteina, lo que seria en si mismo un factor

importante para la patogénesis de la DLFT.
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= Papel en las sinapsis

Las evidencias sobre el papel de la PGRN en la biologia de las sinapsis son cada

Vez mas numerosas.

Se ha observado una alteracién en el nimero y en la probabilidad de liberacion
de vesiculas sindpticas en determinadas sinapsis tanto en cultivos celulares de
hipocampo de roedores con deficiencia de PGRN (Petkau et al, 2012) como en cerebros
postmorten de sujetos con DLFT portadores de mutaciones patogénicas del gen GRN

(Tapia et al, 2011).

Por otra parte, se ha demostrado que la PGRN es secretada en las sinapsis, y que
esta secrecion estd regulada por el grado de actividad neuronal; ademads, el tratamiento
con PGRN recombinante produce un incremento en la densidad sindptica, disminuye el
tamaino del compartimento sindptico y reduce el nimero de vesiculas sindpticas por
sinapsis (Petoukhov et al, 2013). Esto indica que la secrecion de PGRN dependiente de
la actividad neuronal permite regular el nimero y estructura de las sinapsis, y apoya el

papel de esta proteina en la biologia de las sinapsis.

» Respuesta al estrés / dafio neuronal agudo

El papel de la PGRN en respuesta a diversos agentes estresantes exdgenos ha
sido ampliamente estudiado, y los datos que apoyan el papel de esta proteina sobre la

muerte neuronal inducida por el estrés causado por agentes externos son numMerosos.

La deficiencia de PGRN en cultivos neuronales murinos produjo un incremento
de la sensibilidad al H>O> y de la excitotoxicidad mediada por NMDA (Guo et al,
2010). En neuronas diferenciadas derivadas de células pluripotentes procedentes de
portadores de mutaciones de GRN se ha demostrado una sensibilidad aumentada a los
inhibidores de kinasas (Almeida et al, 2012). En ratones GRN™", la administracién de
MPTP, ejemplo de modelo quimico de enfermedad de Parkinson, provocé un mayor

indice de muerte neuronal en la sustancia negra (Martens et al, 2012).

Por otra parte, en cultivos de neuronas del hipocampo de ratas, la PGRN se

comporta como un factor protector frente a la neurotoxicidad causada por beta-amiloide
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1-42 (Abi42) (Kim et al, 2012). Este hallazgo ha sido recientemente confirmado en un
modelo animal de ratén de enfermedad de Alzheimer, en el que la PGRN demostr
inhibir el depdsito de Abi4> y proteger frente a la toxicidad causada por las placas

amiloides en el hipocampo (Minami et al, 2014).

In vivo, la sobreexpresion de PGRN en el cerebro es un factor protector frente al

dafio vascular producido por la oclusién de la arteria cerebral media (Tao et al, 2012).

La expresion tanto de la forma completa de la proteina como de las GRNs y sus
fragmentos intermedios se encontré inducida de manera significativa tras la lesién
aguda de la médula espinal y el ganglio de la raiz dorsal en ratones, especialmente en
las neuronas del asta anterior y posterior y en la microglia activada. Los ratones GRN™"
desarrollaron una hipersensibilidad nocipeptiva mds intensa tras la lesiéon nerviosa, y
presentaron una menor supervivencia neuronal y menor desarrollo de neuritas (Lim et

al, 2012).

8.2.1.c. Funciones de progranulina en la microglia

= Funcion antiinflamatoria

Aunque el nimero de estudios que han examinado directamente el papel de la
PGRN en la microglia es limitado, las evidencias sugieren una funcién principalmente

antiinflamatoria.

A nivel del sistema nervioso central, la expresion de PGRN es inducida por
estimulos inflamatorios en la microglia (Tanaka et al, 2013). En respuesta a la
estimulacién a través de diversos receptores TLR (Toll-like receptors), en modelos
animales GRN™" los macréfagos (Yin et al, 2010) y las células de la microglia (Suh et al,
2012; Martens et al, 2012) producen y secretan cantidades mads altas de citocinas, que

resultan citotoxicas para las neuronas.

In vivo, se han observado resultados similares en modelos murinos con
deficiencia de PGRN, en los que se producia un mayor indice de muerte celular en la

sustancia negra en respuesta a la administracion de MPTP (Martens et al, 2012).
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En la esclerosis multiple, un clédsico ejemplo de neuroinflamacion, se detect6 una
expresion aumentada de esta proteina en la microglia de las placas desmielinizantes
activas en estudios postmorten, asi como niveles mas altos de PGRN en el LCR durante

los brotes y en las formas progresivas de la enfermedad (Vercellino et al, 2011).

» Factor quimiotactico

La PGRN también se comporta como un factor quimiotactico para la microglia
ante diversas situaciones. Se ha observado un incremento en la cantidad de microglia
activada alrededor del punto de inyeccion tras la administracion intracortical de PGRN

en ratones (Pickford et al, 2011).

En ratas, la administracién de PGRN recombinante en el hipocampo no produjo
un incremento en el nimero total de microglia, pero aumento la proporcién de microglia

activada tras un estatus epiléptico inducido por pilocarpina (Zhu et al, 2013).

= Papel en la fagocitosis

Por dltimo, la PGRN parece estar implicada en los procesos de endocitosis en
macréfagos y microglia. En cultivos de células animales con deficiencia para el gen
GRN se observo un incremento en el aclaramiento fagocitico de células apoptdticas y

otros sustratos fisiolégicos y no fisiolégicos (Kao et al, 2011).

Por otro lado, la presencia de PGRN recombinante en la microglia de ratones

demostré favorecer la endocitosis del péptido Abi.42 (Pickford et al, 2011).

8.3. La progranulina en la enfermedad de Parkinson

Desde el descubrimiento de la asociaciéon entre mutaciones del gen GRN y la
DLFT, y las multiples evidencias descritas previamente de su implicacion en la
neurodegeneracion, han surgido numerosos trabajos tratando de establecer un posible
papel de esta proteina en otros procesos neurodegenerativos, incluida la enfermedad de

Parkinson.
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Ademads, aunque la DLFT asociada a mutaciones de GRN muestra una gran
variedad fenotipica, la aparicion de signos parkinsonianos tanto al inicio como durante
el curso de la enfermedad es un hecho frecuente, a veces dificil de distinguir de la
enfermedad de Parkinson. Incluso se ha descrito un caso con una mutacién de GRN que
debut6 con un cuadro de parkinsonismo asimétrico indistinguible de una EP idiopética,
y desarroll6 en los dos afios posteriores deterioro cognitivo y alteracion del lenguaje, asi
como atrofia frontoparietal asimétrica leve en la RMN craneal, siendo finalmente
diagnosticado de DLFT. En este sujeto, el DaTSCAN demostré un déficit asimétrico de
los transportadores dopaminérgicos presindpticos en el putamen, hallazgo caracteristico

de la EP (Carecchio et al, 2014).

En este campo, los trabajos publicados hasta la fecha que estudian la asociacién

entre la PGRN y la EP son muy escasos, y sus resultados son contradictorios.

8.3.1. Mutaciones de GRN y enfermedad de Parkinson

Un estudio belga que incluy6 pacientes con diagnoéstico clinico de DLFT, EA 'y
EP identificé una mutacién de pérdida de funcién de GRN en uno de los sujetos con EP
y en dos con EA. Posteriormente relacionaron a estos tres individuos con una amplia
familia fundadora en la que la mayoria de los miembros afectos se correspondian
clinicamente con cuadros de DLFT. El paciente con criterios clinicos de EP desarrollé
en los afios siguientes un deterioro cognitivo de predominio frontal y alteraciones
conductuales que eran compatibles clinicamente con el diagndstico de DLFT. En el
estudio postmorten se identific6 una combinacién de patologia de cuerpos de Lewy y
hallazgos patoldgicos severos caracteristicos de DLFT-u. Los sujetos diagnosticados de
EA también presentaban neuropatologia concomitante de EA y DLFT (Brouwers et al,
2008). Como conclusion, estos autores determinaron que las mutaciones nulas de PGRN
no son una causa mayor de EP ni de EA, aunque pusieron de manifiesto la
heterogeneidad clinica intrafamiliar de estas mutaciones. Ademds, plantearon la duda de
que la manifestacion clinica en forma de EP o EA pudiera ser explicada por un espectro
fenotipico amplio de las mutaciones de GRN, o bien que la coexistencia de DLFT y EP

o EA pudiese deberse a otros factores dependientes de la edad.
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Este mismo grupo identific6 en la misma cohorte de 255 pacientes con EP
variantes genéticas de GRN en 20 de los sujetos (7,84%). Estas variantes genéticas
habian sido descritas en otras enfermedades neurodegenerativas e incluso estaban
presentes en un pequefio porcentaje del grupo control. Ademds, no encontraron
asociacion significativa entre ninguno de los polimorfismos genéticos y el riesgo de EP
(Nuytemans et al, 2008). En linea con su trabajo anterior, concluyeron que es
improbable que la variabilidad genética de GRN contribuya de manera significativa a la
susceptibilidad de la EP. No obstante, plantearon la hipdtesis de que los niveles
reducidos de PGRN podrian contribuir a formas mdas tempranas y severas de la
enfermedad en sujetos portadores de mutaciones conocidas causantes de EP, aunque
ninguno de los sujetos con variaciones genéticas en la PGRN en su cohorte era portador

de ninguna de las mutaciones frecuentes de EP.

Otro trabajo realizado en 68 sujetos con DLFT detecté una deleccién
heterocigota en el gen GRN en un caso confirmado neuropatoldgicamente. El caso
indice tenia varios familiares de primer grado afectados de demencia presenil, ya
fallecidos. La misma alteraciéon genética estaba presente en una hermana viva del
paciente, que cumplia criterios clinicos de EP de 5 afios de evolucidn, sin deterioro
cognitivo ni alteraciones conductuales que hicieran sospechar una DLFT (Rovelet-
Lecrux et al, 2008). En este contexto, los autores sugirieron que la haploinsuficiencia de
GRN podria desencadenar distintos patrones de neurodegeneracion, manifestandose
clinicamente de forma heterogénea incluso dentro de una misma familia en funcién de

la localizacion predominante del dafio neuronal.

8.3.2. Niveles séricos de progranulina y enfermedad de Parkinson

Nuestro grupo elabord recientemente un trabajo para determinar si existia
asociacion entre los niveles plasmaticos de PGRN y el riesgo de diversas enfermedades
neurodegenerativas, incluida la EP. Sélo el grupo de 304 sujetos con EP present6
niveles de PGRN significativamente mds bajos que el grupo control (319,6 ng/ml vs
371,5 ng/ml; p=0,009). Para intentar entender mejor la variabilidad de los niveles
circulantes de PGRN, genotipamos dos variantes genéticas comunes que habian sido

descritas previamente que modificaban dichos niveles: rs5848 (Hsiung et al, 2011) y
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15646776 (Carrasquillo et al, 2010). En nuestra cohorte, el alelo menor de rs646776 se
asocio a niveles plasméticos mas bajos de PGRN en todos los grupos. Sin embargo, no
observamos asociacion entre el polimorfismo rs5848 y los niveles de PGRN en ninguna

de las poblaciones estudiadas (Mateo et al, 2013).

Hasta la fecha, éste es el tunico trabajo publicado analizando la asociacién entre
los niveles plasméticos de PGRN vy el riesgo de EP. Ademds, considerando que la
mayor parte de las mutaciones patogénicas de GRN se traducen en una reduccién de los
niveles circulantes de PGRN, secuenciamos este gen en aquellos sujetos que mostraron
los niveles sanguineos de PGRN mds bajos (<140 ng/ml). De las 32 muestras
secuenciadas, encontramos 11 variantes genéticas en 24 sujetos. No detectamos ninguna
mutacién nula, y inicamente identificamos una mutacién missense en un individuo con

fenotipo clinico de sindrome corticobasal.

En nuestra opinidon, esto apoya el hecho de que las mutaciones de GRN
probablemente tienen una baja prevalencia en fenotipos distintos de la DLFT

(Rodriguez-Rodriguez et al, 2013).

8.3.3. Niveles séricos de progranulina y LRRK?2

Un estudio reciente puso de manifiesto una posible relacion entre mutaciones del
gen LRRK? causantes de EP y la PGRN (Caesar et al, 2014). Este trabajo identifico la
existencia de una interaccion a nivel intracelular entre la proteina Irrk2 y la PGRN, asi
como de una influencia significativa sobre la secrecion de PGRN en sujetos portadores
de las mutaciones mds frecuentes de LRRK2 (G2019S y R1441C/G). La presencia de
estas mutaciones demostrd reducir la secrecion de PGRN en cultivos celulares de
células inmunitarias de ratones, incluidas células de la microglia. Ademds, detectaron
niveles mas bajos de PGRN en el LCR de ratones en fases presintomaticas o tempranas
de la enfermedad. Sin embargo, los niveles de PGRN estaban aumentados en el LCR en
fases mds tardias en ratones, y también en humanos portadores de dichas mutaciones.
Los niveles séricos de PGRN no diferian en los sujetos con EP asociada a mutaciones

de LRRK? respecto a pacientes con EP idiopatica o controles.
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Estos autores concluyeron que los niveles reducidos de PGRN podrian tener una
importancia fisiopatolégica en fases tempranas de la enfermedad, mientras que el
aumento en los niveles en estadios mds avanzados podria corresponder a un mecanismo

compensador para intentar reducir el proceso neuroinflamatorio/neurodegenerativo.

Hasta la actualidad, no encontramos en la literatura otros trabajos que

investiguen la relacion entre mutaciones asociadas a la EP y los niveles de PGRN.

8.4. Factores genéticos reguladores de los niveles de progranulina

* GRN (rs5848)

El polimorfismo rs5848 se localiza en el extremo terminal 3' UTR del gen GRN,
y corresponde a un sitio de unién para el micro-RNA (miRNA) miR-659. Se ha
propuesto que rs5848 podria modificar los niveles de PGRN alterando la regulacién de
la expresiéon de GRN a través de miR-659. La presencia del alelo menor T de rs5848
contribuiria a una uniéon més fuerte del miR-659 al RNAm de GRN, lo que resultaria en
una inhibicién mds eficiente de la traslacion de GRN y, de este modo, a una reduccién

en la expresion de GRN.

Este SNP fue identificado por primera vez en una cohorte de 378 sujetos con
DLFT. En esta poblacion, el genotipo TT se encontraba significativamente
incrementado en los pacientes con DLFT (Rademakers et al, 2008). Ademds, estos
autores detectaron una reduccion significativa de los niveles de PGRN del 30% en el

cerebro de los portadores del genotipo TT respecto al CC.

El papel de rs5848 como regulador de los niveles plasmaticos de PGRN ha sido
confirmado en estudios posteriores (Hsiung et al, 2011; Nicholson et al, 2014). Sin
embargo, nuestro grupo no detectd asociacion entre este polimorfismo y los niveles de
PGRN en una cohorte de 778 sujetos compuesta por 304 individuos que cumplian
criterios clinicos de EP, 217 de EA, 131 de deterioro cognitivo leve y 126 controles

(Mateo et al, 2013).
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Otros estudios no han podido replicar la asociacion entre la variante genética
comun rs5848 y el riesgo de DLFT (Rollinson et al, 2011; Simon-Sdnchez et al, 2009),

por lo que su contribucién a la etiologia de la DLFT atn no esta clara.

Un metaandlisis reciente de 16 estudios de casos y controles investigd la posible
asociacion entre rs5848 y el riesgo de diversas enfermedades neurodegenerativas,
incluyendo DLFT, EA, EP y esclerosis lateral amiotréfica. Este trabajo encontrd que
rs5848 se asociaba con un riesgo aumentado de enfermedades neurodegenerativas en los
modelos homocigoto y recesivo. El andlisis estratificado demostré asociacion de rs5848

con un mayor riesgo de EA y EP en ambos modelos (Chen et al, 2015).

* TMEMI106b (rs6966915, rs1020004 y rs1990622)

Varios polimorfismos en el gen TMEM106b asociados a la DLFT-u fueron
identificados en un GWA que incluia 515 casos confirmados neuropatolégica y/o
genéticamente y 2509 controles (Van Deerlin et al, 2010). En este estudio, 3 SNPs
alcanzaron significacion gendmica tras correccion por Bonferroni: rs6966915,
rs1020004 y rs1990622, siendo este tltimo el que mostraba una asociacién mds fuerte.
Los 3 SNPs se localizaban muy préximos en la region 7p21.3, que corresponde al gen
TMEM106b (Figura 7). La identificacion de 3 variantes genéticas comunes localizadas
con tanta proximidad en la regién 7p21.3 apoya fuertemente la existencia de una

asociacion entre este locus y el gen TMEM106b con la DLFT-u.

Figura 7. Region de asociacion gendmica en 7p21 (adaptada de Van Deerlin et al,

2010).

Chromosome 7 position (kb)

chr7 (p21.3)

chr7: 12220000,  12225000| 12230000 12235000, 12240000 12245000/  12250000|
rs1020004¢ 136966915 \L rst 990522¢

TMEM1068B | - | e p———

Localizacién de los 3 SNPs (flechas verdes) en relacion a la estructura del gen TMEM106b y su localizacién en el
cromosoma 7.
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Ademads, estos autores encontraron que la expresion de TMEMI106b estaba
incrementada 2,5 veces en el cerebro de los pacientes respecto a los controles, y los
individuos portadores de alelos de riesgo mostraban una expresion mayor de este gen.
Adicionalmente, observaron que los sujetos homocigotos para el alelo A presentaban

una forma mas severa de la enfermedad.

Estos resultados han sido replicado en estudios posteriores (Finch et al, 2011;

Van der Zee et al, 2011; Nicholson et al, 2013).

TMEMI106b es una glicoproteina transmembrana tipo 2 de 274 aminodcidos que
se localiza primariamente en la membrana de los endosomas tardios y los lisosomas en
el cuerpo neuronal y en las dendritas (Lang et al, 2012; Chen-Plotkin et al, 2012; Brady
et al, 2013). Como ha sido descrito en otros trabajos, su expresion se encuentra
incrementada en el cerebro de sujetos con DLFT-u, particularmente en portadores de
mutaciones del gen GRN (Finch et al, 2011; Nicholson et al, 2013). Aunque su funcioén
no esta clara, se conoce que la expresion de TMEM106b se encuentra reprimida por los
micro-RNAs miR-132/212, cuya expresion estd claramente reducida en el cerebro de
sujetos con DLFT. Por mecanismos atn desconocidos, la sobreexpresion resultante de
TMEM106b daria lugar a la inhibicién de la funcioén lisosomal. TMEM106b se
colocaliza en estas organelas con la PGRN y, como consecuencia, se produciria un
secuestro de PGRN en los endosomas tardios y en los lisosomas, y se incrementarian los
niveles intracelulares de PGRN. De este modo, TMEMI106b alteraria las vias
metabolicas de la PGRN, lo que podria explicar su papel en la patogenia de la DLFT-u
(Chen-Plotkin et al, 2012).

Por otra parte, TMEM106b también podria estar implicada en la morfogénesis y
mantenimiento de las dendritas controlando el trifico lisosomal a través de éstas
(Schwenk et al, 2014). Estos cambios derivarian en una debilidad de las uniones
sindpticas y una alteracion en la plasticidad sindptica, los cuales son hallazgos comunes
en las enfermedades neurodegenerativas y han sido descritos en la DLFT-u (Petkau et

al, 2012).

La implicaciéon de la disfunciéon lisosomal en la patogenia de la DLFT se
encuentra reforzada por el hecho de que varias de las mutaciones asociadas a la DLFT

resultan en la acumulacién de vacuolas de gran tamafo y en un defecto en el transporte
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endolisosomal o en la maduracion del autofagosoma (Lee et al, 2007; Han et al, 2012).
Ademais, se ha descrito que la PGRN participa en la regulacion de las funciones del
lisosoma (Belcastro et al, 2011). De hecho, los pacientes con mutaciones homocigotas
del gen GRN presentan un cuadro clinico denominado lipofuscinosis neuronal ceroidea,
que corresponde a una enfermedad por depdsito caracterizada por una disfuncion

lisosomal (Smith et al, 2012).

A parte de en la DLFT, el papel de los polimorfismos genéticos de TMEM 106b
ha sido estudiado en otras enfermedades neurodegenerativas. Los genotipos de
TMEM106b parecen influir sobre el desarrollo de deterioro cognitivo en pacientes con
esclerosis lateral amiotréfica (Vass et al, 2011). También se ha encontrado una
frecuencia reducida del alelo protector C del SNP rs1990622 en sujetos con EA
confirmada neuropatolégicamente que presentaban co-patologia TDP-43 (Rutherford et
al, 2012). Dos trabajos recientes determinaron que el riesgo de EA estd
significativamente influido por la interaccién entre apoE y variantes genéticas en
TMEMI106b (Lu et al, 2014, Jun et al, 2015). Ademas, se han encontrado niveles de
expresion de TMEM 106b significativamente reducidos en cerebros de pacientes con EA
(Satoh et al, 2014). Por tanto, todas estas observaciones sugieren que TMEM106b
podria participar en la patologia no s6lo de la DLFT-u, sino también de otras
enfermedades neurodegenerativas. Su posible papel en la enfermedad de Parkinson no

ha sido estudiado especificamente.

* rs646776-SORTI

El polimorfismo rs646776 fue identificado por primera vez en un GWA como
un factor regulador mayor de los niveles circulantes de LDL-colesterol (Sandhu et al,
2008). Poco tiempo después, este SNP fue identificado nuevamente en otro GWA de
niveles plasmaticos de PGRN en una cohorte de 533 sujetos sanos. En este estudio, cada
copia del alelo menor C se asociaba a una reduccién de los niveles plasmaéticos de

PGRN de aproximadamente un 16% (Carrasquillo et al, 2010).

El SNP rs646776 se encuentra en el locus 1p13.3, y es un factor regulador de la
expresion de varios genes localizados en proximidad en la misma regién cromosdmica.

De todos ellos, presenta una asociaciéon mdés robusta con los niveles de RNAm de
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SORTI, llegando a explicar hasta el 86% de la variabilidad interindividual en la

expresion de este gen (Kathiresan et al, 2008).

El gen SORTI codifica para una proteina transmembrana denominada sortilina.
La sortilina es un miembro de una familia de receptores neuronales definido por un
dominio VPS10 (vacuolar protein sorting 10), que se une a factores neurotréficos y
neuropéptidos y regula el trifico intracelular de diversas proteinas. Ademads, esta
implicada en el inicio del proceso de apoptosis neuronal a través de su unién al receptor

neurotréfico p75 (Hermey, 2009).

La sortilina ha sido identificada como el principal sitio de unién neuronal para la
PGRN. La PGRN se une a la sortilina en la superficie celular y es rdpidamente
endocitada y transportada a los lisosomas. La endocitosis de PGRN mediada por
sortilina es un determinante mayor de los niveles de PGRN en los compartimentos intra
y extracelular, por lo que esta proteina podria tener un papel importante en la

patogénesis de la DLFT (Hu et al, 2010).

Sin embargo, en base a los mecanismos de accion de otras variantes genéticas
localizadas en el mismo locus y que también han demostrado tener un papel regulador
de la expresion de SORT1 (Musunuru et al, 2010), se ha sugerido que la influencia de
1646776 sobre la expresion de RNAm de SORT! podria tener lugar especificamente a
nivel hepdtico. Esto se traduciria en que rs646776 influiria sobre los niveles periféricos
de PGRN a través de la regulacion de los niveles de RNAm de SORTI en el higado,
pero es poco probable que tuviese un efecto sobre los niveles de PGRN en el cerebro. El
hecho de que algunos factores pudiesen regular los niveles de PGRN de una manera
tejido- u o6rgano-especifica sugiere que los niveles plasmaticos de PGRN podrian no
reflejar de una forma precisa los niveles de PGRN en el cerebro. Esto es contrario a lo
que ocurre ante la presencia de mutaciones patogénicas del gen GRN, en las que los
niveles de PGRN se encuentran reducidos a todos los niveles, y podria explicar algunos
de los resultados inesperados en la literatura, como la falta de asociacién entre los
niveles plasmaticos reducidos de PGRN vy el riesgo de DLFT en algunos trabajos, o la
ausencia de asociacién con la edad de inicio de los sintomas en familias portadoras de

mutaciones del gen GRN (Carrasquillo et al, 2010).
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Un estudio més reciente encontrd que rs646776 se asociaba con los niveles
plasmaticos de PGRN, pero no con los niveles de esta proteina en el LCR (Nicholson et
al, 2014). Estos resultados apoyan la hipétesis de Carrasquillo et al de que la
regulaciéon de los niveles de PGRN por este polimorfismo podria tener lugar
exclusivamente a nivel periférico, y que las concentraciones plasmdticas de PGRN

podrian no predecir con exactitud los cambios en los niveles de PGRN en el cerebro.

Nuestro grupo intent6 replicar la asociacion del polimorfismo rs646776 con los
niveles séricos de PGRN en una poblacién heterogénea de sujetos con diversas
enfermedades neurodegenerativas, incluidos sujetos con EA, EP y DCL. El alelo menor
G de rs646776 se asociaba con niveles mas bajos de PGRN en un modo dosis génica-
dependiente en las 3 poblaciones estudiadas. Sin embargo, la frecuencia de los distintos
genotipos de este polimorfismo no mostré diferencias significativas en ninguno de los

grupos (Mateo et al, 2013).

Hasta la actualidad, este trabajo es el tnico publicado en la literatura que
investiga la posible influencia de la variante genética rs646776 sobre el riesgo de

enfermedades neurodegenerativas, incluida la EP.
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Hipétesis

1. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

La enfermedad de Parkinson es la segunda enfermedad neurodegenerativa mds
frecuente, y su prevalencia se encuentra en constante aumento debido al envejecimiento
progresivo de la poblacion. En ausencia de un tratamiento curativo, el conocimiento de
los mecanismos patogénicos que influyen en la aparicion y la progresion de la

enfermedad adquiere una gran importancia.

Por otro lado, la demencia es una de las manifestaciones mas invalidantes en la
EP, para la que ademds no existe tratamiento especifico en la actualidad. La posibilidad
de conocer los factores modificables que pueden influir en el riesgo de aparicion de
demencia en estos pacientes nos proporcionaria la ventaja de poder intervenir

precozmente sobre ellos.

El campo de los biomarcadores en la EP y en las enfermedades
neurodegenerativas en general tiene un enorme interés en la actualidad. Numerosas
investigaciones se centran en la biisqueda de biomarcadores genéticos de riesgo y de
marcadores bioquimicos de progresion de la enfermedad que puedan ser aplicables tanto
a la identificacién temprana de individuos en riesgo como a la monitorizacién de la
progresiéon de la enfermedad. Los niveles de d4cido ftrico y progranulina son
farmacoldgicamente modificables. Si se demostrara su utilidad como biomarcadores se
abriria una puerta para posibles farmacos modificadores de la progresion de la

enfermedad.

Los factores genéticos de los que dependen en gran medida los niveles de
uricemia en el organismo han sido identificados recientemente, y apenas se han
publicado estudios relacionando los mismos con el riesgo o con la progresion de

enfermedades neurodegenerativas.

En el caso de la progranulina, las mutaciones patogénicas se asocian a una
pérdida de funcidn tedrica de al menos el 50%. En este sentido, es 16gico pensar que
variantes genéticas en el gen GRN asociadas a disminuciones menores de los niveles de
proteina en el suero también podrian incrementar el riesgo de desarrollar enfermedades

neurodegenerativas e influir sobre su progresion.
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2. HIPOTESIS DE TRABAJO

Nuestra principal hipotesis de trabajo es que los niveles séricos de acido urico y
de progranulina pueden tener una influencia sobre el riesgo de enfermedad de Parkinson
y su fenotipo. La demostracién de que las variaciones en los genes que influyen sobre
los niveles plasmdticos de ambas moléculas se asocian también con la enfermedad

apoyaria una relacion de causalidad.



III. OBJETIVOS






10.

Objetivos

. Estudiar si existe una asociacion entre los niveles séricos de dcido urico y el riesgo de

EP.

Investigar si los niveles séricos de acido trico se asocian con el fenotipo de la EP

(edad de inicio, subtipo clinico, progresion clinica y apariciéon de demencia).

Determinar si existe relacion entre los polimorfismos de los genes SLC2A9, ABCG2,
SLCI7A1, SLC22A11, SLC22A12, GCKR, PDZKI, LRRCI16A+SCGN y SLCI6A9 'y

los niveles séricos de acido urico.

Analizar si los polimorfismos de los genes SLC2A9, ABCG2, SLCI7A1, SLC22A11,
SLC22A12, GCKR, PDZKI, LRRCI6A+SCGN y SLCI6A9, solos o analizados en

conjunto, modifican significativamente el riesgo de EP.

Comprobar si los polimorfismos de los genes SLC2A9, ABCG2, SLCI7Al,
SLC22A11, SLC22A12, GCKR, PDZKI, LRRCI6A+SCGN y SLCI6A9, solos o
analizados en conjunto, se asocian al fenotipo de la EP (edad de inicio, subtipo

clinico, progresion clinica y aparicion de demencia).

Estudiar si existe una asociacion entre los niveles séricos de progranulina y el riesgo

de EP.

Determinar si los niveles séricos de progranulina se asocian con el fenotipo de la EP

(edad de inicio, subtipo clinico, progresion clinica y aparicion de demencia).

Investigar si existe relacion entre los polimorfismos de los genes GRN, TMEM106b y

rs646776-SORT 1 y los niveles séricos de progranulina.

Analizar si los polimorfismos de los genes GRN, TMEM106b y rs646776-SORT]I,

solos o analizados en conjunto, modifican significativamente el riesgo de EP.

Comprobar si los polimorfismos de los genes GRN, TMEM106b y rs646776-SORT],
solos o analizados en conjunto, se asocian al fenotipo de la EP (edad de inicio,

subtipo clinico, progresion clinica y aparicién de demencia).
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Metodologia

1. PACIENTES

El estudio incluyé una muestra total de 1061 pacientes diagnosticados de
enfermedad de Parkinson segun los criterios del Banco de Cerebros de Londres (43,6%
mujeres, edad media de inicio de los sintomas: 59,5+ 1,9 afios, edad media al estudio:
68,9+0,3 afos). Los pacientes fueron reclutados consecutivamente en las Consultas
Externas de Neurologia de tres centros médicos espafioles entre los afios 2004 y 2012:
el Hospital Universitario Marqués de Valdecilla (Santander), el Hospital Donostia (San
Sebastidan) y el Hospital Universitario Virgen del Rocio (Sevilla). El grupo control
estaba constituido por 754 sujetos sanos reclutados de los mismos centros (49,6%
mujeres, edad media al estudio: 64,7+0,4 afios), 188 de ellos conyuges sanos de
pacientes con enfermedad de Parkinson, y el resto sujetos sanos no relacionados.
Ninguno de los controles tenia evidencias clinicas de enfermedad neurolégica. Ambos

grupos eran de raza caucdsica y compartian similares caracteristicas demograficas.

En todas las muestras se genotiparon los nueve polimorfismos genéticos
relacionados con los niveles séricos de AU identificados en el metaandlisis de Kolz et
al. Los niveles séricos de dcido drico fueron determinados en una subpoblacion de 365
pacientes con EP (43% mujeres, edad media de inicio de los sintomas: 64,8+0,6 afios,
edad media al estudio: 70,2+0,5 afios) y 132 controles (68,2% mujeres, edad media al

estudio: 65,2+0,8 anos), correspondientes a la cohorte local.

El genotipado de los cinco SNPs asociados a los niveles séricos de PGRN en los
GWAs mencionados (Rademakers et al, 2008; Van Deerlin et al, 2010; Carrasquillo et
al, 2010) se realiz6 en un subgrupo de 414 pacientes con EP (43% mujeres; edad media
de inicio de los sintomas: 64,4+11,3 afios, edad media al estudio: 70,9+ 10,6 afios) y 569
controles (59% mujeres, edad media al estudio: 68,5+12,4 afios) pertenecientes a la
cohorte de nuestro hospital. En este estudio se incluyé también una poblaciéon familiar
de 50 pacientes con EP asociada a la mutacion G2019S del gen LRRK?2 (48,0% mujeres,
edad media de inicio de los sintomas: 64,1+ 10,9 afios, edad media al estudio: 70,2+10,7
afos) y 50 portadores asintomdticos de la mutacién (60,0% mujeres, edad media al
estudio: 58,5+11,6 afios). Los niveles de progranulina en suero se analizaron en 395 de

los casos diagnosticados en nuestro centro (43,0% mujeres; edad media de inicio de los
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sintomas: 64,4+11,3 afios, edad media al estudio: 70,9+10,6 afios) y 314 controles

(61,5% mujeres, 70,03+ 12,8 afios).

De la cohorte local, 343 sujetos con EP (43% mujeres; edad media de inicio
63,4+11,3 afios, edad media al estudio: 8,5+5,4 afos) fueron reevaluados clinicamente

para caracterizar el fenotipo.

2. VALORACION CLINICA

Se obtuvieron datos demograficos e informacidén sobre los factores de riesgo
cardiovascular (hipertensién, diabetes, hipercolesterolemia, tabaquismo) de cada

participante en el estudio.

En los pacientes que accedieron a ser reevaluados clinicamente, se determind la
presencia de demencia segun los criterios del nivel 1 de la MDS Task Force (Dubois et
al, 2007), el fenotipo clinico predominante (tembloroso, rigido-acinético o mixto)
(Zetusky et al, 1985; Jankovic et al, 1990) y se recogieron las puntuaciones en las
escalas UPDRS-III y Hoehn y Yahr. Todos los pacientes tenian un rendimiento

cognitivo normal en el momento del diagndstico de la EP.

3. ANALISIS BIOQUIMICO Y GENETICO

3.1. Analisis bioquimico

Las muestras de sangre fueron extraidas tras la obtencién de un consentimiento
informado de los sujetos o sus representantes. Las muestras de suero fueron extraidas en
ayunas y almacenadas a -80°C en el Laboratorio de Neurogenética de nuestro hospital

hasta el momento de su utilizacion.

Los niveles séricos de AU fueron determinados mediante el sistema bioquimico
ADVIA 2400 (Siemens Healthcare, Erlangen, Alemania), con la colaboracion del

Servicio de Analisis Clinicos del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla.
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Las concentraciones de progranulina en suero fueron analizadas por duplicado

mediante un kit comercial (Human Progranulin ELISA kit, Adipo-Gen, Seoul, Korea).

3.2. Analisis genético

Por un lado, se genotiparon los nueve polimorfismos genéticos reguladores de
los niveles séricos de AU: SLC2A9 rs734553, ABCG2 rs2231142, SLCI17A1 rs1183201,
SLC22A11 rs17300741, SLC22A12 rs505802, GCKR rs780094, PDZKI rs12129861,
LRRCI16A+SCGN 1s742132 y SLC16A9 rs12356193.

A continuacién, se estudiaron las cinco variantes genéticas descritas asociadas a
los niveles de PGRN: GRN rs5848, TMEM106b rs6966915, rs1020004 y rs1990622, y
rs646776-SORTI.

El genotipado de los SNPs fue realizado mediante sondas Tag-man (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), y la lectura tuvo lugar en un sistema RT-PCR 7500
Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems) y en un instrumento LightCycler480
(Roche Applied Science, Indianapolis, IN, USA).

4. ANALISIS ESTADISTICO

Las medias de los niveles séricos de AU y PGRN fueron comparadas mediante
el test + Student o ANOVA, en funcién de los grupos comparados. En base a los
estudios previos, se repitieron los analisis tras estratificacion por sexo y ajustando por

edad usando regresion lineal.

Los niveles séricos de AU y PGRN en pacientes con y sin demencia fueron
comparados por ¢ Student, repitiendo los andlisis tras estratificar por sexo y ajustar por
edad, duracién de la enfermedad y presencia de factores de riesgo cardiovascular
mediante regresion lineal. También se utilizé el andlisis de regresion para estudiar la
correlacion entre los niveles séricos y el estadio H&Y, la puntuacion en la escala

UPDRS-III y en el MMSE.

87



88

Niveles séricos de dcido trico y progranulina, factores genéticos que los regulan y enfermedad de Parkinson

Se calculé el equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) para cada SNP mediante ¥2
de Pearson. Se realizé andlisis univariante x> para cada polimorfismo, excluyendo del
andlisis aquellos que estaban desviados del HWE vy, posteriormente, aplicamos una

correccion para test multiples por Bonferroni.

Para cada sujeto, calculamos el efecto acumulativo de los polimorfismos
reguladores de los niveles séricos de AU a través del Genetic Risk Score (GRS),
asignando 1 punto por cada alelo asociado significativamente con niveles mas bajos de
AU de acuerdo al metaandlisis de Kolz et al (rango 2-15). Ademas, calculamos el GRS
ponderado, considerando la variacién proporcional en los niveles séricos de AU
explicada por cada gen. Para ello, multiplicamos el ntimero de alelos de riesgo para cada

locus por el coeficiente beta proporcionado por el citado metaanalisis.

La asociacién entre el GRS vy el riesgo de EP fue estudiada mediante y*> de
Pearson, y posteriormente se llevé a cabo un anélisis multivariante ajustando por edad y
sexo por regresion logistica. La media del GRS fue comparada entre pacientes con EP
con y sin demencia mediante ¢ Student, y se utilizé %> de Pearson para estudiar la
asociacion entre el GRS dividido en terciles y la EP-demencia, realizando después un

andlisis multivariante ajustando por edad y sexo mediante regresion logistica.

El efecto de cada genotipo sobre los niveles séricos de AU y PGRN en las
distintas poblaciones fue determinado por test ANOVA. El GRS absoluto se
correlacion6 con la uricemia mediante ¥ de Pearson, y se utiliz6 test ANOVA corregido

por Bonferroni cuando el GRS fue dividido en terciles.

La media del GRS fue comparada entre pacientes con EP con y sin demencia
mediante ¢ Student, y se utilizé %> de Pearson para estudiar la asociacién entre el GRS
dividido en terciles y la EP-demencia, realizando después un andlisis multivariante

ajustando por edad y sexo mediante regresion logistica.
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1. NIVELES SERICOS DE AU Y SUS POLIMORFISMOS REGULADORES:
EFECTO SOBRE EL RIESGO Y FENOTIPO DE LA EP

El estudio genético se realiz6 en el conjunto total de la poblacién estudiada,
mientras que la determinacion de los niveles séricos de AU tuvo lugar en un subgrupo
de la poblacién correspondiente a la cohorte local. Las caracteristicas de la poblacion

total y la cohorte local se resumen en las Tablas 4 y 5, respectivamente.

Tabla 4. Caracteristicas de los pacientes con EP y controles de la poblacién total.

Sexo (VIM) (%) 56,4/43,6 50,4 /49,6 ns
Edad de inicio, afios (SD) 59,5 (1,9) - -
Edad al estudio, afios (SD) 68,9 (0,3) 64,7 (0,4) ns

ns: no significativo (p> 0,05).

Tabla 5. Caracteristicas de los pacientes con EP y controles de la cohorte local.

Sexo (VIM) (%) 57,0/43,0 31,8/68,2 <0.001
Edad de inicio, afios (SD) 64,8 (0,6) - -
Duracién de la enfermedad, afios (SD) 5,6 (5,5) - -
Edad al estudio, afios (SD) 70,2 (0,5) 65,2 (0,8) <0.001
Fenotipo (RA/Mx/TD) (%) 35,2/37,7/217,1 - -
Estadio H&Y (SD) 2,51 (1,07) - -
UPDRS-III (SD) 35,4 (15,8) - -
MMSE (SD) 27,05 (4,14) - -
Niveles séricos medios AU (mg/dl) (SD) 5,3(1,5) 5,2 (1,7) ns

Fenotipo RA: rigido-acinético; Mx: mixto; TD: tembloroso; H&Y: Estadio Hoehn y Yahr; UPDRS-III: l]nzy‘ied Parkinson’s
Disease Rating Scale Part III (motor); MMSE: Folstein’s Mini Mental State Examination (0-30); AU: Acido drico; ns: no
significativo (p> 0,05).
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1.1. Niveles séricos de AU en pacientes con EP y controles

Los niveles medios de AU en suero no fueron diferentes en pacientes con EP y

controles (5,27+1,46 mg/dl vs 5,22+1,72 mg/dl, p=0,43).

Tras estratificar por sexo, encontramos que los pacientes varones con EP tenian
niveles séricos de AU maés bajos que los controles (5,61+1,37 mg/dl vs 6,27+1,96
mg/dl, p=0,04) (Figura 8). Esta asociacién continuaba siendo significativa después de
ajustar por edad (p=0,02). Sin embargo, no observamos asociacién entre los niveles
séricos de AU vy el riesgo de EP en mujeres (4,73+1,36 mg/dl vs 4,82+1,47 mg/dl,
p=0,09).

Figura 8. Concentracién sérica de dcido udrico en sujetos varones con EP y controles
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1.2. Analisis de los SNPs reguladores de la uricemia sobre el riesgo de EP

Uno de los 9 polimorfismos analizados (SLC22A11 rs17300741) estaba desviado
del HWE vy, por tanto, fue excluido del estudio.

No detectamos asociacion entre ninguno de los SNPs analizados de forma

individual y el riesgo de EP en nuestra muestra (Tabla 6).

Tabla 6. Asociacion entre los polimorfismos reguladores de la uricemia y el riesgo de

EP.

rs734553 (SLC2A49)
GG 63 55
GT 311 228 0,674
TT 544 402

rs2231142 (ABCG2)
GG 857 539
GT 97 86 L)
TT 10 9

rs1183201 (SLCI7AI)
AA 240 156
AT 412 265 0,340
TT 235 126

1s505802 (SLC22A12)
cc 86 51
CT 380 264 Ly
TT 536 354

rs780094 (GCKR)
cc 310 208
CT 475 326 0.212
T 202 169

rs12129861 (PDZKI)
AA 24 131
AG 437 203 Lty
GG 254 180

rs742132 (LRRCIGA1/SCGN)
AA 469 343
AG 407 237 0,017
GG 92 £

rs12356193 (SLCI6A9)
AA 593 389
AG 271 175 AL
GG 75 3

Sin embargo, cuando analizamos el efecto combinado de los ocho SNPs
mediante el GRS (maximo 16, tras exclusiéon de SLC22A11) encontramos asociacion
entre el nimero de alelos de riesgo y el riesgo de EP: los sujetos en el tercer tercil

(GRS>9 alelos de riesgo) tenian un riesgo de EP significativamente mds alto
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(OR=1,55; 1C95%=1,10-2,18; p=0,012) comparados con los del primer tercil (GRS<8
alelos de riesgo). La estratificacion por sexo mostré una tendencia no significativa a la

asociacion entre el tercer tercil de GRS y el incremento de riesgo de EP en ambos sexos

(Tabla 7).

Tabla 7. Asociacion entre el GRS asociado a niveles séricos bajos de dcido drico y el

riesgo de enfermedad de Parkinson.

2-7 282 226 Ref Ref*

8-9 282 188 1,19 (0,92-1,54) 0,20°
10-15 137 73 1,55 (1,10-2,18) 0,012¢
2-7 114 102 Ref 0,20°
8-9 126 81 1,07 (0,75-1,50) 0,71°
10-15 66 38 1,53 (0,95-2,47) 0,078"
2-7 168 124 Ref 0,129*
8-9 156 107 1,35 (0,91-2,00) 0,133°
10-15 71 35 1,58 (0,97-2,59) 0,068"

El GRS representa el nimero de alelos de riesgo asociados a niveles séricos bajos de dcido trico, divididos en primer tercil (2-7), segundo tercil
(8) y tercer tercil (9-15). El GRS maximo tras la exclusiéon de SLC22A11 fue 16.

“Ajustado por edad y sexo.

®Ajustado por edad.

GRS: Genetic Risk Score; EP: enfermedad de Parkinson; OR: odds ratio; IC: intervalo de confianza.

1.3. Asociacion entre los SNPs reguladores de la uricemia y los niveles de AU

No detectamos diferencias en los niveles de AU entre los distintos genotipos de
los SNPs estudiados: SLC2A9 rs734553 (p=0,139), ABCG2 rs2231142 (p=0,274),
SLCI7A1 151183201 (p=0,915), SLC22A11 1s17300741 (p=0,379), SLC22A12
rs505802 (p=0,190), GCKR rs780094 (p=0,621), PDZKI rs12129861 (p=0,540),
LRRCI6A+SCGN 15742132 (p=0,662) y SLC16A9 rs12356193 (p=0,325).

Los sujetos en el tercer tercil de GRS (>9 alelos de riesgo) presentaban unos
niveles séricos de AU significativamente menores que los del primer tercil (2-7 alelos

de rieSgO) (pajustada por Bonferroni— 0,004) (Flgura 9)
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Figura 9. Asociacion entre los niveles séricos de AU y el GRS en casos y controles.
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Concentracién sérica de dcido trico en pacientes con EP y controles de acuerdo al Genetic Risk Score (GRS) basado en los 8 SNPs
estudiados. La distribucién del GRS entre pacientes y controles fue dividida en terciles. E1 GRS indica el nimero de alelos de riesgo
asociados a niveles séricos bajos de dcido trico (basado en el metaanalisis de GWAs de Kolz et al, 2009). Tras la exclusion de
SLC22A11, el GRS maximo fue 16.

El GRS mostré una correlacién inversa con los niveles séricos de AU en nuestra
poblacién (r=-0,18, p=0,003) (Figura 10). Al estratificar por sexo, esta correlacion se
mantuvo significativa en varones (r=-0,18, p=0,03; pajustada por edaa=0,03) y con tendencia
a la significacion en mujeres (r=-0,17, p=0,00; pajustada por edad=0,08). Los resultados
fueron similares cuando se consider6 la correlacion entre los niveles séricos de AU y el

GRS ponderado.
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Figura 10. Correlacién entre los niveles séricos de AU y el GRS.
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1.4. Niveles séricos de AU en relacion al fenotipo de la EP

No observamos correlacion entre los niveles séricos de 4cido drico y la edad de
inicio (r=0,05; p=0,36), el tiempo de evolucion de la enfermedad (r=-0,06; p=0,28) y el
estadio H&Y (r=-0,09; p=0,15).

Los niveles medios de AU fueron similares en los pacientes con EP con fenotipo

rigido-acinético y tembloroso (5,39+ 1,27 mg/dl vs 5,20+ 1,56 mg/dl, pajustada=0,55).
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1.4.1. Niveles séricos de AU en relacion a la presencia de demencia en la EP

De los 343 pacientes con EP reevaluados clinicamente durante el estudio, 72
cumplian criterios clinicos de demencia en nuestra cohorte (21%). Las caracteristicas

clinicas de los pacientes con EP-demencia se resumen en la Tabla 8.

Tabla 8. Caracteristicas de los pacientes con EP clasificados segin la presencia de

demencia.
Sexo (V/IM) (%) 48,6/51.4 62,0/38,0 0,06 0,22
Edad de inicio, afios (SD) 66,6 (10,7) 63,6 (11,4) 0,05 <0.001
Duracién de la enfermedad, afios (SD) 13,8 (6,3) 9,1 (6,2) <0,001 <0,001
Edad al estudio, afios (SD) 79,2 (8,5) 71,2 (11,5) <0,001 <0,001
Estadio H&Y (SD) 3,8(0,9) 2,2(0,8) <0,001 <0,001
UPDRS-III (SD) 55,1 (11,7) 32,9 (14,5) <0,001 <0,001
MMSE (SD) 18,8 (5,6) 28,1(2,2) <0,001 <0,001
Niveles séricos medios AU (mg/dl) (SD) 5,0 (1,7) 53 (1,4) 0,12 0,12

EP: Enfermedad de Parkinson; H&Y: Estadio Hoehn y Yahr; UPDRS-III: Unified Parkinson’s Disease Rating Scale Part III (motor); MMSE:
Folstein’s Mini Mental State Examination (0-30); AU: Acido urico.
“Ajustado por edad, sexo y duracién de la enfermedad, por regresién lineal.

Los sujetos con demencia tenian unos niveles séricos de AU similares a los
pacientes sin demencia (5,04% 1,69 mg/dl vs 5,35+1,40 mg/dl, p=0,12). Tras estratificar
por sexo y ajustar por factores de riesgo cardiovascular los resultados fueron similares
(p=0,12). Se compararon también los pacientes en el tercer tercil de AU (niveles mds
altos) con los del primer tercil (niveles mds bajos), y no habia diferencias significativas

en la frecuencia de demencia (17,1% vs 26,4%, p=0,24).

Los pacientes con demencia presentaban significativamente una mayor duracién
de la enfermedad, mayor puntuacién en la escala H&Y y UDPRS III, y peor puntuacién
en el MMSE. Sin embargo, los niveles séricos de AU no se correlacionaron con ninguna

de estas variables en un modelo de regresion logistica.
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1.5. Asociacion entre SNPs reguladores de la uricemia y el fenotipo de la EP

No encontramos asociacion entre ninguno de los polimorfismos estudiados y la

edad de inicio de la enfermedad en nuestra cohorte (p=0,3).

Tampoco detectamos asociacion entre ninguno de los SNPs analizados de forma
individual ni combinada a través del GRS con el riesgo de demencia. Los sujetos en el
tercer tercil de GRS (>9 alelos de riesgo) mostraron un riesgo de demencia similar a los
del primer tercil (2-7 alelos de riesgo) (p=0,3). La estratificacién por sexo tampoco
reveld diferencias (Tabla 9). E1 GRS medio ponderado también fue similar en pacientes

con y sin demencia (0,45+0,2 mg/dl vs 0,44+0,2 mg/dl, p=0,71).

Tabla 9. Asociacién entre el Genetic Risk Score (GRS) y el riesgo de EP-demencia.

2-7 15 78 Ref Ref
8 18 74 1,1 (0,5-2,6) 0,66
9-15 21 71 1,5 (0,7-3,0) 0,31

El GRS representa el nimero de alelos de riesgo asociados a niveles séricos bajos de dcido trico, divididos en primer
tercil (2-7), segundo tercil (8) y tercer tercil (9-15). El GRS méximo tras la exclusién de SLC22A11 fue 16.

“Ajustado por edad y sexo.

GRS: Genetic Risk Score; EP: enfermedad de Parkinson; OR: odds ratio; IC: intervalo de confianza.
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2. NIVELES SERICOS DE PGRN Y SUS POLIMORFISMOS
REGULADORES: EFECTO SOBRE EL RIESGO Y FENOTIPO DE LA EP

La Tabla 10 resume las caracteristicas de la poblacion en la que se determinaron

los niveles séricos de progranulina y se estudiaron sus polimorfismos reguladores.

Tabla 10. Caracteristicas de los pacientes con EP y controles.

Sexo (VIM) (%) 56,3/43,7 41,3/58,7 52,0/48,0 40,0/ 60,0 <0.001
Edad de inicio, afios (SD) 64,4 (11,3) - 64,1 (10,9) - 0,840
Duracién de la enfermedad, afios (SD) 6,5 (5,8) - 5,9 (5,3) - 0,524
Edad al estudio, afios (SD) 70,9 (10,6) 68,5 (12,4) 70,2 (10,7) 58,5 (11,6) <0.001
Estadio H&Y (SD) 2,5(1,1) - 2,0 (1,0) - 0,442
UPDRS-III (SD) 35,2 (16,0) - 26,9 (14,2) - <0.001
MMSE (SD) 27,1 (4,1) - 26,2 (2,9) 28,2 (3,1) 0,064
Niveles séricos medios PGRN (mg/dl) (SD) 284.0 (145,3) 260,2 (184.,2) 203,0 (119,9) 141.4 (60,8) <0.001

EPi: Enfermedad de Parkinson idiopdtica; EPG2019S: Casos de enfermedad de Parkinson asociada a la mutacién G2019S; AsG2019S: Portadores asintométicos de
la mutacién G2019S; Fenotipo RA: rigido-acinético; Mx: mixto; TD: tembloroso; H&Y: Estadio Hoehn y Yahr; UPDRS-IIL: Unified Parkinson’s Disease Rating
Scale Part III (motor); MMSE: Folstein’s Mini Mental State Examination (0-30); PGRN: Progranulina.

2.1. Niveles séricos de PGRN en pacientes con EP y controles

La comparacion de las medias de los niveles séricos de PGRN en las cuatro
poblaciones estudiadas (EP idiopdtica, controles, EP asociada a la mutaciéon G2019S y
portadores asintomdticos de la mutacién) revelé diferencias significativas
(283,99+145,33 mg/dl vs 260,21+184,22 mg/dl vs 203,01x119,95 mg/dl vs
141,44+60,84 mg/dl, p<0,001) (Figura 11). Estas diferencias se observaron al comparar
entre los grupos de sujetos portadores de la mutacion G2019S, de forma que los
pacientes con EP asociada a la mutacién presentaban niveles de PGRN
significativamente mds altos que los portadores asintomdticos (p=0,003). Sin embargo,
los niveles medios de PGRN no fueron diferentes al comparar a los pacientes con EP

idiopdtica con los controles sanos (p=0,076).
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Figura 11. Concentracién sérica de PGRN en sujetos con EP idiopética, controles, EP

asociada a la mutacién G2019S y portadores asintomaticos de la mutacion.
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No encontramos diferencias en los niveles de PGRN entre ambos sexos

(255,92+ 153,81 mg/dl en varones vs 266,50+ 168,01 en mujeres, p=0,35).

Los niveles de PGRN se correlacionaron con la edad al estudio inicamente en el

grupo control (r=0,33, p<0,001) pero no en los pacientes con EP.

2.2. Analisis de los SNPs reguladores de los niveles séricos de PGRN sobre el

riesgo de EP

Detectamos una asociacion significativa entre dos de los polimorfismos

estudiados (rs1990622 y rs1020004) y el riesgo de EP en nuestra poblacion (Tabla 11).
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Sin embargo, tras corregir por Bonferroni no se mantuvo dicha asociacién en el SNP

rs1990622.

Tabla 11. Asociacién entre los polimorfismos reguladores de los niveles séricos de

progranulina y el riesgo de EP.

rs5848 (GRN)
GG 201 175
AG 143 123 0,882
AA 40 39

1$1990622 (TMEM106b)
AA 126 110
AG 155 199 Di=s)
GG 76 66

1s1020004 (TMEM106b)
cc 46 34
CT 132 191 0,003
TT 178 166

156966915 (TMEM106b)
cc 129 110
CT 153 182 0,052
TT 66 51

rs646776 (SORTI)
AA 21 33
AG 149 136 0.111
GG 233 269

2.3. Asociacion entre los SNPs reguladores de PGRN y los niveles séricos de

PGRN

Los sujetos portadores del alelo menor G del polimorfismo rs646776-SORT1
presentaban niveles de PGRN significativamente mds bajos en una manera dosis-génica
dependiente, es decir, los sujetos homocigotos para el alelo G presentaban niveles de
PGRN mas bajos que los individuos homocigotos para el alelo A (269,88+167,74 vs
215,03£119,34; p=0,01).

No detectamos asociacion entre los otros SNPs estudiados y los niveles séricos
de PGRN: GRN 1s5848 (p=0,36), TMEMI106b 1s6966915 (p=0,79), TMEMI106b
rs1020004 (p=0,59) y TMEM106b 11990622 (p=0,47).
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2.4. Niveles séricos de PGRN en relacion al fenotipo de la EP

Los niveles séricos de PGRN no se correlacionaron con la edad al estudio
(r=0,04; p=0,45) ni la edad de inicio de los sintomas (r=0,02; p=0,69) en nuestra
cohorte. Tampoco observamos correlacion entre los niveles de PGRN y el estadio H&Y
(r=0,08; p=0,22), la puntuacién en la UPDRS-II (r=0,09; p=0,16) o el tiempo

transcurrido para alcanzar un estadio H&Y>3 (r=-0,07; p=0,46).

Clasificamos a los pacientes segun la clinica motora predominante en fenotipo
rigido-acinético (34,4%), tembloroso (27,8%) y mixto (37,8%). Los niveles séricos de
PGRN no fueron diferentes entre pacientes con EP subtipo rigido-acinético y aquellos
con un fenotipo predominante tembloroso (279,12+146,24 mg/dl vs 258,25+126,19
mg/dl; p=0,27).

Tampoco encontramos asociacion entre los niveles séricos de PGRN y la edad

de inicio de los sintomas en los pacientes con EP asociada a la mutaciéon G2019S del

gen LRRK?2 (p=0,82).

2.4.1. Niveles séricos de PGRN en relacion a la presencia de demencia en la EP

Las caracteristicas clinicas de los pacientes con demencia asociada a la EP se

resumen en la Tabla 12.

Los sujetos con EP y demencia tenian similares niveles séricos de PGRN que
aquellos sin demencia (272,11%136 mg/dl vs 287,50+ 136,56 mg/dl; p=0,4). Tras ajustar

por edad y sexo se obtuvieron resultados similares.

Los pacientes con demencia presentaban una duracion mds larga de la
enfermedad (p=0,002), una puntuacién mds alta en la escala H&Y y UPDRS-III
(p<0,001), y una peor puntuacién en el MMSE (p<0,001) que los sujetos con EP sin
demencia. Sin embargo, los niveles séricos de PGRN no se correlacionaron con ninguna

de estas variables en un modelo de regresion lineal.
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Tabla 12. Caracteristicas de los pacientes con EP clasificados segtn la presencia de

demencia.
Sexo (V/IM) (%) 48,6/51.4 61,8/38,2 0,06
Edad de inicio, afios (SD) 66,7 (10,8) 63,7 (11,5) 0,05
Duracioén de la enfermedad, afios (SD) 8,4 (6,0) 6,1 (5,6) 0,002
Edad al estudio, afios (SD) 75,2 (7,9) 69,9 (11,1) <0,001
Estadio H&Y (SD) 3,8 (1,0) 2,2 (0,8) <0,001
UPDRS-III (SD) 55,1 (11,7) 32,9 (14,5) <0,001
MMSE (SD) 18,7 (5,7) 28,1 (2,3) <0,001
Niveles séricos medios PGRN (mg/dl) (SD) 272,1 (136,0) 287.5 (136,6) 0,40

EP: Enfermedad de Parkinson; H&Y: Estadio Hoehn y Yahr; UPDRS-IIL: Unified Parkinson’s Disease Rating Scale Part III (motor);
MMSE: Folstein’s Mini Mental State Examination (0-30); PGRN: Progranulina.

2.5. Asociacion entre SNPs reguladores de los niveles séricos de PGRN y el

fenotipo de la EP

Considerando que rs646776 era el Unico polimorfismo que se asociaba con los
niveles séricos de PGRN en nuestra poblacién, estudiamos su posible asociacion con el
fenotipo de la EP. El alelo A de rs646776 se asocié a un mayor riesgo de demencia en

los pacientes con EP en nuestra cohorte (Pajustada por edad al estudio=0,04).

El SNP rs646776 también se asocié con la edad de inicio de los sintomas
motores, de modo que los pacientes homocigotos para el alelo A tenian una edad de

inicio mds tardia (p=0,016).

No detectamos asociacion entre el polimorfismo rs1020004 y la edad de inicio

de los sintomas (p=0,81).
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En la primera parte de este trabajo analizamos la influencia de los niveles séricos
de 4cido trico y las variables genéticas que los regulan sobre el riesgo de EP y su
fenotipo. La asociacién de niveles bajos de acido trico con la enfermedad de Parkinson
es bien conocida desde hace algunos afos. Sin embargo, si esta relacion es causal o no,
o si los niveles de AU influyen sobre el fenotipo de la enfermedad, apenas ha sido
estudiado. Nosotros encontramos niveles séricos mds bajos de dcido drico en los
pacientes varones con EP que en los controles sanos, pero no en las mujeres. En la
literatura son varios los estudios en los que se ha descrito una asociacién mas débil e
incluso ausente en mujeres (Alonso et al, 2007; Schwarzschild et al, 2008; Ascherio et
al, 2009). No podemos descartar que esta falta de asociacién en mujeres en nuestro
estudio sea debida al nimero limitado de sujetos analizados, pero muy posiblemente
pueda atribuirse a los diferentes efectos bioldgicos del sexo sobre los mecanismos del
urato en la enfermedad de Parkinson (Nilsen et al, 2004), o al hecho de que los niveles
séricos de 4cido tdrico son generalmente menores en mujeres y, por tanto, su efecto

sobre el riesgo de enfermedad de Parkinson seria menos pronunciado.

Uno de los resultados mds destacables de este estudio es que se demuestra que el
efecto combinado de ocho polimorfismos genéticos asociados con concentraciones
séricas bajas de AU modifica también el riesgo de EP. Esta asociacién no se observd
cuando analizamos de forma individual cada uno de los SNPs, y se puso de manifiesto
unicamente tras el andlisis combinado. Esto probablemente se deba al hecho de que las
variantes genéticas estudiadas tienen un efecto muy modesto sobre los niveles de AU.
En un estudio previo se estimé que estos polimorfismos son responsables tan s6lo de

aproximadamente un 5% de la variabilidad de la uricemia (Kolz et al, 2009).

La herramienta que utilizamos para analizar el efecto sumatorio de todos los
SNPs fue el Genetic Risk Score (GRS). Esta herramienta estadistica proporciona una
medida del efecto acumulativo de varios polimorfismos con efectos modestos sobre un
resultado comin cuando se consideran de forma individual, pero cuyo resultado es mas
pronunciado cuando se tiene en cuenta su efecto conjunto. Este enfoque ha demostrado
ser de gran utilidad en enfermedades genéticamente complejas, como la EP (Smith et al,
2015; Labos et al, 2015). El GRS no ponderado se calcula asignando un punto a cada
alelo de riesgo y, de ese modo, la puntuacion total corresponde al numero total de alelos

de riesgo de todos los polimorfismos estudiados. El GRS ponderado considera, ademas,
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el efecto relativo de cada polimorfismo a través del coeficiente beta, que puede
obtenerse a partir de un modelo de riesgo o directamente de un metaandlisis. En nuestro
trabajo, calculamos el GRS no ponderado como el nimero total de alelos de riesgo
asociados a niveles séricos bajos de AU (rango 2-15), y el GRS ponderado

considerando el coeficiente beta proporcionado por el metaandlisis de Kolz et al.

Mediante la utilizaciéon del GRS hemos mejorado la identificaciéon de sujetos en
riesgo de presentar EP. De este modo, los sujetos en el tercer tercil del GRS (GRS>9
alelos de riesgo) mostraron un riesgo significativamente mas alto de EP comparados
con los del primer tercil (GRS<8 alelos de riesgo). Aunque la magnitud del riesgo
conferida por este conjunto de polimorfismos fue baja (OR 1,55), la validez de este
hallazgo fue reforzada por otro: observamos que las puntuaciones del GRS también se
correlacionaban de manera inversa con los niveles de AU. Otros autores han encontrado
igualmente una correlacion entre el GRS basado en ocho polimorfismos genéticos
localizados en casi los mismos genes que en nuestro estudio y los niveles séricos de AU

(Yang et al, 2010; Gunjaca et al, 2010).

Nuestros resultados, interpretados en el marco de la Randomizacién Mendeliana,
apoyan la existencia de una asociacidn causal entre la uricemia y el riesgo de EP,
descartando razonablemente la posibilidad de que se trate de un factor de confusién o
una relacién causal inversa. El modelo de Randomizacién Mendeliana establece que,
cuando existe una asociacién causal entre un factor de riesgo (4cido turico) y una
enfermedad (enfermedad de Parkinson), la variante genética que regula el factor de
riesgo deberia tener una asociacion proporcional con dicha enfermedad (Lawlor et al,

2008).

En relacién con la posible asociacién entre niveles séricos de 4cido urico y el
fenotipo cognitivo de la EP, en este trabajo no hemos encontrado diferencias en los
niveles séricos de AU en los pacientes con EP con y sin demencia. En la literatura sélo
encontramos dos trabajos que estudian la relacion entre la concentracion sérica de dcido
urico y la cognicién en sujetos con EP (Annanmaki et al, 2011; Wang et al, 2009).
Ambos estudios encontraron que los niveles séricos de AU mads altos se asociaban a un
mejor rendimiento cognitivo en este grupo de pacientes. Sin embargo, la presencia de

demencia no fue investigada especificamente en este estudio. Otros autores han
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analizado la asociacion entre la uricemia y la cognicion en la poblacion general. La
mayoria de ellos refleja un beneficio de los niveles altos de AU sobre la cognicién. En
el estudio prospectivo mds amplio realizado hasta la fecha se determiné que los niveles
séricos altos de AU se asociaban a un menor riesgo de demencia y una mejor funcién
cognitiva en personas de edad avanzada, pero sélo después de ajustar por los factores de
riesgo cardiovascular (Euser et al, 2009). Més recientemente se ha confirmado esta
asociacion entre los niveles séricos de AU y el rendimiento cognitivo en sujetos con
enfermedad cardiovascular previa (Molshatzki et al, 2015). En nuestro trabajo
observamos una correlacion significativa entre los niveles séricos de AU y la presencia
de hipertension, diabetes e hipercolesterolemia pero, tras ajustar por estas variables, los
niveles de AU no tuvieron un impacto significativo sobre el riesgo de demencia
asociada a la EP. En la misma linea, tampoco encontramos correlaciéon entre la

puntuacién en el MMSE y la uricemia.

Como era de esperar, los sujetos con demencia tenian un mayor tiempo de
evolucion de la enfermedad y puntuaciones mas altas en las escalas H&Y y UPDRS-III
comparados con los pacientes sin demencia. Sin embargo, los niveles séricos de AU no
se correlacionaron con ninguna de estas variables en el andlisis de regresion. Diversos
estudios apuntan a que el riesgo de deterioro cognitivo es mayor en pacientes con
fenotipo rigido-acinético respecto a aquellos con fenotipo tembloroso (Rajput et al,
2009). En nuestra muestra también detectamos una frecuencia ligeramente superior de
demencia en los casos con fenotipo rigido-acinético comparados con aquellos con
fenotipo tembloroso pero, sin embargo, los niveles séricos de AU no difirieron de

manera significativa entre ambos grupos.

En linea con la falta de asociacién observada entre los niveles de 4cido trico y el
fenotipo cognitivo, en el andlisis genético ninguno de los SNPs reguladores de la
uricemia mostré asociacion con la demencia asociada a la EP, tanto individualmente
como considerados de forma conjunta mediante el GRS. Nuestros resultados, por tanto,
sugieren que los niveles séricos de AU no tienen un impacto significativo sobre el

riesgo de demencia en la EP.

Esta parte del estudio no estd exenta de limitaciones que pueden haber influido

en los resultados: el tamafio de la muestra fue relativamente pequeio, particularmente el

109



110

Niveles séricos de dcido trico y progranulina, factores genéticos que los regulan y enfermedad de Parkinson

nimero de pacientes con demencia. Ademas, es un hecho reconocido que el MMSE no
es el test cognitivo més adecuado para detectar los casos de demencia en la EP. Por este
motivo, para el diagndstico de demencia en nuestra poblacién seguimos las
recomendaciones de la MDS Task Force (nivel 1), utilizando el MMSE en asociacion
con tests de atencién y funcidn ejecutiva, y estableciendo como criterio el impacto del
déficit cognitivo sobre las actividades de la vida diaria. Estas recomendaciones han
mostrado una especificidad del 100%, pero una sensibilidad mds baja para el
diagnostico de demencia en la EP comparado con una evaluacidon neuropsicoldgica
completa (Barton et al, 2012). Por otro lado, los niveles séricos de AU son variables y
fueron medidos en una tunica ocasién, en el momento del estudio. Tratamos de
minimizar este fendmeno analizando variantes genéticas estables que influyen sobre la
uricemia, y la ausencia de asociacion de estos polimorfismos con el riesgo de demencia

fue concordante con los resultados bioquimicos.

En la segunda parte del trabajo investigamos la posible implicacién de la
progranulina sobre el riesgo y el fenotipo de la enfermedad de Parkinson. Las
evidencias a favor del papel neuroprotector de la progranulina y su implicacién en la
neurodegeneracion son numerosas. La haploinsuficiencia de PGRN por mutaciones de
pérdida de funcién en humanos se asocian a la DLFT y a distintos patrones de
enfermedad neurodegenerativa con una gran variabilidad fenotipica incluso dentro de
una misma familia (Rovelet-Lecrux et al, 2008), incluyendo frecuentes manifestaciones
parkinsonianas (Kelley et al, 2009). Ademads, se han detectado mutaciones de GRN en
sujetos diagnosticados clinicamente de EP (Brouwers et al, 2007). A nivel
experimental, los modelos animales deficientes en progranulina presentan una mayor
susceptibilidad al dafio neuronal causado por la exposicion a MPTP (Martens et al,
2012). Estos hallazgos sugieren la posibilidad de que la deficiencia en PGRN podria
influir también sobre el proceso degenerativo que conduce a la EP. Sin embargo, los
estudios realizados en el campo de la EP son muy escasos y con resultados poco

concluyentes.

La mayoria de los trabajos publicados estudian la relacion de mutaciones
patogénicas del gen GRN con diversas enfermedades neurodegenerativas, incluida la
EP. Estas mutaciones patogénicas producen una reduccién tedrica de los niveles de

PGRN en el cerebro de al menos el 50%, que puede detectarse en distintos fluidos
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bioldgicos incluido el suero (Ghidoni et al, 2008). Por este motivo, se tuvo en cuenta la
posibilidad de que alguno de los sujetos incluidos en el estudio pudiese ser portador de
alguna mutacion patogénica del gen GRN, lo cual se descarté de forma indirecta por no
presentar ninguno de los individuos niveles inferiores a los considerados indicativos de
la presencia de mutaciones de pérdida de funcién (Ghidoni et al, 2012). Se ha planteado
que, dado su aparente papel clave en el proceso neurodegenerativo en estas
enfermedades, reducciones inferiores al 50% en los niveles de PGRN también podrian
ser patogénicas. De este modo, surge el estudio de variantes genéticas frecuentes que
modifican los niveles de PGRN y su posible asociacion con enfermedades neurolégicas,

como la EP (Chang et al, 2013; Chen et al, 2015).

En este trabajo no hemos encontrado diferencias en las concentraciones séricas
de PGRN entre pacientes con EP idiopética y controles, de manera que los niveles de
PGRN no parecen influir sobre el riesgo de EP en nuestra poblaciéon. Hasta ahora, s6lo
nuestro grupo habia estudiado los niveles séricos de PGRN en una poblacion
heterogénea de sujetos con enfermedades neurodegenerativas que incluia un subgrupo
de pacientes con EP (Mateo et al, 2013). A diferencia de los resultados actuales,
encontramos entonces que los individuos con EP presentaban unos niveles séricos de
PGRN significativamente mds bajos que las otras poblaciones de enfermos neurolégicos
estudiadas y el grupo control. A pesar de haber aumentado ligeramente el tamafio
muestral, particularmente del grupo control, no hemos conseguido replicar dicha
asociacion en este trabajo. A la luz de estos resultados no podemos descartar que la
asociacion anteriormente encontrada obedezca a un error estadistico de tipo 1. Por otro
lado, la falta de estudios similares no nos permite comparar nuestros resultados con
otras cohortes. Todo ello nos dificulta sacar conclusiones sobre la posible influencia de

la PGRN en los mecanismos patogénicos que desencadenan la EP.

Aunque no detectamos diferencias significativas en los niveles de PGRN entre
sujetos con EP idiopdtica y controles, si que la hubo entre los portadores de la mutacién
G2019S de LRRK?2: los pacientes con EP y mutacion de LRRK?2 presentaban niveles de
PGRN mas altos que los portadores asintomadticos. Este hallazgo es concordante con
algunos de los resultados de un trabajo reciente realizado en portadores de mutaciones
de LRRK2 (Caesar et al, 2014). Este grupo demostr6 que la proteina Irrk2

interaccionaba a nivel intracelular con la PGRN, y que la secrecion de PGRN se
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encontraba reducida en cultivos de fibroblastos y células inmunes de ratones y humanos
portadores de mutaciones de LRRK?2 por un mecanismo desconocido independiente de
la actividad kinasa de lrrk2. A continuacidn, determinaron los niveles de PGRN en el
LCR de ratones con mutaciones de LRRK2, y detectaron que en las fases
presintomdticas o sintomadticas tempranas los ratones transgénicos mostraban niveles
reducidos de PGRN en LCR, mientras que en estadios sintomaticos mds avanzados los
niveles se encontraban incrementados. También observaron que los niveles de PGRN
estaban significativamente aumentados en el LCR de pacientes con mutaciones
sintomadticas de LRRK?2, pero no en individuos con EP idiopatica ni en controles sanos.
Estos autores sugieren que mientras que la elevacion tardia de los niveles de esta
proteina con funcién antiinflamatoria y neurotréfica podria representar un intento fallido
de reducir el proceso neuroinflamatorio y/o neurodegenerativo que acontece en la EP, la
reduccién temprana de los niveles de PGRN podria tener un papel fisiopatologico. Un
razonamiento similar podria aplicarse a los hallazgos de nuestro trabajo, en el que los
sujetos con mutaciéon G2019S del gen LRRK2 que no presentan atn sintomas de EP
presentan niveles significativamente mas bajos de PGRN que los portadores

sintomaticos de la mutacion.

Los niveles de PGRN en el suero pueden variar en funcién de diversas
situaciones y, ademads, podrian no reflejar de manera precisa sus concentraciones en una
regién concreta del cerebro (Carrasquillo et al, 2010). Segun esto, el estudio de los
factores genéticos que regulan su expresion podria representar una diana mas fiable que
los niveles circulantes para el conocimiento de su implicacion en el riesgo de desarrollar
la enfermedad. Por dicho motivo, nos planteamos estudiar la asociacién entre cinco
polimorfismos genéticos localizados en tres genes distintos que han demostrado influir
sobre los niveles séricos de PGRN en estudios previos (Rademakers et al, 2008; Van

Deerlin et al, 2010; Carrasquillo et al, 2010).

De los cinco polimorfismos estudiados, s6lo rs646776-SORTI se asocid a los
niveles de PGRN en nuestra cohorte. La asociacién del SNP rs646776-SORT1 con los
niveles séricos de progranulina ha sido comunicada previamente por varios grupos,
incluido el nuestro (Carrasquillo et al, 2010; Mateo et al, 2013; Nicholson et al, 2014).
Nuestros resultados coinciden con los reportados en el trabajo de Carrasquillo et al, en

el que el alelo menor G de rs646776 se asociaba con una reduccién de los niveles de
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PGRN en suero, y estimaban que cada copia de este alelo disminuia los niveles de
PGRN en aproximadamente un 16%. Como en nuestro caso, a pesar de su influencia
sobre los niveles séricos de PGRN, no encontraron asociacion entre esta variante
genética y el riesgo de EP. Estos autores argumentan que, a diferencia del efecto de las
mutaciones del gen GRN que afectan a los niveles de PGRN en cada célula y tejido, el
efecto del polimorfismo rs646776 sobre la PGRN resultaria probablemente de una
regulacién especifica en el higado de SORTI, de modo que los niveles de PGRN en el
suero no reflejarian con precision los niveles de PGRN en el cerebro. El hallazgo
posterior de que este SNP se asociaba con los niveles plasmaticos de PGRN pero no con
sus niveles en el LCR (Nicholson et al, 2014) refuerza la hipotesis de que la regulacion
de los niveles de PGRN por este polimorfismo podria tener lugar exclusivamente a nivel

periférico y, de ese modo, no influir sobre el riesgo de la enfermedad.

En linea con los resultados obtenidos en un trabajo previo de nuestro grupo
(Mateo et al, 2013), no detectamos asociacion entre el polimorfismo rs5848 del gen
GRN Yy los niveles séricos de PGRN. Estos resultados difieren de los observados por
otros grupos, que encontraban que el alelo menor T se asociaba con niveles mas bajos
de PGRN (Hsiung et al, 2011; Nicholson et al, 2014). Sin embargo, otros autores no

han podido establecer dicha asociacion (Galimberti et al, 2012).

Las variantes genéticas en el gen TMEM 106b tampoco influyen sobre los niveles
séricos de PGRN en nuestra poblacién. La asociacion de estos SNPs sobre los niveles
periféricos de PGRN es controvertida. Algunos grupos han observado que los alelos
menores de estos polimorfismos se asocian con niveles mas altos de PGRN en sangre,
principalmente para el rs1990622 (Finch et al, 2011; Cruchaga et al, 2011). Por el
contrario, otros trabajos recientes tampoco han encontrado que los SNPs de TMEM 106b
modifiquen los niveles de PGRN en suero (Gallagher et al, 2014, Serpente el al, 2015).
La falta de asociacion entre estas variantes genéticas y los niveles de PGRN podria
radicar en un tamafio muestral insuficiente, aunque los hallazgos contradictorios que
encontramos en la literatura no permite descartar que estos polimorfismos no influyan

realmente sobre los niveles de PGRN en suero.

Con otro de los SNPs estudiados, el rs1020004-TMEM106b, observamos el

fendmeno contrario: detectamos una asociacion estadisticamente significativa con el
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riesgo de EP y, sin embargo, no vimos una correlacion de los genotipos de dicho SNP
con los niveles séricos de progranulina. Una posible explicacién para este hallazgo, en
la misma linea que lo argumentado para el SNP rs646776-SORTI, podria ser que la
regulacion de los niveles de PGRN se produciria de una manera érgano-especifica, en
este caso a nivel del SNC, y no se veria reflejada en sangre periférica. Alternativamente,
podria suceder que el efecto de dicho SNP sobre el riesgo de la enfermedad tuviese
lugar a través de mecanismos diferentes de la regulacion de la PGRN. No podemos
descartar tampoco que debido al limitado tamafio muestral esta asociacién observada
entre rs1020004 y el riesgo de EP corresponda a un falso positivo. Otros estudios
tendrdn que replicar estos hallazgos en poblaciones mayores para concederles validez.
Desde nuestro punto de vista y a pesar de los datos positivos de asociacion
anteriormente referidos, vistos todos los resultados en su conjunto y considerando tanto
los datos bioquimicos como genéticos, entendemos que los niveles séricos de
progranulina y los factores genéticos que tedricamente los regulan no tienen una

influencia significativa en el riesgo de la EP.

Tras el andlisis del riesgo y dadas las propiedades neuroprotectoras de la
progranulina quisimos ver si los niveles séricos de progranulina y los factores genéticos
que los regulan tenian un efecto sobre aspectos del fenotipo de la enfermedad y la
gravedad del curso clinico. Los niveles séricos de PGRN se han asociado con un riesgo
incrementado de desarrollo de enfermedades neurodegenerativas en las que la demencia
es una caracteristica principal, como la DLFT (Baker et al, 2006, Cruts et al, 2006), la
EA (Brouwers et al, 2007), el sindrome corticobasal (Masellis et al, 2006) o la
demencia por cuerpos de Lewy (Le Ber et al, 2008). Ademds, la demencia asociada a la
EP se caracteriza por la coexistencia de diversas neuropatologias, y la patologia de tipo
EA parece jugar un importante papel en el desarrollo de demencia en pacientes con EP
(Apaydin et al, 2002; Irwin et al, 2012). Los niveles séricos de progranulina fueron
similares en nuestro estudio en los pacientes de EP con y sin demencia. Tampoco
observamos una correlacion entre dichos niveles y la severidad de la enfermedad
medida a través de las escalas motoras Hoehn y Yahr y UPDRS-III. La edad de inicio
de los sintomas o el subtipo clinico tampoco se vieron modificados en funcién de los

niveles séricos de progranulina.
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A la hora de estudiar el efecto sobre el fenotipo de la EP de las variantes en los
genes relacionados con los niveles séricos de progranulina seleccionamos Unicamente
dos de los cinco SNPs analizados: el rs646776-SORTI, por ser el tnico en el que
habiamos detectado una asociacién con los niveles séricos de PGRN, y el rs1020004,
por estar asociado al riesgo de enfermedad. Encontramos una asociacién débil (p=0,04)
entre el SNP rs646776-SORT1 y el riesgo de demencia en la EP; no obstante, la falta de
asociacion entre niveles de PGRN y demencia sugiere que muy probablemente éste no
constituye un biomarcador ttil de riesgo de demencia en la EP. Aunque también
observamos un retraso de la edad de inicio de la enfermedad en los sujetos homocigotos
para el alelo A, el hecho de no detectar un efecto de dosis génica nos hace dudar
igualmente de la validez de dicho hallazgo. En relacién al SNP rs1020004, asociado al
riesgo de EP en nuestro estudio, no vimos que modificara la edad de inicio de la

enfermedad en los sujetos con EP.

Con los matices mencionados anteriormente y teniendo en cuenta las
limitaciones existentes podemos concluir este apartado sefialando que los resultados
derivados de este estudio no apoyan la hipétesis de que los niveles séricos de
progranulina y los factores genéticos que los regulan ejerzan un papel importante en el

riesgo de padecer EP o en su fenotipo.
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10.

Conclusiones

. Los niveles séricos de acido urico son menores en los varones con enfermedad de

Parkinson.

El efecto combinado de ocho SNPs en los genes SLC2A9, ABCG2, SLCI7Al,
SLC22A11, SLC22A12, GCKR, PDZKI, LRRCI16A+SCGN y SLCI6A9 se asocia a

niveles séricos bajos de 4cido trico.

El efecto combinado de los ocho SNPs asociados a niveles bajos de uricemia

incrementa el riesgo de enfermedad de Parkinson.

Los niveles séricos de 4cido drico no se asocian a la presencia de demencia en la
enfermedad de Parkinson, tampoco se asocian con el fenotipo, la duracién de la

enfermedad o la severidad de la afectacidn clinica.

Los SNPs reguladores de la uricemia no modifican el riesgo de demencia asociada a

la enfermedad de Parkinson.
Los niveles séricos de progranulina no se asocian con la enfermedad de Parkinson.

De los cinco polimorfismos relacionados con las concentraciones plasmaticas de
progranulina, GRN 155848, TMEMI106b 156966915, rs1020004 y rs1990622, y
rs646776-SORT 1, s6lo este dltimo se asocia a los niveles séricos de progranulina en

nuestra poblacion.

El polimorfismo rs1020004-TMEM106b se asocia al riesgo de enfermedad de

Parkinson.

Los niveles séricos de progranulina no se asocian a la presencia de demencia en la
enfermedad de Parkinson, tampoco se asocian con el fenotipo, la duracién de la

enfermedad o la severidad de la afectacidn clinica.

Los SNPs reguladores de los niveles séricos de progranulina no modifican el riesgo

de demencia asociada a la enfermedad de Parkinson.
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ABSTRACT

Background: Low serum uric acid (UA) levels have
been associated with increased Parkinson’s disease
(PD) risk and accelerated disease progression. We
analyzed the effect of polymorphisms in 9 genes influ-
encing serum UA concentration on the risk of PD.
Methods: We genotyped SLC2A9 rs734553, ABCG2
rs2231142, SLC17A1 rs1183201, SLC22A11
rs17300741, SLC22A12 rs505802, GCKR rs780094,
PDZK1 rs12129861, LRRC16A+SCGN rs742132, and
SLC16A9 rs12356193 in 1061 PD patients and 754 con-
trols. For each subject we calculated a cumulative
genetic risk score (GRS), defined as the total number of
PD-risk alleles (range, 2-15) associated to lower serum
UA levels. Serum UA levels were measured in a sub-
group of 365 PD cases and 132 controls.

Results: Serum UA levels were significantly lower in
men with PD than in controls. Subjects (both men and
women) carrying more than 9 risk alleles (third GRS
tertile) had a 1.5 higher risk of developing PD than
subjects with less than 8 risk alleles (first GRS tertile).
An inverse correlation was observed between higher
GRS and lower serum UA concentration in both men
and women.

Conclusions: Genetic variability influencing serum UA
levels might modify susceptibility to PD. © 2013
International Parkinson and Movement Disorder Society
Key Words: uric acid, Parkinson’s disease, genetics

\ /

URATE-RELATED GENES AND PD RISK

A natural antioxidant effect of uric acid (UA) on
dopaminergic neurons has been suggested,"* with low
serum UA levels being associated with a higher risk
and faster progression of Parkinson’s disease (PD).>®
In addition to environmental factors, serum UA levels
are largely determined by genetic factors with an esti-
mated heritability of 73%.” A recent meta-analysis of
14 genome-wide association studies has identified
single-nucleotide polymorphisms (SNPs) at 9 different
loci that are associated with serum UA levels.® These
results have been subsequently replicated.” The joint
effect of these genetic variants aggregated as a genetic
risk score (GRS) has improved the prediction of serum
UA concentration.'”

In a large cohort of PD patients and controls from
Spain we analyzed whether a GRS based on the varia-
tion on these 9 SNPs related to low serum UA con-
centration might be associated with PD risk.

Patients and Methods
Patients

The study included 1061 PD patients (43.6%
women; mean age at onset 59.5 = 1.9 years, mean age
at study 68.9 = 0.3 years), and 754 controls (49.6%
women; mean age at study 64.7 = 0.4 years). Patients
fulfilling UK PD Society Brain Bank criteria for PD
were consecutively recruited from outpatients at 3
Medical Centers in Spain; 2 in the North (Universitary
Hospital “Marqués de Valdecilla” in Santander and
Donostia Universitary Hospital in San Sebastian) and
1 in the South (University Hospital “Virgen del
Rocio” in Seville). Control group consisted of unre-
lated individuals comprising 188 spouses of PD
patients and 566 unaffected relatives of non-PD
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TABLE 1. Association between low serum uric acid
concentration-related GRS and the risk of PD

GRS PD cases (n) Controls (n) OR (95% ClI) P
All sample
2-7 282 226 Ref Ref®
8-9 282 188 1,19 (0.92-1.54) 202
10-15 137 73 155 (1.10-2.18)  .012°
Women
2-7 114 102 Ref 20°
8-9 126 81 1.07 (0.75-1.50)  .71°
10-15 66 38 1.53 (0.95-2.47) 078"
Men
2-7 168 124 Ref 129°
8-9 156 107 1.35 (0.91-2.00)  .133"
10-15 71 35 1.58 (0.97-2.59) .068°

The GRS represents the number of risk alleles related to low serum uric
acid levels, divided into first tertile (2-7), second tertile (8-9), and third ter-
tile (10-15). Maximum GRS after exclusion of SLC22A11 was 16.

@Adjusted for age and sex.

®Adjusted for age.

GRS, Genetic Risk Score; PD, Parkinson’s disease; OR, odds ratio; Cl,
confidence interval.

neurological patients drawn from the same outpatient
clinics; none of the controls had clinical evidence of
neurological disease. Both patients and controls were
Caucasians arising from the same base population.
Serum UA levels were measured in a subgroup of 365
PD patients (42.7% women; mean age at onset
64.8 = 0.6 years, mean age at study 70.2 = 0.5 years)
and 132 controls (68.2% women; mean age at study
65.2 = 0.8 years) from Santander.

Biochemical and Genetic Analysis

The study was approved by the local ethical commit-
tees and blood samples were taken after informed con-
sent was obtained from the subjects or their
representatives. Fasting serum samples were collected
and stored at —80°C until use. Serum UA levels were
determined using the ADVIA 2400 chemistry system
(Siemens Healthcare, Erlangen, Germany). Genotyping
of the 9 SNPs described in the meta-analysis® (SLC2A9
rs734553, ABCG2 rs2231142, SLC17A1 rs1183201,
SLC22A11 rs17300741, SLC22A12 rs505802, GCKR
rs780094, PDZK1 rs12129861, LRRC16A+SCGN
rs742132, and SLC16A9 rs12356193) were typed using
TagMan assays (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) in a RT-PCR 7500 Fast Real-Time PCR system
(Applied Biosystems) and in a LightCycler480 instrument
(Roche Applied Science, Indianapolis, IN, USA).

Statistical Analysis

Serum UA levels in PD patients and controls were com-
pared by Student ¢ test. Based on previous studies, analy-
ses were repeated after stratification by sex, and adjusting
for  age  using  linear  regression. = Hardy-
Weinberg equilibrium (HWE) was calculated for each

SNP using Pearson’s % test. Univariate x> test was per-
formed for each polymorphism, excluding from the analy-
sis those that were deviated from HWE, and subsequently
corrected for multiple testing by Bonferroni’s adjustment.
In addition, we calculated for each subject the cumulative
effect of all the SNPs (GRS), assigning 1 point for each
allele that was significantly associated with lower levels of
serum UA according to the GWAs meta-analysis by Kolz
et al.® We also calculated a weighed GRS, with weights
proportional to the percent of variance explained for a
given gene. For that purpose, we multiplied, for each
locus, the number of risk alleles by the beta coefficient
from the meta-analysis.®

Association between GRS and PD was tested using
Pearson’s y”> test. A further multivariate analysis
adjusted for sex and age was carried out by logistic
regression. The effect of each genotype on serum UA
concentration was determined by ANOVA test in PD
cases and controls. The GRS was correlated with
serum UA levels using Pearson’s r* test, and we used
ANOVA test and post-hoc Bonferroni corrected Stu-
dent ¢ test when the GRS was divided into tertiles.

Results

Following sex stratification, men with PD had lower
serum UA levels than control men (5.61 + 1.37 mg/dL
vs 627+1.96 mg/dl, P=.04). This association
remained statistically significant after age adjustment
(P =.02). On the other hand, such association was not
observed between women with PD (4.73 *=1.36 mg/dL)
and control women (4.82 *1.47 mg/dL, P =.09). One
of the 9 SNPs analyzed (SLC22A11 rs17300741) was
deviated from HWE and therefore excluded from the
study. No significant association was detected between
any single SNP and the risk of PD or serum UA levels
(data not shown). However, when we analyzed the com-
bined effect of the 8 SNPs using the cumulative GRS
(maximum 16, after exclusion of SLC22A11), we found
a significant association between the number of risk
alleles and the risk of PD (Table 1): subjects in the third
GRS tertile (GRS >9 risk alleles) had a significant higher
risk of PD (odds ratio [OR], 1.55; 95% confidence inter-
val [CI], 1.10-2.18; P=.012) when compared with
those in the first tertile (GRS <8 risk alleles). Stratifica-
tion by sex revealed a statistically nonsignificant trend
toward a connection between the third GRS tertile and
increased risk of PD in both men and women (Table 1).

Subjects in the third GRS tertile had significantly
lower serum UA levels than those in the first tertile
(Bonferroni adjusted P value =.004) (Fig. 1). Both
sexes, analyzed separately, showed a significant inverse
correlation between GRS and serum UA levels in men
(r*=-0.18, P=.03; adjusted by age, P=.03), and
these data were less significant in women (r* = —0.17,
P =.06; adjusted by age, P=.08). The correlation
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FIG. 1. Serum uric acid concentration in PD patients and controls according to the 8 SNP-based Genetic Risk Score (GRS). *GRS distribution
across patients and controls divided into tertiles. GRS indicates the number of risk alleles related to low serum uric acid levels (according to the
GWAs meta-analysis by Kolz et al.?). Maximum GRS after exclusion of SLC22A11 was 16.

between weighed GRS and UA levels yielded similar
results than with the unweighted GRS.

Discussion

This study shows that the combined effect of 8 SNPs
associated with low serum UA concentration modifies
PD risk. This association, however, was not observed
with any single SNP, nor with PD risk or serum UA lev-
els. Nevertheless, this lack of association in the individ-
ual analysis is not unexpected since the studied SNPs
have been previously reported to have a very modest
effect on serum UA levels (accounted for 5% of serum
UA variance).® Our approach of combining multiple
genetic loci with modest effect into a global GRS has
improved the identification of those who are at risk for
PD. Hence, subjects in the third GRS tertile (GRS >9
risk alleles) had a significant higher risk of PD when
compared with those in the first tertile (GRS <8 risk
alleles). While the magnitude of the risk conferred by
this set of SNPs was mild (OR, 1.55), the validity of this
finding was strengthened by the observed inverse correla-
tion between high GRS and low serum UA concentra-
tion. Similarly, the GRS based in 8 loci located in
almost the same genes than those in our study was also
shown to correlate with serum UA levels in a recent
meta-analysis of GWAS,'® as well as in a Croatian pop-
ulation in a different study.'’

Our results, interpreted in the framework of Mende-
lian Randomization (MR), support the existence of a
real connection between serum UA and PD risk, rea-

sonably ruling out the possibility of confounding and
reverse causation. Indeed, according to the MR
approach, when a causal association exists between
risk factor (UA) and disease endpoint (PD), the genetic
variant that governs that risk factor should have a
commensurate association with the disease itself.'?

Differences in serum UA levels between PD patients
and controls were only observed in men in our study,
with lower UA levels in men with PD than in control
men. While most of the studies have reported this
association in both genders, it has also been noted to
be absent or weaker in women.'*'* The lack of asso-
ciation between low serum UA levels and PD in
women, as observed here, might be related to the lim-
ited number of subjects analyzed, but could also be
attributed to a gender-based differential effect of urate
mechanisms in PD as already suggested.'” Alterna-
tively, it might reflect the fact that serum UA levels
are usually lower in women than in men, and there-
fore their effect on PD risk could be less pronounced.

To sum up, this study provides evidence from a
genetic perspective for reinforcing the notion that
serum urate modulates PD risk. While the major
genetic background associated to UA variability is yet
to be determined, additional studies including newly
described variants are needed to puzzle out the link
between UA-related genes and PD risk. In this sce-
nario, the GRS represents a useful tool for capturing
the effect of variants that could otherwise be missed in
underpowered studies.'®!”
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Objective: Low serum uric acid (UA) levels have been associated with a worse cognitive function later in
life and also with a higher risk and faster progression of Parkinson’s disease (PD). Here we studied
whether serum UA levels and the genetic variants related to its variability are associated with the
presence of dementia in a cohort of patients with PD.

Methods: The study included 343 PD patients, which were examined for the presence of dementia ac-
cording to the MDS Task Force criteria (level 1). The predominant PD phenotype and UPDRS-III and

{f:_l l:/zggils disease Hoehn-Yahr scales were recorded. Serum UA levels were determined in each participant. Genotyping of
Uric acid SLC2A9 15734553, ABCG2 152231142, SLC17A1 rs1183201, SLC22A11 rs17300741, SLC22A12 rs505802, GCKR
Genetics rs780094, PDZK1 rs12129861, LRRC16A + SCGN rs742132, and SLC16A9 rs12356193 was carried out by
Dementia Tagman analysis. For each subject we calculated a cumulative genetic risk score (GRS), defined as the
Serum total number of risk alleles (range 2—15) associated to lower serum UA levels.

Results: 72 out of 343 PD patients (21%) presented dementia. Serum UA levels were not different be-
tween PD patients with or without dementia. No significant association was detected between any single
SNP and the risk of PD-dementia. When we analyzed the combined effect of the eight SNPs using the
cumulative GRS no significant association between the number of risk alleles and the risk of PD was
observed.
Conclusions: Our data suggest that serum UA levels have not a significant impact on the risk of dementia
in PD.

© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Uric acid (UA) is a major natural antioxidant that might have
neuroprotective properties [1]. Low UA levels have been associated
with an increased risk of dementia and worse cognitive function
later in life [2], and also with a higher risk and faster progression of
Parkinson’s disease (PD) [3,4]. However, the association of low UA
levels with the risk of dementia in PD has not been previously
studied. A recent meta-analysis of 14 genome-wide association
studies has identified single nucleotide polymorphisms (SNPs) at
nine different loci that are associated with serum UA levels [5]. The
joint effect of these genetic variants aggregated as a genetic risk
score (GRS) has improved the prediction of serum UA concentration

* Corresponding author. Service of Neurology, Universitary Hospital Marqués de
Valdecilla, Santander 39008, Spain. Tel.: +34 042202520.
E-mail address: jinfante@humv.es (J. Infante).

http://dx.doi.org/10.1016/j.parkreldis.2014.02.023
1353-8020/© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

and has been shown to correlate both with serum UA levels and the
risk of PD in a previous report from our group [6]. Here we studied
whether both low serum UA levels and the genetic variants influ-
encing lower UA levels are associated with the presence of de-
mentia in a cohort of patients with PD.

2. Patients and methods
2.1. Subjects

The study included 343 PD patients (43% women; mean age at onset
63.4 + 11.3 years, mean disease duration 8.5 + 5.4 years) consecutively recruited
from outpatients at the University Hospital “Marques de Valdecilla” in Santander
(Northern Spain) between 2004 and 2012. All patients fulfilled UK PD Society
Brain Bank criteria for PD. This sample is part of a cohort reported previously and
includes all PD patients from that cohort that were available for clinical re-
assessment in 2012 [6]. All subjects had normal cognition at the time of diag-
nosis. Demographical data and information about cardiovascular risk factors
(hypertension, diabetes, hypercholesterolemia, smoking habits) were obtained
from each participant. The neurological examination was carried out by an
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expert neurologist in the field of movement disorders (IGA) and included a
cognitive evaluation, Hoehn &Yahr (HY) and UPDRS part III scales. The diagnosis
of dementia was made in accordance with the recommendations of the Move-
ment Disorders Society Task Force (Level I) [7]: PD developed prior to the onset
of dementia, PD associated with a decreased global cognitive efficiency
(MMSE < 26), cognitive deficiency severe enough to impair daily life (caregiver
interview), impairment in more than one cognitive domain, attention (months
reversed), executive function (lexical fluency), visuo-constructive (drawing
pentagons), memory impairment (3-word recall). We also recorded the pre-
dominant PD phenotype of each patient during the course of the disease (tremor
dominant: TD, akinetic/rigid: AR or mixed).

2.2. Biochemical and genetic analysis

The study was approved by the local ethical committee and blood samples were
taken after informed consent was obtained from the subjects or their representa-
tives. Fasting serum samples were collected at the time of the clinical examination
for the present study and stored at —80 °C until use. Serum UA levels were deter-
mined using the ADVIA 2400 chemistry system. Genotyping of the nine SNPs.de-
scribed in the meta-analysis (5) (SLC2A9 rs734553, ABCG2 rs2231142, SLC17A1
rs1183201, SLC22A11 rs17300741, SLC22A12 rs505802, GCKR rs780094, PDZK1
rs12129861, LRRC16A + SCGN rs742132, SLC16A9 rs12356193) were typed using
TaqMan assays (Applied Biosystem, Foster City, Calif., USA) in an RT-PCR 7500 Fast
Real-Time PCR system (Applied Biosystems) and in a LightCycler480 instrument
(Roche Applied Science, Indianapolis, Ind., USA).

2.3. Statistical analysis

Serum UA levels in PD patients with and without dementia were compared
by Student’s T-test. Based on previous studies, analyses were repeated after
stratification by sex, and adjusted for age, disease duration and cardiovascular
risk factors, using linear regression. Regression analysis was also used for
analyzing the correlation between serum UA levels and HY, UPDRS-III and Mini
Mental Scale Examination (MMSE) scales. Hardy—Weinberg equilibrium (HWE)
was calculated for each SNP using Pearson’s x test. Univariate x? test were was
performed for each polymorphism, excluding from the analysis those that were
deviated from HWE, and subsequently corrected for multiple testing by Bon-
ferroni’s adjustment. In addition, we calculated for each subject the cumulative
effect of all the SNPs (GRS), assigning one point for each allele that was signif-
icantly associated with lower levels of serum UA weighted for their B coefficient
according to the GWAs meta-analysis by Kolz M et al. [5]. Mean GRS was
compared between PD patients with and without dementia using Student’s T-
test. Association between GRS tertiles and PD-dementia was tested using Pear-
son’s x? test. A further multivariate analysis adjusted for sex and age was carried
out by logistic regression.

3. Results

72 out of 343 PD patients (21%) presented dementia in this
cohort. Dementia was of the PD-dementia type. Clinical and de-
mographic features of patients with and without dementia are
summarized in Table 1. PD patients with dementia had similar
serum UA levels than those without dementia (5.04 + 1.7 mg/dl vs
5.35 + 1.4 mg/dl; p = 0.12). Similar results were obtained after sex
stratification and after adjusting for cardiovascular risk factors
(p = 0.12). In line with this, PD patients in the third tertile of UA
(higher UA levels) showed dementia with the same frequency
than those in the first tertile (lower UA levels) (17.1% vs 26.4%,
p = 0.24). PD patients with dementia showed significantly longer
disease duration, higher HY and UPDRS-III scores and a worse
MMSE score (Table 1), however, serum UA levels were not
correlated with any of these variables in a lineal regression model
(data not shown). Mean serum UA levels were similar in PD pa-
tients with the AR and TD phenotypes (5.39 + 1.2 mg/dl vs
5.2 + 1.6 mg/dl; adjusted p = 0.5). One of the nine SNPs analyzed
(SLC22A11 rs 17300741) was deviated from HWE and therefore
excluded from the study. No significant association was detected
between any single SNP and the risk of PD-dementia (data not
shown). When we analyzed the combined effect of the eight SNPs
using the cumulative GRS (maximum 16, after exclusion of
SLC22A11), no significant association was observed between the
number of risk alleles and the risk of PD-dementia (Table 2):
subjects in the third GRS tertile (GRS >8 risk alleles for low serum

Table 1
Characteristics of PD patients classified according to the presence of dementia.
PD with PD without p p?
dementia dementia
(n=172) (n=271)
Age at onset, years 66.6 (10.7) 63.6 (11.4) 0.05 <0.001
(SD)
Sex (M/F) (%) 17.9/26.3 82.1/73.7 0.06 0.22
Disease duration, 13.8 (6.3) 9.1(6.2) <0.001 <0.001
years (SD)
H&Y stage (SD) 3.8(0.9) 2.2(0.8) <0.001 <0.001
UPDRS-II (SD) 55.1 (11.7) 32.9 (14.5) <0.001 <0.001
MMSE (SD) 18.8 (5.6) 28.1(2.2) <0.001 <0.001
Age of study, years 79.2 (8.5) 71.2 (11.5) <0.001 <0.001
(SD)
Mean serum UA 5.04 (1.7) 5.35(1.4) 0.12 0.12
(mg/d1) (SD)°

H&Y : Hoehn-Yahr stage.
UPDRS-III: Unified Parkinson’s Disease Rating Scale Part III (motor).
MMSE: Folstein’s Mini Mental State Examination (0—30).
2 Adjusted by age, sex and disease duration, by linear regression.
b Measured at the age of study.

UA concentration) had similar risk of PD-dementia when
compared with those in the first tertile (GRS <8 risk alleles for low
serum UA concentration) (p = 0.3). Stratification by sex revealed
no differences (data not shown). Mean weighted GRS was also
similar in PD patients with and without dementia (0.45 + 0.2 vs
0.44 + 0.2; adjusted p = 0.7).

4. Discussion

In this series, PD patients with dementia had similar serum UA
levels than those without cognitive impairment. Also, the cumu-
lative effect of genetic variants associated with lower UA levels
didn’t have an impact on the risk of PD-dementia.

Only one small previous study carried on 40 PD patients has also
addressed the relation of serum UA with cognition [8], with lower
serum UA levels being associated with a worse cognitive perfor-
mance, but the presence of dementia was not specifically investi-
gated. A few previous reports have examined the relation between
serum UA levels and cognition in the general population, with some
studies reflecting a benefit of higher serum UA levels on cognition
and others reporting findings in the opposite direction [2,9—11]. In
the largest prospective study to date, Euser et al., reported that
higher levels of serum UA were associated with a decreased risk of
dementia and better cognitive function later in life, but only after
adjusting for cardiovascular risk factors [2]. We observed a signif-
icant correlation between serum UA levels and the presence of
hypertension, diabetes and hypercholesterolemia, and after
adjusting for these variables serum UA levels did not have a sig-
nificant impact on the risk of PD-dementia. In line with this, we
didn’t observe any correlation between MMSE score and serum UA
concentration either. As reported by others we found higher serum

Table 2
Association between low serum uric acid concentration-related Genetic Risk Score
(GRS) and the risk of PD-dementia.

GRS* PD without PD with OR (95% IC) p°
dementia (n) dementia (n)

2-7 78 15 Ref Ref

8 74 18 1.1 (0.5-2.6) 0.66

9-15 77 21 1.5 (0.7-3.0) 0.31

2 The GRS represents the number of risk alleles related to low serum uric acid
levels, divided into first tertile (2—7), second tertile (8) and third tertile (9—15).
Maximum GRS after exclusion of SLC22A11 was 16.

b Adjusted for age and sex.
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UA levels in males than in females and therefore we adjusted all our
results for sex. As would be expected, disease duration, HY stage
and UPDRS-III score were higher in subjects with dementia
compared with those without, however, serum UA levels did not
correlate with any of these variables in the regression analysis. The
risk of cognitive impairment has been reported to be higher in PD
patients with AR phenotype compared with TD phenotype [12].
While we also observed a slightly higher frequency of dementia in
AR cases compared to TD, serum UA levels didn’t differ significantly
between the phenotypes.

The study has some potential limitations: serum UA levels are
variable and were measured just once, at the time of the study. Also,
our sample was relatively small, in particular the number of PD
patients with dementia. On the other hand MMSE might not be
considered the best test for testing dementia in PD. For the iden-
tification of PD-dementia we followed the recommendations of the
MDS Task Force (level 1) using MMSE together with attention and
executive function tests and demonstrating that cognitive defi-
ciency was severe enough to impair daily life. These screening tests
have shown 100% specificity but lower sensitivity for diagnosing
PD-dementia compared to full neuropsychological assessment [13].
We tried to minimize the effect of serum UA levels variability on
our results by analyzing stable genetic variants influencing serum
UA concentration. The estimated heritability of serum UA levels is
73% [14]. We have recently reported that the cumulative effect of
genetic variants related to lower serum UA levels were significantly
associated with lower serum UA and an increased risk of PD [6].
This is the basis of Mendelian Randomization approach, used for
elucidating potential associations between a risk factor and a dis-
ease endpoint. According to this, when a causal association exists
between a risk factor (UA) and disease endpoint (PD-dementia), the
genetic variant that governs that risk factor should have a
commensurate association with the disease itself [15]. In this study
none of the SNPs known to be related with serum UA levels showed
and association with PD-dementia, either individually or jointly
through the GRS. Although the influence of these genetic variations
on serum UA concentration variability is known to be small [5] the
results of the genetic approach is coincident with the results of the
biochemical analysis and altogether support the notion that serum
UA levels do not have a significant impact on the risk of dementia in
PD.
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