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1. INTRODUCCION

1.1 Epidemiologia, caracteristicas clinicas y hallazgos anatomo-patolégicos de
la enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson (EP) es la enfermedad neurodegenerativa mas frecuente
a nivel mundial, tras la enfermedad de Alzheimer. Con una edad media de aparicién en
la sexta década de vida, la EP esta directamente relacionada con el envejecimiento y
tiene mayor presencia en la poblacidn de edad avanzada. Sin embargo, también son
conocidas formas de enfermedad de debut temprano con una edad de aparicién de
sintomas inferior a los 40 afios (Phillipson y cols, 2014) (Jankovic y cols, 2020).
Actualmente, la incidencia y la prevalencia de la EP a nivel mundial son elevadas. En
Espafa, con una prevalencia estimada de 150-200 casos por cada 100000 habitantes,
la EP puede llegar a tener una prevalencia del 1,5% en la poblacién general mayor de
65 afios (Benito-Ledn y cols, 2004). Aunque el principal factor de riesgo es la edad
avanzada, la incidencia de EP de inicio temprano es de un 1,5 por 100000
habitantes/afios. Por ello, esta frecuente patologia neurodegenerativa y su
tratamiento crénico supone un problema socio-econdmico de primer orden para los
sistemas sanitarios a nivel mundial. Se estima que tanto la incidencia como la
prevalencia de la EP pueden llegar a duplicarse en las siguientes décadas (Dorsey
2018). Este crecimiento exponencial en el ultimo medio siglo no se encuentra en
relacién Unicamente con el envejecimiento de la poblacion (Dorsey 2018). Otros
factores fisiopatoldgicos aln desconocidos de la enfermedad se creen que puedan
jugar un papel importante en este crecimiento y, por ello, diversos expertos han
manifestado la importancia de identificar los diversos mecanismos fisiopatoldgicos
implicados en la EP para alcanzar una medicina personalizada (Dorsey 2018; Espay y
cols, 2019).

Clasicamente, la EP se describié como un sindrome neuroldgico que cursa con diversos
sintomas (temblor en extremidades, dificultad de movimiento y para la marcha, entre
otros). Los primeros criterios diagndsticos de la EP fueron establecidos por la United
Kingdom Parkinson’s Disease Society Brain Bank, y requerian la presencia de temblor
de reposo y de baja frecuencia (4-6 Hz) en extremidades, bradicinesia, rigidez y
alteracion de reflejos posturales (Hughes y cols, 1992). Se definio el término EP
idiopatica para este sindrome clinico con correlacién anatomo-patoldgica, siendo la
causa mas frecuente de parkinsonismo degenerativo en la prdctica clinica. Sin
embargo, con la aparicién de las formas genéticas de la enfermedad, algunas de ellas
clinicamente indistinguibles de las formas idiopaticas, se ha planteado la redefinicién
de las distintas formas de EP. Ademas, actualmente se ha demostrado que la
enfermedad cursa con una amplia sintomatologia tanto motora como no motora. Por
ello, actualmente los criterios diagnésticos clinicos aplicados son los definidos por la
Movement Disorders Society en 2015 (Postuma y cols, 2015).



A pesar de conocerse y definirse clinicamente la enfermedad desde el siglo XIX, no fue
hasta principios del siglo XX cuando Konstantin Tretiakoff confirmé e identificé en
diversos estudios anatomo-patoldgicos la pérdida progresiva de neuronas
dopaminérgicas de la sustancia negra pars compacta (SNpc) como caracteristica
histopatoldgica de la EP (Lees y cols, 2008). Posteriormente, gracias al trabajo de Arvid
Carlsson y Oleh Hornykiewicz, se evidencid la relacidn entre el déficit dopaminérgico
producido por esta neurodegeneracion y los sintomas de la EP tanto en modelo animal
como en humanos; lo cual dio pie al inicio del uso de la terapia con levodopa
(profarmaco precursor de catecolaminas como la dopamina) para los sintomas
parkinsonianos (Fahn S, 2018). Finalmente, fue en los trabajos de George Cotzias
donde se demostrd la eficacia de la levodopa, usada en altas dosis por via oral, para
revertir la sintomatologia motora en la EP (Obeso y cols, 2017)

Las manifestaciones clinicas predominantes son los sintomas motores anteriormente
descrites (temblor de reposo, bradicinesia, rigidez y alteracidon de la marcha); siendo
necesarias para el diagndstico clinico actual la presencia de bradicinesia y al menos
alguna de las otras tres manifestaciones clinicas (Postuma y cols, 2015). Sin embargo, se
estima que cuando aparecen estas manifestaciones motoras ya se ha producido una
pérdida de al menos el 50% de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc (Fearnley y cols,
1990; Fearnley y cols, 1991). Trabajos mds recientes sugieren que el momento de inicio
de la sintomatologia motora podria estar en relacion con el déficit dopaminérgico en las
proyecciones estriatales de estas neuronas de la SNpc y no con el porcentaje de
degeneracion de las mismas (Simon DK, 2020). La sintomatologia motora de la EP tiene
caracteristicamente una respuesta excelente a la terapia dopaminérgica oral, sin
embargo, con la evolucidén de la enfermedad y la progresidn de la neurodegeneracién
aparecen las denominadas complicaciones dopaminérgicas (Poewe y cols, 2017). Estas
se caracterizan por la pérdida transitoria del efecto terapéutico del tratamiento
dopaminérgico (fluctuaciones motoras) asi como por periodos con presencia de
movimientos involuntarios en el paciente (discinesias inducidas por levodopa). Estas
complicaciones motoras también se pueden ver acompafiadas por las denominadas
fluctuaciones no motoras, periodos en los que el paciente puede experimentar
sintomatologia no motora de diverso tipo (dolor, ansiedad, fatiga, entre otros), asociada
o no a fluctuaciones de la respuesta motora al tratamiento. Estas complicaciones no
motoras pueden ser de tres tipos: sensitivas, cognitivas y disautonémicas (Chaudhuriy
cols, 2018)

Entre el grupo de sintomas no motores de la enfermedad destacan la hiposmia, las
alteraciones del suefio como la hipersomnolencia diurna o el trastorno de conducta del
suefo REM, la ansiedad, la depresion, el deterioro cognitivo, la disautonomia
(incontinencia o urgencia miccional, estrefiimiento, disfuncion eréctil), entre otros.
Algunos de estos sintomas no motores pueden aparecer de manera precoz o incluso
preceder en afos al inicio de la sintomatologia motora cldsica, como puede ser el caso
de la depresion, el estrefiimiento, la hiposmia o el trastorno del suefio REM (Figura 1).
Por ello, desde hace décadas se ha prestado gran importancia al diagndstico adecuado
de esta sintomatologia no motora, permitiendo mejorar la atencién de los pacientes, la



monitorizacion de la progresién de su enfermedad y nuestra comprension de la
evolucién de la misma (Baig y cols, 2015).
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Figura 1. Curso clinico de la enfermedad de Parkinson desde la fase prodrémica a la etapa clinica
motora, incluyendo las complicaciones dopaminérgicas. (tomada de Poewe y cols, 2017)

Desde el punto de vista anatomo-patoldgico, la enfermedad se caracteriza por la pérdida
de neuronas en la SNpc, perdiendo ésta su pigmentacién caracteristica la cual es debida
al depésito de neuromelanina en las neuronas dopaminérgicas. La SN es un nucleo
mesencefalico anatdmicamente heterogéneo con distintas areas (pars reticulata y pars
compacta) y diversas proyecciones estriatales, encontrdndose en la EP una
degeneracion selectiva de subregiones especificas de la SN (Fearnley y cols, 1991).
Ademas, la EP se caracteriza por la aparicion de inclusiones intracitoplasmaticas
denominadas cuerpos de Lewy (CL), compuestas por agregados de distintas proteinas
insolubles, siendo la mas frecuente y conocida la a-sinucleina. El depdsito anédmalo de
esta proteina, que de manera fisioldgica participa en la regulacidn del trafico vesicular
en el terminal sinaptico, se considera un hallazgo histopatolégico caracteristico de la EP.
Por tanto, la EP se ha incluido dentro del grupo de patologias denominadas
sinucleinopatias (enfermedades por depdsito de a-sinucleina). El conjunto de la
denominada patologia Lewy (PL) se compone, ademas de por los CL, de inclusiones
denominadas neuritas de Lewy y de similares inclusiones intracitoplasmaticas también
evidenciadas en astrocitos, figura 2 (McMcann y cols, 2016).

Existen algunas formas de la EP que muestran una ausencia de depdsito patoldgico de
a-sinucleina en estudios histopatolégicos y, a su vez, se ha descrito la existencia de PL
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en autopsias de sujetos sin presencia de sintomas parkinsonianos (Forno LS, 1969;
Hansen, y cols, 1990; Fearnley y cols, 1991; Klos y cols, 2006). Ademas, la EP se
caracteriza por una afectacién neuropatolégica de otras regiones cerebrales, asi como
de otras estirpes neuronales no dopaminérgicas (Simon y cols, 2019). Por ello, aunque
el proceso degenerativo de neuronas dopaminérgicas mesencefalicas se encuentre en
principal relacién con la sintomatologia motora, la afectacion de otras regiones
cerebrales y otras estirpes de neuronas se encuentra en probable relacidon con los
diversos aspectos clinicos de esta patologia.

- ~‘”" 3 v .
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Figura 2 (tomada de McCann y cols, 2016). Patologia tipo Lewy con inmunoreactividad a a-
sinucleina en muestras de pacientes con enfermedad de Parkinson. Cuerpo de Lewy con
hematoxilina-eosina (A) y con inmunotincién para a-sinucleina (B). Inclusiones de a-sinucleina
(C-H). Neuritas de Lewy (flechas D y G). Cuerpo de Lewy en astrocitos (E).

Braak y cols, establecieron en su hipdtesis sobre la etiologia de la EP una clasificacién
anatomo-patoldgica de los distintos estadios de la EP segun el grado de deterioro o
pérdida neuronal y la localizacidn del mismo (Braak y cols, 2003; Braak y cols, 2006). Los
autores plantean la hipétesis de que las inclusiones de a-sinucleina se propagan desde
el bulbo olfatorio y el nicleo motor dorsal del vago hasta otras neuronas de diferentes
regiones cerebrales (en el tronco del encéfalo y posteriormente en la corteza cerebral),
transportandose las inclusiones retrégradamente por los axones y siendo propagadas
transinapticamente. La evidencia de aparicion de los CL en ciertas neuronas
trasplantadas en cerebros de pacientes con EP; apoyd la hipdtesis de una propagaciéon
célula-célula de estas formas patoldgicas de a-sinucleina en un modelo de enfermedad
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similar a una enfermedad pridnica (McCann y cols, 2016). Sin embargo, varios autores
cuestionan esta hipdtesis como Unico modelo fisiopatoldgico de la EP debido a
diferentes aspectos como la pobre correlacién entre la existencia de PL y la pérdida
neuronal en series de autopsias o la escasa correlacidn de estadios clinicos y estadios de
Braak (Surmeier y cols, 2017). Como alternativa a la hipdtesis de Braak, se ha sugerido
que la neurodegeneraciéon y la PL estan provocadas por mecanismos fisiopatoldgicos
intrinsecos de la célula o propios de subconjuntos de neuronas en diversos nucleos del
sistema nervioso central (SNC). Ello se basa en la posible vulnerabilidad selectiva de las
neuronas deterioradas en la EP, basada en un fenotipo celular caracteristico
condicionado por diversos procesos como la edad, factores genéticos y toéxico-
ambientales. Ademds, aunque existe cierto solapamiento entre la progresion y
severidad de la PLy la neurodegeneracion en estudios post-morten de pacientes EP con
distintos estadios clinicos; la severidad y las regiones selectivas afectadas por el curso
de la enfermedad (neurodegeneracion) sugieren un patron de progresién distinto y no
Unicamente marcado por la progresion de depdsito de PL (Figura 3).

cingulate
IL
frontal SN
lobe Y i"
. temporal lobe
olfactory bulb
amygdala -

LP sewerity ; "-.II =
# e\

hypothalamus ‘ .
basal forebrain

amygdala

Cellloss

—

Figura 3 (tomada de Surmeier, y cols, 2017). En el esquema superior se indican las regiones que
contienen patologia Lewy de manera selectiva, la severidad de esta y el progresivo depdsito
segln estudios post-morten de pacientes en distintos estadios de enfermedad de Parkinson. En
la figura inferior se muestran las regiones selectivas de pérdida de neuronas, su severidad y la
progresion de esta neurodegeneracidén segun estudios post-morten de pacientes en distintos
estadios de enfermedad.



1.2 Etiopatogenia de la enfermedad de Parkinson

Hoy dia, no se conoce con exactitud la etiopatogenia de la EP. La gran diversidad de tipos
celulares es una de las principales caracteristicas que diferencia al sistema nervioso de
otros sistemas del organismo; presentando las neuronas una gran variabilidad en
tamafio, forma y funcidn. Las neuronas tipicamente afectas en la EP (dopaminérgicas)
pueden ser particularmente vulnerables (axones prolongados con numerosas
proyecciones dentriticas) a diversos factores de riesgo asociados con la
neurodegeneracién como la edad, variantes patogénicas en diversos genes y factores
téxicos-ambientales. Ello ha generado el concepto de la EP como una patologia de
etiologia multifactorial donde tanto factores bioldgicos individuales como factores
toxico-ambientales promueven a través de diversos mecanismos fisiopatoldgicos el
desarrollo de la PL en neuronas selectivamente vulnerables, conduciendo finalmente a
su degeneracion. Dentro de estos mecanismos, se han propuesto como principales la
disfuncién mitocondrial y el estrés oxidativo, la neuroinflamacién, la alteracion del
sistema lisosomal y de la autofagia, asi como la alteracidon del metabolismo lipidico,
entre otros. (Simon y cols, 2020; Poewe y cols, 2017; Jankovic y cols, 2020).

1.2.1 Disfuncién mitocondrial

Diversos estudios indican que la disfuncién mitocondrial y el consecuente dafio
oxidativo contribuyen a la cascada de eventos que conducen a la degeneracién de las
neuronas dopaminérgicas de la SNpc (Schapira y cols, 1990; Zhu y cols, 2010; Parker y
cols, 2008; Beal MF, 2005). Concretamente, se ha demostrado el déficit del complejo
mitocondrial | en andlisis post-morten de cerebros de pacientes con EP idiopatica
(Schapira y cols, 1989). Muchos de los genes implicados en formas familiares de la EP se
creen implicados en el funcionamiento mitocondrial, tanto en los complejos
mitocondriales de la cadena respiratoria como en la mitofagia o degradacién de
mitocondrias malfuncionantes o dafiadas en la célula (Malpartida y cols, 2021). Carling
y cols, han evidenciado datos de disfuncién mitocondrial y lisosomal en un estudio con
fibroblastos de pacientes con EP esporadica (Carling y cols, 2020). Adicionalmente,
identificaron que un subgrupo de pacientes presentaba una alteracion en los niveles de
proteinas del complejo | y IV de la cadena respiratoria mitocondrial. Smith y cols,
demostraron la disfuncion mitocondrial y aumento del estrés oxidativo en células
mononucleares sanguineas de pacientes con EP de reciente inicio, asociando un
aumento de la actividad glucolitica (Smith y cols, 2018). Ademas, las mitocondrias
localizadas en los axones son particularmente vulnerables y su disfuncién se cree que
podria contribuir a la disfuncion de transporte axonal en las proyecciones estriatales,
favoreciendo las manifestaciones motoras por el consecuente déficit dopaminérgico
(Jankovic y cols, 2020).

En un estudio internacional multicéntrico donde se realizé un estudio de asociacion de
genoma completo (Genome-wide association study o GWAS) se identificaron 14 genes
relacionados con el funcionamiento mitocondrial asociados a un mayor riesgo de
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desarrollar formas esporadicas de la EP (Billingsley KJ, y cols, 2019). Finalmente, la
disfuncién mitocondrial y el consecuente aumento de estrés oxidativo se ha asociado a
una posible deplecidon y malfuncionamiento del sistema lisosomal y de autofagia,
suponiendo un punto de unién entre diversos mecanismos fisiopatoldgicos de la EP
(Guerray cols, 2019).

Todo ello sugiere que la alteracién en la regulaciéon mitocondrial es un fenédmeno comdun
en formas esporadicas y familiares de la EP (Exnery cols, 2012), y se ha hipotetizado que
las formas esporadicas de la enfermedad pueden compartir con algunas formas
familiares estos mecanismos fisiopatoldgicos relacionados con la disfuncién
mitocondrial (Li y cols, 2021). Estos mecanismos podrian servir como diana terapéutica
para futuros tratamientos neuroprotectores.

1.2.2 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo se define como un desequilibrio entre los niveles de especies
reactivas de oxigeno (Reactive Oxygen Species o ROS) producidas por las células, y la
capacidad de éstas para eliminar estos residuos toxicos capaces de dafiar su integridad.
Las ROS pueden generarse a partir de diferentes vias metabdlicas como la interaccion

directa de metales con distintas especies de oxigeno (reaccidn de Fenton o reaccion de
Haber-Weiss, entre otras); o bien a través de la activaciéon de enzimas como la éxido
nitrico sintasa (ONS) o la NADPH oxigenasa (Yu BP, 1994). El origen bioquimico de la
mayor parte de radicales libres requiere la activacién de una molécula de oxigeno.
Ejemplos de tipos de ROS son: el radical anion superéxido (O;-¢), el radical hidroxilo
(HOe®), la molécula perdxido de hidrégeno (H20;) o el radical perhidroxil (HOze). El anién
superdxido, que se produce por los complejos | y Il de la cadena respiratoria
mitocondrial, es altamente reactivo y atraviesa facilmente la membrana interna
mitocondrial, siendo reducido a perdxido de hidréogeno. Este (ademds de por las
mitocondrias) puede ser producido por los peroxisomas, orgdnulos que contienen la
enzima catalasa que convierte este radical en agua evitando asi su acimulo. Cuando
existe una alteracién en los peroxisomas, el perdxido de hidrégeno es liberado al citosol
pudiendo ser otra fuente de incremento del estrés oxidativo (Dias y cols, 2013).

El cerebro consume aproximadamente el 20% del oxigeno del organismo, y una parte
significativa de éste genera ROS como consecuencia de diversas rutas metabdlicas.
Aunque las ROS son moléculas que desempenan una funciéon de sefializacion y
regulacién de transcripcion de genes de manera fisioldgica, su incremento puede ser
nocivo para las neuronas al dafiar lipidos, proteinas, ADN y ARN; contribuyendo a su
degeneracion (Schieber y cols, 2014). Todos los organismos han desarrollado respuestas
adaptativas al estrés oxidativo que consisten en la sobreexpresion de enzimas de
defensa, chaperonas y moléculas antioxidantes (Valko y cols, 2007).

El aumento del estrés oxidativo se considera uno de los principales mecanismos
fisiopatoldgicos en la EP (Trist y cols, 2019). En el cerebro, las ROS se pueden generar,
tanto en neuronas como en células gliales, por fallos en el gradiente electroquimico de
la membrana mitocondrial interna que genera la sintesis de ATP (Nicholls DG, 2002). A
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su vez, otras fuentes de ROS son el metabolismo de la dopamina (por la enzima
monoamino oxidasa, entre otras enzimas implicadas), las NADPH oxidasas y la
neuroinflamacion.

En estudios postmorten con muestras de SNpc de pacientes con EP, se demostrd un
incremento de estrés oxidativo y un descenso del complejo mitocondrial | y de glutatiéon
(Sian y cols, 1994; Gu y cols, 1998). Estos hallazgos caracteristicos de la EP, pueden
reflejar un dafio oxidativo en la cadena respiratoria mitocondrial. Por otro lado, se ha
evidenciado dafo oxidativo en otros componentes celulares como proteinas y ADN/ARN
en neuronas de pacientes EP (Zhang y cols, 1999) o lipidos (Montine y cols, 2004) que
conduce a la peroxidacion lipidica y generacion de productos toéxicos. Ello puede
conducir al dafo de las proteinas implicadas en diversos procesos celulares y a la
alteracion de las membranas lipidicas; condicionando la disfuncidon celular e
incrementando a su vez la produccién de ROS (Dias y cols, 2013).

La disfuncién del reticulo endoplasmatico (RE) en la EP se encuentra intimamente ligada
a la alteracién en la funcién mitocondrial, el aumento del estrés oxidativo y la disfuncion
lisosomal con el consecuente acimulo de proteinas con plegamiento andmalo (entre
ellas la a-sinucleina). EI RE regula diversas funciones dentro de la célula, siendo una de
las principales la homeostasis de los niveles de calcio (Ca?*) citosdlico. El RE forma una
red continua intracelular compuesta por membranas que disponen de canales de Ca®*
que permiten regular sus niveles en el RE y en el citoplasma. Esta regulacién de los
niveles de Ca%*intracelular es un proceso metabdlico costoso ya que requiere del uso de
transportadores dependientes de ATP, conduciendo a un incremento de la actividad
mitocondrial y de la generacion de ROS. Cultivos de neuronas dopaminérgicas
mesencefalicas han demostrado que el funcionamiento de estos canales de Ca%*voltaje-
dependientes conduce a un aumento del estrés oxidativo mitocondrial siendo mas
marcado en las dendritas que en el soma, y siendo exacerbado por la agregacién de a-
sinucleina (Dryanovski y cols, 2013).

Hoy dia no se conoce con exactitud qué factores generan una vulnerabilidad especifica
de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc al estrés oxidativo. Se han propuesto
diversas causas por las que estas neuronas pueden ser especialmente susceptibles de
ser dafiadas por el estrés oxidativo. Primero, son neuronas particularmente largas con
axones no mielinizados y con un alto niumero de sinapsis (estimandose entre 1 a 2,4
millones por neurona dopaminérgica). Ello requiere un gran consumo energético para
su mantenimiento celular, con el consecuente aumento en la produccidon de ROS.

A diferencia de otras neuronas dopaminérgicas, las neuronas de la SNpc presentan una
actividad auténoma de regulaciéon del Ca?* citosdlico y expulsion de este a nivel
extracelular, generando amplios y lentos potenciales de acciéon de manera regular (entre
2-4 Hz) (Surmeier y cols, 2011). Esta actividad de marcapasos propia de estas neuronas
dopaminérgicas se cree que juega un papel importante en el mantenimiento de los
niveles dopaminergicos de las regiones que reciben sus proyecciones (neuronas de los
ganglios de la base como el estriado). Ello conlleva un elevado gasto energético siendo
un posible factor de vulnerabilidad selectiva neuronal. Estudios en sujetos sanos de edad
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avanzada han evidenciado una caida de esta capacidad de marcapasos de las neuronas
dopaminérgicas de la SNpc asociada a la edad; sugiriendo un posible fendmeno asociado
al envejecimiento o un mecanismo de defensa para disminuir su consumo energético
(Branch SY, y cols, 2014).

Se ha demostrado que la entrada de Ca®* a través de canales voltaje-dependientes
estimula el metabolismo de la dopamina en las neuronas de la SNpc, incrementando los
niveles de dopamina citosélica y llegando a concentraciones posiblemente todxicas
(Mosharov y cols, 2009). Estos hallazgos entre otros, hicieron que se planteara la
posibilidad del cardcter téxico de la dopamina y sus metabolitos citosélicos al ser una
posible fuente de estrés oxidativo (Dias y cols, 2013). Sin embargo, contrario a este
ultimo argumento, estudios clinicos han demostrado que el inicio de tratamiento con
levodopa (profarmaco de dopamina, y actual terapia con mayor capacidad para revertir
los sintomas motores de la EP) no condiciona un cambio en el curso o progresion de la
enfermedad (Fahn y cols, 2004).

Existen factores genéticos que condicionan un incremento en la susceptibilidad
individual ante determinados estimulos que generan un aumento de estrés oxidativo.
Ejemplo de esta susceptibilidad genética es el papel que juegan determinados genes
implicados en algunas formas familiares de la EP como los genes que codifican las
proteinas parkina (PRKN) y PTEN-induced putative kinase 1 (PINK1) en la denominada
via metabdlica pink1-parkin. Esta ruta metabdlica se encarga principalmente de la
regulaciéon de la funcion mitocondrial y la mitofagia; sugiriéndose como un mecanismo
de gran importancia en la etiopatogenia de la EP (Clark y cols, 2006; Malpartida y cols,
2021)

Como hemos indicado anteriormente, el desequilibrio a favor del aumento del estrés
oxidativo puede estar motivado por diversos factores, tanto intrinsecos como
extrinsecos (Hattori y cols, 2004). Dentro de los intrinsecos, en el andlisis post-morten
de cerebros de pacientes EP se ha evidenciado una alteracién de los niveles de enzimas
antioxidantes como la catalasa, superdxido dismutasa, glutation dismutasa o heme-
oxigenasa (Ambani y cols, 1975; Kish y cols, 1985; Marttila y cols, 1988; Schipper y cols,
2009). Esta ultima enzima se cree que juega un papel fundamental dentro de los
mecanismos de defensa frente a la neurodegeneracién inducidos por el incremento de
ROS (Schipper y cols, 2019). Destaca por ser una enzima cuya expresion de la isoforma
1 (exclusiva del SNC) es inducible ante diversos estimulos en las células de la microglia
de la SNpc, modificando su actividad para mantener el equilibrio redox celular (Schipper
H, 2004).

Existen diversos factores extrinsecos, también denominados toxico-ambientales, que se
consideran que pueden influir en este desequilibrio como son la exposicion a téxicos
(desde drogas sintéticas a pesticidas), la dieta, ejercicio fisico o los niveles de
determinadas sustancias antioxidantes. Estos factores serdn descritos con mayor detalle
en el apartado 1.2.7.
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En conclusidn, se ha demostrado el aumento del estrés oxidativo como una probable
consecuencia de la disfuncién mitocondrial en la SNpc de pacientes EP. Sin embargo, se
desconoce si este mecanismo juega un papel inicial o tardio en la degeneracién neuronal
(Dias y cols, 2014). Se ha propuesto que cuando los mecanismos de defensa endégenos
no pueden compensar este estrés, el acumulo de ROS conduce a cambios
neuropatoldgicos en las neuronas dopaminérgicas. En la actualidad aun se desconocen
en su totalidad los diversos mecanismos que confieren una especial vulnerabilidad a las
neuronas dopaminergicas de SNpc ante el estrés oxidativo.

1.2.3 Neuroinflamacion

La microglia es la principal célula inflamatoria del sistema nervioso central, actuando
como los macréfagos a nivel periférico en la fagocitosis de las neuronas danadas y
liberando ROS asi como citoquinas proinflamatorias (Halliday GM, 2011). Se ha
demostrado la presencia de células de microglia activada y de linfocitos en la SN de
pacientes con EP, en modelos animales de EP, asi como en humanos con parkinsonismo
inducido por 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) (McGeer y cols, 1988;
McGeer y cols, 2003; Langston y cols, 1999; Ouchi y cols, 2005). Posteriormente, se
demostrd y cuantifico la presencia de linfocitos tipo T (CD4 y CD8) en regiones cerebrales
afectas en la EP, sin evidenciarse linfocitos de tipo B (Brochard y cols, 2008). Otros
trabajos han confirmado que la neuroinflamacién se encuentra asociada a los eventos
patoldgicos ocurridos en la EP, evidencidndose un incremento en la concentracion de
citoquinas proinflamatorias en sangre, liquido cefalorraquideo (LCR) y tejido cerebral de
pacientes EP (Nagatsu y cols, 2000). En la SN de pacientes con EP, no solo se ha descrito
una elevada de concentracién de microglia activada, sino una capacidad reducida de
regulacion de astrocitos y oligodendroglia (Orr y cols, 2002). A su vez, existen trabajos
cientificos que evidencian en técnicas de neuroimagen Ila existencia de
neuroinflamacion en pacientes con EP (Terada y cols, 2016; Gerhard y cols, 2006). Sin
embargo, se desconoce si la activacion microglial es un hallazgo secundario a la
degeneracidon o un mecanismo que contribuye al inicio de la misma (Kannarkat y cols,
2013).

Se ha evidenciado cambios en la inmunidad celular sanguinea de pacientes EP como
modificaciones de monocitos y linfocitos T (Hirsch y cols, 2020). Sin embargo, se cree
que la inmunidad humoral también podria participar en la activacién microglial
pudiendo ser las formas patoldgicas de a-sinucleina las que inicien una respuesta de tipo
inmune contribuyendo a la pérdida neuronal.

Diversos estudios han mostrado una asociacién entre la EP y polimorfismos en genes
cldsicamente asociados a procesos inflamatorios (Hamza y cols, 2010; Nalls y cols, 2014;
Zhang y cols, 2017). Hamza y cols, describieron que variantes genéticas en sistema del
antigeno leucocitario humano (HLA) se asociaban con un mayor riesgo de EP esporadica
de inicio tardio (Hamza y cols, 2010), hallazgo posteriormente confirmado en otras
cohortes (Nalls, y cols, 2011). Ademads, algunos de los genes relacionados con las formas
familiares de EP con herencia autosdmica dominante se expresan en las células
inflamatorias (Holmans y cols, 2013; Dzamko y cols, 2015). Todos estos datos pueden
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sugerir una interaccidén entre la inflamacion y la fisiopatologia de la EP, implicando
también a las células del sistema inmune periférico y no solo a la neuroinflamacién en
la SNpc. Sin embargo, hoy dia todavia no existe evidencia cientifica suficiente como para
determinar si la neuroinflamacién y los factores (genéticos y ambientales) que la
favorecen, son causa o inicio de la neurodegeneracioén de la EP (Hirsch y cols, 2020).

Finalmente, algunos estudios observacionales han apreciado un posible efecto
protector de la toma de algunos tipos de anti-inflamatorios no esteroideos en estudios
observacionales de casos y controles (Chen y cols, 2005). Ademas, el consumo de este
tipo de fadrmacos podria asociarse a una posible disminucidon de la penetrancia y
expresividad de variantes patogénicas en genes asociados a formas familiares de EP,
como el gen que codifica para la proteina “Leucine-rich repeat kinase 2” o LRRK2 (San
Luciano y cols, 2020).

1.2.4 Alteracion del sistema lisosomal y de autofagia

Debido al estado post-mitético de las neuronas, la elevada demanda metabdlica y la
morfologia con numerosas conexiones; el correcto funcionamiento y supervivencia de
estas células depende en gran medida de un adecuado sistema de produccién de los
componentes para las diversas rutas metabdlicas, y de eliminacién de los tdxicos
resultantes.

La autofagia es un proceso de eliminacién o degradacion de residuos a través del cual,
macromoléculas y organelas téxicas o de deshecho son transportadas al lisosoma para
generar de nuevo material celular basico como proteinas, lipidos, carbohidratos y acidos
nucleicos que seran reutilizados en nuevos procesos metabdlicos. En las neuronas, la
autofagia juega un papel fundamental en el mantenimiento del adecuado
funcionamiento celular y, concretamente, en la eliminacidén de proteinas anormalmente
plegadas u organelas dafiadas. Dentro de los tipos de autofagia implicadas en la
homeostasis celular, destacan la macroautofagia, la autofagia mediada por chaperonas
y la microautofagia (Parzych y cols, 2014). Aunque morfolégicamente distintas, los tres
tipos concluyen con el transporte a los lisosomas de un elemento celular téxico o dafiado
para su degradacién y reciclado.

La macroautofagia es la forma mas estudiada y tiene principalmente una funcion
citoprotectora al eliminar organelas dafiadas o innecesarias para la célula. Durante esta,
macromoléculas y organelas como mitocondrias y peroxisomas son fagocitadas por
vesiculas especializadas, formandose una nueva vesicula de doble membrana o
“autofagosoma”, para fusionarse con los lisosomas y ser finalmente digerida para su
eliminacidn y/o reciclado. Este proceso se basa en una compleja secuencia de multiples
pasos y cascada de sefializaciones celulares que va desde el proceso inicial de sensar la
presencia de un elemento téxico a eliminar, hasta la fusién de los autofagosomas con el
sistema endo-lisosomal para la degradacién a través de enzimas hidroliticas (Malik y
cols, 2019). Esta secuencia viene determinada por una serie de genes relacionados con
la autofagia. Se ha evidenciado que la ausencia de expresion de estos genes en modelos
animales favorece, durante la vida adulta, un deterioro motor progresivo y la
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neurodegeneraciéon (Hata y cols,2006; Komatsu y cols, 2006). La disregulacién del
proceso de inicio de la autofagia y de internalizacion/nucleacidon de organelas puede
estar implicado en diversas enfermedades neurodegenerativas (Figura 4. Malik y cols,
2019). Un ejemplo de ello, son los trabajos en modelos animales y celulares de
enfermedad de Huntington donde se ha evidenciado un rescate del fenotipo clinico y
una reduccién de agregacién proteica patogénica mediante estimulacion farmacoldgica
de la autofagia (Lee y cols, 2015; Roscic y cols, 2011).

Por el contrario, la microautofagia es el tipo de autofagia menos estudiado y el papel
especifico de esta en la neurodegeneraciéon es actualmente desconocido. En la
microautofagia, las proteinas entran en el sistema endolisosomal por invaginaciones del
endosoma y de la membrana lisosomal. La microautofagia parece estar implicada en la
adecuada funcién del terminal sindptico, por lo que la fisiologia de la sinapsis podria ser
particularmente vulnerable a alteraciones de esta via en procesos neurodegenerativos
(Sharmay cols, 2012).

La autofagia inducida por chaperonas es una forma selectiva de autofagia y, a diferencia
de la micro y macroautofagia, es exclusiva de células eucariotas de mamiferos. En ella,
un pentapéptido expresado en determinadas proteinas citosélicas es reconocido
especificamente por proteinas citoplasmaticas (chaperonas), presentados a los
receptores de las proteinas transmembrana asociadas a lisosomas 2A (LAMP-2A) vy,
finalmente, transportados a los lisosomas para su degradacién hidrolitica (Dice JF, 1990).
Este tipo de autofagia degrada un amplio tipo de proteinas, entre las que destacan las
enzimas glucoliticas, los factores de transcripcion, las proteinas de unién a calcio y
lipidos, o las proteinas implicadas en el trafico vesicular, entre otras (Arias y cols, 2011).
Esta forma especifica de autofagia se cree implicada en la pérdida de neuronas
dopaminérgicas descrita en la EP (Cuervo y cols, 2004). Las formas nativas de a-
sinucleina son procesadas por este tipo de autofagia, sin embargo, las formas
patogénicas se cree que son ineficazmente degradadas por esta via (Martinez-Vicente y
cols, 2008; Cuervo y cols, 2004).

Mutaciones en genes implicados en las formas familiares de la EP, tanto autosémicas
dominantes como recesivas, parecen alterar el proceso de la autofagia mediada por
chaperonas (Orenstein y cols, 2013; Wang y cols, 2016) y acabar generando una
disfuncién mitocondrial, un incremento del estrés oxidativo y la consecuente muerte
celular. La inhibicion de la autofagia mediada por chaperonas se ha asociado también
con el acumulo de otros tipos de proteinas citosdlicas no funcionantes en cultivos
celulares, en modelos animales de a-sinucleina y en muestras de tejidos de pacientes
con EP, asociandose la disregulacion de esta via con la etiopatogenia de la EP (Yang y
cols, 2009; Murphy y cols,2014; Alvarez-Erviti y cols, 2010). Todo ello sugiere que la
alteracion del procesamiento de proteinas asociadas a la EP (a-sinucleina de
plegamiento anémalo, entre otras) mediante este tipo de autofagia selectiva puede
jugar un papel en la etiopatogenia de la enfermedad y en la progresién de la misma, al
ser un mecanismo necesario para el mantenimiento de las neuronas dopaminérgicas
(Pitcairn y cols, 2019).
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Figura 4. Mecanismos de autofagia y del sistema endo-lisosomal y la implicacidon en estos de
diversos genes relacionados con enfermedades neurodegenerativas (adaptado de Malik y cols,
2019)

Las formas familiares de EP asociadas a mutaciones en el gen de la glucocerebosidasa
(GBA) se han asociado con una disfuncién lisosomal y, consecuentemente, de los
mecanismos de autofagia para degradacion de proteinas y organelas. La enzima
glucocerebrosidasa (GCasa) hidroliza la glucosilceramida en ceramida y glucosa. El
déficit de esta enzima, consecuencia de diversas variantes patogénicas en GBA,
promueve el acimulo de glucosilceramida en el lisosoma y su disfuncidn. Las proteinas
lisosomales como la GCasa se sintetizan en el RE. La GCasa, tras ser sintetizada, es
transportada desde el RE al lisosoma especificamente por la proteina lysosomal integral
membrane protein type-2 (LIMP-2). Formaciones andmalas de enzimas lisosomales por
variantes patogénicas en los genes que codifican estas enzimas pueden favorecer que
estas proteinas queden retenidas en el RE y posteriormente degradadas por el sistema
ubiquitina-proteosoma, en vez de realizar su funcién en el lisosoma. Esto conduce a una
disfuncién lisosomal secundaria a la ausencia parcial o total de la proteina lisosomal (Ron
y cols, 2005).

Otros factores que pueden conducir a la pérdida de funcidn proteica de la GCasa son la
alteracion de los co-factores y modificaciones post-transduccionales que confieren
actividad catalitica a la enzima (Pitcairn y cols, 2019). Estudios en cerebros de pacientes
con EP esporadica y asociada a mutaciones en GBA han demostrado que la expresion de
la GCasa y su actividad se encuentran disminuidas en la SNpc de los pacientes (Alcalay y
cols, 2015; Gegg y cols, 2012; Murphy y cols, 2014). La reduccion de actividad de esta
enzima se ha asociado también a la existencia de inclusiones neuronales en regiones
cerebrales afectas frente a las regiones sin neurodegeneracion (Bae y cols, 2014).
Ademas, esta reduccion de actividad GCasa también se ha asociado a la estabilizacion
de oligdmeros de a-sinucleina (formas patogénicas) en modelos animales y en neuronas
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de pacientes con EP (Mazzulli y cols, 2011). Estos autores también demostraron que la
sobreexpresidén de a-sinucleina generaba una disminucién de las formas maduras de
GCasa en cerebros de pacientes con EP esporadica; sugiriendo que el déficit de actividad
enzimatica no solo condicionaba acimulo de oligdmeros de a-sinucleina, sino que a
través de estos agregados proteicos se inhibia el trafico de la GCasa al lisosoma,
exacerbando la disfuncién lisosomal inicial. Por ello, adicionalmente a la hipdtesis de
pérdida de funcién de GCasa como mecanismo fisiopatoldgico inicial; se ha planteado la
hipdtesis de funcidn toxica de las formas aberrantes de GCasa que interferirian en
procesos de homeostasis celular como el control de la degradacidn proteica en el RE,
contribuyendo finalmente a la degeneracidn neuronal (Fernandes y cols, 2016).

A su vez, la disfuncidn lisosomal inducida por el depdsito patogénico de a-sinucleina
puede interaccionar con otros factores de riesgo genético que predisponen a los
mecanismos fisiopatoldgicos caracteristicos de la EP (Pitcairn y cols, 2019). Ejemplo de
ello es la interferencia en la autofagia mediada por chaperonas de la mutacién mas
frecuente en otro gen asociado a EP familiar (p.G2019S en LRRK2), impidiendo la unién
de las proteinas a LAMP-2A (Orenstein y cols, 2013). La proteina LRRK2 también se ha
asociado a la fosforilacién de proteinas de transporte y trafico vesicular como rab10 o
rab8 (Steger y cols, 2017). Esta familia de proteinas se ha descrito asociadas al trafico
vesicular entre el aparato de Golgi y la membrana plasmatica, asi como en el
metabolismo y degradacidn de lipidos (Steger y cols, 2017; Yu y cols, 2018). Estudios de
microscopia electrénica de neuronas de pacientes con EP asociada a mutaciones en
LRRK2 han demostrado un incremento de vacuolas, acimulos lipidicos y RE aumentados
(Sanchez-Danes y cols, 2012).

Ademas de los tipos de autofagia descritos en funcion de su morfologia, estos
mecanismos también se pueden clasificar en relacién con el substrato degradado
(peroxisomas, acidos nucleicos, lipidos, mitocondrias, ...), denominandose a esta como
una autofagia selectiva. Dentro de estas formas, destacan por su relacidén con la
etiopatogenia de la EP la mitofagia y la lipofagia. La mitofagia es el proceso por el cual
mitocondrias disfuncionales son sefialadas y selectivamente fagocitadas para ser
degradas tras fusionarse con los lisosomas. Como se describié anteriormente, variantes
patogénicas en genes relacionados con formas familiares de EP (LRRK2, PRKN y PINK1)
se relacionan con una disfuncién en la mitofagia como uno de los principales
mecanismos etiopatogénicos de la enfermedad (Park y cols, 2006; Fiesel y cols, 2015;
Hou y cols, 2018; Chungy cols, 2016; Bonello y cols, 2019).

1.2.5 Alteracion del metabolismo lipidico

El cerebro es considerado el érgano mas rico en lipidos del organismo. Los lipidos son
biomoléculas insolubles en agua y conocidas principalmente por su papel en funciones
metabdlicas de almacenamiento energético. Otra de sus funciones principales es la de
constituir las membranas celulares y las subregiones especificas de estas que
intervienen en el anclaje de proteinas, el transporte de moléculas y la sefializacién
celular (Holthuis y cols, 2014). Juegan un papel esencial en la fisiologia de las neuronas
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al ser un componente fundamental de sus membranas celulares y al estar implicados en
diversos procesos (regulacion de permeabilidad, sefalizacién, etc). A su vez, se ha
descrito que los lipidos desempefian un rol importante en muchos de los mecanismos
cldsicamente relacionados con la neurodegeneracion en la EP como los anteriormente
descritos: estrés oxidativo, disfuncién lisosomal, neuroinflamacion o estrés del RE (Xicoy
y cols, 2019). Diversas mutaciones en genes relacionados con el metabolismo lipidico se
han asociado con la EP familiar y esporadica, como describiremos mds adelante en el
apartado correspondiente a genética de la EP.

Existen ocho clases de lipidos (acidos grasos, glicerolipidos, glicerofosfolipidos,
esfingolipidos, esteroles, prenoles, sacarolipidos y policétidos), sin embargo, son los 5
primeros tipos aquellos mas estudiados en su relacién con la EP.

Los 4cidos grasos poli-insaturados se han asociado a neuroprotecciéon en diversos
modelos animales, y existe cierta evidencia en estudios epidemiolégicos de que el
consumo de este tipo de acidos grasos se asocia con un menor riesgo de EP (Kamel y
cols, 2014). Los glicerolipidos se encuentran formados por la unién de un grupo glicerol
con uno, dos o tres acidos grasos. El glicerolipido mas estudiado en la EP es el
triacilglicerol o triglicérido. Diversos estudios observacionales han demostrado niveles
disminuidos de triglicéridos en pacientes con EP (Wei y cols, 2013; de Lau y cols, 2006;
Fang y cols, 2019), aunque se han encontrado resultados contradictorios en formas
familiares de la enfermedad (Thaler y cols, 2019). Estudios en modelo animal de a-
sinucleina han demostrado una reduccién de los niveles séricos de lipidos en los ratones
con sobre-expresion de esta proteina, concretamente, en los niveles séricos de acidos
grasos, triglicéridos y colesterol (Guerreiro y cols, 2017). La sobreexpresion de rotatone
y a-sinucleina se ha asociado al depdsito intracelular de triglicéridos, formando
depdsitos lipidicos tipo gotas a los que se une la a-sinucleina y disminuyendo la
renovacion celular de los triglicéridos (He y cols, 2013; Sere y cols, 2010; Cole y cols,
2002).

Consecuentemente, se ha planteado que el depdsito patolégico de a-sinucleina altera
el metabolismo lipidico, generando un acimulo intracelular de estos como mecanismo
de neuroproteccién y pudiendo ser la causa de la disminucidon de los niveles de
triglicéridos séricos en pacientes EP (Guerreiro y cols, 2017; Sdnchez Campos y cols,
2018).

El metabolismo del colesterol en el SNC parece jugar también un papel clave en el
proceso neurodegenerativo de la EP (Jin y cols, 2019; Hallet y cols, 2019, Orth y cols,
2012), sefialdndose a oxiesteroles como el 24-OH-colesterol como posibles
biomarcadores séricos diagndsticos de la EP (Huang y cols, 2019). Diversos estudios han
mostrado resultados controvertidos con respecto al colesterol y lipoproteinas en la EP.
Un estudio de cohortes prospectivo describié un aumento del riesgo de EP en sujetos
mayores de 55 afios con hipercolesterolemia (Hu y cols, 2008). Sin embargo, diferentes
estudios han mostrado niveles disminuidos tanto de colesterol total como de
lipoproteinas de baja densidad (Low-densisy lipoprotein, LDL), apolipoproteina B vy
triglicéridos en pacientes con EP, sugiriendo un factor protector de estos lipidos para la
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EP (Guo y cols, 2015; Wei y cols, 2013; de Lau y cols, 2006). Ademas, dos estudios
prospectivos han demostrado un menor riesgo de desarrollar EP entre sujetos con
hipercolesterolemia (Rozani y cols, 2018; Fang y cols, 2019), proponiéndose una posible
influencia de los niveles de colesterol total y LDL en la progresién motora y el estado
cognitivo de los pacientes con EP (Huang y cols, 2011; Sterling y cols, 2016). Estudios con
fibroblastos de pacientes EP con mutaciones N370S en GBA han demostrado la
existencia de un acumulo lisosomal de colesterol, pudiendo generar los denominados
cuerpos multilaminares (Garcia-Sanz y cols, 2017). Estas estructuras son cuerpos
concéntricos tipicamente observados en las enfermedades por depésito lisosomal como
la enfermedad de Niemann-Pick y que generan una disfuncidén de la endocitosis y
autofagia, favoreciendo la neurodegeneracién (Garcia-Sanz y cols, 2018). Un meta-
analisis de estudios GWAS en pacientes con EP demostrd que los lipidos y lipoproteinas
se encontraban relacionados con mecanismos fisiopatoldgicos responsables de la
neurodegeneracién como el estrés oxidativo y la disfuncidn lisosomal (Kleman y cols,
2017). Es interesante resefiar que los autores encontraron una etiologia genética comun
entre el colesterol total y triglicéridos de dominios especificos de la membrana celulary
la EP, sugiriendo una posible relacién causal entre el metabolismo del colesterol y la EP.
Posteriormente, Fang y cols, evidenciaron en un estudio epidemioldgico de cohortes
prospectivo que niveles elevados de colesterol total, LDL y triglicéridos se asociaban a
menor riesgo de EP, demostrando ademas una posible relacion causal entre el
metabolismo del colesterol y la EP mediante analisis de randomizacién mendeliana
(Figura 5. Fang y cols, 2019).

Genes

Neurons

Figura 5. Relacion de factores ambientales y genéticos en la alteracion del metabolismo lipidico
en neuronas dopaminérgicas como mecanismo fisiopatolégico (tomada de Fang y cols, 2019).
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Tanto los fosfolipidos como los esfingolipidos son subtipos de lipidos que tienen una
especial importancia por conformar las bicapas lipidicas de las membranas celulares,
interviniendo de manera principal en procesos como la endocitosis o la mitofagia (Xicoy
y cols, 2019). Los esfingolipidos, como las ceramidas y cerebrdsidos, destacan
especialmente en su relacion con la etiopatogenia de la EP al desempeiar ademas
funciones en procesos como la apoptosis, autofagia o la respuesta inmune. Mutaciones
en los genes que codifican las enzimas responsables de degradacién de cerebrosidos y
galactocerebrosidos han sido asociadas a un mayor riesgo de desarrollar EP. La pérdida
de funcidon de estas enzimas conduce, como hemos descrito con anterioridad, a un
depdsito de proteinas andmalas que no pueden eliminarse correctamente, como la a-
sinucleina, entre otras.

Por el contrario, se ha demostrado una alteracion en la expresion de proteinas
implicadas en la homeostasis de los glucolipidos en muestras de SNpc de pacientes con
EP, pudiendo ser este hallazgo previo e independiente al depdsito de a-sinucleina
(Moloney y cols, 2018). Estos resultados, junto a los anteriormente descritos, han
generado la hipétesis etioldgica de la EP como una lipidopatia inducida por proteinas,
en vez de una proteinopatia (Fanning y cols, 2019). Esta nueva vision fisiopatoldgica de
la patologia Lewy se basa en hallazgos que describen inclusiones de a-sinucleina cerca
de subregiones especificas de la membrana celular llamadas lipid rafts. Estas
subregiones son microdominios especificos de las membranas celulares con un alto
contenido en colesterol y esfingolipidos, que coordinan la bioactividad de los
constituyentes de la membrana y las interacciones entre lipidos y proteinas (Lingwood
y cols, 2010). Se ha descrito una composicion lipidica alterada en los microdominios lipid
rafts de la corteza frontal de pacientes con EP comparado con controles sanos (Fabelo y
cols, 2011). Finalmente, la disfuncidn de las principales proteinas codificadas por los
genes de las formas de EP familiar mas frecuentes (como LRRK2, parkina o GCasa) se
han asociado a una alteracién en los microdominios lipid rafts, ello pudiendo favorecer
la agregacién proteica andmala y la neurodegeneracion (Hatano y cols, 2007; Chay cols,
2015; Garcia-Sanz y cols, 2018).

1.2.6 Factores genéticos

La EP clasicamente denominada idiopdtica ha sido considerada durante muchos afios
como una enfermedad no genética. Sin embargo, con la descripcion de familias con
varios miembros afectos con EP y la identificacién de los primeros genes asociados a la
enfermedad, este concepto ha cambiado y con ello el abordaje de su estudio. El término
EP familiar (o monogénica) y espordadica (o idiopatica) son simplificaciones utiles para
clasificar subtipos de EP atendiendo principalmente a la causa genética subyacente
(Blauwendraat y cols, 2020). La mayoria de casos de EP son espordadicos, aunque se han
descrito formas familiares monogénicas que pueden llegar a representar el 10% de los
casos de EP a nivel mundial (Kim y cols, 2017). El estudio de estas formas ha ayudado
en gran medida al mejor entendimiento de los diferentes mecanismos fisiopatolégicos
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implicados en la neurodegeneracion asociada a la EP como ejemplificamos en apartados
anteriores sobre etiopatogenia.

El envejecimiento es el factor de riesgo mas importante para el desarrollo de la EP, sin
embargo, tanto factores ambientales como genéticos pueden modificar este riesgo y su
progresién. Dentro de los factores genéticos asociados a mayor riesgo para la EP existen
desde variantes patogénicas con una alta penetrancia hasta variantes que condicionan
un pequefio incremento del riesgo asociado al envejecimiento. Estas se clasifican en:
variantes poco frecuentes y con un gran efecto patogénico (tipicamente asociadas a
formas monogénicas/familiares de la EP) y, variantes mucho mas frecuentes y con un
efecto pequefio en el riesgo de desarrollo de enfermedad, usualmente identificadas en
formas esporadicas de EP. El componente hereditario en la EP debido a la variabilidad
genética comun en la poblacidn se estima en un 22% (Blauwendraat y cols, 2020). El
empleo de nuevas técnicas de secuenciacién (secuenciacidon de exoma y secuenciaciéon
de genoma completo) ha permitido identificar hasta la fecha actual 90 variantes de
riesgo para EP independientes (Nalls y cols, 2019) en diversos loci y mas de 20 genes
asociados a la EP (Tabla 1).

La asociacion de algunos de estos genes con la EP se encuentra todavia en debate por
resultados contradictorios entre diferentes estudios poblacionales, sin embargo, otros
(LRRK2, PRKN, GBA o PINK1, entre otros) han sido ampliamente estudiados en distintas
poblaciones ayudando a entender algunos de los mecanismos fisiopatoldgicos
implicados en la neurodegeneracion de la enfermedad. Se ha demostrado que estos
genes que condicionan formas familiares de EP son también genes candidatos en las
formas esporadicas de EP (Singleton y cols, 2013); sin embargo, es necesario estudiar si
los mecanismos fisiopatoldgicos de formas monogénicas estan también implicados en
las formas esporadicas de la enfermedad. Con idea de la busqueda de una medicina de
precision para pacientes con EP, se ha propuesto que las subcategorias de la EP
necesitarian estar basadas en la fisiopatologia subyacente (determinada por la genética
y/o biomarcadores de mecanismos fisiopatoldgicos), encontrandose por ejemplo
formas de la EP relacionadas con mitofagia, con la autofagia o con disfuncién lisosomal,
entre otras (Blauwendraat y cols, 2020).
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Mutation Note Year of Proposed disease  Inheritance  Frequency Nominated Multiple Functional Megative Confidence

discovery  mechanism by GWAS independent  evidencet reports as actual PD
families published: gene§
reported*
SNCA Missense or Oftenwith 1997 2003  Gainof functionor  Dominant Veryrare  Yes ++ -+ + Very high
multiplication  dementia OVErEXprEssion
PRIN Missense or loss  Often early onset 1938 Loss of function Recessive Rare No ++ ~+ + Very high
of function
UCHL1 Missense - 1998 Lossof function?  Dominant Undlear No - + -- Low
PARKT Mizsenze Often early onset 2003 Loss of function Recessive Veryrare  No ++ P + Very high
LRRY2 Missense - 2004 Gain of function Dominant Common  Yes ++ -+ + Very high
FINEL Missense or loss  Often early onset 2004 Loss of function Recessive Rare HNo ++ ~+ + Very high
of function
POLG Missense or loss  Atypical PD 2004 Lossof function?  Dominant Rare HNo ++ + + High
of function
HTRAZ Missense - 2005 Undear Dominant Undlear No - + -- Low
ATP13A2 Missenseorloss Atypical PD 2006 Loss of function Recessive Veryrare  No + 4+ + Wery high
of function
FEXO7 Missense Often eardy onset 2008 Loss of function Recessive Veryrare  No ++ 4+ + Wery high
GIGYF2 Missense -~ 2008 Undear Dominant Unclear No + + - Low
GEA Missenseor loss - 2009 Likely loss of Dominant Common  Yes +4 2+ + Very high
of function function (incomplete
penetrance)
PLAZGE Missenszor loss  Oftenearlyonset 2009 Loz of function Recessive Rara No ++ =4 + Very high
of function
EIF4G1 Missense - 2011 Undlear Dominant Unclear Mo - + -- Low
VPS35 Missense - 2011 Loss of funiction Dominant Veryrare  MNo ++ + + Very high
DNAICE Missense or loss  Often early onset 2012 Loss of function Recessive Very rare Mo s + % High
of function
S¥YNJ1 Missenseor loss  Oftenatypical PO 2013 Loss of function Recessive Veryrare  No ++ + + High
of function
DNAJC1Z  Missense Same family as 2014 Undlear Dominant Undlear No + + - Low
TMEM230
TMEM230 Missense Same family as 2016 Lossof function?  Dominant Undlear No - + - Low
DNAJC13
WPS13C Missenseorloss  ~ 2016 Loss of function Recessive Rare Yes ++ + + High
of function
LRF10 Missense orloss  ~ 2018 Lossof function?  Dominant Unelear Mo - + -- Low
of function

GWA S=genome-wide assodation study. PD=Parkinson's disease. *In this colvmn, ++ denotes =4 families reported; + denotes =2 and « 4 families reported; - denotes 1 family reported; - - denotes no reported
families. tIn this column, ++ denotes =4 disease-related reports; + denotes =1 and «4 disease-related reports; - denates no disease-related reports. $Reports that could not replicate the finding that this gene isa
PD gene_ In this column, + denates no negative reports: - denotes =1 and < 4 negative reports; - - denotes =4 negative reports. $5um of the scores in the three preceding columns, with each + adding 1 and each-
subtracting 1: very high denotes a score of =5; high denotes a score of 4: medium denotes a score of 2 or 3; low denotes a score of <1.

Table: Mutations that have been reported to cause Parkinson's disease

Tabla 1. Mutaciones que han sido descritas como asociadas a la enfermedad de Parkinson
(tomado de Blauwendraat y cols, 2020).

A continuacion, describiremos las formas familiares o monogénicas de la EP mas
frecuentes y estudiadas.

1.2.6.1  EP familiar con patrdn de herencia autosémica dominante.

Dentro de este tipo de EP destacan las formas asociadas a mutaciones en los siguientes
genes:

a) Mutaciones en heterocigosis en el gen SCNA (gen codificante de a-sinucleina):
Polymeropoulos y cols, describieron en 1996 una familia con EP de herencia
autosdmica dominante asociada al locus 4q21-23, posteriormente
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b)

identificAndose la variante A53T del gen SCNA (Polymeropoulos y cols, 1996;
Polymeropoulos y cols, 1997). Otras variantes patogénicas han sido descritas
desde entonces (A30P; E46K; H50Q y G51D) en diversas poblaciones europeas
(Zarranz y cols, 2004; Kruger y cols, 1998; Proukakis y cols, 2013; Lesage y cols,
2013). Sin embargo, la influencia de estas mutaciones en la incidencia general
de EP es baja; siendo una causa rara de EP, al ser variantes poco frecuentes
(Chan vy cols, 1998; Scott y cols, 1999). Son formas de EP con un curso clinico
mas agresivo y mayor deterioro cognitivo, mostrando una penetrancia muy alta
(Papadimitriou y cols, 2016). Duplicaciones y triplicaciones de este gen, y no
sélo mutaciones puntuales, también se han asociado con un mayor riesgo de EP
tanto en formas familiares como esporddicas (Chartier-Harlin y cols, 2004;
Singleton y cols, 2003; Ahn y cols, 2008; Ibafiez y cols, 2004). A pesar de que el
mecanismo fisiopatoldgico por el que mutaciones en SNCA inducen la
neurodegeneracién se desconoce en su totalidad, se considera que es a través
de una ganancia de funcién existiendo un efecto de la dosis génica en el riesgo
de EP (Kim y cols, 2017). Mutaciones en SCNA influyen en diversos mecanismos
como la disfuncidon mitocondrial y la alteracién de mecanismos de degradacion
proteica que conducen a un aumento del estrés del RE y a una disfuncién
lisosomal (Kasten y cols, 2013).

Mutaciones en heterocigosis en el gen LRRK2 (Leucine-rich repeat kinase 2):
Este gen, que contiene 51 exones, codifica la proteina LRRK2 o dardarina.
Descrito por primera vez en 2004 (Zimprich y cols, 2004; Paisan-Ruiz y cols,
2004), es la forma mas prevalente asociada a la EP de herencia autosémica
dominante (mds del 10% de formas familiares autosémica dominante). Se han
descrito 6 variaciones causantes de enfermedad, siendo la Gly2019Ser (G2019S)
la mas frecuentemente descrita en diferentes poblaciones (Gao y cols, 2009). La
funcién de la proteina LRRK2 no se conoce en su totalidad, asi como sus
interacciones y los mecanismos fisiopatoldgicos por los que su alteracion
conduce a la EP. Contiene diversos dominios funcionales, incluyendo un dominio
con actividad quinasa. Se considera el aumento de actividad de este dominio el
principal mecanismo por el que se incrementa el riesgo de EP, ya que se ha
asociado a degeneracion nigroestriatal y formacién de patologia tipo Lewy (Kim
y cols, 2017). Este aumento de actividad quinasa ha sido descrito con algunas
variantes patogénicas, como la G2019S, sin embargo, otras vias metabdlicas
pueden estar también implicadas. Algunos de estos mecanismos pueden ser la
disfuncién mitocondrial o la fosforilacién por LRRK2 de proteinas (como las
enzimas Rab GTPasas) implicadas en funciones de sefializacion y transporte
endolisosomal (Delcambre y cols, 2020; Berwick y cols, 2019; Ysselstein D, y cols,
2019; Yu y cols, 2018). La baja penetrancia descrita en portadores de la variante
patogénica mas comun de LRRK2 (G2019S) obliga a pensar que pueden haber
otros factores que modulen la degeneracién de neuronas dopaminérgicas en
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estos sujetos (Lee y cols, 2017; Liath y cols, 2020). Se ha propuesto otros
mecanismos a través de los cuales LRRK2 también podria intervenir en la
fisiopatologia de la EP como son la neuroinflamacion y la alteracién del
metabolismo lipidico (Cabezudo y cols, 2020; Hatano y cols, 2007). Modelos
animales de LRRK2 han evidenciado cambios en el perfil lipidico (Baptista y cols,
2013), mientras que en portadores de variantes LRRK2 se han demostrado
niveles mayores de triglicéridos séricos (Thaler y cols, 2020) y un aumento de
interleuquina 1-B comparado con controles sanos (Dzamko y cols, 2016). Los
mismos autores encontraron un aumento de interleuquina-8 en LCR de
pacientes con EP asociada a mutaciones en LRRK2 comparada con formas
espordadicas de EP, hallazgo que apoya el papel de la neuroinflamacién en las
formas de EP asociadas a LRRK?2.

Actualmente, existen en curso ensayos clinicos en fase I/Il con inhibidores de la
actividad quinasa LRRK2 como posibles terapias génicas en pacientes con EP
asociada a mutaciones en LRRK2. Sin embargo, alteraciones de esta actividad
quinasa mediante inhibicién farmacoldgica ha evidenciado alteraciones
sistémicas (alteraciones pulmonares, renales o metabdlicas) en modelos
animales de estas formas de EP (Baptista y cols, 2020). En base a ello, se ha
hipotetizado sobre la expresién de este gen no solo a nivel del SNC sino a nivel
periférico y de otros érganos (Ferrazza y cols, 2016; Rocha y cols, 2020). En esta
linea, estudios en modelo animal de LRRK2 ha evidenciado que variantes
patogénicas en este gen inducen represion de la ruta metabdlica Wnt
(Wingless/Int) / B-cateninas (Berwick y cols, 2012). Esta via metabdlica interviene
en diversas funciones como la formacion y homeostasis dsea, asi como en la
integridad de la barrera hemato-encefalica (BHE) tras lesiones isquémicas
cerebrales; entre otras (Song y cols, 2021; Baron y cols, 2013). La interaccién de
LRRK2 con la via Wnt/B-cateninas y sus proteinas (como, por ejemplo, LDL
receptor-related protein 6 o LRP6) puede suponer otro posible mecanismo a
través del cual, mutaciones en LRRK2 favorecen la neurodegeneracion. (Berwick
y cols, 2019).

Mutaciones en heterocigosis en el gen GBA:

Mientras las mutaciones en homocigosis en este gen conducen a la enfermedad
de Gaucher (enfermedad por depdsito lisosomal de inicio en edad infantil), la
presencia de variantes patogénicas en heterocigosis se consideran actualmente
el principal factor de riesgo genético para la EP (Kim y cols, 2017). Inicialmente
se describio la presencia de sintomas parkinsonianos en pacientes con
enfermedad de Gaucher y la incidencia elevada de EP en sus familiares
(Neudorfer y cols, 1996; Aharon-Peretz, y cols, 2005). Numerosos estudios han
demostrado el aumento de riesgo de EP en portadores en heterocigosis de
variantes patogénicas en GBA en distintas poblaciones (Jesus y cols, 2016; Huang
y cols, 2011; Wu y cols, 2007; Neumann y cols, 2009; Sidransky y cols, 2009), pero
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d)

especialmente en judios ashkenazi (Alcalay y cols, 2014). Con una penetrancia
incompleta, esta aumenta con la edad y se estima que puede encontrarse entre
8-30% a los 80 afios (Anheim y cols, 2012). A nivel clinico, los pacientes con EP
asociada a mutaciones en GBA presentan un fenotipo motor similar a la EP
espordadica (Brockmann y cols, 2015; Oeda y cols, 2015), con buena respuesta a
levodopa pero con un mayor riesgo de sintomas no motores como el deterioro
cognitivo (Jesus y cols, 2016; Alcalay y cols, 2012; Cilia y cols, 2016). Ademas, se
ha descrito un posible mayor riesgo para complicaciones dopaminérgicas tipo
discinesias inducidas por levodopa y para sintomas disautonémicos (Jesus y cols,
2016; Brockmann y cols, 2011). La progresion de la enfermedad y de la
neurodegeneracion asociada también se ha descrito como mayor; sin embargo,
existe controversia sobre la posible disminucién en la supervivencia de pacientes
con estas formas de EP comparada con formas de EP espordadica u otras formas
monogénicas de la enfermedad (Brockmann y cols, 2015; Thaler y cols, 2018).
Tanto el riesgo a desarrollar EP como el fenotipo de la misma, puede depender
del tipo de mutacidn en GBA y de su severidad funcional (Gan-Or y cols, 2015).
Entre las variantes patogénicas mas frecuentes descritas destacan la L444P y la
N370S (Gan-Or y cols, 2015), siendo estas mutaciones tipo missense.
Recientemente, se ha demostrado que variantes frecuentes no codificantes en
GBA influyen en la edad de inicio de la enfermedad en estos pacientes
(Schierding y cols, 2020); expandiendo el papel que juega GBA en la EP. A nivel
fisiopatoldgico, ya se ha descrito la relevancia en el buen funcionamiento del
sistema lisosomal y de aclaramiento de proteinas de la enzima GCasa (codificada
por GBA, y cuya funcidén se ve alterada en portadores de variantes patogénicas).
El principal mecanismo fisiopatolégico considerado en esta forma genética de EP
es la disminucién de actividad de la enzima lisosomal y su repercusidn en el
sistema lisosomal y de autofagia (Alcalay y cols, 2015). Sin embargo, en estudios
postmorten de cerebros de pacientes EP con mutacién GBA no se evidencid
depdsito lisosomal, hallazgo que va en contra de la hipdtesis que considera la EP
asociada a GBA como una variante de enfermedad por depésito lisosomal (Gegg
y cols, 2015). Sin embargo, estudios en fibroblastos de pacientes EP con
mutaciones N370S en GBA han demostrado la existencia de un acumulo
lisosomal de colesterol, pudiendo generar los denominados cuerpos
multilaminares y yendo a favor de la implicacion del metabolismo de lipidos en
la etiopatogenia de esta forma de EP (Garcia-Sanz y cols, 2020).

Mutaciones en heterocigosis el gen VPS35 (Vacuolar Protein Sorting 35 o
VPS35): Inicialmente identificadas en 2011 en familias europeas con EP de
herencia autosémica dominante, la frecuencia de mutacion es baja en EP
familiar tanto en poblacidn asiatica como europea (Kim y cols, 2017). La
proteina VPS35 se localiza en el endosoma y realiza funciones de control
retrégrado del trafico vesicular (principalmente proteinas) desde el endosoma
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b)

al aparato de Golgi; sin embargo, también se ha planteado que puede realizar
funciones de control vesicular en la mitocondria (Cutillo y cols, 2020). La
alteracion del sistema de degradacién de proteinas tdxicas (como formas
patoldgicas de a-sinucleina) se ha propuesto como el principal mecanismo
fisiopatoldgico en esta forma familiar de EP (Rahman y cols, 2019).

EP familiar con patron de herencia autosomica recesiva.
Dentro de las formas de EP familiar con patrén de herencia autosémica recesiva,
destacan las siguientes:

Mutaciones en homocigosis o heterocigosis compuesta en PRKN o Parkin (gen
que codifica la proteina parkina): es la causa mas frecuente de EP con patrén
autosdémico recesivo, siendo especialmente prevalente en aquellos pacientes
con edad de inicio de enfermedad inferior a 30-40 afios (Tejera-Parrado y cols,
2020). En 1998 se identificd el gen y la proteina (Kitada y cols, 1998), siendo
posteriormente confirmada su implicacion en formas familiares de EP en
diferentes poblaciones (Licking y cols, 1998; Hendrich y cols, 2002; Marder y
cols, 2010), demostrandose un mayor riesgo de mutaciones en PRKN en
poblacion caucasica hispana (Marder y cols, 2010). Ademas, se ha descrito en
formas esporadicas de EP de inicio muy temprano o juvenil (Jeon y cols, 2001;
Dawson y cols, 2010). A nivel fenotipico, destaca una sintomatologia motora
tipica de EP, de curso progresivo lento, tipicamente asociando distonia de
miembros inferiores y, segun algunos estudios, menor riesgo de complicaciones
como deterioro cognitivo o disautonomia (Doherty y cols, 2013). A nivel
histopatoldgico, se ha demostrado en estudios postmorten de pacientes EP con
mutaciones en PRKN la neurodegeneracion mesencefalica (SNpc) y en el Locus
Coeruleus, sin una existencia de PL significativa siendo incluso en ocasiones
ausente (Pramstaller y cols, 2005; Doherty y cols, 2013).

La parkina es una proteina tipo E3 ubiquitina-ligasa cuya principal funcion es la
transferencia de ubiquitina a distintas proteinas diana. Por tanto, desempeiia
una funcién importante en el funcionamiento mitocondrial y del sistema
ubiquitin-proteosoma (Yao y cols, 2009; Kim y cols, 2017). La ausencia de
neuropatologia asociada a a-sinucleina en estos pacientes, hace que se plantée
la hipdtesis sobre una fisiopatologia diferente a la de las formas esporadicas
(Ahlskog y cols, 2009). Se ha propuesto que la disfuncién mitocondrial,
concretamente en la mitofagia, puede jugar un papel principal en la
fisiopatologia de las formas recesivas de EP (Rub y cols, 2017).

Mutaciones en homocigosis o heterocigosis compuesta en PINK1 (PTEN-induced
kinase 1 o PINK1): es la segunda causa mas frecuente de EP de herencia
autosdmica recesiva a nivel global. Fenotipicamente presenta similitudes con los
pacientes EP por mutaciones en PRKN, como la edad de inicio de EP temprana (<
40 aiios), la progresion lenta y una buena respuesta a levodopa mantenida en el
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tiempo. Inicialmente esta forma de EP autosdmica recesiva fue descrita en una
familia italiana (Valente y cols, 2001), y posteriormente identificado el gen
(Valente y cols, 2004). La frecuencia de mutaciones en PINK1 en EP esporadica
de inicio temprano se ha estimado entre el 4 y 7 % (Bonifati y cols, 2005). PINK1
codifica la proteina PINK1, una proteina mitocondrial que participa en la
sefializacion de organelas dafiadas, jugando un papel fundamental en la
activacion de la mitofagia (Rub y cols, 2017); por ello se ha planteado como
principal mecanismo fisiopatolégico implicado en la neurodegeneracion
observada en estos pacientes.

Mutaciones en homocigosis o heterocigosis compuesta en DJ-1 (gen que codifica
a la proteina DJ-1): las delecciones o mutaciones puntuales en homocigosis en
DJ-1 causan formas de EP familiares autosémicas recesivas de inicio temprano
(Bonifatiy cols, 2003).

DJ-1 es una proteina pequefia expresada de manera ubicua y conformando
homodimeros en el citoplasma, la mitocondria y el nucleo. Su principal funcién
es actuar como sensor ante un incremento de estrés oxidativo, a través de un
residuo cisteina situado en el dimero, y que protege a la célula frente a ROS
(Dolgacheva y cols, 2019). Ademas de neutralizar la formacién de estas ROS y el
incremento de estrés oxidativo, la proteina DJ-1 también tiene actividad
chaperona, proteasa y de regulacién de funcién mitocondrial, entre otras
(Guzmany cols, 2010; Biosa y cols, 2017). Se han encontrado formas inactivas de
DJ-1 en muestras de pacientes con EP esporadica, sugiriendo la posible
implicacion de la disfuncién de esta proteina en la fisiopatologia, no solo en
formas familiares, sino de formas esporadicas de EP (Ariga y cols, 2013).
Fenotipicamente, estos pacientes presentan una EP con buena respuesta a
levodopa e inicio temprano (edad de inicio < 40 afos) (Kim y cols, 2017). La
frecuencia de mutaciones en este gen es rara, oscilando entre 0-1% en cohortes
de pacientes con EP de inicio temprano (0,8% en EP familiar y 0,4% en casos de
EP esporadica) (Kilarski y cols, 2012).

Otros genes de menor incidencia son: el gen codificante para la proteina F-Box
Protein 7 (FBXO7); el gen codificante para la proteina ATPase Cation Transporting
13A2 (ATP13A2); o el gen que codifica para la fosfolipasa A2-3 (PLA2G6) (Gomez-
Garre y cols, 2014; Park y cols, 2015; Tejera-Parrado y cols, 2020).

La alteracion de las proteinas codificada por los principales genes asociados a formas
autosomicas recesivas de EP (PRKN, DJ-1 o PINK1) se han relacionado con la
disfuncién mitocondrial como principal desencadenante de la cascada de estrés
oxidativo y con un acumulo de hierro, que condicionaran neurodegeneracién en
neuronas especialmente susceptibles como las dopaminérgicas de la SNpc en el
mesencéfalo. Ademads, el complejo PINK1-Parkina, a través de su relacidon con la
mitofagia, se ha relacionado con una funcidn de proteccion tisular frente a isquemia
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vascular tanto en el sistema nervioso como a nivel sistémico (Tang y cols. 2018; He
y cols. 2018; Livingston y cols. 2019; Wen y cols. 2020).

Recientemente, la Sociedad Internacional de EP vy trastornos del movimiento
(International Parkinson and Movement Disorders Society) ha propuesto una nueva
nomenclatura unificada para todos los trastornos del movimiento de origen genético,
donde aquellos genes asociados a formas familiares de EP se denominan con el prefijo
“PARK-“ junto al nombre del gen (PARK-SNCA, PARK-LRRK2, PARK-GBA, PARK-Parkin o
PARK-DJ1; entre otros) (Marras y cols, 2016). Actualmente, esta nueva nomenclatura
propuesta para consenso internacional convive con la denominacion cldsica de las
formas monogénicas de la enfermedad.

1.2.7 Factores ambientales

En cuanto a los factores ambientales o toxicos-metabdlicos que pueden influir en la
fisiopatologia de la EP, se cree que son diversos los que pueden alterar estos
mecanismos celulares anteriormente explicados en individuos con una susceptibilidad
genética determinada favoreciendo finalmente la neurodegeneraciéon (McNaught y cols,
2006; Cohen y cols, 1994; Berg y cols, 2006).

Dentro de estos mecanismos, el aumento del estrés oxidativo genera una cascada de
reacciones celulares que supone un aumento de depdsito de hierro, asi como disfuncién
mitocondrial y energética. Cuando los mecanismos de defensa endégenos no pueden
resistir este estrés, los cambios neuropatoldgicos pueden acumularse en las neuronas
dopaminérgicas, las cuales son especialmente susceptibles al déficit energético y estrés
oxidativo (Kristal y cols, 2001; Lamensdorf y cols, 2000). El desequilibrio a favor del
aumento del estrés oxidativo puede estar motivado por factores intrinsecos y
extrinsecos. Entre los factores extrinsecos que han demostrado en estudios aumentar
el estrés oxidativo, destaca la exposicién a téxicos como el MPTP, rotatone y paraquat
(Betarbet y cols, 2000; Ascherio y cols, 2006). Determinadas sustancias con poder
antioxidante como el acido urico, carotenoides, vitaminas Cy E; podrian tener un efecto
neuroprotector al modular el dafio neuronal provocado por el estrés oxidativo y la
disfuncién mitocondrial (Palacios y cols, 2011; Jesus y cols, 2013; Gaenslen y cols, 2008;
Etminan y cols, 2005; Zhang y cols, 2002; Miyake y cols, 2011). Sin embargo, diversos
estudios han evaluado la posibilidad de emplear estas moléculas como terapias
neuroprotectoras (israpidina, inosina, co-enzima Q10, quelantes de hierro, entre otras)
sin demostrar ninguna de ellas una capacidad para modificar la progresién de la EP
(STEADY-PD Il investigators, 2020; Schwarzschild y cols, 2019; Negida y cols, 2016;
Martin-Bastida A, 2017). Los resultados de ensayos con quelantes de hierro muestran
en pacientes EP una disminucion en el depdsito de hierro en las secuencias de
neuroimagen especificas para ello, sin una mejoria significativa en la progresién clinica
de los pacientes (Martin-Bastida A, 2017). Otros aspectos como la neuroinflamacion se
ha planteado que pueda influenciar en la respuesta, proponiéndose un abordaje
terapéutico que combine diversos farmacos para potenciar sus efectos (Elkouzi y cols,
2019). Como se especificd con anterioridad es posible que el uso de anti-inflamatorios
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no esteroideos pueda modificar el curso de la enfermedad o la expresion de la misma
en algun subgrupo de pacientes (San Luciano y cols, 2020).
Otros elementos como la dieta o el sedentarismo y la obesidad se han asociado a un

mayor estrés oxidativo y con un mayor riesgo de EP (Alcalay y cols, 2012; Okubo y cols,
2012). Sin embargo, no se ha evidenciado relacién entre el consumo dietético de lipidos
(dieta rica en colesterol y/o grasas) y una variacion en el riesgo de EP seglin un meta-
analisis que incorporaba estudios prospectivos y casos-control (Wang y cols. 2015).

1.3 Expresion de Heme-oxigenasa, estrés oxidativo y metabolismo de la
bilirrubina

En humanos y otros mamiferos, la degradacién intracelular del grupo heme es catalizada
por la familia de enzimas HO. Estas enzimas se localizan en el RE donde, asociadas al
complejo NADPH-citocromo P450 reductasa, oxidan el grupo heme produciendo
biliverdina, hierro libre (ion ferroso) y mondxido de carbono. La biliverdina es, a su vez,
degradada por la biliverdina reductasa en bilirrubina (Figura 6) (Schipper y cols, 2009;
Schipper y cols, 2015). En mamiferos existen dos isoformas de HO: la HO1 y la HO2.
Mientras que la segunda isoforma (HO2), en cerebros normales, tiene una expresion
amplia y ubicua en neuronas de todo el neuroeje de los mamiferos; la isoforma HO1 es
expresada selectivamente por poblaciones aisladas de neuronas y neuroglia, localizadas
en cerebelo (células de Purkinje), tdlamo, hipotdlamo, tronco del encéfalo, giro dentado
y corteza cerebral (Schipper y cols, 2004). Se ha descrito que el nimero de células de
neuroglia que presentan inmunorreactividad para HO1 aumenta progresivamente con
el envejecimiento en los cerebros humanos normales (Hirose y cols, 2003).

3 NADPH + 3H" 3 NADP
30, 3.0
\ NADPH: j
\  CYTOCHROME p450 |
\_  REDUCTASE /

Biliverdin IXa

Figura 6. Via catabdlica del grupo Heme (adaptado de Schipper y cols, 2015). La degradacion
de este grupo da como productos: idn ferroso (Fe2+), CO y biliverdina/bilirrubina; pudiendo
tener tanto efectos pro-oxidantes como antioxidantes simbolizando el doble efecto que tiene
sobre la supervivencia celular la expresién de la HO.
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El gen ho-1 (HMOX1) se encuentra en el cromosoma 22 (cr 22g12) y contiene 4 intrones
y 5 exones. Ademas de un promotor de 500 pares de bases, presenta en su region de
regulacion distintos elementos de respuesta (activator protein 1 and 2, nuclear factor
kappa B, hipoxia-inducible factor 1 binding sites, heat shock consensus sequences, metal
response elements, cadmium response elements and stress response elements) que
proporcionan la capacidad de inducibilidad de este gen por diferentes sustancias pro-
oxidantes y estimulos inflamatorios como el grupo heme, B-amiloide, dopamina, H20,,
metales pesados, luz ultravioleta, Thl citoquinas, prostaglandinas, 6xido nitrico; entre
otros (Schipper y cols, 2009; Schipper y cols, 2004).

En estudios postmorten, se ha demostrado que la expresion de HO1 es similar en la SN
de sujetos sanos y EP, pero en pacientes afectos de la enfermedad se ha visualizado que
las neuronas dopaminérgicas con CL, presentan una expresion mayor de HO1 (Schipper
y cols, 2004). Asi como en los astrocitos de la SN de pacientes con EP, donde se ha
demostrado un aumento significativo de la expresién de HO1 con respecto a astrocitos
de la misma localizacidn en sujetos de edad similar, hipotetizandose que sustancias pro-
oxidantes (derivadas de dopamina, MPTP, neurotoxinas) inducen el aumento de
expresion de esta enzima (HO1) promoviendo el acimulo de hierro (independiente de
la via de la transferrina) y el consecuente déficit en el complejo | de la cadena
respiratoria mitocondrial y déficit energético, descrito en areas cerebrales en enfermos
de Parkinson (Schipper y cols, 2015; Hirose y cols, 2003; McNaught y cols, 2006;
Yamamoto y cols, 2010; Youn y cols, 2014; Rubinsztein DC, 2006; Scotter y cols, 2014).

Se ha demostrado a nivel experimental que la induccién de HO1 a nivel neural y otros
tejidos tiene, en un primer momento, efecto citoprotector por su accion antioxidante y
al evitar el depésito proteico andmalo, mecanismo fisiopatoldgico de importancia en
procesos neurodegenerativos (Yamamoto y cols, 2010; Rubinsztein, 2006). Sin embargo,
la induccidn repetida o crénica, principalmente en astrocitos, promueve la cascada de
cambios citopatoldgicos que consisten en aumento de estrés oxidativo, depdsito de
hierro, disfuncidon mitocondrial y de la macroautofagia caracteristicos de enfermedades
neurodegenerativas, figura 7 (Schipper y cols, 2015; Stahnke y cols, 2007). El depdsito
de hierro en células gliales que sobreexpresan HO1 es independiente del sistema de
transferrina (fundamental para la movilizacién de hierro en la mayoria de tejidos de
mamiferos) jugando éste escaso papel en el acimulo patoldgico de este metal en areas
cerebrales de pacientes afectos de EP (Schipper y cols, 1999; Schippery cols, 2004; Zukor
y cols, 2009). El depdsito de hierro en astrocitos favorece también la bioactivacién no
enzimdtica de pro-neurotoxinas (MPTP) a neurotoxinas dopaminérgicas (MPP+) por
blogueo de la enzima mono-amino oxidasa (MAO). Estas neurotoxinas (MPP+) y otros
radicales libres (ROS) generados a nivel del astrocito podrian salir al espacio extracelular
y producir el consecuente dano celular en neuronas vulnerables (Schipper y cols, 2004;
Zukor y cols, 2009).

Como describimos con anterioridad, la disfuncion de sistemas de eliminacién de
proteinas andmalas y autofagia contribuyen a la formacién de agregados proteicos v,
probablemente, a la de cuerpos de inclusidon intracelulares en la EP (Rubinsztein D, 2006;
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Scotter y cols, 2014). Hallazgos experimentales sugieren que el aumento de expresion
de HO1 en la SNpc de EP favorece la degradacién de a-sinucleina evitando sus agregados
proteicos (Schipper y cols, 2019; Stahnke y cols, 2007). Igualmente, este aumento de
expresion de HO1 modula la homeostasis de esteroles y lipidos favoreciendo la
reparacion neuronal y la neuroplasticidad (Schipper y cols, 2004; Zukor y cols, 2009).
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Figura 7. Papel de la enzima Heme-oxigenasa 1 en enfermedades neurodegenerativas
relacionadas con la edad (Imagen tomada de Schipper y cols, 2015).

La bilirrubina a nivel intracelular tiene un papel dual con una actividad concentracion-
dependiente (Ostrow y cols, 2004). En situaciones con niveles de bilirrubina intracelular
bajos, actla como un potente antioxidante. Sin embargo, un incremento de
concentraciones intracelulares puede tener un efecto tdxico. Por ello, es necesario
mantener adecuados niveles de bilurrubina/biliverdina a nivel intracelular que permitan
el efecto antioxidante del pigmento ante incrementos de ROS por diferentes estimulos
(Gazzin y cols, 2012). Existe un equilibrio dindmico entre los niveles de bilirrubina
plasmatica y las concentraciones de bilirrubina en tejidos extravasculares (Watchko y
cols, 2013).

La bilirrubina sérica puede actuar como un eficiente antioxidante en plasma y a nivel
extracelular (Stocker y cols, 1987; Llesuy y cols, 1994; Ziberna, y cols, 2016). Desde que
se conoce la capacidad de induccion de HO1 por elementos de estrés oxidativo
(degradando el grupo heme en los productos anteriormente descritos) se ha sugerido
gue, en personas con funcién hepatica normal, los niveles de bilirrubina plasmatica
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pueden servir como marcador de nivel de expresidon de HO1 a nivel celular (McCarty M,
2013). Sin embargo, el papel de la bilirrubina sérica en la EP ha sido escasamente
estudiado, mostrando resultados controvertidos en las ultimas décadas (Scigliano y cols,
1997; Qin y cols, 2014).

Se han relacionado niveles de bilirrubina total sérica con el prondstico de pacientes con
cardiopatia isquémica revascularizada (Yao y cols, 2015), plantedndose que su efecto
antioxidante conllevaria un mejor prondstico. Igualmente, se ha sugerido que la
bilirrubina podia jugar un papel protector para enfermedades cardiovasculares vy
neurolégicas (Stojanov y cols, 2013, Zelenka y cols, 2016; Peng y cols, 2012). Hace
décadas se describio la existencia de niveles elevados de bilirrubina en pacientes de EP
comparados con controles sanos (Scigliano y cols, 1997). Posteriormente, han sido
publicados estudios que van en linea con estos hallazgos, planteando que los niveles de
bilirrubina en plasma pueden diferenciar pacientes con EP de sujetos sanos (Moccia y
cols, 2015), sin llegar a encontrarse una clara relacion con las manifestaciones motoras
y no motoras, tan importantes estas ultimas en el diagndstico temprano. Estos hallazgos
se han puesto en relacién con la posible sobreexpresiéon enzimatica (HO1) en el SNC de
pacientes con EP ante el aumento del estrés oxidativo. Contrariamente a esta hipétesis,
en una cohorte pequefia de 34 pacientes con EP donde se estudiaron marcadores
séricos por técnicas metaboldmicas se identificd una disminucion significativa de la ratio
biliverdina/bilirrubina comparado con controles (con niveles disminuidos de bilirrubina
sérica), correlacionandolo ademas con la gravedad de la enfermedad (Hatano y cols,
2016). En esta linea, un estudio observacional en poblacion china encontré una
disminucion de niveles de bilirrubina en pacientes con EP (Qin y cols, 2014).

Finalmente, se ha descrito una asociacion entre los polimorfismos del gen HMOX1 y un
mayor riesgo de desarrollar EP en poblacion europea (Ayuso y cols, 2014), lo cual se ha
planteado como una posible explicacion entre las diferencias en niveles plasmaticos de
bilirrubina entre EP y controles sanos. Apoyando el papel que juega HO1 en la EP, Song
y cols, identificaron un incremento en los niveles de expresiéon de HO1 en saliva de
pacientes con EP comparada con controles sanos, especialmente en aquellos pacientes
en estadios leves de la enfermedad, de manera independiente a la edad y el tratamiento
(Songy cols, 2018).

1.4 Riesgo vascular en la enfermedad de Parkinson

El riesgo a desarrollar eventos vasculares en la EP ha sido ampliamente estudiado
durante las ultimas décadas mediante diversos estudios epidemioldgicos vy
observacionales (tanto retrospectivos como prospectivos). Algunos trabajos describian
la influencia de la presencia de ictus y/o infarto de miocardio en la mortalidad de
pacientes con EP y otros sindromes parkinsonianos (Ben-Shlomo y cols, 1995;
Pennington y cols, 2010; Driver y cols, 2008). Otros estudios han intentado clarificar si
la EP es un factor de riesgo para el desarrollo de eventos cardio- o cerebro-vasculares.
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Mientras algunos autores no encontraron diferencias entre pacientes y controles en
relacién a la incidencia acumulada de ictus o encontraron una discreta reduccion del
riesgo de ictus en pacientes EP (Levine y cols, 1992; Nataraj y cols, 2005); otros
describieron un aumento en el riesgo de ictus isquémico (Becker y cols, 2010; Patel y
cols, 2011; Huang y cols, 2013; Li y cols, 2018).

Con respecto a los eventos cardiovasculares en pacientes con EP, estudios con grandes
cohortes encontraron resultados contradictorios (Becker y cols, 2010; Li y cols, 2018;
Liang y cols, 2015). Un estudio prospectivo en poblacion taiwanesa mostré un aumento
del riesgo de infarto de miocardio en pacientes EP, mientras que estudios
epidemioldgicos en poblacion europea no han demostrado diferencias en el riesgo de
evento cardiovascular entre pacientes EP y controles. Un meta-analisis reciente, que
incluye 11 estudios, concluye que la EP se asocia con un aumento de riesgo de ictus
isquémico; sin embargo, los autores no encontraron relacién entre el diagndstico de EP
y un mayor riesgo de evento cardiovascular o mayor mortalidad de causa cardiovascular
(Alves y cols, 2020), figura 8.

La relacion entre los denominados factores de riesgo cardiovascular clasicos
(hipertension arterial, diabetes, hiperlipemia o tabaquismo) y la EP ha sido estudiada en
numerosos estudios observacionales. Mientras se ha demostrado en repetidos estudios
epidemioldgicos una relacidn inversa entre el consumo de tabaco y la EP (Potashkin y
cols, 2020); la relacidn entre la diabetes o la hipertension con la EP es contradictoria. La
mayoria de estudios de cohortes demuestran un modesto incremento del riesgo de EP
tras el diagndstico de diabetes, mientras la mayoria de los estudios de casos y controles
no encuentran asociacion o muestran incluso una disminucién del riesgo de EP en
diabéticos. Esta discordancia de efectos entre estudios se ha evidenciado en diversos
meta-andlisis (Yue y cols, 2016; Lu y cols, 2014; Cereda y cols, 2011). Se han planteado
como posibles explicaciones, la heterogeneidad de las poblaciones estudiadas o un
sesgo de supervivencia asociado a una mayor mortalidad entre los pacientes diabéticos.

Los estudios que han descrito la relacién de la hipertensidn arterial tampoco han
mostrado resultados sugestivos de una relacion causal evidente. Diversos estudios tipo
caso-control encontraron resultados contradictorios (Vikdahl y cols, 2015; Savica y cols,
2012; Miyake y cols, 2010; Becker y cols, 2008; Powers y cols, 2006; Scigliano y cols,
2006; Paganini-Hill 2001; McCann y cols, 1998), mientras que un estudio de cohortes
encontrd un incremento de riesgo de EP en mujeres hipertensas (Qiu y cols, 2011). Sin
embargo, otros dos estudios observacionales no encontraron asociacién alguna
(Grandinetti y cols, 1994; Simon y cols, 2007). Finalmente, un estudio caso-control en
poblacion china encontré un incremento de riesgo de EP en hipertensos (Ng y cols,
2021). Estos resultados no pudieron replicarse en el meta-andlisis que realizaron los
mismos autores, sugiriendo una influencia de las diferencias étnicas en estas
divergencias.
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Figura 8. Forest plot resultantes del meta-analisis de riesgo vascular en pacientes con
enfermedad de Parkinson (tomado de Alves y Cols, 2020). En el grafico superior se muestra el
forest plot para ictus isquémico y en el grafico inferior para infarto de miocardio.

La relacion del metabolismo del colesterol y la EP ya ha sido descrita previamente en
este trabajo, sin embargo, expondremos la relacién entre el uso de estatinas
(inhibidores de la hidroximetilglutaril-CoA reductasa y principal terapia farmacoldgica
para la hipercolesterolemia) y el riesgo de EP.

Se ha planteado que esta terapia podria tener tanto una capacidad neuroprotectora
como aceleradora de la clinica parkinsoniana, debido a que existen resultados



contradictorios que pueden resultar dificiles de interpretar en conjunto. Diversos
estudios observacionales (estudios de casos y controles y de cohortes) han demostrado
una relacion inversa entre la toma de estatinas y el diagndéstico de EP, sugiriendo un
posible efecto neuroprotector (Lin y cols, 2016; Gao y cols, 2012; Wahner y cols, 2008;
Ritz y cols, 2010), y apoyando esta asociacidén dos metanalisis (Sheng y cols, 2016; Bai y
cols, 2015). Sin embargo, existe riesgo de sesgos de publicacion y heterogeneidad en
ambos meta-analisis. La mayoria de los estudios antes citados tienen una aproximacién
epidemioldgica, donde el diagndstico de EP viene dado por registros poblacionales y el
de estatinas por prescripcion farmacéutica y no por consumo confirmado. Ademas,
mientras algunos encuentran resultados en sujetos menores de 60 afios (Gao y cols,
2012), otros solo en mujeres de edad avanzada (Lee y cols, 2013), en poblaciéon diabética
(Liny cols, 2016) o Unicamente con algun tipo de estatina. Por el contrario, otros trabajos
(prospectivos de cohortes y estudios de casos-controles) han demostrado una mayor
incidencia de diagndstico de EP entre consumidores de estatinas (Huang y cols, 2015;
Liu y cols, 2017; Jeong y cols, 2019). Estos autores explican que esta relacién puede
responder a la relacion inversa descrita entre niveles elevados de colesterol total (asi
como de LDL) y EP. Supone dificil establecer una relacién causal entre la toma de
estatinas y la EP, ya que como describen los autores en algunos estudios el aumento de
riesgo para EP aparece exclusivamente con una toma corta de estatinas (< 1 afios),
mientras que en otros trabajos Unicamente en aquellos de toma mantenida (> 5 afios o
dosis altas). Igualmente, describen que podria existir un riesgo Unicamente asociado a
algun tipo de estatina (concretamente del tipo lipofilicas: atorvastatina, simvastatina,
fluvastatina, lovastatina, pitavastatina) (Liu y cols, 2017). Un meta-analisis que agrupa
los trabajos en funcidn de aquellos que ajustan en su modelo estadistico segun niveles
de colesterol, mostré que la correlacién entre la toma de estatinas y el diagndstico de
EP estaba condicionada por los niveles de colesterol (Bykov y cols, 2017). Por ello,
concluyen que el aparente efecto protector de las estatinas en el riesgo de EP puede
estar condicionado por la indicacién de toma de estatinas (hiperlipemia) y no por la
propia accidn del farmaco, ya que este efecto no se observa en aquellos estudios que
tienen en cuenta los niveles de colesterol en el modelo de andlisis estadistico. Como
expusimos con anterioridad, los niveles séricos de colesterol total y lipoproteinas (como
LDL) se han descrito como disminuidos en la EP encontrandose una relacién de
causalidad en estudios de randomizacidn mendeliana (Fangy cols, 2019). Estos estudios
buscan inferir una posible asociacidn causal entre una exposiciéon y un evento o
enfermedad, usando informacion genética de ambos. En el contexto de estudios de
secuenciacion tipo GWAS, los estudios de randomizacion mendeliana normalmente
comparan dos conjuntos de datos independientes, uno representando la exposicion y
otro el evento de interés. Esta comparacién aporta una visién sobre la causalidad del
efecto en el evento o enfermedad estudiada (Blauwendraat y cols, 2019). Finalmente,
dos estudios con esta misma aproximacion no encontraron una relacion de causalidad
entre el consumo de estatinas y el riesgo/proteccién frente a la EP (Williams y cols, 2020;
Liu y cols, 2021)
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Por todo lo anteriormente expuesto, se ha planteado que puedan existir otros factores,
distintos a los factores de riesgo vascular cldsicos implicados en la relacién entre la
patologia cerebrovascular y la EP. Ejemplo de estos mecanismos propuestos son el
estrés oxidativo, la neuroinflamacién o la alteracion del metabolismo lipidico y proteico,
entre otros (Potashkin y cols, 2020).

Estudios en modelos animales de EP han concluido en un posible efecto cardioprotector
de proteinas implicadas en formas monogénicas recesivas de la EP, como parkina, PINK1
o DJ1 (Mukherjee y cols, 2015). Otros autores sugieren que variantes del gen LRRK2
contribuyen al dafio neuronal post-isquémico y promueven la neuroinflamacion (Kim y
cols, 2017; Kim y cols, 2020). Finalmente, un estudio GWAS demostré que ciertos genes
asociados a ictus isquémico y EP eran compartidos, apoyando la idea de mecanismos
moleculares comunes entre ambos trastornos neurolégicos (Lang y cols, 2019). Por el
contrario, otros autores han estudiado el riesgo vascular (objetivado mediante el
sindrome metabdlico) en formas familiares de EP (pacientes con EP y mutaciones en
GBA 'y LRRK2), sin encontrar diferencias con las formas espordadicas (Thaler y cols, 2020).
Sin embargo, actualmente se desconoce la implicacion de los mecanismos
fisiopatoldgicos de las formas familiares de la EP en el riesgo vascular de estos pacientes,
y si estos desempefian un papel también en el riesgo vascular de los pacientes con EP
esporadica.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS DE TRABAJO

La EP es una enfermedad entendida como de origen multifactorial y fenotipicamente
heterogénea. Desde el punto de vista fisiopatoldgico es interesante conocer qué
mecanismos subyacen en estos pacientes con idea de obtener un mejor
entendimiento de la etiologia de la enfermedad. Existen mecanismos, como el estrés
oxidativo, claramente relacionados con la fisiopatologia de las enfermedades
neurodegenerativas y siendo posiblemente uno de los mecanismos comunes a las
distintas formas de EP. Sin embargo, estrategias terapéuticas en pacientes con EP
frente a estos mecanismos comunes no han demostrado hasta la fecha eficacia en la
modificacion del curso de enfermedad. Otros mecanismos fisiopatolégicos como la
alteracion del metabolismo lipidico pueden estar implicados predominantemente en
formas familiares especificas de la EP frente a formas esporadicas, sirviendo para
identificar posibles biomarcadores y dianas terapéuticas especificas.
Consecuentemente, se ha planteado la importancia y utilidad de identificar
biomarcadores periféricos especificos de los mecanismos fisiopatoldgicos subyacentes
de la neurodegeneracion, que permitan monitorizar futuras terapias de medicina
personalizada.

Nuestra hipétesis se basa en la existencia de biomarcadores séricos diagndsticos de la
EP relacionados con diversos mecanismos fisiopatoldgicos de la enfermedad.
Considerandose los niveles de bilirrubina sérica un posible biomarcador de estrés
oxidativo, planteamos la posible existencia de diferencias en los niveles séricos de
bilirrubina entre pacientes con EP y controles sanos. Ademas, debido a las posibles
diferencias en mecanismos fisiopatoldgicos implicados en las formas esporadicas y
familiares de la EP, planteamos que el perfil lipidico sérico podria variar entre los
pacientes con las distintas formas de la enfermedad. Por ultimo, como consecuncia de
estas diferencias en la etiopatogenia de la enfermedad, el riesgo vascular hasta la
fecha descrito en la EP podria diferir entre los diversos subtipos de pacientes con EP,
pudiendo tener implicaciones en nuestra practica clinica diaria.

Para obtener una vision del papel de biomarcadores séricos en relacion con el estrés
oxidativo y metabolismo lipidico en la etiopatogenia de la EP, asi como la influencia de
la etiopatogenia de las formas familiares de EP en el riesgo vascular, se plantean los
siguientes objetivos.
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OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es ampliar el conocimiento existente en la
etiopatogenia de la EP mediante identificacidon de biomarcadores séricos relacionados
con el estrés oxidativo y el metabolismo lipidico. De igual modo, se plantea profundizar
en el estudio del metabolismo lipidico y riesgo vascular en la EP y analizar si, en
nuestra poblacién, estos se ven influenciados por las caracteristicas genéticas de los
pacientes diferenciandose entre formas esporddicas y familiares de la enfermedad.
Para ello, nos proponemos analizar biomarcadores moleculares séricos como la
bilirrubina total y el perfil lipidico, asi como registrar los diversos eventos vasculares en
los pacientes con EP de nuestra poblacidn y correlacionarlos con sus caracteristicas
clinicas y genéticas.

Para conseguir estos objetivos, se plantean objetivos especificos:

e Estudiar los niveles de bilirrubina total sérica en pacientes con EP y controles
sanos.

e Analizar si existe una relacion entre los niveles de bilirrubina total séricay la
progresién/severidad de los pacientes con EP.

e Analizar si existe una relacidn entre los niveles de bilirrubina total sérica y el
tratamiento dopaminérgico en los pacientes con EP.

e Estudiar el perfil lipidico sérico (colesterol total, triglicéridos y lipoproteinas de
alta /baja densidad) en pacientes con EP comparado con controles sanos.

e Estudiar si el perfil lipidico sérico (colesterol total, triglicéridos y lipoproteinas
de alta /baja densidad) difiere entre las formas esporadicas y las formas
familiares mas frecuentes de la EP, asi como con controles sanos.

e Estudiar la prevalencia de factores de riesgo vascular y eventos vasculares
(ictus isquémico y cardiopatia isquémica) en pacientes con EP esporadicay
familiar.

e Analizar si las caracteristicas, gravedad y edad de evento vascular se ven
influenciadas por la etiologia genética de los pacientes con EP.
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3. RESUMEN DE MATERIAL Y METODOS

Increased bilirubin levels in Parkinson’s disease

En este trabajo se incluyeron 420 pacientes con EP (56% varones, con una edad media:
64 + 12 afios) y 435 controles sanos (47% varones, con una edad media: 58 + 17 afios).
Los pacientes incluidos eran pacientes con EP en seguimiento en la Unidad de Trastornos
del Movimiento del Hospital Universitario Virgen del Rocio de Sevilla, Espana. Los
controles sanos fueron individuos voluntarios de los centros de salud de la misma area
geografica a la que pertenecian los pacientes EP y sin parentesco con estos. El
diagnodstico de EP se realizé en base a los criterios “United Kingdom Parkinson’s Disease
Society Brian Bank criteria” (Hughes y cols, 1992). Se consideré como criterio de
exclusién cualquier condicion que pudieran alterar las concentraciones de bilirrubina
sérica (tratamiento con hipolipemiantes y/o quimioterapicos; alcoholismo; enfermedad
hepatica activa; anemia hemolitica reciente o historia de cirugia biliar o cdlicos biliares).
En el grupo de controles sanos, se excluyeron ademads aquellos individuos con cualquier
problema neurolégico.

Se recogieron datos demograficos y clinicos de los individuos de ambos grupos de
estudio. La severidad de la EP se cuantific6 mediante la escala modificada de Hoehn &
Yahr (HY), clasificandose la poblacién de pacientes EP en tres grupos segun su estadio
HY (grupo 1: HY 1-2; grupo 2= HY 2,5-3); y grupo 3= HY 4-5). Se recogi6 informacién del
tipo de terapia dopaminérgica y de la dosis equivalente diaria de levodopa de cada
paciente. La determinacion de bilirrubina total, perfil hepatico, renal y hemograma se
realizd en sangre periférica y se analizé en el laboratorio de nuestro hospital.

Los niveles de bilirrubina total sérica, hemoglobina y marcadores de funcion hepatica se
analizaron y compararon entre grupos mediante un modelo de regresion lineal
multivariante ajustado por sexo y la edad. De manera adicional, comparamos los niveles
de bilirrubina sérica entre ambos grupos en un modelo multivariante ajustado también
por los niveles de enzimas hepaticas y hemoglobina. Los datos demograficos se
compararon usando el test estadistico Chi-cuadrado.

Se analizd la relacion entre los niveles de bilirrubina sérica y las caracteristicas de la
enfermedad en el grupo EP (duracion y severidad de EP, tratamiento dopaminérgico)
mediante un modelo de regresidn lineal ajustado por posibles variables confusoras. Se
considerd un valor p<0,05 como estadisticamente significativo. Los andlisis fueron
realizados usando el software estadistico IBM SPSS version 24.0. El estudio fue aprobado
por el comité de ética de nuestro hospital y todos los individuos incluidos firmaron un
consentimiento informado.
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Serum lipid profile among sporadic and familial forms of Parkinson’s disease

En este trabajo se incluyeron 403 pacientes EP, clasificados en 3 subgrupos: 342 EP
esporadica, 30 EP asociada a mutaciones en GBA (EP-GBA) y 31 EP asociados a
mutaciones en LRRK2 (EP-LRRK2). Ademas, se incluyd un grupo de controles sanos con
654 sujetos. Todos los individuos incluidos eran caucasicos para evitar influencias
étnicas en el perfil lipidico. Los pacientes EP fueron reclutados de la Unidad de
Trastornos del Movimiento del Hospital Universitario Virgen del Rocio, Sevilla (Espaiia).
El diagndstico de EP se realizo siguiendo los criterios Movement Disorder Society Clinical
Diagnostic Criteria (Postuma y cols. 2015). Los controles sanos fueron reclutados de la
misma area geografica que los pacientes EP y no fueron considerados para el estudio si
tenian alguna enfermedad neurodegenerativa, historia familiar de EP o una variante
patogénica en los genes GBA o LRRK2. Los pacientes con EP esporadica no se
consideraron para el estudio si tenian variantes patogénicas en los genes asociados a
formas familiares de EP. Recibir tratamiento con terapias modificadoras de los niveles
séricos de lipidos fue considerado criterio de exclusidn para todos los individuos del
estudio, y la existencia de historia familial de EP fue criterio de exclusién para los
pacientes con EP esporadica. Se obtuvo consentimiento informado del comité de ética
de nuestro hospital y consentimiento informado de los participantes en el estudio.

Se realizé una evaluacion clinica y entrevista para recogida de los datos demograficos,
completdndose estos mediante revision retrospectiva de sus antecedentes médicos
cuando fue necesario. Los niveles séricos de colesterol total, lipoproteinas y triglicéridos
fueron determinados en sangre periférica en el laboratorio de nuestro hospital.

Se realizd la extraccion de ADN a partir de muestras de sangre periférica de los
individuos mediante métodos estandarizados y automatizados (DNA Isolation Kit for
Mammalian Blood, Roche, Maxwell 16 System, Promega Corporation, Madison, WI,
USA; MagNA Pure LC, Roche Diagnostics, Indianapolis) siguiendo protocolos
establecidos. El andlisis de los genes GBA y LRRK2 se realizé usando una combinacién de
High-resolution melting (HRM) y secuenciacién ADN, procedimientos descritos en
anteriores trabajos de nuestro grupo (Jesus y cols, 2016; Gao y cols, 2009).

Las variables categdricas se compararon entre grupos mediante el test estadistico Chi-
cuadrado y/o test exacto de Fisher. Inicialmente comparamos el perfil lipidico sérico
entre el total de pacientes EP y controles sanos mediante regresioén lineal multivariante
ajustado por sexo y edad. La homogeneidad de varianza se analizé mediante el test
estadistico de Levene. Posteriormente, comparamos el perfil lipidico sérico entre los
distintos subgrupos de EP y controles sanos mediante el analisis de covarianza
(ANCOVA), considerando la edad y el sexo como covariables. Tras ello, empleamos
analisis post-hoc para la realizacidn de comparaciones multiples entre grupos. Todos los
analisis estadisticos se realizaron usando el software estadistico IBM SPSS (version 26.0
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para Windows; IBM, Armonk NY) y el software GraphPad Prism 8 (GraphPad Software,
Inc.). Se considerd un valor de p inferior a 0,05 como estadisticamente significativo.

Increased stroke risk in Parkinson’s disease patients with LRRK2 mutations

En este trabajo se incluyeron pacientes con EP esporadica y las principales formas
familiares de EP (EP-GBA; EP-LRRK2; y EP asociada a mutaciones en Parkina o EP-PRKN)
en seguimiento en las consultas de la Unidad de Trastornos del Movimiento del Hospital
Universitario Virgen del Rocio, Sevilla (Espafia). Adicionalmente, se incluyeron sujetos
control de la misma area geogréfica que los pacientes, sin antecedente de enfermedad
neurodegenerativa, historia familiar de EP, ni mutacion en los genes asociados a formas
de EP. La EP fue diagnosticada siguiendo los criterios actualizados de la Movement
Disorder Society (Postuma y cols. 2015). Pacientes con mutaciones en otros genes
asociados a EP distintos a los considerados no se incluyeron en el estudio. Todas las
variantes genéticas fueron clasificadas de acuerdo a la American Society of Human
Genetics guidelines; y todos los sujetos incluidos fueron de origen caucdsico para evitar
influencias étnicas en el riesgo vascular analizado.

Se incluyd una cohorte con 1108 individuos, divididos en 5 grupos: 362 EP esporadica,
38 EP-GBA, 36 EP-LRRK2, 23 EP-PRKN y 649 controles. Se realizé una evaluacién clinica
en nuestro centro, con recogida retrospectiva de datos demograficos y de riesgo
vascular, completandose estos con datos de los registros médicos de los individuos en
los casos necesarios. Para considerar la presencia de eventos vasculares sintomaticos
(tanto cerebrovasculares o ictus isquémicos, como cardiovasculares o cardiopatia
isquémica) fue necesario haber tenido un diagndstico por un especialista médico (en
neurologia o cardiologia, respectivamente). Ademas, para el diagndstico de ictus
isquémico, fue necesaria la presencia de hallazgos radiolégicos confirmatorios en una
prueba de neuroimagen. Se clasificaron los tipos de ictus isquémico segun la clasificacién
internacional Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment (TOAST), en 4 categorias:
infarto lacunar, aterotrombdtico, cardioembdlico y criptogénico; afiadiéndose la
categoria accidente isquémico transitorio. El estudio fue aprobado por el comité de ética
local de nuestro hospital y, los participantes firmaron consentimiento informado.

El analisis genético de GBA, LRRK2 y PRKN se realiz6 segun los procedimientos indicados
anteriormente.

Se usaron los test estadisticos de Chi-cuadrado y/o test exacto de Fisher para comparar
variables categoricas entre grupos. Se aplicaron modelos de regresion logistica
multivariante para analizar la relacién entre el riesgo vascular (presencia de ictus
isquémico y presencia de cardiopatia isquémica) y los distintos grupos de estudio,
controlando por posibles variables confusoras. Se utilizaron los odds ratio (OR)
ajustados, junto a intervalos de confianza (IC) al 95%, para estimar el riesgo de un evento
vascular en los grupos EP comparado con controles. Se utilizaron andlisis de
supervivencia mediante regresion de Cox para analizar la asociacién entre los grupos de
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estudio y la existencia de un evento vascular como un acontecimiento tiempo-
dependiente, censurando por edad de ultima visita o edad de fallecimiento. Estos
analisis para la variable ictus isquémico se repitieron en un andlisis confirmatorio, para
el cual sélo se incluyeron sujetos que tuvieron accesible en su registro médico
electréonico una prueba de neuroimagen que confirmara la presencia o ausencia de
evento isquémico. Los analisis se realizaron usando el software estadistico SPSS (v. 26.0
para Windows; IBM, Armonk, NY, USA) y el software R studio package. Un valor de p <
0,05 se considerd estadisticamente significativo.
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4. RESUMEN DE RESULTADOS

En esta seccidn, los resultados obtenidos en los trabajos presentados en esta tesis se
resumiran brevemente.

Increased bilirubin levels in Parkinson’s disease

En este trabajo se investigd las diferencias en los niveles de bilirrubina total sérica
entre los pacientes con EP y controles sanos, asi como la relacién de estos niveles con
las caracteristicas clinicas de los pacientes EP. En este trabajo se evidencid que:

e Los niveles de bilirrubina total sérica diferian entre los pacientes con EP y
controles sanos, siendo mayores en los primeros (EP: 0,56 + 0,26 mg/dI;
controles sanos: 0,45 + 0,22 mg/dl; p < 0,001) tras ajustar por sexo, edad,
enzimas hepaticas y niveles de hemoglobina.

e En los pacientes EP con menor severidad clinica (estadios Hoehn & Yahr igual o
inferior a 3) existian niveles mas elevados de bilirrubina total sérica que en
aquellos con un estadio de enfermedad mas avanzado.

e En los pacientes con EP existia una correlacidon negativa débil entre los niveles
de bilirrubina sérica y la duracién de la enfermedad (p < 0,05).

e No existia relacién entre los niveles de bilirrubina sérica y el tipo de terapia
dopaminérgica o la dosis equivalente de levodopa diaria que recibian los
pacientes con EP.
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Serum lipid profile among sporadic and familial forms of Parkinson’s disease

En este trabajo se investigd si el perfil lipidico sérico podia diferir entre las principales
formas familiares de EP y las formas esporadicas de la enfermedad, quizds como
consecuencia de las diferencias en la etiopatogenia de estas formas. En este trabajo e
evidenciod que:

e En el grupo total de pacientes con EP (formas esporadicas mas familiares) se
encontraron niveles inferiores de colesterol total y triglicéridos, comparado con
controles sanos.

e Los pacientes con EP-GBA mostraban un perfil lipidico distinto del resto de
grupos, mostrando unos niveles tanto de colesterol total como de lipoproteina
de baja densidad significativamente inferiores a los encontrados en controles
sanos y EP-LRRK2.

e Los pacientes con EP-GBA mostraban unos niveles de lipoproteina de baja
densidad inferiores a pacientes con EP esporadica, siendo estas diferencias
tendentes a la significacion (p< 0,1).

e Los pacientes con EP esporadica mostraban niveles de triglicéridos
significativamente inferiores a controles sanos. Sin embargo, no existian
diferencias ni en triglicéridos ni en otras lipoproteinas séricas entre formas
esporadicas y familiares de EP.
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Increased stroke risk in Parkinson’s disease patients with LRRK2 mutations

En este articulo se analizé el riesgo vascular (presencia de evento clinico isquémico
tanto cerebrovascular como cardiovascular) en pacientes con formas esporadicas de
EP y las principales formas familiares de la EP. En este trabajo se evidencié que:

La prevalencia de ictus isquémico era diferente entre los grupos, siendo los
pacientes con EP-LRRK2 aquellos con una prevalencia significativamente mayor
al resto (13,8%) tras corregir por edad, sexo y factores de riesgo vascular.

Los pacientes EP-LRRK2 mostraban un incremento significativo del riesgo de
ictus isquémico comparado con controles (OR 5,1; 95% IC 1,7-15,3; p = 0,004),
no evidencidandose otras diferencias significativas en el resto de grupos.

En el subanalisis realizado con aquellos individuos que disponian de
neuroimagen, se confirmd este incremento de riesgo para ictus isquémico en
pacientes EP-LRRK2 (OR 3,4; 95% IC 1,3-8,9; p = 0,02), y también se encontré un
incremento de riesgo en pacientes con EP esporadica (OR 1,8; 95% IC 0,99-3,2;
p=0,05) comparado con controles.

El incremento de riesgo de ictus isquémico en los pacientes EP-LRRK2
comparado con controles se asocid con una menor edad en el momento del
evento cerebrovascular en los analisis de supervivencia mediante regresién de
Cox (p=0,004).

El tipo de ictus isquémico mas frecuente en los pacientes con EP-LRRK2 y EP
esporadica fue de tipo lacunar, sin evidenciarse una mayor gravedad clinica en
estos pacientes de manera estadisticamente significativa.

No existian diferencias en factores de riesgo vascular o en la presencia de
cardiopatia isquémica entre grupos, salvo por una menor tasa de hipertensién
arterial en los pacientes con EP-PRKN.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Introduction: Oxidative stress plays a key role in Parkinson's disease (PD) etiopathology. Heme oxygenase, an
Bilirubin important enzyme which regulates oxidative balance, converts heme molecules into carbon monoxide, iron and
Parkinson's disease biliverdin/bilirubin. The role of bilirubin has not been fully studied in PD, showing controversial results over the
Pathophysiology

last few decades. Our aim was to investigate the relationship between bilirubin levels and PD. Secondly, we
sought to evaluate the link between bilirubin concentration with PD progression, severity and dopaminergic
treatment.

Methods: We included 420 PD patients (56% males, mean age: 64 + 12 years) and 435 healthy controls (47%
males, mean age: 58 + 17 years). Bilirubin levels in both groups were compared using linear regression and
multivariate analysis adjusted according to age and sex. Secondly, a case study with the PD cohort was carried
out and bilirubin levels were correlated with current treatment, duration and severity of disease.

Results: Bilirubin levels were significantly higher in PD patients than in controls (PD: 0.56 = 0.26 mg/dl,
controls: 0.45 + 0.22mg/dl; p < 0.001). In PD patients, we demonstrated a negative correlation between
bilirubin levels and disease duration (p < 0.05). Higher bilirubin concentrations were identified in PD patients
with Hoehn & Yahr stage < 3. No relationship between bilirubin and treatment was found in PD patients.
Conclusions: Increased bilirubin levels are particularly related to the first years of PD. Overexpression of oxi-
dative enzymes could play an important role in PD etiology, leading to higher bilirubin levels in the early stages
of PD.

Heme oxygenase 1

1. Introduction

Parkinson's Disease (PD) is one of the most common neurodegen-
erative disorders. Although its pathogenesis is widely studied, the role
of many genetic and environmental factors remains unknown [1,2].
Oxidative stress is thought to play a key role in PD etiopathology and is
commonly understood as an imbalance between reactive oxygen spe-
cies (ROS) production and the cellular antioxidant mechanisms [1].
Heme oxygenase (HO) is an important enzyme which regulates oxida-
tive balance, with overexpression in dopaminergic cells exposed to
oxidative stress [3]. HO converts heme molecules into carbon mon-
oxide, iron and biliverdin/bilirubin. Bilirubin is considered to be a
natural antioxidant and its serum concentration has been considered as
a possible marker of HO isoform 1 (HO-1) activity [4,5]. Bilirubin plays
a dual intracellular role with a concentration-dependent activity.

Bilirubin acts as a potent ROS scavenger in situations with lower in-
tracellular levels. However, increased intracellular concentration may
have a toxic effect. There is a dynamic equilibrium between plasmatic
bilirubin levels and bilirubin concentration in extravascular tissues [6].
The role of bilirubin has not been fully studied in PD, and has shown
controversial results over the last few decades [7-9]. Although it has
been suggested that bilirubin plays a protective role in cardiovascular
disease and other disorders [10], recent studies have found increased
levels of bilirubin in newly-diagnosed PD patients [9].

From the point of view of pathogenic factors in PD, levels of bilir-
ubin and HO-1 expression is a new pathway that should be studied. Our
study aimed to investigate the relationship between serum bilirubin
concentration and PD. Secondly, we sought to study the relationship
between bilirubin levels and severity of disease and dopaminergic re-
placement therapy in PD.
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2. Methods
We included 420 PD patients (56% males, mean age: 64 + 12
years) and 435 healthy controls (47% males, mean age: 58 = 17

years). Patients were recruited from the Movement Disorder Clinic at
Hospital Universitario Virgen del Rocio in Seville, Spain. Healthy con-
trols were non-blood relatives of PD patients and volunteers from the
primary care centers in the same geographical area as the PD patients.
The diagnosis of PD patients was made using the United Kingdom
Parkinson's Disease Society Brian Bank criteria. Exclusion criteria were
any conditions that could affect serum bilirubin concentration. Firstly,
we excluded subjects who had treatment with statins or chemotherapy,
alcoholism, liver disease, biliary surgery or history of biliary colic, and
recent hemolytic anemia. To avoid the influence of the well-known
bilirubin-induced neurotoxicity, we excluded subjects with bilirubin
levels high enough to produce it (serum bilirubin concentration >
2mg/dl). Additionally, in the healthy control group, we considered as
exclusion criterion the presence of any relevant neurological disease.
Demographic and clinical data as well as current treatment was re-
corded in both groups. To assess the severity of the disease, we used the
modified Hoehn & Yahr scale (HY) and we gathered our PD population
into three groups depending on HY stage (group 1 = HY 1-2; group
2 = HY 2.5-3; and group 3 = HY 4-5). In addition, data regarding
dopaminergic replacement therapy was recorded. Serum total bilirubin
concentration was determined in peripheral blood and analyzed in the
laboratory of our Hospital.

Total bilirubin levels, hemoglobin concentration and tracers of liver
function were compared in both groups by linear regression with
multivariate analysis adjusted according to age and sex. Additionally,
we compared bilirubin levels in both groups with multivariate analysis
adjusted according to liver enzymes and hemoglobin in order to avoid
confounding factors. To determine if the difference in bilirubin levels
was linked to specific disease states, we compared bilirubin con-
centration in different HY groups to controls with multivariate analysis.
However, correlation with motor stage of patients (Unified Parkinson's
Disease Rating Scale — Part III) was not possible due to these data not
being available for many patients. Demographic data was compared
between PD and controls by Chi-square. We designed an age- and sex-
matched control set in order to compare bilirubin levels between groups
avoiding other possible confounding factors associated with sex or age
(View Supplemental Material Methods).

In the PD group, we used bivariate linear regression to analyze the
relationship between bilirubin levels and disease duration, treatment
and demographics variables adjusted according to confounding vari-
ables. Results were considered statistically significant for p < 0.05.

Statistical analysis was performed using IBM SPSS Statistics soft-
ware version 24.0. The study was approved by the local ethics com-
mittee, and written consent was obtained from all patients and healthy
controls participating in the study.

3. Results

Demographic data and serum bilirubin levels are shown in Table 1.
PD patients showed statistically significant higher serum bilirubin le-
vels than healthy controls (0.56 = 0.26 mg/dl vs 0.45 * 0.22 mg/dl;
p < 0.001). No difference in hemoglobin levels was found between
groups; however, liver enzymes were slightly higher in controls than in
PD patients (Table 1). The difference in bilirubin levels remained sig-
nificant (p < 0.001) after adjusting according to age, sex, liver en-
zymes and hemoglobin (Fig. 1). Furthermore, this difference amongst
groups was observed after repeating the analysis in our age- and sex-
matched control set (Supplemental material — Table S1). When we
compared bilirubin levels among PD patients with a different HY group
and controls, we found that those on mild and moderate stages
(HY = 3) had higher bilirubin levels than controls. These results re-
mained statistically significant after adjusting according to age, sex,
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Table 1
Demographic data, liver profile and serum bilirubin levels in controls and PD
patients.

Healthy PD patients P value Laboratory
Controls (N = 420) reference
(N = 435) values
Age (years = SD) 58 = 17 64 + 12 < 0.001 -
Sex (% /% Q) 47%/53% 56%/44% 0.005 -
Serum bilirubin 0.45 = 0.22 0.56 = 0.26 < 0.001* 0.2-1.2
Concentration
(mg/dD
GOT (Iu/1) 23.3 17.7 0.07 10-40
GPT (1U/D) 20.6 14.4 < 0.05 10-40
GGT (IU/D) 26.2 22.7 < 0.05 10-50
Hemoglobin (g/0) 139,9 139,3 0.63 136-180

* Adjusted according to sex, age, liver enzymes and hemoglobin.
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Fig. 1. Difference in bilirubin concentration between healthy controls and
PD patients. A boxplot diagram shows the difference in bilirubin concentration
between healthy controls and PD determinate by linear regression, *adjusted
according to age, sex, liver enzymes and hemoglobin.

liver enzymes and hemoglobin (Supplemental material - Table S2).

In the PD group, we did not find a significant association between
bilirubin levels and age, type of dopaminergic treatment (levodopa
treatment, dopamine agonist treatment) or levodopa equivalent daily
dose (LEDD). However, we found a relationship between bilirubin le-
vels and sex. Higher bilirubin levels were observed in males with PD
(Supplemental material - Table S3). We also found a mild but sig-
nificant negative correlation between bilirubin levels and years of dis-
ease duration after adjusting according to sex and LEDD (p = 0.049)
with a correlation coefficient value of — 0.1 (Supplemental Material -
Figure S1).

Although we found differences in bilirubin levels between HY stages
compared to healthy controls, within the PD cohort, we did not observe
a direct correlation between bilirubin levels and HY stages.

4. Discussion

In this study, we compared serum bilirubin levels in PD patients and
healthy controls, and higher bilirubin levels in PD patients were ob-
served. This result remained statistically significant in our sex- and age-
matched group, after adjusting according to possible confounding
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factors. We also found that bilirubin levels were higher in the first years
of the disease and decreased with disease progression, being in-
dependent of sex and dopaminergic therapy. To the best of our
knowledge, this is the first reported association between bilirubin levels
and disease progression. Although we did not observe a direct corre-
lation between bilirubin levels and disease severity, we found that PD
patients in early disease stages (HY < 3, functionally independent)
have particularly higher bilirubin levels than controls.

These findings concur with previous studies [7,9]. Scigliano et al.
found higher bilirubin levels in PD patients, interpreted as a possible
effect of dopaminergic replacement therapy [7]. Additionally, Moccia
et al. also showed higher bilirubin concentration in drug-naive PD pa-
tients compared to controls [9]. Although they did not observe a re-
lationship with the necessity of initiating dopaminergic treatment after
a two-year follow-up, they reported a negative correlation between
bilirubin levels and LEDD. In our work, bilirubin levels were not related
to dopaminergic therapies or LEDD. Therefore, in our population do-
pamine replacement therapy does not seem to play a main role in the
bilirubin levels of PD patients.

In contrast to our work, Qin et al. described in a Chinese population,
lower levels of indirect bilirubin in PD patients compared to healthy
subjects, with no difference in total bilirubin concentration [8]. This
difference between our results and the previous study might be ex-
plained by some factors such as different exclusion criteria or HO
polymorphisms, which could vary in different populations.

Even though other antioxidant molecules have been described as
decreased in PD, the difference in bilirubin levels between PD and HC
may correspond to enzymatic changes in CNS related to PD etiology.
HO as well as other enzymatic pathways are suggested to play a key role
in oxidative stress and mitochondrial dysfunction, both well-known
mechanisms involved in PD etiology. HO-1 is inducible by ROS in CNS.
An important role of HO-1 in the oxidative balance is demonstrated in
brains with neurodegenerative disorders [3]. Considering these find-
ings, increased levels of bilirubin in PD could be interpreted as a con-
sequence of HO-1 overexpression in CNS during early disease stages.
Moreover, it has been suggested that this overexpression could be an
adaptive response to oxidative stress in substantia nigra of PD patients
[3,9]. However, we hypothesize that in PD patients with a longer dis-
ease course, lower bilirubin levels might be related to either a failure in
that antioxidant system or neurodegenerative changes favored by
maintained overexpression of HO-1. The cause of ROS imbalance is still
unknown, but an environmental and a genetic component are supposed
in most PD forms [2]. The role in PD of genetic variations in the gene
that codified HO-1 (HMOX1) has not been fully studied. Recently, two
functional HMOX1 variations have been described as potential genetic
biomarkers of PD [11], although previously Funke et al. did not find an
association between HMOX1 polymorphisms and PD [12].

The strength of our conclusions is tempered by some limitations.
Firstly, we did not have different types of bilirubin (direct and indirect)
available in our study. They were not measured by our laboratory in the
routine blood test unless a marked hyperbilirubinemia (total bilir-
ubin > 1.5mg/dl) was detected. Most of the patients with hyperbilir-
ubinemia were excluded from our cohort, as we mentioned above.
Secondly, the overall hepatic profile was not completely homogenous in
both groups. Higher liver enzymes levels (GGT and GPT) were found in
controls. This fact does not justify the differences in bilirubin levels
between groups since a hepatic dysfunction would have caused higher
bilirubin levels in controls instead of PD. In addition, mean values of
liver enzymes were in the normal range without detected hyper-
transaminasemia in either group. However, we adjusted our analysis of
bilirubin between groups according to liver enzymes as previously
mentioned. Even though selected exclusion criteria were applied, other
possible factors interfering in bilirubin or liver enzymes concentration
cannot be fully excluded. Due to the retrospective design of our study,
we cannot achieve robust conclusions about a predictive value of serum
bilirubin levels in PD progression. Finally, we compared groups (PD and

Parkinsonism and Related Disorders 63 (2019) 213-216

controls) which differ in dopaminergic treatment. This could explain
the mild difference in liver enzymes between groups. However, as
mentioned above, in our study bilirubin levels were not related to do-
paminergic replacement therapy or LEDD so it is difficult to believe in a
correlation between bilirubin and dopaminergic replacement therapy.

We conclude that total bilirubin concentrations are higher in PD
patients. Our results describe for the first time that this increase in bi-
lirubin levels is related to the initial years of PD. Overexpression of HO-
1 could play an important role in PD etiology, leading to higher bilir-
ubin levels in the early stages of PD. Regarding these findings, future
genetic analysis of HMOX1 expression in PD patients might be useful to
better understand PD etiology.
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SUPPLEMENTAL MATERIAL

Methods

Healthy control recruitment

Healthy controls were non-blood relatives of PD patients and volunteers from the
primary care centers in the same geographical area as the PD patients. We interviewed
them and asked them to participate in research in our Movement Disorder Unit with a
routine blood test. During this small interview, we asked about treatments, family
history of diseases or another important medical fact. Moreover, their clinical history
and current treatment were personally revised by authors to ensure that controls did not
have any neurological diseases.

Age/Sex-matched population

We designed an age- and sex-matched control set, excluding subjects at random from
both original cohorts until the PD cohort was balanced by sex and age with the healthy
controls. We used the R-software to randomize and exclude subjects. In this new model,
372 subjects were included in each cohort with the same male/female proportion and
similar mean age.

We repeated the statistical analysis including multivariate analysis adjusted according to
liver enzymes and hemoglobin.

Table S1
Demographic data, liver profile and serum bilirubin levels in age- and sex-matched model.

Multivariate analysis between serum bilirubin levels in both cohorts, adjusted according
to liver function enzymes and hemoglobin.

Healthy Controls PD patients P value L::let;grr:;(();;y
(N=372) (N=372)
values
Age (years £SD) 61+15 62+12 0.56 -
Sex (% 3 /% Q) 55% / 45% 55% / 45% 0.5 -
Serum bilirubin
Concentration 0.47+£0.23 0.56 +0.25 <0.001* 02-1.2
(mg/dl)
GOT (1U/l) 20.7 17.65 0.07 10 - 40
GPT (1UN) 21.2 14.4 <0.05 10-40
GGT (1U/l) 27.4 229 <0.05 10 - 50
Hemoglobin (g/1) 140,9 138,9 0.05 136 - 180

* Adjusted according to sex, age, liver enzymes and hemoglobin



Table S2
Multivariate analysis between serum bilirubin levels in PD patients with different disease
severities and controls, adjusted according to age, sex, liver enzymes and hemoglobin.

P_D Mean b_iIirubin Stan_da_rd P value
patients concentration (mg/dl) Desviation
Group HY 1 220 0.59 0.27 <0.05
Group HY 2 164 0.54 0.23 <0.05
Group HY 3 36 0.5 0.3 >0.05

Group HY 1: Hoehn & Yahr 1-2.  Group HY 2: Hoehn & Yahr 2,5-3.  Group HY 3: Hoehn & Yahr 4-5

Table S3
Bivariate linear regression analysis between bilirubin levels and demographic variables,
treatment and disease duration in the PD group.

Bilirubin levels

(P value)
Age (years) 0.6
Sex (% males) <0.001
Levodopa treatment 0.5
Dopamine agonist treatment 0.06
Levodopa equivalent daily dose 0.23
Disease duration (years) 0.049*

*Adjusted according to sex and levodopa equivalent daily dose



Figure S1. Relationship between PD duration-bilirubin levels. Dispersion diagram shows
linear regression with the relationship between PD duration and bilirubin concentration,
adjusted according to sex and levodopa equivalent daily dose.
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Brain cholesterol metabolism has been described as altered in Parkinson’s disease (PD) patients. Serum lipid levels have been
widely studied in PD with controversial results among different populations and age groups. The present study is aimed at
determining if the serum lipid profile could be influenced by the genetic background of PD patients. We included 403 PD patients
(342 sporadic PD patients, 30 GBA-associated PD patients, and 31 LRRK2-associated PD patients) and 654 healthy controls (HCs).
Total cholesterol, HDL, LDL, and triglycerides were measured in peripheral blood. Analysis of covariance adjusting for sex and age
(ANCOVA) and post hoc tests were applied to determine the differences within lipid profiles among the groups. Multivariate
ANCOVA revealed significant differences among the groups within cholesterol and LDL levels. GBA-associated PD patients had
significantly lower levels of total cholesterol and LDL compared to LRRK2-associated PD patients and HCs. The different serum
cholesterol levels in GBA-associated PD might be related to diverse pathogenic mechanisms. Our results support the hypothesis of
lipid metabolism disruption as one of the main PD pathogenic mechanisms in patients with GBA-associated PD. Further studies

would be necessary to explore their clinical implications.

npj Parkinson’s Disease (2021)7:59; https://doi.org/10.1038/541531-021-00206-6

INTRODUCTION

Parkinson'’s disease (PD) is the most common neurodegenerative
disorder after Alzheimer’s disease'. The pathognomonic hallmark
of PD is the degeneration of dopaminergic neurons of the
substantia nigra and, consequently, the striatal dopamine deple-
tion. Although it has been studied for years, PD etiology still
remains uncertain. Several factors, environmental as well as
genetic, have been elucidated as key factors in PD pathogenesis?.
These factors lead to the degeneration of dopaminergic neurons
through different metabolic pathways (oxidative stress, mitochon-
drial dysfunction, iron accumulation, endosomal-lysosomal func-
tioning, among others).

Among environmental factors, lipids seem to play a role in the
neurodegeneration of PD*™. Brain cholesterol metabolism has
been described as altered in PD patients and plasma 24-OH-
cholesterol has been considered as a possible biomarker for PD®”.
In addition, studies with cultured neurons and animal models
suggested that certain lipids and their metabolites promote an
increase in oxidative stress and alpha-synuclein (a-syn) aggrega-
tion in dopaminergic cells®®.

Different studies have shown controversial results regarding
serum lipid levels in PD''®. A large prospective cohort study
described an increased risk of PD with hypercholesterolemia
among subjects aged under 55 years'®. However, other studies
showed lower levels of cholesterol, low-density lipoprotein (LDL),
apolipoprotein-B, and triglycerides in PD patients, suggesting a
protective factor of lipids in the PD course'"'3. Moreover, two
prospective studies described a decrease in PD risk between
subjects with hypercholesterolemia''®. A possible influence on
the disease course and the cognitive state in PD was proposed for
serum cholesterol and LDL levels'”"'8, Recently, in a meta-analysis

of genome-wide association studies of PD, it was demonstrated
that lipids and lipoproteins were involved in the pathogenic
mechanisms of the disease, such as oxidative stress response or
lysosomal functioning'®. Interestingly, they found shared genetic
etiology between lipid rafts total cholesterol and triglycerides and
PD. These studies suggest a causal relationship between
cholesterol metabolism and PD.

Several genes have been associated with the familial forms of
PD. The identification of these genes and their mechanisms
provides an insight into PD etiopathology®®. Leucine-rich repeat
kinase 2 gene (LRRK2) and glucocerebrosidase (GBA) gene are two
of the most common causes of familial PD; however, mutations in
those genes are found in different proportions among the PD
population worldwide (from 0.4 to 20%)?"2,

The low penetrance of the most common LRRK2 mutation (p.
G2019S) suggested that there should be other factors that
modulate the dopaminergic degeneration®®. A higher peripheral
inflammation and altered lipid storage capacity were suggested as
underlying mechanisms in LRRK2 pathogenesis®*?>. Moreover,
LRRK2 knock-out animal models have shown changes in their
serum cholesterol levels, whereas higher triglyceride levels have
been described in LRRK2 carriers?®?’. On the other hand,
heterozygous GBA mutations cause a loss of function of
glucocerebrosidase (GCase) in PD patients, showing these patients
with GBA variants a specific phenotype with higher cognitive
decline and autonomic dysfunction than sporadic PD?. A link
between the loss of function of GCase and lysosomal cholesterol
accumulation was described in fibroblasts of PD patients with the
GBA p.N370S mutation®®. Moreover, patients with Gaucher type |
disease, carriers of homozygous GBA mutations, showed reduced
serum levels of cholesterol, LDL, and high-density lipoprotein
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(HDL)*. Besides, studies in animal models suggested that a
perturbation in glycosphingolipid levels might induce neuroin-
flammation and accelerate the PD pathogenesis in vulnerable
dopaminergic neurons>".

Given the role of lipids in PD pathogenesis and the possible
influence of LRRK2 and GBA in that relationship, the present study
is aimed at determining whether there are differences in the
serum lipid profile between sporadic PD (sPD) and the main
monogenic causes of familial PD (GBA-associated PD, GBA-PD and
LRRK2-associated PD, LRRK2-PD). We hypothesized that levels of
the serum lipids could be influenced by the genetic background
of PD patients.

RESULTS

Case-control study

The demographic characteristics and the serum lipid profile of the
whole PD cohort and healthy controls (HCs) are summarized in
Table 1. PD patients were older than HCs (65.07 + 11.83 vs 58.77 +
16.01, p <0.005), with a slight predominance of males in both
groups (52.14 and 58.31% of males, respectively). Regarding the
serum lipid profile among both groups, serum levels of total
cholesterol (TC), LDL, and triglycerides were lower in PD patients
than HCs. Differences in TC and triglycerides levels between
groups were statistically significant after adjusting for age and sex.
There were no significant differences in HDL levels between PD
patients and HCs.

Parkinson’s disease cohorts study

The demographic and clinical characteristics of the different PD
cohorts (sPD, GBA-PD, and LRRK2-PD), as well as HCs are shown in
Table 2. The familial PD groups (GBA-PD and LRRK2-PD) were
younger than sPD and showed a lower age of PD onset. GBA-PD
had a predominance of males (73.91%), whereas LRRK2-PD
showed a higher proportion of females (62.98%). Although these
PD groups had a longer disease duration than sPD, there were no
differences between groups either in the severity of the disease or
in the treatment. There were no significant differences in arterial
hypertension, diabetes, or hyperlipidemia among the groups
(Table 2).

When we compared the serum lipid profile among PD cohorts
and HCs, we found statistically significant differences in TC levels
[F (3,663) = 4.99, P<0.005] and LDL [F (3,502) = 3.85, P <0.05]
after adjusting for age and sex (Table 3). GBA-PD showed the
lowest levels of TC and LDL (178.22+34.47 and 105.78 +
29.85 mg/dl, respectively), while LRRK2-PD patients had the
highest levels of both TC and LDL (213.73 £30.01 and 141.09 +
30.48 mg/d|, respectively). TC and LDL levels of sPD were lower
than HCs and LRRK2-PD but higher than the levels of GBA-PD
patients. No differences were found between the groups in HDL
levels. Regarding the triglycerides, HCs showed higher serum
triglycerides levels than sPD, GBA-PD, and LRRK2-PD. However,
these differences in triglycerides were not statistically significant
after adjusting by sex and age [F (3,658) = 2.06, P =0.10].

Multiple comparisons

We accomplished multiple comparisons to determine the
differences in the lipid profile between groups (Figs. 1a-d). The

Table 1. Demographic characteristic and lipid profile of healthy controls and Parkinson’s disease patients.
Healthy controls (n = 420) PD (n = 300) P value

Sex (% males) 52.14 % 5831 % 0.09
Age (y), mean +SD 58.77 £16.01 65.07+£11.83 <0.005
TC (mg/dl), mean +SD 202.15+38.11 194.84 +41.35 0.029*
HDL (mg/dl), mean + SD 58.37+17.25 58.96 + 16.61 0.69
LDL (mg/dl), mean = SD 127.49 +30.44 124.9 +38.73 0.49
TG (mg/dl), mean + SD 115.59+70.14 103.03 £ 57.68 0.006*
TC total cholesterol, HDL high-density lipoprotein, LDL low-density lipoprotein, TG triglycerides
PD Parkinson’s disease patients, SD standard deviation.
*<0.05 after adjusting by sex and age.
Table 2. Demographic and clinical data of healthy controls and Parkinson’s disease cohorts.

HCs (n =420) sPD (n = 250) GBA-PD (n=23) LRRK2-PD (n = 27) P value
Sex (% males) 52.14% 58.40% 73.91% 37.02 0.03**
Age (y), Mean * SD 58.77 +16.09 65.92+11.77 58.83+11.8 63.41+11.79 <0.005**
Arterial hypertension, n (%) 139 (33%) 104 (42%) 8 (35%) 8 (30%) 0.17
Diabetes, n (%) 52 (12%) 45 (18%) 1 (4%) 2 (7%) 0.08
Hyperlipidemia, n (%) 57 (14%) 47 (19%) 2 (9%) 6 (22%) 0.19
Age of onset (y), mean + SD - 56.60 +11.95 4839 + 8.87 51.65+12.86 0.007*
Disease duration (y), mean + SD - 8.9+6.23 10.67 +7.69 11.81+7.06 <0.05*
Hoehn & Yahr, mean + SD - 226+ 1.22 2.5+0.96 19+24 0.16
LEDD, mean + SD - 764.74 +£470.14 694.25 + 408.76 797.46 £ 579.46 0.86
HCs healthy controls, LEDD levodopa equivalent daily dose, sPD sporadic Parkinson’s disease patients, GBA-PD GBA-associated Parkinson’s disease patients,
LRRK2-PD LRRK2-associated Parkinson’s disease patients, SD standard deviation.
*p<0.05 **p<0.005.
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Table 3. Serum lipid profile in healthy controls and Parkinson’s disease cohorts.

HCs sPD GBA-PD LRRK2-PD F value P value
TC (mg/dl), mean £ SD 202.15+£38.11 195.76 £ 42.68 178.22 +34.47 213.73 £30.01 4.99 0.002**
HDL (mg/dl), mean £ SD 58.37+£17.25 60.46+17.77 56.11 £ 14.25 56.22 +£12.32 1.03 0.38
LDL (mg/dl), mean £ SD 127.49 £ 30.44 125.75 £ 40.65 105.78 £29.85 141.09 £ 30.48 3.85 0.01*
TG (mg/dl), mean + SD 115.59+70.14 102.03 £59.63 105.39+42.84 110.19 £ 63.46 2.06 0.10

TC total cholesterol, HDL high-density lipoprotein, LDL low-density lipoprotein, TG triglycerides, HCs healthy controls, sPD sporadic Parkinson’s disease patients,
GBA-PD GBA-associated Parkinson’s disease patients, LRRK2-PD LRRK2-associated Parkinson’s disease patients, SD standard deviation.
Analysis of covariance (ANCOVA), adjusting by sex and age, was applied. **p<0.005 *p<0.05.
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Serum lipid profile among Parkinson’s disease cohorts and healthy controls. Multiple comparisons of total cholesterol (a), HDL (b),

LDL (c), and triglycerides (d) levels among healthy controls (HCs), sporadic Parkinson’s disease patients (sPD), GBA-associated Parkinson’s
disease patients (GBA-PD), and LRRK2-associated Parkinson’s disease patients (LRRK2-PD). Numbers shown as means + SD with one-way
ANCOVA with post hoc testing for multiple comparisons as appropriate. ***p<0.005, **¥p<0.05, *p < 0.1.

complete results of Levene’s test and post hoc tests are described
in Supplementary Data 1 (Supplementary Tables 1-6). Post hoc
analysis showed that TC and LDL levels were lower in GBA-PD
compared with LRRK2-PD (p <0.05) (Figs. 1a, 1c). However, no
differences were found in HDL or triglyceride levels.

When we compared the familial PD groups and sPD, we
observed that LDL levels of GBA-PD were lower than in the sPD
group. This difference remained marginally significant (p = 0.07).
GBA-PD TC levels were also lower than sPD; however, no
statistically significant differences were found. Regarding the

Published in partnership with the Parkinson’s Foundation

LRRK2-PD group, we observed higher levels of both TC and LDL
levels in LRRK2-PD patients compared to sPD. Nevertheless, these
differences did not achieve statistical significance (p =0.12 and p
=0.16, respectively). No differences were found between the
familial PD groups and sPD in HDL or triglycerides.

Finally, post hoc analysis showed statistically significant
differences in TC and LDL levels between GBA-PD and HCs.
Regarding triglycerides, sPD patients showed lower levels than
HCs (Fig. 1d), although these differences remained marginally
significant (p = 0.059).
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DISCUSSION

The role of serum lipids in PD pathogenesis remains unclear with
different results in several studies. This study specifically analyzed
serum cholesterol profiles comparing familial and sporadic forms
of PD. Our data indicate that GBA-PD patients had lower serum
cholesterol and LDL levels than LRRK2-PD patients and HCs.
Previous studies have shown that women had higher HDL and
lower total cholesterol levels than men3?33. In this line, our
findings are particularly noticeable ever since GBA-PD was the
group with the highest male proportion and LRRK2-PD had a
female predominance. Sex influence appears not to play the main
role in the serum lipid levels of these patients, suggesting a
possible link between specific PD pathogenesis and lipid
metabolism. Moreover, a different serum lipid profile was
observed in GBA-PD compared with sPD even though differences
observed were marginally significant.

Our results in the case-control study showed lower levels of
cholesterol and triglycerides in patients with PD compared to HCs,
as previously described''™'*. However, after PD subtyping, our
largest PD group (sPD) showed lower triglycerides but no
significant differences in cholesterol levels compared with HCs
(Figs. 1a, 1d). Rozani et al. recently demonstrated a decrease in PD
risk in middle-aged men and elderly women with hypercholester-
olemia in the largest statin-free prospective study of serum lipids
and PD'. Klemann et al. found a shared genetic risk between
lipid/lipoprotein levels and PD'. In the same line, a Mendelian
randomization study showed an association between higher levels
of serum lipids (TC, LDL, and triglycerides) and a lower future risk
of PD'®. These studies suggest a causal relationship between lipid
profile and PD. On the other hand, a large prospective cohort
study showed an increased risk of PD with hypercholesterolemia
among subjects aged under 55 years'®. These controversial results
could be explained by the heterogeneity within PD patients
included in each study. Our results in the different PD cohorts
showed that patients with GBA-PD have a different serum lipid
profile, therefore supporting the idea that lipid metabolism could
be influenced by PD pathogenesis. Our findings could explain the
inconsistencies previously found within validation studies with
larger PD populations, since lipid profiles could be influenced by
the genetic background of PD patients. In this line, some authors
proposed a different approach based on a better PD subtyping to
achieve the identification of novel biomarkers and disease-
modifying treatments in PD***°,

Recently, the idea of PD as a protein-induced lipidopathy has
been proposed, rather than as a proteinopathy®. This fresh
approach to the Lewy pathology (LP) is based on new insights into
a-syn inclusions near the lipid rafts of cellular membranes®’32,
Lipid rafts are cholesterol- and sphingolipids-enriched microdo-
mains of cellular membranes that coordinate bioactivity of
membrane constituents and protein-lipid interactions®°. The
altered composition of lipids rafts in frontal cortex neurons of
PD patients has been described, compared with healthy
controls*®. Also, the main proteins involved in monogenic forms
of PD, such as LRRK2 or parkin, have been associated with lipid
rafts and its dysfunction in PD pathology*'*2. Nevertheless, our
findings in LRRK2-PD patients do not allow us to draw conclusions
about the role of lipid metabolism disruption in the specific
pathophysiology of patients with LRRK2 mutations.

Although a link between GBA variants and PD is well established
in different populations, the relationship between GCase and a-
syn pathology remains uncertain®®*’. A decreased GCase activity
is supposed to promote LP and modulate neuronal susceptibility
to a-syn seeding by disruption in lysosomal maturation®®™°. An
in vitro study of PD patient fibroblasts with the GBA p.N370S
mutation has evidenced a link between the loss of function in
GCase and the lysosomal cholesterol accumulation with the
appearance of multilamellar bodies (MLBs)**°'. It has been
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proposed that the cholesterol needed for the formation of MLBs
originates from two different routes: (1) endogenous cholesterol
synthesis in the endoplasmic reticulum and (2) LDL-containing
cholesterol that binds to the LDL-receptor on the cell mem-
brane®®. Interestingly, the GBA p.N370S mutation was the most
prevalent of our pathogenic variants included in the GBA-PD
group. This fact provides support to the idea of disrupted
cholesterol metabolism in GBA-PD, which alters the autophagy-
lysosome function and produces MLBs, being a possible explana-
tion of the specific lipid profile observed in our patients>°. Besides,
some authors have stated the need of viewing PD as a systemic
disorder where global cellular processes (pathogenic mechanisms)
occur in a range of cellular subtypes, and not only in those cell
types that display the characteristic neuropathology (i.e, dopa-
minergic neurons)®>. To date, it remains unknown whether
cholesterol accumulation is the first step in GBA-PD pathogenesis,
or if it occurs secondarily to other lipids accumulations (i.e.,
glycosphingolipids)®'. MLBs contain both primarily undegraded
phospholipids and cholesterol. In this line, Guedes et al. reported
decreased phospholipids levels (phosphatidic acid, phosphatidy-
lethanolamine, among others) in the serum of GBA mutation
carriers®®, However, in the same study, increased levels of
ceramides were reported in those patients. Finally, the lower TC
and LDL levels in our GBA-PD patients are in line with the previous
description of decreased cholesterol levels in Gaucher disease
type | patients®’. As we mentioned above, our work highlights the
role of cholesterol metabolism and its link with GBA-PD pathology.

It is reasonable to consider whether lipid metabolism disruption
(as a pathogenic mechanism of GBA-PD) could influence the
specific phenotype of patients with GBA-PD?®****. However,
answering this question is beyond the scope of this study and
our study design does not allow us to evidence it. Longitudinal
studies might be necessary to explore the influence of lipid profile
in the GBA-PD course.

Regarding other aspects of the lipid profile in our study, neither
HDL nor triglyceride levels differed between the familial PD
groups and sPD. Differences in triglycerides were observed in our
case—control analysis with decreased levels in the whole PD
cohort compared to HCs. Nevertheless, when we classified in
familial and sporadic PD groups, only sPD patients showed a
decrease in ftriglyceride levels, which remained marginally
significant compared with HCs. Our results might suggest that
decreased triglyceride levels might be linked to sporadic forms of
PD rather than genetic forms. These findings are contrary to those
observed by Thaler et al*’. These authors accomplished an
interesting study wherein they analyzed the possible influence of
the metabolic syndrome in GBA- and LRRK2-associated PD patients
compared with sPD. Although no relationship was observed
between metabolic syndrome and disease course among PD
groups, they described elevated triglyceride levels in LRRK2
carriers. Interestingly, they also measured HDL levels as part of
the metabolic syndrome, and no differences were found between
familial and sporadic forms of PD. This former result is in line with
our study, suggesting a lack of relationship between PD and HDL.

The strength of our conclusions is tempered by certain
limitations. Firstly, our study is retrospective and we cannot elude
that some other variables out of our control might influence the
study, so our results require to be interpreted cautiously. Although
most of the main factors that can directly influence the serum lipid
levels were taken into account with selected inclusion/exclusion
criteria (i.e., ethnic influence and lipid-modifying therapies),
others, such as the body mass index or the type of diet of the
study participants, were not considered. However, no relationship
between dietary cholesterol intake and PD risk was previously
found in a meta-analysis, either in prospective or case-control
studies®*. Second, we studied neither prodromal PD patients nor
GBA/LRRK2-mutated asymptomatic carriers. Thus, we were not
able to study the effect of these mutations in the lipid profile
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before motor symptoms of PD manifest. Further studies with
those prodromal patients might be required to confirm if the
genetic background of PD patients influences their serum
cholesterol levels. Finally, our familial PD cohorts have a relatively
small sample size compared with sPD or HCs, limiting the
statistical power for further analysis.

In conclusion, our results show that GBA-associated PD patients
have different serum lipid profiles, and support the hypothesis of
lipid metabolism disruption as one of the main pathogenic
mechanisms in GBA-associated PD. However, further investiga-
tions would be necessary to confirm these findings and to study
their possible clinical implications.

METHODS
Participants

We included 403 PD patients who were classified into three subgroups:
342 sporadic PD patients (sPD), 30 GBA-associated PD patients (GBA-PD),
and 31 LRRK2-associated PD patients (LRRK2-PD). A control group with 654
HCs was also included. All subjects considered for the study were

Table 4. List of GBA pathogenic variants considered for the inclusion
of patients in the GBA-associated Parkinson’s disease group.

Allele cDNA Protein Exon n
D409H c.1342 G/C p.Asp448His 10 2
L444pP c.1448T/C p.Leu483Pro 11 4
N370S c.1223A/G p-Asn409Ser 10 12
S310G c928 A/G p.Ser310Gly 8 3
L29fs c.84dupG p.Leu29Alafs*18 3 1
R535H c.1604G > A p.Arg535His 12 1
V457D c.1487T/A p.Val496Asp 11 2
G195W c700G>T p.Gly234Trp 7 2
F213I c754T>A p.Phe252lle 7 2
R262C c901C>T p.Arg301Cys 8 1
cDNA complementary DNA

Inclusion criteria

654 HCs

403 PD
—» 342 Sporadic PD
30 GBA-PD

31 LRRK2-PD
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Caucasian to avoid ethnic influences in the lipid profile. PD patients were
recruited from the Movement Disorder Clinic at Hospital Universitario
Virgen del Rocio in Seville, Spain. PD was diagnosed following the
Movement Disorder Society Clinical Diagnostic Criteria®®>. HCs were
recruited from the same geographical area and they were not considered
for the study if they had any neurodegenerative disorder, a family history
of PD, or a variant in GBA or LRRK2 genes. sPD patients were not
considered for the study if they had any variants in the PD-related genes.
The LRRK2-PD group contained 28 LRRK2 p.G2019S PD patients (90.3%)
and 3 LRRK2 p.R1441G PD patients (9.7%). The list of GBA pathogenic
variants considered for the inclusion of patients in the GBA-PD group is
shown in Table 4.

Exclusion criteria for all individuals included were receiving treatment
with lipid-modifying therapy (i.e,, statins, ezetimibe, antivirals, azathiopr-
ine), and having a first-degree PD family history exclusively for sPD
patients. Figure 2 shows the study flowchart, exclusion criteria, and
resultant cohorts.

We obtained consent from the local ethics committee of our hospital in
accordance with the Declaration of Helsinki, and written informed consent
from all the participants in the study. All subjects underwent a clinical
assessment at our center and the demographical data were retrospectively
obtained by consulting their previous medical records. Serum TC, HDL,
LDL, and triglycerides were determined in peripheral blood and analyzed
in the Central Laboratory of our center.

Genetics

Genomic DNA was isolated from peripheral blood samples by standard or
automated methods (DNA Isolation Kit for Mammalian Blood, Roche,
Maxwell 16 System, Promega Corporation, Madison, WI, USA; MagNA Pure
LC, Roche Diagnostics, Indianapolis) in compliance with established
protocols. The mutational screening of GBA and LRRK2 genes was
previously done using a combination of high-resolution melting (HRM)
and direct DNA resequencing as we describe below?**3,

Here we describe the procedure followed to do the GBA screening.
Twenty-five nanograms of genomic DNA was used for each polymerase
chain reaction (PCR). To prevent amplification of the neighboring
pseudogene, GBA was first amplified in four large fragments that only
and specifically amplified the functional gene but not the nearby
pseudogene. PCR primer couples were designed based on the known
genomic sequence (NG_009783.1). The list with the primers used in our
study for GBA screening is shown in Supplementary Data 2 (Supplementary
Table 7). For the mutational screening, we studied isoform 1 of the GBA
gene (NM_001005741. 2), which contains 12 exons, including a noncoding
exon 1. The mutational screening of all exons and intron-exon boundaries

n Exclusion criteria

194 HCs

54  Sporadic PD Lipid-modifying
5 GBA-PD medication
4 LRRK2-PD

420 HCs

300 PD
—» 250 Sporadic PD
23 GBA-PD

27 LRRK2-PD

31 Sporadic PD PD family history

30 HCs

7 Sporadic PD
2 GBA-PD

Missing data

Fig. 2 Study flowchart with selection criteria and final cohorts. HCs healthy controls, GBA-PD GBA-associated Parkinson’s disease patients,
LRRK2-PD LRRK2-associated Parkinson’s disease patients, PD Parkinson'’s disease.
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was then performed, using a combination of HRM analysis and direct DNA
resequencing. HRM reactions were performed on a LightCycler480 (LC480)
instrument, and HRM curve acquisition and analysis were performed using
LC480 software version 1.3 (Roche Applied Science, Indianapolis, IN, USA).
Samples showing abnormal melting profiles, including those with variants,
were sequenced on both strands using the BigDye terminator cycle
sequencing kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) and resolved on
an ABI3500 genetic analyzer (Applied Biosystems). We have adopted the
conventional nomenclature, which refers to the processed protein and
excludes the 39-residue signal peptide.

The LRRK2 screening was done following the procedure described
below. The mutational screening of all exons and intron-exon boundaries
was performed using a HRM analysis and/or targeted resequencing. The
gene regions which encode functional domains of LRRK2 begin within
exon 22 (amino acid 984), so, in this study, we used HRM analysis to screen
for variations from that exon until exon 51. HRM reactions were performed
on a LC480 instrument, and HRM curve acquisition and analysis were
performed using LC480 software version 1.3 (Roche Applied Science). All
samples showing abnormal melting profiles were sequenced by Sanger
sequencing. The list with the primers used in our study for LRRK2 screening
by HRM is shown in Supplementary Data 2 (Supplementary Table 8).
Targeted resequencing was performed using a customized Haloplex Target
Enrichment Panel (including LRRK2), which was designed using Agilent’s
online Sure Design tool, following the manufacturer’s protocol (Agilent
Technologies, Inc, Santa Clara, CA, USA). Samples were sequenced
employing the Illlumina NextSeq platform (lllumina Inc., San Diego, CA,
USA). Filtered variants predicted as pathogenic were validated by Sanger
sequencing. To determine the origin of each patient with R1441G
mutation, haplotype analysis was performed by testing microsatellite
markers and single-nucleotide polymorphisms spanning the gene region.

Statistical analysis

Group comparisons of categorical variables were performed using chi-
square and Fisher’s tests. Firstly, we compared the serum lipid profile (TC,
LDL, HDL, and triglycerides) between the total PD group and HCs using
multivariate linear regression adjusting for sex and age. The homogeneity
of variance was studied with Levene’s test. Second, we compared the
serum lipids levels between the different PD cohorts (sPD, GBA-PD, and
LRRK2-PD) and HCs using the analysis of covariance (ANCOVA), considering
age and sex as covariates. Then, post hoc analysis for multiple comparisons
between groups was applied. All statistical analyses were performed using
IBM SPSS software (26 for Windows; IBM, Armonk, NY) and GraphPad Prism
8 software (GraphPad Software, Inc.). A p value <0.05 was considered
statistically significant.

Reporting Summary

Further information on research design is available in the Nature Research
Reporting Summary linked to this article.

DATA AVAILABILITY

The data that support the findings of this study are available from the corresponding
author upon reasonable request.
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SUPPLEMENTARY DATA

Supplementary Data 1. Statistical Analysis Methods

We accomplished a Levene’s test to study the homogeneity of variances of serum lipid
variables (Total Cholesterol, HDL, LDL and triglycerides) in our population.
Depending on the results of the test, we chose the proper post hoc comparisons test and,
if it was necessary, we added a Welch’s test to the analysis of covariance (ANCOVA)
already done. If there was homogeneity of variances (Levene’s test p value > 0.05), we
applied Tukey test for multiple comparisons between groups. Instead, if homogeneity of
variances should not be accepted (Levene’s test p value < 0.05), we applied Games-

Howell test for multiple comparisons.

Supplementary Table 1. Test for Equality of Variances (Levene’s) in serum lipid

variables
F dfl df2 p

Total

0.850 3 665 0.193
cholesterol

HDL 1.130 3 529 0.336
LDL 5.091 3 519 0.002*
Triglycerides 2.375 3 660 0.069

*p<0.05

We applied Welch’s test to compare mean levels of serum lipids variables between

groups when homogeneity of variances was not accepted (LDL).

Supplementary Table 2. Welch’s Test applied to compare mean levels of serum lipids

variables between groups

F dfl df2 p
Total
5.902 3 63.039 0.001*
Cholesterol
HDL 1.029 3 52.265 0.388
LDL 4.620 3 50.232 0.006*
Triglycerides 2.199 3 64.098 0.097

*p<0.05




Supplementary Table 3. Post Hoc Comparisons - Total Cholesterol

959% CI for Mean

Difference
Di]l‘\lfleer?;ce Lower Upper SE T P tukey
HCs sPD 6.397 -2.09 1489 3.296 1940 0.212
GBA-PD 23.935 2.22 4565  8.430 2.838 0.024**
LRRK2-PD  -11.578 -32.07 8.91 7.957 -1.226 0.465
sPD GBA-PD 17.538 -4.64 39.72 8.613 2.035 0.176
LRRK2-PD  -17.975 -38.97 3.02 8.150 -1.993 0.123
SSA_ LRRK2-PD  -35.513 -64.50 -6.53  11.253 -3.004 0.009**

Note. P-value and confidence intervals adjusted for comparing a family of 4 estimates (confidence
intervals corrected using the tukey method). HCs: healthy controls. sSPD: sporadic Parkinson’s disease.
GBA-PD: GBA-associated Parkinson’s disease patients. LRRK2-PD: LRRK2-associated Parkinson’s
disease patients. *** p<0.005 ** p<0.05 *p<0.1

Supplementary Table 4. Post Hoc Comparisons - HDL

959% CI for Mean

Difference
Mean

Difference Lower Upper  SE t P tukey

HCs sPD -2.083 -6.36 2.20 1.661 -1.741 0.303
GBA-PD -2.261 -8.43 1295 4.147 -0.175 0.948
LRRK2-PD 2.155 -1.37 11.68 3.695 1.211 0.937

sPD GBA-PD 4.344 -6.65 15.34  4.267 0.514 0.739
LRRK2-PD 4.238 -5.63 1411  3.829 1.932 0.686

GBA-PD LRRK2-PD -0.106 -14.01 13.80 5.395 0.962 1.000

Note. P-value and confidence intervals adjusted for comparing a family of 4 estimates (confidence
intervals corrected using the tukey method). HCs: healthy controls. sSPD: sporadic Parkinson’s disease.
GBA-PD: GBA-associated Parkinson’s disease patients. LRRK2-PD: LRRK2-associated Parkinson’s disease
patients. *** p<0.005 ** p<0.05 *p<0.1



Supplementary Table 5. Games-Howell Post Hoc Comparisons - LDL

95% CI for Mean

Difference
Comparison Di:‘\lfleeraer%ce Lower Upper SE t P G-H
HCs sPD 1.733 -7.98 11.45 3.754 0.462 0.967
GBA-PD 21.708 1.35 42.06 7.241 2.998 0.034**
LRRK2-PD  -13.601 -31.69 4.49 6.581 -1.62 0.191
sPD GBA-PD 19.975 -1.43 41.40 7.790 2.564 0.074*
LRRK2-PD  -15.334 -34.687 4.018 7.180 -1.73 0.162
GBA-PD LRRK2-PD  -35.309 -60.812 -9.806  9.482 -3.39 0.003***

HCs: healthy controls. SPD: sporadic Parkinson’s disease. GBA-PD: GBA-associated Parkinson’s disease patients.
LRRK2-PD: LRRK2-associated Parkinson’s disease patients. *** p< 0.005 ** p<0.05 *p<0.1



Supplementary Table 6. Post Hoc Comparisons - Triglycerides

95% CI for Mean

Difference
Mean
) Lower Upper SE t P tukey
Difference
HCs sPD 13.563 0.393 29.596 5.533 2.451  0.059*
GBA-PD 10.199 -24.382 48.258 14.060 0.725 0.875
LRRK2-PD 5.398 -29.152 39.418 13.311 0.407 0.980
sPD GBA-PD -3.364 -40.254 34.140 14.377 -0.234 0.995
LRRK2-PD -8.165 -44.989 25.267 13.607 -0.600 0.925
GBA-PD LRRK2-PD -4.801 -55.400 41.791 18.768 -0.256 0.994

Note. P-value and confidence intervals adjusted for comparing a family of 4 estimates (confidence intervals
corrected using the tukey method). HCs: healthy controls. sSPD: sporadic Parkinson’s disease. GBA-PD: GBA-
associated Parkinson’s disease patients. LRRK2-PD: LRRK2-associated Parkinson’s disease patients.
***p<0.005 **p<0.05 *p<0.1
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Supplementary Table 7. Complete list of primers used in GBA screening

Primer Sequences
Exon 1A F 5’-GGAAGGTTAGGAATCCTCTGAGC
Exon 1AR 5’-GAAAAGCAGCCCTGGGGAGT
Exon 1B f 5’-GCCTCTGCATGAGTGACCGT
Exon 1B r 5’-TTAAGTGCGAACGCAGGGAG
Exon2F 5’-CCGGAATTACTTGCAGGGCT
Exon 2R 5’-CCTGGATTCAAAGAGAGTCTGTCA
Exon 3 F2 5’-GTGGGCCTTGTCCTAATGAA
Exon 3 R2 5’-ACCACCTGCTTACTGGAAGG
Exon4 F 5’-GCAGATGTGTCCATTCTCCA
Exon 4 R 5’-CACTGACACCATTTACCTCTAGGA
Exon5F 5’-TTCCCGCTGGGTACTGATAC
Exon 5 R 5’-CGAAAAGTTTCAATGGCTCT
Exon 6 F 5’-CAGGAGCCCAAGTTCCCTTT
Exon 6 R 5’-CTACAGTTTCTCAACCCCCAGA
Exon7F 5’>-GTGGAGGCTAATGGCTGAAC
Exon 7 R3 5’-ACAGATCAGCATGGCTAAAT
Exon 8 F 5’-CACCCAGCTGGTCTGGTC
Exon 8 R 5’-GCTCTAAGTTTGGGAGCCAGT
Exon9F 5’-CTGTGTGCAAGGTCCAGGAT
Exon 9 R 5’-AGGTCTGAGGTCTGCTTTGC
Exon 10 F2 5’-CACAGCTGCCTCTCCCACAT
Exon 10 R4 5’-GTCACTTCCTGCCTCCATG
Exon11F 5’-GTCCGTGGGTGGGTGACT
Exon11 R 5’-ACGCTGTCTTCAGCCCACT
Exon 12 F2 5’-TGGCAGGATCACACTCAG
Exon 12 R2 5-TGCTGTGCCCTCTTTAGTCA




Supplementary Table 8. Complete list of primers used in LRRK2 screening

Primer Sequences
Exon 20 F2 AATTGTTGATTTCTAAGTTGCTGGT
Exon 20 R2 TGGGTCCTATTGTTCAATGTCAGT
Exon 21 F GATTTTACAAAGGGAATGGACTGTG
Exon 21 R GTCAGCAGCAAAACACAACATAATC
Exon 22 F TGTCCTCTTCTCCAATAAATGACAG
Exon 22 R TGGAGGAAATTCAACCAAACAC
Exon 23 F GCTAGGAGGTGCTCACTAAACTTT
Exon 23R AAGCTCTTCAAATGTCTTGAAAGTT
Exon 24 F GCTAGACTTAAGTTCCTCAGATGG
Exon 24 R TCAGCATATTTAGGCAACCC
Exon 25 F AATGAGTCCTCTTTGATGCTGTTC
Exon 25 R AAGGGTCCATATATGACTCATCTTG
Exon 26 F CACTATTGGTAGCTGTTCTTATTTTTG
Exon 26R AAGGTTCTGTTCCAGCTAATGTG
Exon 27 F ACCCTGGGGAAAATTATTTGTG
Exon 27 R GAAGCTTCTAGTTTCATGAAATTGG
Exon 28 F CTTCCTTCCCACCAACAGG
Exon 28 R TGTCCATCAAAGTCACAGAGAG
Exon 29 F CAAATACTAGGTTTCTTCAACAGCG
Exon 29 R CATACAGTCTACCAGGTTTCTGGAT
Exon 30 F GGATTCTTGCCTGTCGTTTG
Exon 30 R CTCGGAAAGTTTCCCAATTCAA
Exon31F AGCAGGCCCAGTTTGAAAG
Exon31 R GACATTTCTAGGCAGTTGAGAATC
Exon 32 F TTAGCACTGAATTTGCCAACC
Exon 32 R CCGTATGGATATTCTCTCAACTTTG
Exon 33 F AAAGCCCCTTGATATTTGTTC
Exon 33 R ATGCTTTGACCATAACCCCC
Exon 34 F TCTTTCTGACTACTTTCACTGAGCA
Exon 34 R TTCTTTACCTGCTTGGAACCAG
Exon35F AGGTTGGGTGTTTTGTGAGG
Exon35R ATGCCATCTCCCTAATTTCTC
Exon 36 F GGAAGCAGTTAATAATTAATGGCTC
Exon 36 R AAACATTCAAATTGTTTCCTTACC
Exon 37 F CTTTGCGACAGTATGAGGTTTAGA
Exon 37 R TGAAGGATCACTTAAAAGCATTTGT
Exon 38 F TTCACATCAAAACCACAAATTTATG




Exon 38 R

GCAAAACAAATTCCAGATCTGTAAT

Exon 39 F TCAATGAAACAAGTAGGTCAGGTTT
Exon 39 R CATTATTTTGCATTTTCACAACTGT
Exon 40 F CCTGTTGATGCACTTTAAAGAAGG
Exon 40 R TGACCTACTTACCTCAAACCATCAG
Exon 4l F TTTTGATGCTTGACATAGTGGAC
Exon 41 R CACATCTGAGGTCAGTGGTTATC
Exon 42 F TATGAGCCCTGATGTTGGTC
Exon 42 R CAATTAAATAAAAATGAAGCTGCTG
Exon 43 F TTTTCTTTGCAATGTCTGGACC
Exon 43 R GGTGAAAATTATAGGAGGTTTGCC
Exon 44 F TTCAAGGGAAATGAGTTAACTCG
Exon 44 R TGAAAGATTTAAAGAGCATTTGGA
Exon45F TTTTCTTTTCTTAACAGGAAGTTGC
Exon 45 R TGCTGATGCAATAACAATTATGC
Exon 46 F AAAGTGGAGGAGAACATTAAGGC
Exon 46 R AATCCCATAAGAGGGGTGTG
Exon 47 F TTTGAAAGCACAGATTTTATGGAG
Exon 47 R AAGATCTTCCTTATGAATTATCAACAG
Exon 48 F ATATTCAATTCAGAATGGTTAGGGA
Exon 48 R CTGTGACACATGAAGTGCAAAGAT
Exon 49 F CTTTATGGTTCTAGGGAGGTAATGG
Exon 49 R GACACTGGAAAGTTCAGAGAAAATG
Exon 50 F TTCAGTTCCAAGGTATTTGTGTC
Exon 50 R TGTTACCATCATTCACATCATTG
Exon 51 F TAAAAATACATGAGCCAAACTGAAA
Exon51 R TTCATACACACGAGCTATTTCAAAA
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Parkinson’s disease (PD) is associated with an increased stroke risk without relationship
with coronary artery disease (CAD).! To date, little is known about the influence of PD-
related genes in the vascular risk of these patients. This work aims to determine whether

the vascular risk differs between sporadic/familial PD forms and controls.

We recruited 355 patients with sporadic PD (sPD), 38 with GBA4-associated PD (GBA-
PD), 36 with LRRK?2-associated PD (LRRK2-PD), 23 with PRKN-associated PD
(PRKN-PD) and 620 controls. Demographic, clinical, and vascular risk factors data
were collected. The presence of vascular events (ischemic stroke and CAD) were
determined by clinical interview and consulting electronic medical records. We applied
multivariate logistic regression and Cox regression analyses. In a confirmatory analysis,
we repeated our multivariate analysis only with subjects who had a neuroimaging test
(CT or MRI) available in their electronic records. The mutational screening of PRKN,
GBA, and LRRK? genes was previously performed using a combination of high-

resolution melting and direct DNA resequencing (Supplementary Material).?

sPD patients were significantly older than controls and GBA-PD. PRKN-PD had a lower
rate of arterial hypertension. There were no other differences in vascular risk factors
among groups (Table S1). PRKN-PD showed a significantly younger PD onset and
longer disease duration than the other groups, and GBA-PD had a younger disease onset

than sPD (Table S4-S6). However, there were no differences in other PD features.

The prevalence of ischemic stroke differed among groups, and this difference was
statistically significant after controlling for sex, age, and vascular risk factors (Table S7-
S8). However, no differences in CAD were found among groups. LRRK2-PD had the
highest proportion of stroke (13.8%), followed by PRKN-PD and sPD (8.6% and 5.6%,
respectively). LRRK2-PD showed a significantly increased risk of stroke compared with

controls (OR 5.1; 95% CI 1.7-15.3; p=0.004), whereas there were no significant
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differences in the other PD cohorts (Figure 1A). In our confirmatory analysis, we
corroborated the previous finding. Interestingly, in that analysis sPD also showed a
marginally significant increased risk of stroke compared with controls (OR 1.8; 95% CI
0.99-3.2; p=0.05) (Figure 1B). There was statistically significant difference in the
survival distribution for ischemic stroke among groups (Figure 1C). The increased risk
of stroke in LRRK2-PD was associated with a younger age at stroke compared with

controls, a finding supported by our confirmatory analysis (Figure 1D).

Our results are aligned with previous studies.*> A meta-analysis concluded that the
overall PD group had a 1.7-fold increase in the risk of stroke compared with controls,
without differences in CAD.! In our study, sPD showed a similar increase in the stroke
risk, although this association was marginally significant. LRRK2-PD showed a 5.1-fold
increase in the risk of ischemic stroke after controlling for potential confounding
factors. These results might be related to a different pathophysiology of stroke in certain
PD subtypes compared with controls. A link between these brain disorders has been
proposed, beyond the classical risk factors; considering the role of oxidative stress,
neuroinflammation, altered lipid metabolism, among others.® Interestingly, it has been
suggested that pathogenic variants of LRRK2 might contribute to post-ischemic brain

damage and neuroinflammation.’

In conclusion, LRRK2-PD patients may show an increased risk of ischemic stroke, with
no differences in CAD. The sporadic forms of PD might have a higher cerebrovascular
risk than controls. Conversely, GBA-PD and PRKN-PD patients showed a similar
vascular risk to controls. Our results support the idea that mechanisms other than
classical vascular risk factors might be involved in the cerebrovascular disease of those

patients. Prospective studies are needed to confirm these findings.
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Detailed introduction, methods, results, and discussion are included as Supplementary

Material.
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Figure legends
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Figure 1. Multivariate logistic regression and Cox regression model to determine the

association between the occurrence of ischemic stroke and the study groups.

(A) Forest plot with adjusted odds ratio and confidence intervals of symptomatic

16 ischemic stroke within the disease groups compared with controls. (B) Forest plot with
18 adjusted odds ratio and confidence intervals of neuroimaging-confirmed ischemic stroke
20 within the disease groups compared with controls. (C) Survival plots of symptomatic
ischemic stroke in the Parkinson’s disease groups and controls. Lines represent the

25 cumulative event-free survival in years of age. (D) Survival plots of neuroimaging-

27 confirmed ischemic stroke in the Parkinson’s disease groups and controls. Lines
represent the cumulative event-free survival in years of age. OR, odds ratio; CI,

32 confidence interval; sPD, patients with sporadic Parkinson’s disease; LRRK2-PD,

34 patients with LRRK2-associated Parkinson’s disease; GBA-PD, patients with GBA-
associated Parkinson’s disease; PRKN-PD, patients with PRKN-associated Parkinson’s

39 disease.
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Figure 1. Multivariate logistic regression and Cox regression model to determine the association between the
occurrence of ischemic stroke and the study groups. (A) Forest plot with adjusted odds ratio and confidence
intervals of symptomatic ischemic stroke within the disease groups compared with controls. (B) Forest plot
with adjusted odds ratio and confidence intervals of neuroimaging-confirmed ischemic stroke within the
disease groups compared with controls. (C) Survival plots of symptomatic ischemic stroke in the Parkinson’s
disease groups and controls. Lines represent the cumulative event-free survival in years of age. (D)
Survival plots of neuroimaging-confirmed ischemic stroke in the Parkinson’s disease groups and controls.
Lines represent the cumulative event-free survival in years of age. OR, odds ratio; CI, confidence interval;
sPD, patients with sporadic Parkinson’s disease; LRRK2-PD, patients with LRRK2-associated Parkinson’s
disease; GBA-PD, patients with GBA-associated Parkinson’s disease; PRKN-PD, patients with PRKN-
associated Parkinson’s disease.
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Supplementary Material
Supplementary introduction

Parkinson’s disease (PD) is the most prevalent neurodegenerative disorder, after
Alzheimer’s disease.! Although the pathological hallmarks of the disease (Lewy pathology,
a-synuclein accumulation, midbrain dopaminergic cell degeneration) are well-known, the
etiopathogenesis of PD remains unclear.>* A multifactorial model has been proposed in
which genetic and environmental factors modulate the risk of developing PD.3 Several
authors have stated that a different approach is needed, considering that PD is not a single
disease but various entities that converge in dopaminergic cell degeneration.*

Numerous epidemiological and observational studies have linked vascular events with
PD,> 13 with a number of studies describing the influence of stroke and myocardial
infarction on mortality among PD and other parkinsonian syndromes, sometimes with
controversial results.>~” Other studies have attempted to clarify whether PD is a risk factor
for developing a vascular event. Whereas a number of authors have found no differences
between patients with PD and controls in terms of cumulative stroke incidence or have
found a reduced risk of stroke among patients with PD,%° other studies have reported an
increased risk of stroke in PD.!%"13 Regarding coronary artery disease (CAD) in PD, studies
with large cohorts have shown controversial results.!%!3-14 A prospective study in a
Taiwanese population showed an increased risk of acute myocardial infarction in patients
with PD, while a European epidemiological study reported no differences between PD and
controls in the proportion of CAD.!%!4 A recent meta-analysis concluded that PD is
associated with an increased risk of stroke.!> Nevertheless, the authors found no
relationship between PD diagnosis and CAD or cardiovascular mortality. Malek et al.
reported an association between cerebrovascular disease and motor/cognitive features in
patients with recently diagnosed PD.!¢ It has been suggested that aspects other than the
classical risk factors might influence the link between PD and vascular disease (e.g.,
altered glucose and lipid metabolism, oxidative stress, and neuroinflammation).!” A
number of studies have proposed a possible cardioprotective effect of various proteins
related to PD etiology (such as Parkin, DJ-1, and PINK1), whereas other studies have
suggested that the leucine-rich repeat kinase 2 (LRRK?2) gene could contribute to post-
ischemic neural damage and neuroinflammation.'#-2° Furthermore, a genome-wide
association study showed that certain genes were shared between ischemic stroke and
PD,?! supporting the idea of common molecular pathways between the two diseases.
Pathogenic variants in LRRK?2, Parkin (PRKN) and glucocerebrosidase (GBA) genes are
considered the main genetic factors that predispose individuals to the development of PD.?
Various studies have described the specific clinical phenotypes of these patients.?>?3 Other
specific clinical features have been shown in the familial forms of PD; for instance, an
increase in certain types of cancer among patients with LRRK?2 mutations compared with
idiopathic PD.?* Surprisingly, survival studies among familial and sporadic forms of PD
have shown controversial results, suggesting that other factors might play a role in their
survival.?>26 Finally, a specific serum lipid profile was described in a statin-free study in
PD patients with GBA mutations compared with other forms of PD.?” To date, little is
known about the influence of PD-related genes in vascular disease. Given the reported

1
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association between cerebrovascular events and PD, the present study is aimed at
determining whether the vascular risk differs between sporadic and familial forms of PD.

Supplementary Methods
Participants

We conducted this study with patients with PD recruited from the Movement Disorder
Clinic at Hospital Universitario Virgen del Rocio in Seville, Spain. PD was diagnosed
following the Movement Disorder Society Clinical Diagnostic Criteria.?® We recruited
controls from the same geographical area and did not include those who had any
neurodegenerative disorder, a family history of PD or a pathogenic variant in PRKN, GBA
or LRRK?2. Patients with PD with known mutations in PD-related genes other than PRKN,
GBA or LRRK?2 were neither included in the study. We classified the patients with PD
based on their genetic status: patients with LRRK2-associated PD (LRRK2-PD), patients
with GBA4-associated PD (GBA-PD), patients with PRKN-associated PD (PRKN-PD) and
patients with sporadic PD (sPD). All genetic variants were classified in accordance with
the American Society of Human Genetics guidelines. All the individuals considered for the
study were Caucasian to avoid ethnic influences. We included a total of 1108 individuals
and divided them into 5 groups: 362 sPD, 38 GBA-PD, 36 LRRK2-PD, 23 PRKN-PD and
649 controls (Figure S1).

1108 subjects

[

23 PRKN-PD ] [ 38 GBA-PD J 36 LRRK2-PD [ 362 sPD ] [ 649 Controls ]

| ‘ | ‘ Excluded individuals due to
missing data

Vascular Risk Factors
7 sPD patients
29 Contrals
Vascular events
2 sPD patients
23 Contrals

| l | |

[ 23 PRKN-PD J [ 38 GBA-PD J 36 LRRK2-PD [ 355 sPD ] [ 620 Controls J

Figure S1. Flowchart for the distribution of the study participants. Resulting groups are represented in bold.
sPD, patients with sporadic Parkinson’s disease; LRRK2-PD, patients with LRRK2-associated Parkinson’s
disease; GBA-PD, patients with GBA-associated Parkinson’s disease; PRKN-PD, patients with PRKN-
associated Parkinson’s disease.

None of the individuals included in the study were blood relatives. All participants
underwent a clinical assessment at our centre, and we retrospectively obtained their
demographic data by reviewing their electronic medical records. Serum creatinine levels
were determined in peripheral blood and analyzed in the central laboratory of our center.
The presence of vascular risk factors (arterial hypertension, diabetes, hyperlipidemia, and
smoking habit) and vascular events (ischemic stroke and CAD) were determined in our
cohort during the clinical interview and by consulting electronic medical records.
Regarding the diagnosis of symptomatic cerebrovascular events, patients should have been

2
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diagnosed by a neurologist and events should have been confirmed by the presence of
radiological findings (cerebral infarct) on brain imaging (computed tomography, CT, or
magnetic resonance imaging, MRI). We classified the various types of ischemic strokes,
following the Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment (TOAST) classification, into 4
separate categories: lacunar infarct, atherothrombotic, cardioembolic and cryptogenic.?
We also added the category transient ischemic attack (TIA). All types of symptomatic
CAD were considered, and patients should have been diagnosed by a cardiologist.

We retrospectively reviewed all the neuroimaging tests (brain CT or MRI) available in the
subjects’ electronic records (PD patients and controls). For the neuroimaging-confirmed
analyses, we considered as a positive finding both: a) symptomatic strokes confirmed by a
neuroimaging test; and b) asymptomatic strokes diagnosed by a neuroimaging test
conducted for other reasons. White matter hyperintensities were not considered for the
analysis. In the confirmatory analysis, the resultant cohorts were: 267 controls, 257 sPD,
33 GBA-PD, 34 LRRK2-PD and 21 PRKN-PD.

The study was approved by the ethics committee of the University Hospital Virgen del
Rocio, and we obtained written informed consent from all the participants in the study.

Genetics
We isolated genomic DNA from peripheral blood samples by standard or automated
methods (DNA Isolation Kit for Mammalian Blood, Roche; MagNA Pure LC, Roche
Diagnostics, Indianapolis, IN, USA), in compliance with established protocols.

GBA screening
Polymerase chain reaction (PCR) primer couples were designed on the basis of the known
genomic sequence (NG_009783.1). To prevent amplification of the neighbouring
pseudogene, GBA was first amplified in 4 large fragments that only and specifically
amplified the functional gene but not the nearby pseudogene. For the mutational screening,
we studied isoform 1 of the GBA gene (NM_001005741. 2), which contains 12 exons,
including a noncoding exon 1. The mutational screening of all exons and intron-exon
boundaries was then performed, using a combination of high-resolution melting (HRM)
analysis and direct DNA resequencing. HRM reactions were performed on a
LightCycler480 (LC480) instrument, and HRM curve acquisition and analysis were
performed using LC480 software version 1.3 (Roche Applied Science, Indianapolis, IN,
USA). Samples showing abnormal melting profiles, including those with variants, were
sequenced on both strands using the BigDye terminator cycle sequencing kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) and resolved on an ABI3500 genetic analyzer
(Applied Biosystems).
We have adopted the conventional nomenclature, which refers to the processed protein and
excludes the 39-residue signal peptide.

LRRK?2 screening
The mutational screening of all exons and intron-exon boundaries was performed using a
HRM analysis and/or targeted resequencing. HRM reactions were performed on a
LightCycler480 (LC480) instrument, and HRM curve acquisition and analysis were

3
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performed using LC480 software version 1.3 (Roche Applied Science). All samples
showing abnormal melting profiles were sequenced by Sanger sequencing.

Targeted resequencing was performed using a customized Haloplex Target Enrichment
Panel (including LRRK?), which was designed using Agilent’s online Sure Design tool,
following the manufacturer’s protocol (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, USA).
Additionally, an extension of the first panel was designed using a customized KAPA target
Enrichment Panel, which was designed using Roche’s online HyperDesign tool, following
the manufacturer’s protocol (Roche Diagnostics). Samples were sequenced employing the
[llumina NextSeq platform (Illumina Inc., San Diego, CA, USA). Reads were mapped
against the hg38 reference genome by using the Burrow-Wheeler Aligner (BWA). Variant
calling was obtained using an in-house pipeline which takes advantage of the GATK Best
Practices workflow. Produced VCFs were processed with eVAI software (enGenome;
https://evai.engenome.com/#login) for annotation. Filtered variants predicted as pathogenic
were validated by Sanger sequencing.

PRKN screening
Mutations in PRKN were screened in all subjects using HRM as well as targeted

sequencing as described before. CNV was analysed using data from targeted sequencing as
well as MLPA analysis.

Statistical analysis
We performed group comparisons of the categorical variables using the chi-squared test or
Fisher’s exact test, as appropriate. We employed an analysis of variance (ANOVA) for
comparisons of means and applied post hoc tests when necessary. We applied logistic
regression models to determine the association between ischemic stroke or CAD and the
study groups, adjusting for potential confounding factors (sex, age, and vascular risk
factors). If an association was found, we used odds ratios (OR) to examine the risk of a
vascular event (ischemic stroke or CAD) among the various cohorts of PD compared with
the controls. We employed Cox regression analysis to examine the association between the
study groups and the occurrence of a vascular event (ischemic stroke or CAD) as a time-
dependent outcome, censoring at age during the last follow-up or age at death. To avoid
potential bias regarding stroke overdiagnosis in the PD population, we reviewed all
neuroimaging studies (CT or MRI) available in the subjects’ records conducted for any
other reason. In a confirmatory analysis, we repeated our multivariate analysis (logistic
multivariate regression and Cox regression) only with subjects who had a neuroimaging
test. We performed all the statistical analyses with IBM SPSS software (26 for Windows;
IBM, Armonk, NY, USA) and the R studio software package. A p-value < 0.05 was
considered statistically significant.

Supplementary results

Participant clinical and demographic characteristics

Figure 1 shows the final study groups. Table S1 lists the demographic and clinical
characteristics of the study groups. The LRRK2-PD group consisted on 29 LRRK?2
p-G2019S PD patients (80.6 %) and 7 LRRK?2 p.R1441G PD patients (19.4%). The list of

4
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GBA pathogenic variants considered for the inclusion of patients in the GBA-PD group is
shown in Table S2, the most frequent variant being p.N370S (34% of GBA-PD). The
PRKN-PD group contained 15 PD patients with homozygous mutations in PRKN (65.2%)
and 8 PD patients with compound-heterozygous mutations in PRKN (34.8%). The most
frequent pathogenic variant was the PRKN frameshift variant p.Asn52fs, c.155delA (43%
of PRKN-PD). The list of PRKN pathogenic variants considered for the inclusion in the
PRKN-PD group is shown in Table S3.

Table S1. Demographic and clinical data of the controls and Parkinson’s disease groups

sPD GBA-PD LRRK2-PD PRKN-PD Controls
(n=355) (n=38) (n=36) (n=23) (n=620)
Sex, 218 (61%) 24 (63%) 14 (39%) 14 (61%) 334 (54%)
n male (% male)
Age, years + SD 65.76 £11.42 59.74 £10.89 63.53 £12.01 56.61 +15.59 59.35+16.1
Arterial hypertension, n(%) 153 (43%) 19 (50%) 18 (50%) 3 (13%) 276 (45%)
Diabetes, n (%) 62 (18%) 5 (13%) 7 (19%) 2 (9%) 117 (19%)
Hyperlipidemia, n (%) 89 (25%) 9 (23%) 13 (36%) 6 (26%) 193 (31%)
Smoking habit, n (%) 108 (30%) 12 (32%) 13 (36%) 11 (48%) 219 (35%)
Serum creatinine (mg/dl), 0.88 +£0.53 0.84+0.14 0.80+0.18 0.75+0.18 0.95+0.72
mean + SD
Age at disease onset, 56.32 +£11.84 49.18 £9.98 52.23 £12.61 33.09+11.19 -
years + SD
Disease duration, 8.91+6.13 10.72 £ 7.64 11.10 £ 6.73 22.83£11.36 -
years £ SD
Hoehn & Yahr, 222+1.42 246 +0.91 2.01£2.10 2.43+0.88 -
mean = SD
LEDD, 745.18 £ 451.32 648.04 £407.86  887.63 £651.78  703.46 +471.34 -
mean £ SD

LEDD, levodopa equivalent daily dose; sPD, sporadic Parkinson’s Disease; GBA-PD, patients with GBA-
associated PD; LRRK2-PD, patients with LRRK?-associated PD; PRKN-PD, patients with PRKN-associated
PD. Data are presented as means + standard deviation (SD) or number (n) with percentage (%). §, analysis of
variance (ANOVA); T, chi-squared test.
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Table S2. The list of GBA pathogenic variants considered for the inclusion of patients in GB4A-PD

group.

Movement Disorders

Allele cDNA Protein Exon n
D409H c.1342G/C p.Asp448His 10 2
L444pP ¢.1448T/C p.Leud83Pro 11 4
N370S c.1223A/G p-Asn409Ser 10 13
S310G c.928A/G p.Ser310Gly 8 3

L29fs ¢.84dupG p-Leu29Alafs*18 3 1

R535H c.1604G>A p.Arg535His 12 1

V457D c.1487T/A p.Val496Asp 11 2
G195W ¢.700G>T p.Gly234Trp 7 1

F2131 c.754T>A p-Phe2521le 7 2
R262C c.901C>T p.Arg301Cys 8 1

E326K c.1093G>A p-Glu365Lys 9 8

Table S3. The list of PRKN-PD patient with the cigosity and mutation found in each patient

PRKN-PD patient Cigosity Mutation
1 Homozygous p-Asn52fs; c.155delA
2 Homozygous p.Gly430Ser; c.1288 G>A
3 Homozygous p.Trp74fs; ¢.220 221dupTG
4 Homozygous Complete deletion of exon 3 in heterozigosity and
complete deletion of exon 4 in homozygosity
5 Homozygous Complete deletion of exon 5 and 6
6 Homozygous p.Trp74fs; ¢.220 221dupTG
7 Compound heterozygous p-Asn52fs; c.155delA
Complete deletion of exon 3 and 4
8 Homozygous p.Asn52fs; c.155delA
9 Homozygous p.Asn52fs; c.155delA
10 p.Trp74fs; ¢.220 221dupTG
Compound heterozygous Complete deletion in exon 8 and 9
11 Homozygous p-Trp74fs; ¢.220 221dupTG
12 Homozygous p-Asn52fs; c.155delA
13 Arg275Trp, ¢.823C>T
Compound heterozygous Com{))letegdeletigfl of exon 3 and 4
14 Homozygous p.Thr415Asn; ¢.1244C>A
15 p-Asn52fs; c.155delA
Compound heterozygous . 1286-2AST
16 Homozygous p.Asn52fs; c.155delA
17 Compound heterozygous p-Thr415Asn; ¢.1244C>A
p-Asn52fs; c.155delA
18 Homozygous p.Arg275Trp","c.823C>T
19 Compound heterozygous p-Asn52fs; c.155delA
Complete deletion of exon 5 and 6
20 p-Trp74fs, c.220 221dupTG
Compound heterozygous c.1286.3C>G
21 Homozygous p.-Trp74fs, ¢.220 221dupTG
22 Compound heterozygous Complete deletion in exon 8 and 9
Complete deletion in exon 3 and 4
23 p-AsnS2fs; c.155delA

Homozygous

There were statistically significant differences among groups in terms of age. The post hoc

test applied to study age among the groups showed that sPD patients were significantly
older than controls and GBA-PD patients (Table S4). However, there were no statistical
differences in age between either familial PD groups and controls or between the LRRK?2-

6
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PD group and the sPD. LRRK2-PD had a female predominance (61%), whereas the GBA-
PD, sPD, PRKN-PD, and controls had a male predominance (63%, 61%, 61% and 54%,
respectively). In comparison to other groups, PRKN-PD had a lower rate of arterial
hypertension. However, there were no other differences in vascular risk factors or serum
creatinine levels between the groups (Table S1). PRKN-PD patients showed a significantly
younger onset of PD than the other PD groups, and GBA-PD had a younger onset of
disease than sporadic PD. There were no differences between LRRK2-PD and either
sporadic or GBA-PD (Table S5). There were statistically significant differences in disease
duration between the PRKN-PD group and the other PD groups (Table S6). However, there
were no differences in terms of dopaminergic treatment (levodopa equivalent daily dose)
or disease severity (Hoehn & Yahr scale) among groups.

Table S4. Games-Howell post hoc comparisons for age among study groups

95% CI for Mean
Difference
Comparison Dilf\;[eertllllce Lower Upper SE t Df P value
Controls - sPD -6.414 -8.838 -3.990 0.887 -7.233 929.803 <0.01 **
Controls - GBA -0.388 -5.723 4.947 1.882 -0.206 47.559 1.000
Controls -LRRK2 -4.179 -10.168 1.811 2.103 -1.987 42.691 0.290
Controls -PRKN 2.740 -7.037 12.518 3.317 0.826 23.778 0.920
sPD - GBA 6.027 0.724 11.329 1.868 3.226 46.146 0.019 *
sPD - LRRK? 2.236 -3.725 8.196 2.091 1.069 41.677 0.821
sPD - PRKN 9.155 -0.607 18.916 3.309 2.767 23.551 0.073
GBA - LRRK? -3.791 -11.265 3.683 2.669 -1.420 70.382 0.617
GBA - PRKN 3.128 -7.513 13.769 3.702 0.845 35.083 0.915
LRRK?2 - PRKN 6.919 -4.010 17.848 3.819 1.812 38.350 0.382

*p <0.05, ** p<0.01. sPD, sporadic Parkinson’s disease; GBA, patients with GBA-associated PD; LRRK?2, patients with
LRRK?2-associated PD; PRKN, patients with PRKN-associated PD.

Table S5. Tukey post hoc comparisons for age at disease onset among study groups

95% CI for Mean
Difference

Comparison Dilf\i/'{;ilrllce Lower Upper SE t P value
sPD - GBA 7.137 1.972 12.301 2.003 3.564 <0.01**

sPD - LRRK? 4.092 -1.268 9.453 2.079 1.969 0.20
sPD - PRKN 23.234 16.725 29.743 2.524 9.205 <0.01**

GBA - LRRK?2 -3.044 -10.130 4.041 2.748 -1.108 0.69
GBA - PRKN 16.097 8.107 24.087 3.098 5.195 <(0.01**
LRRK2- PRKN 19.142 11.023 27.260 3.148 6.080 <0.01**

** p <0.01. sPD, sporadic Parkinson’s disease; GBA, patients with GBA4-associated PD; LRRK?2, patients with LRRK?2-
associated PD. PRKN, patients with PRKN-associated PD. P-value and confidence intervals adjusted for comparing a
family of 3 estimates (confidence intervals corrected using the tukey method).

Table S6. Games-Howell post hoc comparisons for disease duration among PD groups

95% CI for Mean
Difference

Comparison Dilt}i/'{eerillllce Lower Upper SE t Df P value

sPD - GBA -1.807 -5.394 1.780 1.337 -1.352 39.069 0.54

sPD - LRRK? -2.260 -5.406 0.886 1.176 -1.921 41.951 0.24
sPD - PRKN -13.919 -20.531 -7.307 2.389 -5.826 22.958 <0.01%**

GBA - LRRK2 -0.452 -4.961 4.056 1.711 -0.264 67.435 0.99
GBA - PRKN -12.112 -19.375 -4.849 2.693 -4.497 35.062 <0.01**
LRRK2- PRKN -11.659 -18.750 -4.569 2.617 -4.455 32.038 <0.01 **

** p <0.01. sPD, sporadic Parkinson’s disease; GBA, patients with GBA-associated PD; LRRK?2, patients with LRRK2-
associated PD. PRKN, patients with PRKN-associated PD.
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Multivariate logistic regression models assessing the risk of stroke and CAD
The prevalence of ischemic stroke differed among the groups, and this difference was
statistically significant after controlling for sex, age, and vascular risk factors (Table S6).
Intergroup comparisons showed that the prevalence of ischemic stroke in the LRRK2-PD
group was significantly higher after adjusting for potential confounders (Table S7). All the
LRRK2-PD patients with stroke carried the p.G2019S mutation. Although the prevalence
of CAD in the PRKN-PD group was slightly lower than in the others, this difference was
not significant (Table S6).

Table S7. Prevalence and characteristics of vascular events (ischemic stroke and coronary
artery disease) in Parkinson’s disease groups and controls

sPD GBA-PD LRRK2-PD PRKN-PD Controls -
(n= 355) (n=38) (n=36) (n=23) (n=620)  value
Is"""‘;"’(’;)s’"’ke’ 20 (5.6%) 1 (2.6%) 5 (13.8%) 2 (8.6%) 21 (3.4%)  0.02%
Age at stroke, years 66.1£122 48 61.8+152 73.0+8.5 70.1£123 0478
mean = SD
NIHSS, mean + SD 9.7+63 2 3.0+2 40+£28 22+1.6 0391
Type of stroke, n
T4 1 1 0 0 2 -
Lacunar 13 - 3 1 5 -
Atherothrombotic 1 - 0 0 5 -
Cardioembolic 4 - 0 0 5 -
Cryptogenic 1 - 2 1 4 -
CAD, n (%) 21 (5.9%) 2 (5.3%) 4(10.8%) 1 (4.3%) 48 (7.8%)  0.83*
Age at CAD, years 67.7+10.3 51.5+4.9 623+32 68 69.2+10.5 0.08%

mean = SD
sPD, sporadic Parkinson’s disease; GBA-PD, patients with GBA4-associated PD; LRRK2-PD, patients with LRRK2-
associated PD; PRKN-PD, patients with PRKN-associated PD; CAD, coronary artery disease; TIA, transient ischaemic
attack; NIHSS, National Institutes of Health Stroke Scale. *Logistic regression model adjusted by sex, age and vascular
risk factors. §, analysis of variance (ANOVA). 1, Welch’s test

Table S8. Multivariate logistic regression model comparing ischemic stroke prevalence among the
different Parkinson’s disease groups and controls.

Page 18 of 23

B Standard | yv.q | df | pvae | OR 5% Cl
error Lower Upper
Study group 10.33 4 0.02%* - - -
sPD 0.51 0.34 2.33 1 0.10 1.7 0.90 3.32
GBA-PD -0.06 1.05 0.00 1 0.95 0.9 0.12 7.36
LRRK2-PD 1.57 0.56 7.96 1 0.004** 5.1 1.70 15.30
PRKN-PD 1.39 0.83 2.86 1 0.07 49 0.94 25.71

*p <0.05; ** p <0.01. Logistic regression model adjusted for age, sex and vascular risk factors. CI, confidence
interval; sPD, sporadic Parkinson’s disease; GBA-PD, patients with GBA-associated PD; LRRK2-PD, patients with
LRRK?2-associated PD; PRKN-PD, patients with PRKN-associated PD.

No differences in terms of the age at stroke or the clinical severity of stroke were observed
among the groups. When we classified the various types of ischemic stroke, we observed a
predominance of lacunar infarction in the LRRK2-PD and sPD groups. Although no
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differences in age at CAD were observed, the controls showed the highest age at the time
of the cardiovascular event.

Cox regression analyses
We plotted survival curves for age at diagnosis of ischemic stroke and CAD for each
cohort. There was a statistically significant difference in the survival distribution for
ischemic stroke among the groups (Wald test 13.0, p =0.011). Figure 1C shows that the
increased risk for ischemic stroke in the patients with LRRK2-PD was associated with a
younger age at stroke in that cohort. Patients with PRKN-PD also showed a different
survival curve compared with controls. In our confirmatory analyses, the multivariate cox
regression model confirmed the different survival curves for age at diagnosis of ischemic
stroke of LRRK2-PD and PRKN-PD patients compared with controls (Figure 1D).
Although PD patients showed lower age at CAD than controls, no significant differences
were found in the survival distribution for CAD (Figure S2).

Coronary artery disease

10 R ——
- th Controls

‘««.L 3 1 ~I1 Sporadic PD
T 1GBA PD
08 H‘l | —MLRRK2 PD
I_‘ | PRKN PD

B

p=057 ‘

04

Cumulative survival

00
0 20 40 60 80 100

Age (years)

Figure S2. Survival plots of cardiovascular events in the Parkinson’s disease groups and controls. Lines
represent the cumulative event-free survival in years of age. sPD, patients with sporadic Parkinson’s disease;
LRRK2-PD, patients with LRRK2-associated Parkinson’s disease; GBA-PD, patients with GBA-associated
Parkinson’s disease; PRKN-PD, patients with PRKN-associated Parkinson’s disease.

Intragroup comparisons of subjects with and without stroke
Finally, we compared the characteristics of subjects with and without stroke within each
group (Table S8). Controls and PRKN-PD patients who had a stroke were significantly
older. LRRK2-PD and sPD who had a stroke were older, though this difference was not
statistically significant. sPD patients and controls with stroke showed a significantly higher
proportion of arterial hypertension and hyperlipidemia than sPD and controls without a
stroke. Regarding the PD characteristics, there were no differences in terms of PD severity
or dopaminergic treatment among those who had a stroke and those who did not. PRKN-
PD patients who had a stroke showed a significantly longer disease duration than those
who did not. In the other groups, however, there were no differences in disease duration.
The age at disease onset in LRRK2-PD patients who experienced a stroke was significantly
higher than in those who did not. The Hoehn & Yahr stage was higher in PRKN-PD
patients who had a stroke than in those without it, and this difference was marginally
significant.
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Table S9. Intragroup comparison of subjects with and without stroke

Sporadic PD (n= 355)

GBA-PD (n=38)

LRRK2-PD (n=36)

PRKN-PD (n=23)

Controls (n= 620)

Page 20 of 23

Ischemic stroke Yes No P Yes No p Yes No P Yes No D Yes No P
Sex, nmale (% male) | 12(60%) 206 (62%) 0.89+ 1(100%)  23(62%)  0.99% 2(40%)  13(41%)  0.99% 1 (50%) 13 (61%) 0.99% 16 (71%)  319(53%)  0.10%
70.0 + 59.97 + 62.9 + 547+ 69.9+
Age, years + SD 103 655+ 114  0.09§ 51 10,94 - 72.8+10.9 s 006§ | 76.0+8.5 1.6 0.05§ 16 59.0+16.1  <0.01§
Arterial Z{{,}j"e’”w”’ 17 (85%) 136 (41%)  <0.01% 0 (0%) 19(51%)  0.99% 4 (80%) 14 (45%)  0.34% 1 (50%) 2 (10%) 0.25% 16(76%) 4§65% vy <001t
0, ,D7/0
Diabetes, n (%) 3(15%) 59 (18%) 0.76+ 0 (0%) 5 (13%) 0.99% 1 (20%) 6(19%)  0.99% 1 (50%) 1 (5%) 0.17% 6(29%)  111(19%)  0.248%
Hyperlipidemia, n (%) | 9(@45%) 80 (24%) 0.03+ 1(100%) 8 (22%) 0.24% 2(40%) 11 (35%)  0.99% 1 (50%) 5 (24%) 0.46% 11(52%) 182 (30%)  0.03%
Smoking habit, n (%) 7(37%) 100 (30%) 0.55+ 0 (0%) 12(32%)  0.99% 1(20%)  12(39%)  0.63% 1 (50%) 10 (48%) 0.99% 10 (48%) 209 (35%)  0.23%
Serum creatinine 0'362* 0.88+0.5 0.56§ 1.06 0.83+0.14 . 076+0.2 08+02 071§ | 0.64+£0.18 076+0.18  0.39§ 1,(;4;1 095+0.7 041§
Age at PD onset, years 59.9 + 503+ 33.0+
Sp 4 56.1+11.8  0.16§ 46 493 +10.1 - 63.8+10.9 o 0.02§ 7 33.0+10.8  0.99§
Disease dzglg‘)”’ Years 1 92474 89+6.1 0.85§ 6 10.8+7.7 - 82+4.1 116470 030§ | 405219 21.1+9.1 0.02§
Hoehn & Ygﬁ’)” mean® | 53,08 2214 0.83§ 2 25409 . 26+ 1.1 19+23 026§ | 3.75+18 23+07 0.09§
7275+ 746.2 + 659.6. + 815.6 + 899.6 + 576.5 + 716.7 +
LEDD, mean & SD 265.7 460.3 0.86§ 775 409.7 . 539.5 676.0 0.85§ 235.5 489.7 0.96§

LEDD, levodopa equivalent daily dose; PD, Parkinson’s disease; GBA-PD, patients with GBA-associated PD; LRRK2-PD, patients with LRRK2-associated PD; PRKN-PD, patients with PRKN-associated

PD. Data are presented as means =+ standard deviation (SD) or number (n) with percentage (%). §, analysis of variance (ANOVA) or Kruskal-Wallis test as appropriate; T, chi-squared test; ¥, Fisher’s

exact test. Bold values denote statistical significance at p<0.05
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Supplementary discussion

Our study specifically described the diverse cerebrovascular and cardiovascular risk among
patients with PD according to their genetic background, thereby helping to understand the
possible link between stroke and PD etiology. Our main finding was that patients with
LRRK2-PD showed an increased risk of ischemic stroke. These cerebrovascular events
tended to occur at a younger age than in controls. However, no differences in CAD were
found between the familial and sporadic forms of PD as well as controls.

The results of our study are aligned with those of previous studies.!?-1%15 Interestingly, in
our confirmatory analysis, the increased risk of ischemic stroke in the sPD group compared
with controls was marginally significant (adjusted OR 1.8; 95% CI 0.99-3.2; p=0.05).
Although the PRKN-PD group also showed a non-significant increased risk of stroke, this
finding was not confirmed in our confirmatory analysis. The LRRK2-PD group showed a
5.1-fold increase in the risk of ischemic stroke compared with controls. This increased risk
seems to be particularly relevant in those LRRK2-PD patients who carried the p.G2019S
mutation and with a late-onset disease. Although both sPD patients and controls who had a
stroke showed higher rates of arterial hypertension and hyperlipidemia than those sPD
patients and controls without stroke, there were no significantly differences in vascular risk
factors within the LRRK2-PD group (Table S9). These results might be related to a
different pathophysiology of stroke in some PD patients compared with controls.!%-20-30-32
Considering the role of LRRK?2 in neuroinflammation, a plausible explanation for the
increased risk of stroke in our patients with LRRK2-PD could be related to a pro-
inflammatory state that might contribute to small-vessel infarction.

A recent study showed higher triglyceride levels in LRRK2-PD compared with sPD with
no relationship between metabolic syndrome and PD features.?? In contrast, our group
previously reported lower levels of serum lipoproteins and cholesterol in GBA-PD patients
compared with controls and other PD forms in a statin-free study. Interestingly, there were
no differences between LRRK2-PD patients and sPD or controls.?” In our cohort, the
proportion of hyperlipidemia was slightly lower in the GBA-PD group than in the other PD
groups; however, no statistically significant differences were found between the groups
(Table S1). Our results after conducting a multivariate analysis support the idea that
mechanisms other than classical vascular risk factors might influence the described
increased risk of stroke in PD.!>

Regarding the type of stroke, we found that patients with sPD and those with LRRK2-PD
showed a predominance of symptomatic lacunar infarction. These results are in line with a
previous study in which no differences were found between patients with PD and controls,
either in carotid artery arteriosclerosis or in the intima-media thickness.** Our confirmatory
analysis also showed an increased stroke risk in LRRK2-PD and sPD compared with
controls when both symptomatic and asymptomatic events were considered. In line with
our results, Patel et al. reported that patients with PD showed an increased number of
cerebrovascular disease events (both clinically and radiologically diagnosed) but showed
no differences in vascular risk factors compared with controls.!! In this study, however, a
higher frequency of radiological small-vessel infarcts was reported in the controls
compared with PD patients, as opposed to our findings. In contrast, a recent South Korean

11
John Wiley & Sons



oNOYTULT D WN =

Movement Disorders

nationwide study showed an increased risk of atrial fibrillation in PD, especially in those
with an early age at disease onset.?> Furthermore, LRRK?2 has been proposed as a possible
gene related to atrial fibrillation maintenance.?® Our main results do not support a possible
link between cardioembolic stroke and PD, either in patients with sporadic or familial
forms of PD.

No significant differences were found in CAD among the groups. As we mentioned above,

these results are in line with previous studies, including a recent meta-analysis.!%13
However, other studies with large cohorts have reported an increased risk of CAD in
patients with PD.!314 These conflicting results could be explained by ethnic differences
between the populations or different diagnostic criteria for the participants included in
those studies.

Our study has limitations. First, the retrospective nature of our study requires our results to

be interpreted cautiously, understanding their preliminary nature. Although we confirmed
ischemic stroke with radiological findings, and vascular risk factors were included in our
logistic model, certain factors out of our control (such as diet or statin doses) might have

influenced our findings. Second, given that we did not consider asymptomatic PRKN, GBA
or LRRK? carriers for the study, it was not possible to determine the risk of vascular events

in these individuals. Further prospective studies within those populations would be
necessary to determine the role of these genes in their vascular disease risk, regardless of
PD neurodegeneration. Finally, our study was not designed to reach conclusions regarding
cardiac abnormalities other than symptomatic myocardial infarction.
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6. DISCUSION

En este apartado se procederd a realizar una discusién general de los resultados
obtenidos en los trabajos que conforman esta tesis.

A pesar de un amplio conocimiento de los fenotipos clinicos y de los hallazgos
neuropatoldgicos, aun se desconocen muchos aspectos de la etiopatogenia de la EP.
Diversos mecanismos fisiopatoldgicos se creen implicados en esta y se propone que
deben ser estos las dianas terapéuticas de futuras terapias modificadoras de la
progresién en la EP. Mientras algunos mecanismos se han evidenciado alterados en
algunas formas concretas, el estrés oxidativo es considerado uno de los implicados de
manera generalizada en la neurodegeneracion de las diversas formas de EP. A pesar de
existir resultados previos contradictorios en la relacién de la bilirrubina sérica y la EP, en
nuestra poblacidn los niveles de bilirrubina total sérica (molécula considerada un
antioxidante enddgeno) se encuentran aumentados en pacientes con EP. Los niveles
aumentados de bilirrubina se encuentran inversamente relacionados con los afios de
evolucién de enfermedad, siendo mayores los niveles en pacientes en estadio leve a
moderado de la enfermedad. Sin embargo, no parece existir relacién entre los niveles
séricos de bilirrubina y el tratamiento dopaminérgico. Estos hallazgos pueden reflejar el
papel que juega el estrés oxidativo en las fases iniciales de la enfermedad. En esta linea,
se ha propuesto que los niveles de bilirrubina sérica pueden servir de marcadores de la
expresion de la HO-1, isoforma inducible de esta enzima oxidativa cuya sobreexpresién
se ha demostrado en células gliales y neuronas de la SNpc de pacientes con EP. Debido
a la relacion planteada entre la fisiopatologia de la enfermedad de Alzheimer y la
expresion de HO-1 en la neuroglia de estos pacientes (Si y cols, 2020), nuestros
resultados plantean como futura linea de investigacién la necesidad de explorar la
posible relacion entre el deterioro cognitivo en la EP y la expresién de HMOX1, los
niveles de HO-1y los niveles plasmaticos de bilirrubina.

Por otro lado, la alteracion del metabolismo lipidico y su estrecha relaciéon con los
sistemas lisosomal y de autofagia ha generado la hipdtesis de que al menos
determinadas formas de la EP puedan corresponder a una lipidopatia inducida por una
disfuncién proteica y no a una simple proteinopatia. En este sentido, nuestros hallazgos
en pacientes con EP-GBA apoyan la hipotesis de una alteracién del metabolismo lipidico
como mecanismo fisiopatoldgico concreto en esta forma de EP. A pesar de existir en
nuestra poblacidn general de pacientes con EP unos niveles disminuidos de colesterol
total y lipoproteinas de baja densidad; cuando estratificamos nuestra cohorte en
funcién de su etiologia genética encontramos que estos niveles bajos se evidenciaban
especificamente en los pacientes con EP-GBA; existiendo esta tendencia en formas
esporadicas, aunqgue sin ser significativa. Ello apoya la necesidad de una clasificacion de
los pacientes con EP en funcidn de su fisiopatologia subyacente a la hora de buscar una
terapia modificadora del curso de la enfermedad, pudiendo ser los biomarcadores de
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esta fisiopatologia una herramienta util en la estratificacion, seleccidén o seguimiento en
la respuesta de futuras terapias. Nuestros resultados han generado futuras lineas de
investigacion donde se estudiaran la relacion del perfil lipidico sérico ampliado y las
caracteristicas clinicas de los pacientes con EP-GBA; asi como con la relacién de la
actividad GCasa en medios celulares de estos pacientes obtenidos mediante cultivo de
fibroblastos.

Finalmente, en nuestra cohorte hemos confirmado la existencia de un mayor riesgo de
evento cerebrovascular (ictus isquémico) en pacientes EP comparados con controles, sin
existir mayor riesgo cardiovascular. Los pacientes con EP-LRRK2 (mayoritariamente
portadores de la mutacion G2019S) han mostrado un aumento de riesgo significativo
para ictus isquémico comparado con controles sanos de la misma area geografica, sin
evidenciar un incremento en el riesgo de cardiopatia isquémica. Este incremento del
riesgo cerebrovascular comparado con sujetos sin enfermedad neurodegenerativa, se
observa de manera no significativa en pacientes con EP esporadica; sin embargo, no se
evidencia en pacientes con EP-GBA o EP-PRKN. Nuestros resultados sugieren que las
formas familiares de EP pueden presentar un riesgo cerebrovascular diferente a las
formas esporadicas de la enfermedad y a la poblacién general; sin que exista una
diferencia significativa en los factores de riesgo vascular clasicos. Estos hallazgos apoyan
la hipdtesis de que otros mecanismos fisiopatoldgicos pueden explicar la relacién entre
las formas esporadicas y familiares de la EP y el riesgo cerebrovascular especifico de
estas Futuros trabajos que analicen la enfermedad cerebrovascular en resonancia
magnética cerebral de portadores asintomaticos de mutaciones en LRRK2 permitiran
conocer el riesgo vascular en estos pacientes independientemente de Ia
neurodegeneracién propia de la EP. Adicionalmente, otra futura investigacidn planteada
a raiz de nuestros hallazgos es la estimacidn ultrasonografica del grosor intima-media
de la arteria carétida interna en pacientes con EP esporadica y familiar, permitiendo
determinar si las diferencias genéticas de los pacientes con EP influyen no solamente en
su perfil lipidico sérico sino en manifestaciones vasculares sistémicas que puedan jugar
un papel en el diverso riesgo vascular descrito.

A continuacidn, se detallaran los aspectos especificos de los resultados obtenidos en los
diferentes trabajos cientificos presentados.

Estudio del papel de |a bilirrubina sérica en la enfermedad de Parkinson

Para atender a los tres primeros objetivos especificos planteados en esta tesis, se
compararon los niveles séricos de bilirrubina total entre pacientes con EP y controles
sanos, evidencidndose unos niveles elevados de bilirrubina en sujetos afectos por EP.
Este resultado se mantuvo estadisticamente significativo en un modelo creado pareado
por sexo y edad, tras corregir por posibles factores de confusién. Identificamos también
gue los niveles de bilirrubina eran mayores en los primeros afios de la enfermedad y que
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disminuian con la progresidn de la misma, siendo este hallazgo independiente del sexo
y del tratamiento dopaminérgico. Esta es la primera asociacién demostrada entre
niveles séricos de bilirrubina y progresién de la EP. A pesar de no observar una
correlacién directa entre los niveles del biomarcador sérico y la severidad de la
enfermedad (objetivada mediante la escala de HY), encontramos que los pacientes con
EP en estadios iniciales (HY < 3, funcionalmente independientes) presentaban niveles
significativamente mayores que los controles. Este resultado se encuentra en linea con
el estudio de Lee y cols, donde se evidenciaron que los niveles elevados de bilirrubina
en pacientes EP de inicio se correlacionaban de manera moderada con la severidad de
degeneracidn nigroestriatal en el putamen posterior mediante analisis cuantitativo en
SPECT [I*?3]FP-CIT (Lee y cols, 2019)

Estos hallazgos coinciden con estudios previos (Scigliano y cols, 1997; Moccia y cols,
2015). Scigliano y cols, encontraron niveles aumentados de bilirrubina sérica en
pacientes EP, interpretando estos resultados como un posible efecto de la terapia
dopaminérgica a la que estaban sometidos los mismos. Posteriormente, Moccia y cols,
demostraron igualmente niveles aumentados de bilirrubina total en una cohorte de
pacientes con EP de menor tamaiio, pero sin tratamiento dopaminérgico (Moccia y cols,
2015). Aunque no observaron una relaciéon con la necesidad de iniciar tratamiento
dopaminérgico en un periodo de seguimiento de dos afios, encontraron una correlacién
negativa entre los niveles de bilirrubina y la dosis equivalente de levodopa diaria (DELD).
En nuestro trabajo, los niveles de bilirrubina no se relacionaron ni con los distintos tipos
de tratamientos dopaminérgicos ni con la DELD. Por ello, nuestros resultados apoyan la
hipdtesis de que la terapia dopaminérgica no juega un papel fundamental en la relacién
de la bilirrubina sérica y la EP.

Por el contrario, otros autores describieron en un estudio en poblaciéon de origen chino,
niveles disminuidos de bilirrubina indirecta en pacientes EP comparado con controles
sanos. Sin embargo, no evidenciaron diferencias en la concentracién de bilirrubina total
sérica entre grupos (Qin y cols, 2015). Estas diferencias entre nuestros resultados y el
estudio previo pueden explicarse por varios motivos como los diversos criterios de
exclusioén aplicados en cada estudio o las variantes genéticas en los genes que codifican
enzimas oxidativas como la HO-1 (HMOX1) que pueden variar entre diversas
poblaciones. Finalmente, un meta-analisis que analizaba el papel de la bilirrubina sérica
en la EP encontrd niveles superiores de bilirrubina total en pacientes EP frente a sujetos
sanos (Jin y cols, 2020). Los autores llevaron a cabo el meta-analisis incluyendo 8
estudios (incluido este trabajo), evidenciando que esta relacion era significativa en
poblaciones de descendencia caucasica.

Aunque se han descrito niveles disminuidos de otras moléculas antioxidantes en la EP,
la diferencia en los niveles de bilirrubina sérica entre pacientes con EP y controles sanos
podrian corresponder a cambios enzimdticos en el SNC relacionados con la
etiopatogenia de la EP. La enzima HO, asi como otras enzimas oxidativas, juegan un
papel fundamental en el incremento del estrés oxidativo y en la disfuncién mitocondrial
asociada a la etiologia de la EP (Schipper y cols, 2019). La isoforma HO-1 es inducible por
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las ROS en el SNC, y degrada el grupo Heme en hierro, mondxido de carbono y
biliverdina/bilirrubina. Se ha demostrado que HO-1 desempefia una funcién importante
en la alteracion del equilibrio redox en cerebros con enfermedades neurodegenerativas
(Schipper y cols, 2009). Ademas, se han descrito niveles plasmaticos elevados de HO-1
en pacientes EP comparados frente a pacientes con enfermedad de Alzheimer y sujetos
sanos (Mateo y cols, 2010). Recientemente, este hallazgo se ha reproducido en
pacientes EP en estadios iniciales de la enfermedad (Sun y cols, 2021). Teniendo en
cuenta lo anteriormente descrito, los niveles aumentados de bilirrubina en los pacientes
EP de nuestra poblacion pueden ser interpretados como una consecuencia de la
sobreexpresidn de HO-1 en el SNC durante las etapas iniciales de la enfermedad. Se ha
sugerido que esta sobreexpresién enzimadtica podria ser una respuesta adaptativa en
respuesta al incremento de estrés oxidativo en la SNpc de pacientes con EP (Schipper y
cols, 2019). Las causas de este incremento del estrés oxidativo son desconocidas, pero
se supone que tanto factores genéticos como ambientales influye en la mayoria de
pacientes con EP (Singleton y cols, 2013). Por el contrario, consideramos que en
pacientes EP con una enfermedad de larga evolucion, los niveles disminuidos de
bilirrubina podrian estar relacionados con fallos en los sistemas de mantenimiento de
equilibrio redox o por la propia neurodegeneracién inducida por la sobreexpresion de
HO-1. Sin embargo, otros factores externos como las alteraciones nutricionales en
estadios avanzados de la EP no pueden ser descartadas.

El papel en la EP de las variantes genéticas en el gen HMOX1 no se conoce en
profundidad. Mientras dos variantes han sido descritas como asociadas a la EP en una
cohorte espafiola (Ayuso y cols, 2014); Funke y cols, no encontraron asociacion entre
diversos polimorfismos de HMOX1 y el riesgo a desarrollar EP en la poblacién alemana
(Funke y cols, 2009). De manera interesante, Infante y cols, describieron un marcado
incremento de riesgo para desarrollo de EP (OR: 5,45 con un IC al 95%: 1,18 — 25,1) entre
polimorfismos de HMOX1 (rs2071746 genotipo TT) junto a exposicion a pesticidas, no
existiendo riesgo significativo de ambos factores (genético y ambiental) por separado
(Infante y cols 2011). Ello apoya la influencia conjunta de ambos tipos de factores en el
incremento de estrés oxidativo en la EP.

Nuestro trabajo tiene ciertas limitaciones. Primero, nosotros no dispusimos en nuestro
estudio de los niveles de los distintos tipos de bilirrubina (directa e indirecta). Estas
formas no son analizadas en nuestro laboratorio en sujetos que no presentan
hiperbilirrubinemia (criterio de exclusion de nuestro estudio para evitar el efecto de la
neurotoxicidad inducida por esta). Segundo, el perfil hepatico no fue homogéneo entre
los pacientes EP y controles. Niveles mayores de las enzimas hepaticas (Gamma-glutamil
transferasa o GGT; y Glutamico pirdvico transaminsasa o GPT) se evidenciaron en
controles. Este hecho no justificaria las diferencias en los niveles de bilirrubina entre
grupos ya que una disfuncidén hepatica en controles sanos conllevaria un incremento de
la bilirrubina total sérica en controles y no en pacientes con EP. Ademas, los niveles
medios de las enzimas hepaticas se encontraron en el rango de la normalidad sin
evidenciarse disfuncion hepatica en ningln grupo. A pesar de todo ello, incluimos los
niveles de enzimas hepaticas en nuestro modelo multivariante al comparar los niveles
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de bilirrubina entre grupos. Aunque aplicamos estrictos criterios de exclusion, no
podemos excluir con total seguridad que otras variables pudieran influir en los niveles
de bilirrubina. Debido al caracter retrospectivo de nuestro estudio, no podemos obtener
conclusiones definitivas sobre el valor predictivo de los niveles de bilirrubina en la
progresién de la EP. Sin embargo, el incremento de las concentraciones plasmaticas de
HO-1 en pacientes con EP en estadio temprano apoyan el papel de la bilirrubina como
marcador de un incremento oxidativo en fases iniciales de la EP. Finalmente, en nuestro
estudio hemos comparado grupos (pacientes EP y controles sanos) que diferian en la
presencia de tratamiento dopaminérgico. Sin embargo, en nuestro estudio los niveles
de bilirrubina total sérica no se relacionaron ni con los diferentes tratamientos
dopaminérgicos ni con la DELD. Ello y los resultados de niveles elevados de bilirrubina
en una reducida cohorte de pacientes EP sin tratamiento (Moccia y cols, 2015), hace
dificil considerar la existencia de una correlacion entre los niveles de bilirrubina sérica'y
la terapia dopaminérgica.

Nuestros resultados mostraron que las concentraciones de bilirrubina total sérica eran
mayores en pacientes con EP, describiéndose por primera vez que este incremento
estaba relacionado con los afios iniciales de la enfermedad. La sobre-expresién de la
enzima HO-1 podria jugar un importante papel en la etiopatogenia de la EP,
conduciendo a niveles elevados de bilirrubina sérica en estadios iniciales de la
enfermedad. Estudios de la expresion de HMOX1 en pacientes EP podrian ser de gran
utilidad para comprender la etiopatogenia de la enfermedad.

Estudio del perfil lipidico sérico en formas esporadicas y familiares de la
enfermedad de Parkinson

El papel de los lipidos séricos en la etiopatogenia de la EP no es completamente
entendido debido a diferentes resultados de diversos estudios. Con el objetivo de
responder a los objetivos especificos cuarto y quinto planteados en esta tesis doctoral,
se analizo especificamente los niveles de colesterol, lipoproteinas y triglicéridos séricos
comparando las principales formas familiares y esporadicas de la EP. Nuestros
resultados indican que los pacientes con EP-GBA tienen menores niveles de colesterol
sérico y de LDL que pacientes con EP-LRRK2 y que controles sanos. Con respecto a la
influencia del sexo en el perfil lipidico sérico, estudios previos han demostrado que las
mujeres presentan niveles superiores de HDL e inferiores de colesterol total sérico que
los hombres (Freedman y cols, 2004; Klingel y cols, 2017). En este sentido, nuestros
resultados son particularmente resefiables ya que el grupo de pacientes con EP-GBA fue
el grupo con una mayor proporcién masculina mientras que el grupo de EP- LRRK2 tuvo
un predominio femenino. La influencia del sexo no parece tener un papel predominante
en el perfil lipidico sérico de estos pacientes, sugiriendo que otros mecanismos, como
los implicados en la etiopatogenia de cada forma de EP, pueden explicar estas
diferencias en el metabolismo lipidico. Ademas, se evidencid un perfil lipidico sérico
diferente en el grupo EP-GBA comparado con los pacientes con EP esporadica. Aunque
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estas diferencias observadas no fueron estadisticamente significativas, presentaban una
tendencia a la significacion.

Nuestros resultados en el primer analisis de casos-controles mostraron menores niveles
de colesterol y triglicéridos en pacientes EP comparado con controles sanos, como habia
sido previamente descrito (Guo y cols, 2015; Wei y cols, 2013; de Lau y cols, 2006;
Scigliano y cols, 2006; Rozani y cols, 2018). Sin embargo, tras subtipificar a los pacientes
EP (EP-LRRK2, EP-GBA y EP esporadica), el grupo resultante de mayor tamafio muestral
(EP esporadica) mostraba menores niveles de triglicéridos y colesterol que controles,
aunque esta Ultima diferencia no era estadisticamente significativa. Rozani y cols,
demostraron recientemente una disminucién en el riesgo de desarrollar EP en hombres
de mediana edad y mujeres ancianas con hipercolesterolemia en el mayor estudio
prospectivo de sujetos sin toma de estatinas que ha estudiado la relacidn de los lipidos
séricos y la EP (Rozani y cols, 2018). Klemann vy cols, evidenciaron un riesgo genético
compartido entre niveles de lipidos y lipoproteinas séricas y la EP (Klemann y cols, 2017).
En la misma linea, un estudio de randomizacion mendeliana mostré una asociacion
entre niveles mayores de lipidos séricos (colesterol total, LDL y triglicéridos) y un menor
riesgo futuro de EP (Fangy cols, 2019). Estos estudios sugieren una relacién causal entre
el perfil lipidico sérico y la EP.

Por otro lado, un estudio de cohortes prospectivo y de gran tamano muestral demostré
un aumento de riesgo de EP en sujetos menores de 55 afios con hipercolesterolemia (Hu
y cols, 2008). Estos resultados controvertidos podrian explicarse debido a la
heterogeneidad de los pacientes con EP incluidos en cada uno de los estudios. Nuestros
resultados en las diferentes cohortes de EP mostraron que los pacientes con EP-GBA
mostraron un perfil lipidico sérico diferente, apoyando por tanto la idea de que el
metabolismo lipidico puede verse influenciado por la etiopatogenia de la EP. Estos
hallazgos podrian explicar las incosistencias previamente encontradas en estudios de
validacién con grandes cohortes de EP, ya que el perfil lipidico podria verse influenciado
por las caracteristicas genéticas de los pacientes con EP. En esta linea, algunos autores
han propuesto una aproximacion diferente basada en una mejor subtipificacién de los
pacientes con EP para conseguir identificar nuevos biomarcadores especificos y nuevas
terapias modificadoras de la enfermedad (Espay y Lang. 2018; Lawton y cols, 2018).

De manera reciente, se ha propuesto una nueva hipétesis etiolégica de la EP en la cual
estd es concebida como una lipidopatia inducida por proteinas en vez de una
proteinopatia (Fanning y cols, 2020). Esta nueva aproximacion a la patologia tipo Lewy
(CL y NL) estd basada en nuevos hallazgos que demuestran la existencia de inclusiones
de a-sinucleina cerca de los microdominios denominados lipid rafts en las membranas
celulares (Shahmoradian y cols, 2019; Sulzer y cols, 2019). Los dominios lipid rafts son
microdominios de las membranas celulares ricos en colesterol y esfingolipidos que
coordinan la bioactividad de los constituyentes de la membrana y las interacciones
proteina-lipido (Lingwood y Simons, 2010). Se ha descrito una composicion alterada de
los lipid rafts en las neuronas de la corteza frontal de pacientes con EP comparados con
sujetos sanos (Fabelo y cols, 2011). A su vez, algunas de las proteinas codificadas por los
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genes que condicionan las principales formas familiares de EP (como LRRK2, parkina o
GCasa) se han asociado con estos microdominios de membrana y su disfuncién en la EP
(Hatano y cols, 2007; Cha y cols, 2015; Garcia-Sanz y cols, 2018). Sin embargo, nuestros
resultados en pacientes EP-LRRK2 no nos permiten obtener conclusiones acerca del
papel de la alteracién del metabolismo lipidico en la etiopatogenia especifica de
pacientes con mutaciones en LRRK2.

Aunque la relacidn entre las variantes patogénicas en GBA y la EP estd bien establecida
y descrita en diversas poblaciones, la relacién entre la actividad GCasa y la PL no es
comprendida en su totalidad (Jesus y cols, 2016; Alcalay y cols, 2015; De Melo Amaral y
cols, 2019; Nuytemans y cols, 2020; Gegg y cols, 2015). Una actividad disminuida de la
actividad enzimdtica GCasa se cree que promueve la PL y modula la susceptibilidad
neuronal al acimulo de a-sinucleina, al alterarse la maduracion y funcionamiento del
sistema lisosomal (Garcia-Sanz y cols, 2018; Henderson y cols, 2020; Garcia-Sanz y cols,
2020). Estudios in vitro con fibroblastos de pacientes EP con mutaciones N370S en GBA
han mostrado una conexién entre la pérdida de funciéon de GCasa y el acimulo lisosomal
de colesterol, con la aparicién de cuerpos multilaminares (Garcia-Sanz y cols, 2017). El
colesterol necesario para la formacion de estos cuerpos multilaminares proviene de dos
fuentes diferentes: (1) sintesis enddgena de colesterol en el RE; y (2) colesterol
almacenado en las lipoproteinas LDL que se unen a los receptores de LDL en la
membrana celular (Garcia-Sanz y cols, 2020). Es interesante resefiar, que la mutacién
N370S de GBA fue la mds prevalente de las variantes patogénicas incluidas en nuestra
cohorte de pacientes con EP-GBA. Este hecho apoya la idea de una disrupcion del
metabolismo del colesterol en esta forma familiar de EP, alterando el funcionamiento
del sistema lisosoma-autofagia y pudiendo conducir a la formacion de los cuerpos
multilaminares. Ello puede ser una posible explicacidn para el perfil lipidico especifico
observado en estos pacientes en nuestro estudio. Ademas, se ha propuesto una vision
de la EP como un trastorno sistémico donde los procesos celulares (mecanismos
patogénicos) ocurren en diversos subtipos de células y no solo en aquellas que
manifiestan las caracteristicas neuropatolégicas (como, por ejemplo, neuronas
dopaminérgicas de la SNpc) (Reynolds y cols, 2019). Hasta la fecha, se desconoce si el
acumulo de colesterol puede ser el primer paso en la etiopatogénesis de la EP-GBA o si
este ocurre de manera secundaria al acumulo de otros lipidos como los
glucoesfingolipidos (Garcia-Sanz y cols, 2018). Los cuerpos multilaminares contienen
fundamentalmente fosfolipidos y colesterol. En esta linea, Guedes y cols, mostaron un
descenso en los niveles séricos de fosfolipidos (acido fosfatidico, fosfatidiletanolamina,
entre otros) en portadores de mutaciones en GBA. Sin embargo, en este mismo estudio,
encontraron un incremento de ceramidas en suero de pacientes con EP-GBA (Guedes y
cols, 2017). Finalmente, los niveles disminuidos de colesterol total y de LDL en nuestros
pacientes con EP-GBA se encuentran en linea con lo reportado previamente por
Ginsberg y cols; quienes evidenciaron niveles disminuidos de colesterol sérico en
pacientes con enfermedad de Gaucher tipo | (Ginsberg y cols, 1984). Como
mencionamos anteriormente, nuestro trabajo pone de manifiesto el papel del
metabolismo del colesterol y su relacion con la patologia de la EP-GBA.
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Razonablemente, podemos plantearnos si la alteracion del metabolismo lipidico (como
un posible mecanismo patogénico de formas EP-GBA) puede tener relacion con el
fenotipo especifico de estos pacientes con mayor riesgo de sintomas motores y no
motores que las formas esporadicas (Jesus y cols, 2016; Alcalay y cols, 2015; Avenali y
cols, 2019). Sin embargo, responder a esta pregunta se encuentra fuera del alcance de
este estudio, ya que nuestro disefio no nos permitiria demostrarlo y obtener
conclusiones robustas sobre ello. Estudios longitudinales serian necesarios para explorar
la influencia del perfil lipidico en el curso de la enfermedad de estos pacientes.

Con respecto a otros aspectos del perfil lipidico en nuestro estudio, ni la lipoproteina
HDL ni los niveles de triglicéridos mostraron diferencias entre formas familiares y
esporadicas de la EP. En el estudio de casos-controles inicial, se evidenciaron diferencias
en los niveles de triglicéridos entre la cohorte completa de pacientes EP comparado con
controles. Sin embargo, cuando realizamos el andlisis clasificando los pacientes en EP
esporadica y familiar, sélo los pacientes con EP esporadica mostraron un descenso en
los niveles de triglicéridos comparado con controles, presentando esta diferencia una
tendencia a la significacién estadistica (p=0,059). Nuestros resultados pueden sugerir
que los niveles disminuidos de triglicéridos pueden encontrarse en relacion con las
formas esporadicas de EP en vez de con las monogénicas. Estos hallazgos son contrarios
a los observados por Thaler y cols, Estos autores llevaron a cabo un interesante estudio
donde analizaron la influencia del sindrome metabdlico en pacientes con EP-GBA y EP-
LRRK2 comparado con pacientes con EP esporadica. Aunque no encontraron una
relacion entre el sindrome metabdlico y el curso de la enfermedad en los diversos
grupos, describieron niveles aumentados de triglicéridos en individuos portadores de
mutaciones LRRK2 (Thaler y cols, 2020). Curiosamente, estos autores también
analizaron los niveles de HDL como parte del sindrome metabdlico, sin encontrar
diferencias entre las formas de EP familiares estudiadas y la EP esporadica. Estos ultimos
resultados se encuentran en linea con los mostrados en nuestro estudio, sugiriendo una
falta de relacién entre la EP y las lipoproteinas de alta densidad.

Nuestro trabajo presenta algunas limitaciones. La primera de ellas es su caracter
retrospectivo. Debido a este, no podemos excluir que otras variables fuera de nuestro
control pudieran influenciar nuestro estudio. Por ello, nuestros resultados deben ser
interpretados con cautela. Aunque la mayoria de los factores que podian influenciar
directamente los niveles séricos de los lipidos/lipoproteinas estudiados fueron tenidos
en cuenta con estrictos criterios de inclusion/exclusion (influencias étnicas o terapias
modificadoras de lipidos séricos); otros, como el indice de masa corporal o el tipo de
dieta de nuestros participantes no fueron considerados. Sin embargo, no se ha
encontrado relacion entre la toma de colesterol en la dieta y el riesgo de EP, en un meta-
analisis que incluye tanto estudios prospectivos como casos-control (Wangy cols, 2015).
Segundo, no estudiamos pacientes con EP prodrémica ni portadores asintomaticos de
mutaciones en LRRK2 o GBA. Por lo tanto, no fuimos capaces de estudiar el efecto de
estas mutaciones en el perfil lipidico antes del inicio de las manifestaciones motoras de
la EP. Futuros estudios con sujetos en fase prodrémica de la enfermedad serian
necesarios para confirmar si las caracteristicas genéticas influyen en los niveles de
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colesterol sérico de estos pacientes. Finalmente, nuestras cohortes de pacientes con EP
familiar tenian un tamano muestral relativamente pequefio comparado con las cohortes
de pacientes EP espordadica y controles sanos, limitando la potencia estadistica para
analisis estadisticos.

Nuestros resultados mostraron que los pacientes con EP-GBA presentaban un perfil
lipidico diferente, y ello apoya la hipotesis de la alteracion del metabolismo lipidico
como uno de los principales mecanismos patogénicos en estas formas de EP. Sin
embargo, son necesarios estudios con cohortes mayores para corroborar estos hallazgos
y su implicacién clinica.

Estudio del papel de las caracteristicas genéticas de los pacientes con
enfermedad de Parkinson en su riesgo vascular

Para atender a los objetivos especificos sexto y séptimo planteados en este trabajo de
tesis doctoral, se describié especificamente el riesgo cerebro y cardiovascular en
pacientes con EP teniendo en cuenta sus caracteristicas genéticas, y pudiendo ayudar a
entender posibles relaciones entre la fisiopatologia del ictus isquémico y de la EP. Para
ello, comparamos el riesgo vascular entre subgrupos de EP (formas esporddicas, formas
asociadas al principal factor de riesgo genético y formas autosémicas dominante y
recesiva mas frecuentes a nivel mundial) y controles sin enfermedad
neurodegenerativa. Nuestro principal hallazgo fue la presencia significativa de una
mayor proporciéon de ictus isquémicos en aquellos pacientes con EP-LRRK2. Estos
eventos cerebrovasculares tendian a ocurrir a edad mas temprana que en los controles.
Sin embargo, no se evidenciaron diferencias en el riesgo cardiovascular entre las formas
familiares y esporadicas de la EP con respecto a controles.

Los resultados de nuestro estudio se encuentran en linea con los previamente
mostrados en otros estudios (Becker y cols, 2010; Patel y cols, 2011; Huang y cols, 2013;
Alves y cols, 2020). Un meta-andlisis llevado a cabo por Alves y cols, estudid el riesgo de
ictus isquémico en el global de la poblacién con EP, incluyendo 11 estudios y realizando
una revision sistematica de la literatura (Alves y cols, 2020). Los autores concluyeron
gue el conjunto de los pacientes con EP presentaba un incremento de riesgo de ictus
isqguémico de hasta 1,7 veces comparado con controles, sin encontrar diferencias en los
eventos cardiovasculares o la mortalidad asociada a estos. En nuestro estudio, los
pacientes con EP esporadica mostraron un incremento similar de riesgo de ictus
isquémico comparado con controles sanos, aunque esta asociacidn no alcanzé
significacidn estadistica. En nuestro analisis de confirmacion realizado con aquellos que
tenian prueba de neuroimagen disponible, identificamos un riesgo de ictus isquémico
en el grupo de EP esporadica similar con tendencia a la significacion (OR ajustada 1,8; IC
al 95% 0,99-3,2; p= 0,05). Aunque inicialmente el grupo de pacientes con EP-PRKN
mostré un incremento de riesgo de ictus isquémico sin alcanzar la significacion
estadistica, este hallazgo no fue validado en el analisis posterior de confirmacién. En el
grupo de pacientes EP-LRRK2 se evidencié el mayor incremento significativo de riesgo
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de ictus isquémico comparado con los controles, tras ajustar por sexo, edad y factores
de riesgo vascular. Adicionalmente, este incremento de riesgo parece ser
particularmente relevante en aquellos pacientes EP-LRRK2 que portan la mutacién
p.G2019S y que presentan una edad de inicio de enfermedad similar a las formas
esporadicas. Aunque tanto los pacientes con EP esporddica como controles que tuvieron
un ictus mostraron mayor presencia de hipertensién arterial y dislipemia que aquellos
que no tuvieron evento cerebrovascular, no se evidencié diferencias significativas en
factores de riesgo vascular entre los pacientes EP-LRRK2 con y sin ictus isquémico. Estos
hallazgos podrian estar en relacidn con la diferente fisiopatologia de los ictus isquémicos
en algunos de los pacientes EP comparado con controles. Se ha propuesto la existencia
de una relacién entre ambas patologias, mas alla de los factores de riesgo vasculares
clasicos, considerandose el potencial papel que jugarian mecanismos fisiopatolégicos
como el estrés oxidativo, la neuroinflamacién o la alteracién del metabolismo lipidico,
entre otros (Potashkin y cols, 2020). Estudios en modelos animales han mostrado que
las variantes patogénicas en LRRK2 podrian contribuir al daifo cerebral post-isquémico
y promover la neuroinflamacién (Kim y cols, 2020, Kim vy cols, 2017; Cabezudo y cols,
2020; Cao vy cols, 2018; Berwick y cols, 2019). Teniendo en cuenta la relacion de LRRK2
y la neuroinflamacién, una posible explicacion del incremento de riesgo de ictus
isquémico observado en los pacientes EP-LRRK2 podria estar en relacion con un
aumento del estado pro-inflamatorio en estos pacientes que contribuyera al desarrollo
de ictus isquémicos de pequeiio vaso.

En un estudio reciente, Thaler y cols, describieron mayores niveles de triglicéridos en los
pacientes EP-LRRK2 comparados con pacientes con EP esporadica, sin evidenciar una
relacion entre la existencia de sindrome metabdlico y la EP o sus caracteristicas clinicas
(Thaler y cols, 2020). Por el contrario, en nuestro trabajo anterior demostramos en una
cohorte sin consumo de estatinas niveles séricos disminuidos de lipoproteinas y
colesterol sérico en pacientes EP-GBA comparado con otras formas de EP y controles.
Sin embargo, los pacientes con EP-LRRK2 no mostraron diferencias significativas en su
perfil lipidico comparado con controles sanos o EP esporadica. En nuestro tercer estudio,
la proporcion de hiperlipidemia fue ligeramente inferior en el grupo EP-GBA; sin
embargo, no se evidenciaron diferencias significativas entre los grupos. Todo ello, junto
con los resultados de nuestro tercer trabajo tras realizar un anadlisis multivariante que
incluye los factores de riesgo vascular clasicos, apoya la idea de que otros mecanismos
distintos a estos factores podrian jugar un papel en el riesgo cerebrovascular de nuestros
pacientes EP-LRRK2.

Curiosamente, se ha descrito que genes de riesgo comunes para EP y patologia
cerebrovascular estan relacionados con la ruta molecular de sefializacion Wnt / B-
catenina (Lang y cols, 2019). Siendo ademas LRRK2 uno de los principales reguladores
propuestos en la supresion de esta via Wnt/ B-catenina, relacionada con el desarrollo
de las neuronas dopaminérgicas mesencefalicas (Berwick y cols, 2012; Berwick y cols,
2019).
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Si atendemos al tipo de ictus isquémico de cada cohorte, encontramos que los pacientes
con EP esporadica y con EP-LRRK2 mostraron un predominio de infartos lacunares
sintomaticos. Estos resultados apoyan un estudio previo donde no se observaron
diferencias entre pacientes con EP y controles sanos, ni en la ateromatosis de la arteria
carétida ni en el grosor intima-media de los sujetos (Yan y cols, 2019). Nuestro analisis
de confirmacién también demostrd un incremento de ictus isquémicos en EP-LRRK2 y
EP esporadica frente a controles cuando tanto eventos sintomadticos como
asintomaticos fueron considerados. Patel y cols, encontraron que los pacientes con EP
presentaban un mayor numero de ictus (ambos diagnosticados tanto clinica como
radiolégicamente) pero sin diferir en los factores de riesgo vascular al compararlos con
controles sanos (Patel y cols, 2011). Estos resultados se encuentran en linea con nuestro
trabajo, donde encontramos un mayor riesgo de ictus isquémico en sujetos con EP
espordadica y asociada a LRRK2 sin encontrar diferencias significativas en los factores de
riesgo vasculares. Sin embargo, en el trabajo previo se encontré una mayor frecuencia
de infartos de pequeiio vaso (diagnosticados radiolégicamente) en controles
comparado con pacientes EP, en contraposicidn con nuestros resultados. Un estudio
poblacional reciente desarrollado en Corea del Sur mostré un incremento del riesgo de
fibrilacion auricular en pacientes con EP, especialmente en aquellos con una edad de
inicio temprana o menor a 50 anos (Han y cols, 2021). Ademads, LRRK2 se ha propuesto
como un gen que podria estar relacionado con la persistencia de fibrilacién auricular
(Zouy cols, 2019). Nuestros principales hallazgos no apoyan una conexidén entre los ictus
de tipo cardioembdlico y la EP, ya sea en pacientes con EP esporadica o asociada a
LRRK2.

Otros estudios han mostrado una afectacion mas severa de la marcha, inestabilidad
postural y menor supervivencia en pacientes con EP que presentan un ictus (Patel y cols,
2011; Chen y cols, 2020; Perdomo-Lampignano y cols, 2020). Sin embargo, nuestro
trabajo no demostrd diferencias significativas en la severidad de enfermedad entre
subtipos de EP con o sin ictus isquémico. Es posible que la ausencia de disponibilidad de
escalas de evaluacién motora de la EP nos haya limitado la posibilidad de encontrar
diferencias en este apartado de nuestro trabajo. Uno de estos estudios describié una
mayor tasa de inestabilidad postural entre pacientes con EP e ictus evidenciados
radiolégicamente (Patel y cols, 2011). Sin embargo, este analisis no fue realizado
considerando posibles variables de confusién (como el sexo y la edad) en un modelo de
analisis multivariante, y los pacientes con EP e ictus eran significativamente mayores
gue aquellos sin evento isquémico. En otro estudio, los autores describieron una
correlacién leve entre infartos lacunares, hiperintesidades de sustancia blanca en
ganglios de la base e inestabilidad postural y de la marcha (Chen y cols, 2020). Estos
resultados no se encuentran en linea con la mayor proporcion de ictus isquémico
evidenciada en nuestros pacientes EP-LRRK2 sin una aparente repercusiéon en la
severidad de la enfermedad. Sin embargo, en nuestro analisis de confirmacion,
Unicamente con sujetos con pruebas de neuroimagen, no se analizd el grado de
patologia vascular de sustancia blanca (hipertensidades de sustancia blanca) sino
Unicamente la presencia de lesiones isquémicas focales sintomaticas o asintomaticas en
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localizaciones tipicas de isquemia cerebral. Ello podria explicar la diferencia con los
estudios anteriormente descritos. Estudios longitudinales empleando estudios de
neuroimagen protocolizados serian necesarios para investigar la influencia de la
patologia cerebrovascular tanto sintomdtica como asintomdtica en el curso de la
enfermedad de pacientes con EP esporadica y familiar.

No encontramos diferencias significativas en términos de cardiopatia isquémica entre
los distintos grupos. Como mencionamos con anterioridad, estos resultados se
encuentran en linea con estudios previos, incluido un meta-andlisis reciente (Becker y
cols, 2010; Alves y cols, 2020). Sin embargo, otros estudios de cohortes han descrito un
incremento de riesgo de cardiopatia isquémica en pacientes con EP (Liy cols, 2018: Liang
y cols, 2015). Estas diferencias entre estudios, podrian estar explicadas por las
diferencias étnicas entre las poblaciones incluidas en los estudios, asi como por los
distintos criterios diagndsticos de los participantes incluidos.

Nuestro trabajo muestra limitaciones a tener en cuenta. Primero, la naturaleza
retrospectiva de nuestro estudio y el limitado tamafio de las cohortes de EP familiar, nos
debe hacer interpretar nuestros resultados con cautela, entendiendo el caracter
preliminar de estos. Aunque confirmamos la presencia de cada ictus isquémico
mediante la existencia de hallazgos radioldgicos, incluimos los factores de riesgo
vascular en nuestro modelo estadistico ajustado y llevamos a cabo un analisis de
confirmacién; otros factores fuera de nuestro control (como la dieta o el peso) podrian
haber influenciado nuestros resultados. Segundo, dado que no incluimos en nuestro
estudio portadores asintomaticos de mutaciones en GBA o LRRK2, no podemos
extrapolar nuestros resultados a estos sujetos ni determinar su riesgo vascular. Estudios
prospectivos con estas poblaciones serian necesarios para determinar el rol de estos
genes en su riesgo vascular, independientemente de la neurodegeneracién acaecida por
la EP. Finalmente, dado que exclusivamente se recogieron datos de cardiopatia
isqguémica sintomatica, no podemos obtener conclusiones sobre otras anomalias
cardiacas como los trastornos del ritmo en la EP. Es conocido que la variabilidad de la
frecuencia cardiaca en pacientes con EP-LRRK2 difiere de pacientes con EP esporadica
(Visanji y cols, 2017). Por todo ello, no podemos excluir alguna posible relacion entre
mutaciones en PRKN, LRRK2 o GBA y otras funciones cardiacas en pacientes con EP.

Nuestros resultados en este trabajo sugieren que los pacientes con EP-LRRK2 pueden
mostrar un mayor riesgo de ictus isquémico, sin diferencias en el riesgo cardiovascular.
Adicionalmente, las formas esporadicas de la EP podrian presentar un mayor riesgo
cerebrovascular que los controles. En estos pacientes, otros mecanismos distintos a los
factores de riesgo vascular clasicos podrian estar implicados en el mayor riesgo de ictus
isquémico. Por el contrario, los pacientes con EP-GBA y EP-PRKN muestran un riesgo
vascular similar a los sujetos control. Son necesarios estudios prospectivos y con
cohortes mayores para confirmar estos hallazgos e incorporarlos a nuestra practica
clinica diaria.
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10.

CONCLUSIONES

Los niveles séricos de bilirrubina total estan aumentados en pacientes con EP
frente a controles sanos, encontrandose particularmente elevados en los
primeros afios y estadios clinicos de la enfermedad.

Los mayores niveles de bilirrubina sérica en la EP parecen no relacionarse con la
terapia dopaminérgica.

Los niveles séricos elevados de bilirrubina podrian estar en relacién con la
etiopatogenia de la EP, siendo un posible biomarcador sérico del incremento de
estrés oxidativo.

Nuestros resultados muestran que los pacientes con EP-GBA tienen un perfil
lipidico diferente a otras formas de EP y a individuos sanos no portadores de
variantes en GBA.

La existencia de un perfil lipidico sérico especifico en pacientes con EP-GBA
apoya la hipotesis de la alteracion del metabolismo lipidico como un
mecanismo fisiopatoldgico en pacientes con esta forma de enfermedad.

Los pacientes con EP-LRRK2 podrian presentar un mayor riesgo de ictus
isquémico que la poblacion general, sin asociar un mayor riesgo cardiovascular.

Las formas espordadicas de EP podrian tener un mayor riesgo de evento
cerebrovascular que sujetos controles sin enfermedad neurodegenerativa. Sin
embargo, los pacientes con EP-GBA y EP-PRKN muestran un riesgo
cerebrovascular similar a controles.

No existen diferencias en el riesgo cardiovascular de las formas esporadicas y
las principales formas familiares de EP con respecto a la poblacién general.

Otros mecanismos fisiopatoldgicos, distintos a los factores de riesgo vascular
clasicos, podrian estar implicados en el riesgo cerebrovascular de determinados
pacientes con EP.

Son necesarios estudios prospectivos que confirmen estos hallazgos en el perfil

lipidico y en el riesgo vascular en las formas familiares de EP, antes de
incorporarlos a la practica clinica habitual.
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10.

. CONCLUSIONS

Serum bilirubin levels are increased in PD patients compared to healthy
subjects, particularly in early stages.

Higher bilirubin levels in PD are not likely to be related to dopaminergic
replacement therapy.

Increased bilirubin levels might be related to PD etiopathology as a possible
serum biomarker of oxidative stress dysregulation.

Our results show that GBA-associated PD patients have different serum lipid
profiles compared with other forms of PD and healthy controls.

The specific serum lipid profile in GBA-associated PD patients supports the
hypothesis of lipid metabolism disruption as one of the main pathogenic
mechanisms in GBA-associated PD.

Our results suggest that patients with LRRK2-associated PD may show an
increased risk of ischemic stroke compared with controls, with no differences in
cardiovascular events.

The sporadic forms of PD might have a higher cerebrovascular risk than the
controls. Conversely, patients with GBA-associated PD and PRKN-associated PD
may show a similar vascular risk to controls.

No differences in terms of cardiovascular events and risk were observed among
familial and sporadic forms of PD and controls without a neurodegenerative
disorder.

Mechanisms other than classical vascular risk factors might be involved in the
cerebrovascular disease of those PD patients.

Further investigations would be necessary to confirm these findings in the lipid
profile and cerebrovascular risk in familial forms of PD, and to study their
relationship with disease progression and their possible clinical implications.
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