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Introduzione.

| sintomi di tipo non motorio e, tra questi, i sintomi di disautonomia cardiovascolare,
costituiscono un evento comune in pazienti affetti da malattia di Parkinson (MP) in grado di
condizionare negativamente la disabilita e la qualita di vita del paziente parkinsoniano
[Chaudhuri et al, 2006; Ziemssen et Reichmann, 2010]. | sintomi cardiovascolari possono
presentarsi come strettamente correlati alla disfunzione del sistema nervoso autonomo (SNA)
0 rappresentare, al contempo, un effetto collaterale del trattamento farmacologico sui
meccanismi di omeostasi autonomica. La stessa presenza di marcati sintomi e segni
disautonomici, ad esordio precoce, che soverchiano il disturbo prettamente motorio, propone
diagnosi alternative di disordini del movimento, sul versante dei parkinsonismi atipici, come
I’atrofia multisistemica (MSA) [Ziemssen et Reichmann, 2010].

Lo studio dei sintomi di disfunzione autonomica cardiovascolare nella MP & comunemente
finalizzato al riconoscimento di quadri d’ipotensione ortostatica, ma resta tuttavia da chiarire,
ed esplorare, se altri sintomi di tipo non motorio possano avere una stretta correlazione con le
alterazioni disautonomiche.

Inoltre, la classificazione nosologica della MP ha subito, negli ultimi quindici anni, sotto la
spinta delle incalzanti scoperte derivanti dagli studi di tipo genetico e della biologia
molecolare, una notevole revisione interpretativa. L’identificazione nel 1997 della prima,
seppur rara, forma di MP a trasmissione autosomica-dominante causata da mutazioni del gene
che codifica per I’alfa-sinucleina [Polymeropoulos et al, 1997] ha modificato il concetto
stesso di MP idiopatica. La successiva identificazione di altre particolari forme di MP
caratterizzate da specifiche mutazioni genetiche, comprese forme a trasmissione autosomica-
recessiva, ha aperto la strada a una nuova e piu precisa caratterizzazione fenotipica, con un
differente spettro di espressivita e differenziazione clinica.

In tale contesto, la scoperta di mutazioni del gene LRRK2 (acronimo di Leucine-rich repeat

kinase 2) [Paisan-Ruiz et al., 2004; Zimprich et al., 2004], che rappresentano attualmente le
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mutazioni genetiche descritte con maggiore frequenza nei pazienti parkinsoniani nelle nostre
popolazioni, propone nuovi ed interessanti scenari su una migliore definizione diagnostica sia
dei sintomi motori che non motori, con affascinanti prospettive di future terapie geniche volte
a migliorare la disabilita e la qualita di vita dei pazienti parkinsoniani. Mentre la tipizzazione
dei sintomi motori nei pazienti affetti da mutazioni del gene LRRK2, relativamente piu
semplici da individuare in una malattia tradizionalmente considerata nell’ambito dei Disordini
del movimento, ha evidenziato una buona sovrapponibilita con 1’entita motoria classicamente
descritta, molti aspetti riguardanti 1’insieme dei sintomi di tipo non motorio e, in particolare,
quelli disautonomici cardiovascolari rimangono ancora meritevoli di una piu attenta
esplorazione.

Infine, un ultimo aspetto meritevole di approfondimento verte su quali metodiche possano
essere utili nella valutazione della disfunzione autonomica nel paziente parkinsoniano. In tale
senso, I’interrogativo cui ci proponiano di dare una risposta e Se un approccio combinato ed
innovativo con metodiche di studio della heart rate variability (HRV) associata a valutazione
ecocardiografica possa offrire ulteriori informazioni alla valutazione sintomatica ed essere,
anche, potenzialmente utile nel monitoraggio dei disturbi disautonomici. Sotto quest’ aspetto,
la ricerca di metodiche scarsamente invasive e sostenibili dal punto di vista economico per la
valutazione ed il monitoraggio dei sintomi cardiovascolari in pazienti affetti da MP

rappresenta un importante obiettivo cui dare risposta.



La malattia di Parkinson

La malattia di Parkinson (MP) & una patologia neurodegenerativa evolutiva, annoverata tra i
disordini del movimento, ¢ rappresenta una delle piu frequenti malattie neurologiche dell’eta
avanzata.

La sua prima comparsa nella letteratura scientifica viene tradizionalmente riportata nell’anno
1817, quando il medico inglese James Parkinson nel suo celebre saggio "An Essay on the
Shaking Palsy" descrisse la storia clinica di sei soggetti affetti dalla patologia (da lui nominata
appunto “paralisi agitante”) che poi sarebbe stata definita con il suo eponimo.

Classicamente, la descrizione clinica della MP é stata focalizzata su quattro sintomi cardinali
di tipo motorio quali la bradicinesia, la rigidita, il tremore a riposo e, nelle fasi avanzate,
I’instabilita posturale [Hoehn et Yahr,1967], ed i suoi criteri diagnostici clinici sono tuttora
basati sulla presenza di questi sintomi motori, insieme a una risposta terapeutica alla terapia
dopaminergica e all'assenza di caratteristiche atipiche [Gelb et al., 1999; Hughes et al., 1993].

La base del processo degenerativo sottostante i caratteristici segni e sintomi motori risiede
nella perdita dei neuroni dopaminergici mesencefalici a livello della substantia nigra. I
meccanismi sottostanti il processo neurodegenerativo rimangono attualmente scarsamente
compresi, seppur piu fattori, quali stress ossidativo, apoptosi, disfunzioni mitocondriali,
neuroinfiammazione e deficit dei meccanismi di degradazione delle proteine, si ritiene
possano svolgere un probabile effetto patogenetico, spesso sinergico [Boveé et Perier, 2012;
Mosley et al, 2006]. In questo complesso scenario, € comprensibile ipotizzare come sia
I’interazione di fattori genetici che la presenza di fattori ambientali, possano contribuire allo

sviluppo della MP.



Epidemiologia

La MP é attualmente considerata la seconda pitu comune malattia neurodegenerativa, dopo la
malattia di Alzheimer [de Lau et al, 2006], con una prevalenza stimata su valori intorno
all’1,8% in soggetti di eta superiore ai 65 anni di eta [De Rijk et al., 2000]. | valori dei tassi di
incidenza standardizzati riportati sono compresi tra 8-18 per 100 000 persone/anno [de Lau et
al, 2006]. Sia I’incidenza che la prevalenza aumentano con il progredire dell’eta. La
prevalenza, quindi con tale incremento eta-dipendente, tende cosi a raggiungere valori
superiori al 4% in soggetti di eta superiore agli 85 anni [De Lau et al., 2006].

L’esordio clinico della sintomatologia motoria ¢ raramente individuato prima dei 50 anni e
presenta un brusco incremento dell’incidenza sopra 1 60 anni di eta [de Lau et al, 2006].

E comunque possibile identificare casi ad esordio precoce nel 5-10% dei pazienti, i cui
sintomi iniziali compaiono tra i 20 ed i 50 anni. Molto piu raramente, possono essere
individuate forme definite a esordio di tipo giovanile, i cui sintomi compaiono prima dei venti

anni.



Anatomia Patologica

La piu evidente alterazione osservabile a livello encefalico riguarda la degenerazione delle
cellule dopaminergiche nigrali che proiettano dalla pars compatta della substantia nigra,
situata nella porzione superiore del mesencefalo, allo striato (nucleo caudato e putamen).
All’esame macroscopico ¢ identificabile un diffuso pallore della substantia nigra, che, allo
studio microscopico rivela una quasi totale scomparsa dei corpi neuronali della pars compacta
associata ad un quadro di gliosi diffusa reattiva, che mostra una differenza variabile a seconda
dei casi esaminati [Jellinger, 1987].

La perdita dei neuroni dopaminergici della substantia nigra con la gliosi reattiva nonché la
presenza, nei neuroni integri, d’inclusioni eosinofile citoplasmatiche tipiche, definite corpi di
Lewy e costituiti da accumuli di a-sinucleina ed altri peptidi, costituiscono i marcatori
patologici e relativamente specifici della MP, che la differenziano da altri disordini del
movimento.

Braak et al [2003], assumendo che 1’anomala deposizione di alfa-sinucleina indicasse il
processo chiave nello sviluppo della malattia, hanno ipotizzato un sistema di staging della
malattia, dimostrando come, in realta, la degenerazione neuronale della MP inizi a livello del
midollo allungato (hucleo motore dorsale del vago e nucleo del nervo glossofaringeo) e dei
bulbi olfattivi, diffondendosi solo successivamente al restante tronco encefalico, sino al
coinvolgimento piu tardivo (nello stadio Ill di Braak) della pars compatta della substantia
nigra. La patologia proseguirebbe poi in senso rostrale giungendo ad interessare la corteccia
nelle fasi avanzate corrispondenti al VI stadio.

Secondo questa classificazione, & chiaro come la degenerazione progressiva dei neuroni
dopaminergici della parte compatta della sostanza nera si associ alla degenerazione di nuclei
aminergici del tronco encefalico (sia catecolaminergici che serotoninergici), del nucleo basale
di Meynert (colinergico), dei neuroni ipotalamici, dei bulbi olfattivi e di taluni piccoli neuroni

localizzati nella corteccia entorinale e nel giro cingolare. Anche il sistema autonomico



periferico sarebbe interessato con 1’evidenza di quadri di degenerazione neuronale nei gangli
simpatici e nei neuroni parasimpatici con I’interessamento di fibre afferenti cardiache e del
sistema nervoso mioenterico [lwanaga et al, 1999; Braak et al, 2006].

L’ipotesi di Braak et al [2003] sembra dunque fornire una spiegazione all'evoluzione clinica
non solo dei sintomi motori, ma anche della complessita dei vari sintomi non motori osservati
nella MP, seppur siano necessari ulteriori approfondimenti [Halliday et al., 2006; Jellinger

2009].



Fisiopatologia

L’alterazione tradizionalmente considerata alla base della fisiopatologia della MP ¢
caratterizzata dalla riduzione dei livelli di dopamina a livello dello striato conseguente alla
degenerazione e alla perdita di neuroni dopaminergici della substantia nigra del mesencefalo

[Dagher A, 2009].

Il numero di neuroni dopaminergici della substantia nigra varia da specie a specie. Gli esseri
umani hanno circa 440.000 neuroni dopaminergici a livello di tale area anatomica [Graybiel et
al, 1990]. E un dato acclarato come i sintomi motori compaiano quando il contenuto di
dopamina striatale scenda al di sotto di una soglia critica [Hornykiewicz, 1982]. Infatti, solo
quando almeno il 50-70% dei neuroni dopaminergici viene perso, i pazienti iniziano a

sviluppare i segni e i sintomi motori della malattia.

La via nigrostriatale esplica la sua azione sul controllo del movimento all’interno di un piu
ampio sistema che comprende non solo i nuclei della base, ma anche altre aree come quelle
prefrontali ed il sistema limbico, e dove la dopamina rappresenta il neurotrasmettitore

fondamentale [Jenner et al, 2006; Marsden et Olanow, 1998].

In questo complesso intreccio di circuiti, la disfunzione del sistema dopaminergico ¢ alla base
della disregolazione di altri sistemi neurotrasmettitoriali, seppur sia sempre piu evidente come
alterazioni determinatesi in altre aree, anche topograficamente lontane dalla via nigrostriatale,
possano essere implicate nella patogenesi della malattia, con alterazione complessiva del

quadro sintomatologico [Aosaki et al, 2010].

Infatti, oltre ai neuroni dopaminergici, risultano alterati altri sistemi neurotrasmettitoriali,
quali quello noradrenergico, serotoninergico, colinergico, GABAergico e glutamatergico.
L’interessamento di questi differenti sistemi neuronali non solo appare in grado di contribuire
all’esordio delle complicanze motorie e non motorie comunemente riscontrate durante la

progressione della malattia, ma la loro stessa alterazione precoce potrebbe spiegare alcuni
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disturbi, spesso sottovalutati, che secondo le attuali teorie di stadiazione, potrebbero precedere

di anni I’esordio motorio della malattia [Braak et al, 2003].

La fase preclinica motoria, secondo tale teoria, avrebbe una durata variabile, e durante tale
periodo, la graduale perdita di neuroni dopaminergici si accompagnerebbe a meccanismi di
up-regulation, ovvero ad un aumento dell'espressione recettoriale per la dopamina a livello dei
nuclei della base [Ferrer et al, 2011], determinando la riduzione del fine controllo esercitato
da queste strutture sulle vie motorie sino all’evidenza del quadro della malattia.
Successivamente, con la progressiva degenerazione del sistema dopaminergico nigro-striatale,
non solo verrebbe a mancare la produzione della quantita necessaria di dopamina ma sarebbe
anche persa la funzione di accumulo della dopamina neoformata dalla levodopa nelle
terminazioni dopaminergiche. La perdita di tale funzione determina una disregolazione
dell’azione della dopamina Sui recettori postsinaptici, con risultato finale della progressiva
riduzione della risposta positiva di lunga durata e della risposta negativa di breve durata
[Calne et Peppard, 1987]. Tali alterazioni comportano nel tempo la comparsa di
complicazioni motorie, quali fluttuazioni motorie e discinesie, che rendono necessari nel
tempo frequenti aggiustamenti della stessa terapia [Jankovic et Stacy, 2007].

La degenerazione di strutture centrali e periferiche, non obbligatoriamente dopaminergiche, la
cui progressione pud non essere contemporanea all’evoluzione del processo degenerativo
nigro-striatale, e che tuttora non risulta chiaramente definita [Halliday et al, 2006],
rappresenta la principale indiziata dell’ampio insieme dei sintomi non motori di malattia

[Chaudhuri et al, 2006; Wolters et al, 2009]
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L’eziologia della malattia di Parkinson ed il ruolo della genetica.
L’eziologia della MP rimane allo stato attuale ancora largamente sconosciuta.

La maggior parte dei casi di malattia spesso si presenta in forma sporadica, o apparentemente
tale, senza chiara associazione con fattori di rischio specifici. La visione complessiva é che
esista una predisposizione genetica individuale, che si combina con 1’azione di fattori

ambientali.

Tale ipotesi deriva dalla dimostrazione che alcuni agenti esogeni siano in grado di scatenare la
malattia. Una prova di quest’assunto deriva dell’identificazione nel 1982 di alcuni casi di
parkinsonismo accidentale in soggetti farmacodipendenti che, in seguito all’assunzione di 1-
metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina (MPTP), un composto secondario che si forma durante
la sintesi della meperidina, svilupparono subacutamente un disordine del movimento molto
simile alla MP idiopatica [Langston et al, 1983].

Tale scoperta permise di creare un modello sperimentale. Nei primati, infatti I’MPTP produce
un parkinsonismo tossico molto simile alla malattia dell’uomo, caratterizzato dalla perdita dei
neuroni dopaminergici dovuta all’inibizione del complesso 1 della catena respiratoria
mitocondriale, con conseguente deficit energetico cellulare e aumento della produzione di
radicali liberi endogeni. Si ritiene che la causa principale sia rappresentata dal deficit
energetico che consegue a tale inibizione; non si esclude pero, che alla degenerazione

contribuiscano altri fattori, quali un aumento dello stress ossidativo e 1’innesco dell’apoptosi.

Studi successivi hanno identificato un insieme di sostanze, simili strutturalmente all’MPTP,
contenute in insetticidi ed erbicidi, il cui uso rappresenta un fattore di rischio per lo sviluppo
di MP, senza tuttavia identificare uno specifico agente eziologico di tipo tossico. Va
comunque considerato come una differente suscettibilita genetica possa dare luogo a una
maggiore sensibilita all’azione di taluni tossici ambientali ¢ che, viceversa, la stessa

interazione con 1’ambiente possa influenzare la costituzione genetica.
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In ogni caso, e proprio grazie alle scoperte della genetica, compiute durante gli ultimi quindici
anni, che si € assistito ad una vertiginosa evoluzione del concetto delle basi eziologiche
sottostanti la MP. Questo cambiamento & stato in gran parte determinato dal riconoscimento
precoce di forme familiari della malattia, includenti non solo l'identificazione di mutazioni
genetiche che causano forme rare di MP o la scoperta di mutazioni pit comuni altamente
penetranti, ma anche la presenza di varianti genetiche con rischio moderato, sino ad arrivare,
piu di recente, alla mappatura di multipli loci che conferirebbero un rischio di malattia

aumentato, seppur di non elevato impatto [Houlden et Singleton, 2012.]

Sulla base di tali scoperte, la trattazione dell’eziologia della MP & evoluta da un tipico
modello di malattia considerato di tipo non ereditario, ad un complesso disturbo, con una
componente genetica ben determinata in un considerevole gruppo di pazienti [Klein et
Schlossmacher, 2006; Zimprich et al, 2011]. La stessa presenza di fattori di rischio di tipo
ambientale [Di Monte, 2003] deve essere quindi necessariamente riconsiderata nell’ambito di
un’aumentata suscettibilita genetica a tali noxe [Houlden et Singleton, 2012].

Una classificazione attuale dei loci monogenici associati alla comparsa di MP, con i rispettivi
geni e prodotti genici, e riportata nella tabella 1.

Susseguenti all’identificazione del primo gene descritto (SNCA) che codifica per 1’alfa-
sinucleina [Polymeropoulos et al, 1997], sono stati identificati via via nuovi geni che
codificano per la parkina [Kitada et al, 1998], I’oncogene DJ1 [Bonifati et al, 2003], e la
PTEN-induced kinase 1 (PINK1) [Valente et al, 2004], sino ad arrivare alla recente
individuazione di mutazioni a carico del gene VPS35 [Vilarino-Guell et al, 2011].
Recentemente sono state descritte forme di MP, potenzialmente associate sia a mutazioni del
gene EIF4GL1 in alcuni casi familiari [Chartier-Harlin et al, 2011] sia mutazioni del gene
TARDBP [Quadri et al, 2011]. In realta, & necessario attendere ampi studi di validazione

riguardo a queste ed altre forme presunte di MP associate a mutazioni genetiche, in quanto,
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come capitato nel caso di mutazioni del gene TARDBP, mutazioni descritte come sicuramente
patogene, non sono state confermate da successivi studi di associazione [Cannas et al, 2013].
Al momento attuale, si stima che circa il 5-10% dei pazienti presenti una forma monogenica
di MP individuabili con le attuali tecniche [Lill et al, 2012].

Da punto di vista dei meccanismi di ereditarieta & possibile suddividere la MP, associata a
forme di tipo monogenico, in due categorie: quella autosomica dominante e quella autosomica
recessiva.

In maniera piu specifica, sono state determinate almeno tre forme di MP a trasmissione
autosomico dominante: la prima determinata da mutazioni dell’alfa-sinucleina, la seconda
riguardante le mutazioni del gene LRRK2, mentre la terza, descritta piu recentemente,
concerne mutazioni a carico del gene VPS35 [Vilarino-Guell et al, 2011].

Tra le forme a trasmissione autosomico recessive, le forme piu importanti dal punto di vista
clinico sono rappresentate principalmente dalle mutazioni dei geni parkina, DJ1 e PINK 1,
seppur non vadano dimenticate le mutazioni a carico del gene ATP13A2, che codifica per una
ATPasi lisosomiale [Ramirez et al, 2006].

Negli anni a venire, I’'impiego di tecniche di sequenziamento di nuova generazione,
permettera verosimilmente la scoperta di ulteriori mutazioni causative di MP. Si ritiene,
comunque, che la la maggior parte dei pazienti parkinsoniani sia affetta da forme non
mendeliane di malattia, che sono quindi causate dall’effetto combinato dei fattori genetici ed
ambientali [Lill et al, 2012].

Un concetto che deve essere stressato verte sulla gran mole d’informazioni fornite da tutti
questi modelli genetici sui possibili meccanismi patogenetici alla base della MP e, quindi,
sulle alterazioni molecolari responsabili della disfunzione neurochimica e, nello stadio finale,

della degenerazione neuronale.

14



Il gene LRRK2 nella MP

La scoperta delle mutazioni del gene LRRK2 ha costituito un importante punto di svolta nel
campo dell’eziologia e della genetica della MP.

La storia del gene LRRK2 nella MP inizia nel 2002, con I’identificazione del locus PARK1,
identificante una regione pericentromerica sul cromosoma 12 associata alla MP, riportata da
Funayama et al [2002]. Gli autori descrissero un’ampia famiglia giapponese (denominata
Sagamihara kindred) con una forma di MP ad apparente ereditarieta autosomica dominante e
ridotta penetranza. Clinicamente, la malattia ricalcava strettamente una forma abbastanza
tipica di MP, con un’eta all’esordio nella sesta decade di vita e una buona responsivita alla
levodopa. In questa prima descrizione, fu segnalato, nell’unico caso studiato, perd un
particolare aspetto neuropatologico, che, seppur caratterizzato dalla presenza di una
degenerazione nigrostriatale, si discostava alquanto dal classico quadro patologico della MP,
per la presenza di particolari inclusioni gliali. Tale dato originale, indicativo di una possibile
differenza di tipo fenotipico, fu successivamente rivisto con 1’analisi anatomopatologica di
altri soggetti della Sagamihara kindred che rivelo una grande variabilita e differenza di quadri
patologici, includenti sia casi di degenerazione puramente nigrale o casi tipici caratterizzati
dalla presenza di corpi di Lewy, ma anche casi di MSA [Hasegawa et al, 2009].

La causa genetica codificata dal gene LRRK2, sottostante il linkage sul cromosoma 12, fu
identificata alla fine dell’anno 2004 ed in maniera indipendente da due differenti gruppi
[Paisan-Ruiz et al., 2004; Zimprich et al., 2004]. | risultati delle due ricerche riportarono
insieme un totale di sei differenti mutazioni (R1441G, R1444C, Y1699C, 11122V, 12020T e
L1114L). Da un punto di vista costitutivo, il gene LRRK2, ¢ costituito da 51 esoni e codifica
per una proteina di 2527 aminoacidi (circa 275-kDa) talvolta chiamata con il nome di
dardarina, con un termine derivato dalla parola basca “dardar” che significa tremore. Dal
confronto con altre proteine descritte in questa patologia, (ad esempio, 1’alfa-sinucleina che &

costituita da 140 aminoacidi oppure la proteina DJ1 composta da 189 aminoacidi) la dardarina
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appare senza dubbio di dimensioni molto superiori, con il gene che presenta molteplici siti
d’inizio trascrizione [West et al, 2005].

L’anno successivo fu descritta un’ulteriore mutazione del gene LRRK2, la G2019S, che
attualmente rappresenta quella individuata con maggiore frequenza nella popolazione di
origine europea [Di Fonzo et al, 2005; Nichols et al, 2005; Gilks et al, 2005; Hernandez et al,
2005; Kachergus et al, 2005].

Questa particolare mutazione e, infatti, relativamente comune all’interno di diverse
popolazioni, ed € stimata come responsabile della MP in circa il 2% dei casi apparentemente
sporadici e nel 5% dei casi familiari di MP nelle popolazioni nord-europee e nord-americane,
ma puo raggiungere frequenze riportate superiori al 10% in pazienti portoghesi, al 20% in
pazienti ebrei Ashkenaziti e sino al 40 % nella popolazione berbera nordafricana [Bras et al,
2005; Lesage et al, 2006; Ozelius et al, 2006]. Si ipotizza che tale mutazione sia stata ereditata
da un founder comune [Kachergus et al; 2005], in un intervallo compreso tra i 4500 e 9100
anni fa [Bardien et al, 2011].

Nelle popolazioni orientali, come quella cinese di Taiwan o in quella indiana, tale mutazione e
alquanto rara, se non addirittura assente [Punia et al, 2006; Lu et al, 2006].

Per cio che concerne la popolazione italiana, la frequenza della mutazione G2019S su pazienti
parkinsoniani e stata riscontrata in uno studio nell’1,9% del campione esaminato, con valori
del 1,3% nei pazienti sporadici e nel 4,3% dei pazienti con storia familiare positiva [Marongiu
et al, 2006]. La frequenza della mutazione, inoltre, era presente nell’1,2% di pazienti con
esordio precoce e nel 4% in pazienti con esordio tardivo. Tali valori sono stati confermati, in
seguito, da un altro studio italiano che ha determinato una frequenza pari all’1,7% dei pazienti
studiati [Goldwurm et al, 2006].

Mentre un primo studio effettuato in Sardegna, su una casistica molto ridotta di pazienti
parkinsoniani sardi, evidenzio un unico paziente con la mutazione G2019S in eterozigosi, con

valori di frequenza stimati intorno all’1% [Cossu et al, 2006], uno studio piu vasto condotto
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su 356 pazienti sardi con MP idiopatica e 208 controlli, ha individuato 8 pazienti con
mutazioni in eterozigosi del gene LRRK2 con valori di prevalenza pari al 2.3% (Floris et al,
2009). Per quanto concerne le mutazioni evidenziate, sei pazienti presentavano la mutazione
G2019S (1.7%) ed i restanti due la mutazione R1441C (0.6%).

Le mutazioni considerate al momento come sicuramente patogeniche solo le seguenti
N1437H, R1441C, R1441G, R1441H, Y1699C, 12012T, G2019S, e la 12020T, anche se deve
essere tenuto a mente il concetto della non completa penetranza di queste mutazioni. A tale
riguardo, lo studio piu esteso finalizzato all’identificazione di questa peculiarita ha dimostrato
valori crescenti di penetranza eta-correlati della mutazione G2019S che da valori stimati del
28 % all’eta di 59 anni salgono al 51 % all’eta di 69 anni, sino a raggiungere il 74 % all’eta di

79 anni [Healy et al, 2008].
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Neuropatologia delle forme genetiche LRRK2-correlate

Dal punto di vista neuropatologico, la maggior parte dei casi finora descritti con mutazioni del
gene LRRK2 presentano un insieme di caratteristiche spesso sovrapponibili con la tipica
forma della MP ed individuate, dunque, dalla presenza di corpi di Lewy nel tronco cerebrale
con la classica perdita di neuroni dopaminergici nella substantia nigra. In tale senso, il gruppo
pit cospicuo di pazienti esaminati autopticamente [Papapetropoulos et al, 2006] presentava
corpi di Lewy, con un pattern assolutamente classico per la MP accompagnata alla perdita di
neuroni dopaminergici con gliosi sostituiva, che € ad oggi il comune denominatore del
parkinsonismo clinicamente visibile. Tuttavia, sono state descritte caratteristiche patologiche
supplementari, talvolta discordanti, con marcato pleomorfismo anatomopatologico [Tan et al,
2006], e contraddistinte dalla presenza di placche e agglomerati neurofibrillari in aggiunta al
quadro patologico della MP, o con una degenerazione puramente nigrale senza riscontro di
corpi di Lewy, ed anche inclusioni citoplasmatiche gliali che ricordano la MSA [Hasegawa et
al, 2009].

A tale riguardo, sono state descritte inclusioni di ubiquitina e alfa-sinucleina, con formazione
di corpi di Lewy classici [Whaley et al, 2006], localizzate nella substantia nigra o nelle
regioni corticali. In alcuni pazienti, altri autori hanno riportato un quadro tipico di taupatia
abbastanza simile a quella della PSP [Rajput et al., 2006], anche se non identica [Gasser,
2006]. Inoltre, sono stati descritti ulteriori casi con solo dato indicativo per taupatia, e altri che
non hanno né sinucleinopatia, né taupatia [Galpern et al., 2006].

Zimprich et al. [2004] di fatto avevano gia descritto quadri neuropatologici con corpi di Lewy
tipici della MP, ma anche quadri piu complessi suggestivi per malattia da corpi di Lewy
diffusi, degenerazione nigrale senza istopatologia caratteristica, sino ad arrivare a quadri tipici
di paralisi sopranucleare progressiva, seppur in pazienti con mutazioni differenti dalla

G2019S.
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In una famiglia canadese con la mutazione G2019S, sono stati descritti inoltre, casi senza
corpi di Lewy ma con evidenza di placche neurofibrillari tau-immunopositive [Rajput et al.,
2006]. A questo riguardo, e di recente pubblicazione il caso di un paziente con mutazione
G2019S e deposizione della proteina tau con morfologia e distribuzione lesionale molto
simile alla tipologia riscontrata in casi di paralisi sopranucleare progressiva [Ruffmann et al,
2012].

Deve essere al contempo chiarito come non vi siano al momento ampie casistiche che abbiano

specificamente esaminato tale aspetto [Houlden et Singleton, 2009].
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Caratteristiche cliniche dei pazienti con mutazioni della LRRK2

Per quanto concerne lo studio delle caratteristiche cliniche dei pazienti con mutazioni del gene
LRRK2, deve essere precisato come la gran parte dei lavori si e soffermata sugli aspetti
fenotipici correlati alla mutazione G2019S, ed in particolar modo sui disturbi di tipo motorio.
Sotto questo versante, seppur le forme di malattia correlate a mutazioni LRRK2 siano
comunemente considerate sovrapponibili a quelle classiche di MP, alcuni isolati pazienti con
mutazioni a carico di questo gene sono stati inquadrati in altre forme di disordini di
movimento sia da un punto di vista clinico che anatomo-patologico [Ruffmann et al, 2012,
Zimprich et al. 2004].

In effetti, alcune delle prime famiglie descritte con mutazioni del gene LRRK2 racchiudevano
al loro interno quadri clinici discordanti che potevano giungere ad includere amiotrofia ed
importamente deterioramento cognitivo [Zimprich et al, 2004]. Un’altra importante
distinzione rilevata in queste forme verte sulla possibile espressione variabile della severita di
malattia, con descrizione di una minore gravita di malattia per rischio di cadute, progressione
del deficit e discinesie, seppur vengano descritti al contrario una maggior presenza di quadri
distonici e di tremore, che tende spesso a presentarsi come il piu frequente sintomo di
presentazione [Healy et al, 2008].

In precedenza, uno studio condotto in Norvegia Aasly et al [2005] su nove pazienti con la
mutazione G2019S in eterozigosi, aveva evidenziato come le caratteristiche cliniche di questi
soggetti corrispondessero ad un parkinsonismo asimmetrico con classico tremore di riposo,
bradicinesia e rigidita, con buona risposta alla levodopa, con una sostanziale indistinguibilita
del parkinsonismo associato a mutazioni della LRRK2 dalla forma idiopatica di malattia.

In uno studio successivo, Papapetropoulos et al [2006], studiando cinque portatori della stessa
mutazione G2019S, rilevo come le caratteristiche cliniche di questi pazienti fossero, in realta,
piu eterogenee. Quattro pazienti, infatti, mostravano un’eta d’esordio compresa trai41 ed i 79

anni. Mentre la maggior parte di questi presentavano caratteristiche cliniche tipiche della MP,
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il piu anziano esordi con cadute precoci, tremore cinetico ed una scarsa risposta alla terapia
con levodopa. Inoltre, era riferita in questo studio la presenza di un portatore di questa
mutazione senza alcun sintomo o segno di parkinsonismo: un individuo deceduto all’eta di 68
anni per infarto del miocardio.

Le caratteristiche fenotipiche sono state oggetto d’interesse anche nello studio effettuato in
Italia [Marongiu et al., 2006] in 21 soggetti con la mutazione G2019S. In questi pazienti 1’cta
d’esordio era compresa in un vasto range tra i 35 ed i 78 anni, con una media di circa 55 anni.
Anche in questo studio si confermava il tipico quadro parkinsoniano, con buona risposta alla
terapia dopaminergica ed assenza di caratteristiche atipiche. Deve pero essere segnalato come
circa la meta dei pazienti riferisse la presenza di lievi disturbi neuropsichiatrici, caratterizzati
in maniera piu marcata da sintomi ansioso-depressivi, con una frequenza superiore alla MP
idiopatica. Anche i deficit cognitivi erano riportati con minore frequenza.

| dati di una sovrapponibilita del quadro clinico con la MP derivano, inoltre, dallo studio di
un’altra mutazione del gene LRRK2, la Y1699C, riscontrata in una famiglia con
parkinsonismo ad esordio tardivo [Khan et al, 2005], che ha fornito ulteriori prove sulla
prossimita clinica alla forma idiopatica di MP. In realta, seppur il fenotipo clinico in questa
famiglia includesse un parkinsonismo tremorigeno asimmetrico lentamente progressivo e
responsivo alla terapia dopaminergica, la presenza di importanti fenomeni distonici agli arti
inferiori rappresentava un dato di sicuro interesse. Anche in questa famiglia si rilevava
I’assenza di deterioramento cognitivo, seppur fosse stato osservato qualche disturbo di tipo
comportamentale.

Recentemente, un lavoro multicentrico osservazionale condotto in vari Paesi, ha studiato la
presenza di mutazioni della G2019S presenti in omozigosi e ha comparato questi dati con
quelli riscontrati in pazienti con mutazioni in eterozigosi, nonché con pazienti con forme

sporadiche di MP.
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Le conclusioni di questo studio riportarono come la MP correlata a mutazioni LRRK2, fosse
caratterizzata dalle tipiche caratteristiche cliniche della MP idiopatica, e che I’estrema
sovrapponibilita clinica tra pazienti con mutazioni in omo ed eterozigosi non supportasse un

effetto di dosaggio genico [Ishihara et al., 2006].
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Mutazioni gene LRRK2 e disfunzione cardiovascolare

Al momento attuale, gli studi che hanno ricercato eventuale alterazioni disautonomiche nel
parkinsonismo da mutazioni del gene LRRK2 sono alquanto rari. Il primo articolo apparso in
letteratura su Neurology [Goldstein et al, 2007] riguardava la segnalazione di un singolo caso
affetto da MP familiare con mutazione G2019S del gene LRRK?2 ed evidenza allo studio PET
di marcata riduzione della captazione della 6-[**F]fluoro dopamina al livello del tessuto
miocardico ventricolare sinistro, consistente con una denervazione cardiaca del simpatico,
similare a quella precedentemente descritta in pazienti con forme familiari di MP e anomalie
genetiche del gene che codifica per I’a-sinucleina [Goldstein and Kopin, 2001; Singleton et
al., 2004.] ed in casi sporadici di malattia [Goldstein et al, 2000]

| pazienti, inoltre, avevano una progressiva caduta della pressione arteriosa durante la
manovra di Valsalva e nessun overshoot pressorio dopo il rilascio della manovra, con
evidenza d’insufficienza dei baroriflessi simpatoneurale e cardiovagali, con il concetto finale
che nella MP con associate mutazioni del gene LRRK?2, il parkinsonismo, la denervazione
simpatica e I’insufficienza baroflessoria potessero derivare da un unico processo patogenetico.
In realta, tre successivi studi clinici [Quattrone et al, 2008; Ruiz-Martinez et al., 2011,
Valldeoriola et al, 2011] hanno messo in crisi questa tesi dogmatica (enunciata per giunta su
un unico paziente). Nel primo lavoro, condotto in Italia dal gruppo di Quattrone et al. [2008] &
risultato che la scintigrafia miocardica con MIBG era preservata in 3 pazienti non correlati (su
6 studiati) affetti da MP e mutazione G2019S del gene LRRK2. Inoltre, gli ultimi due lavori
recentemente pubblicati [Ruiz-Martinez et al, 2011, Valldeoriola et al, 2011] confermano il
dato di una minore compromissione alla scintigrafia miocardica con MIBG, rispetto ai
pazienti con MP non associata a mutazioni del gene LRRK2, sia nei pazienti con mutazione

(2019S che nella cosiddetta variante basca R1441G.

23



Sintomi motori e non motori nella MP. Un apparente dicotomia?

La MP ¢ stata convenzionalmente inquadrata nell’ambito dei Disordini del Movimento e per
molti decenni i campi di ricerca sono stati incentrati principalmente sui sintomi motori e sulle
complicazioni ad essi correlati [Marsden et Parkes, 1977; Schrag et Quinn, 2000]. Piu
recentemente, e stato riconosciuto come la sintomatologia motoria, ed il parkinsonismo in
particolare, altro non siano che la punta di un iceberg costituito da molteplici sintomi di tipo
non-motorio, spesso lontani dalla semplice definizione motoria e ampiamente sommersi
[Langston, 2006]. Tali sintomi non motori condizionano fortemente la disabilita del paziente
parkinsoniano e, al contempo, impattano negativamente sulla qualita di vita dei pazienti affetti
da tale patologia [Martinez-Martin et al, 2011].

L’esatto valore di prevalenza e la dimensione dell’impatto dei sintomi non motori nella MP
costituiscono al momento un dato non completamente definito. Infatti, considerata
I’attenzione prestata alle problematiche di tipo motorio, le complicazioni di tipo non motorio
hanno spesso ricevuto scarso interesse in letteratura [Chaudhuri et al., 2006; O’Sullivan et al.,
2008], mentre i fattori alla base di tali disordini sono ancora largamente sconosciuti e le
complesse correlazioni non ancora esaurientemente valutate.

Analiticamente, il complesso dei disturbi non motori della MP [Adler, 2005] si estende dai
disordini di tipo neuropsichiatrico (spesso caratterizzati da ansia, depressione, disturbi del
controllo degli impulsi e psicosi) [Dissanayaka et al, 2010; Burn DJ, 2002; Weintraub et al,
2010; Henderson et al, 1992] a quelli di tipo cognitivo, sensitivo, del sonno, sino ad arrivare a
quelli di tipo autonomico.

Seppur sia stato osservato come alcuni di tali sintomi non-motori rispondano in maniera
soddisfacente alla terapia antiparkinsoniana, variando in risposta a vari livelli di stimolazione
dopaminergica [Chaudhuri et Schapira, 2009], la maggior parte di questi sintomi sono spesso
resistenti alla levodopa, cosi da ipotizzarne una patofisiologia extrastriatale e di tipo

nondopaminergico [Lim et al, 2009]. Si suppone, inoltre, che alcuni di questi disturbi, seppur
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intrinseci alla patologia neurodegenerativa, possano essere spesso provocati dalla stessa
terapia dopaminergica sostitutiva [Chaudhuri e Schapira, 2009].

Inoltre, molti di questi si sviluppano piu tardi nel corso della malattia e contribuiscono
notevolmente alla progressiva disabilita resistente al trattamento [Chaudhuri e Schapira,
2009].

Nel corteo dei sintomi di tipo non-motorio spiccano i disturbi autonomici, che rivestono un
ruolo singolare nella MP con molteplici espressioni cliniche. Le manifestazioni di tipo
autonomico variano da disturbi cardiovascolari, gastrointestinali, urogenitali, termoregolatori,
respiratori, alterazioni del sonno o anomalie pupillari [Chaudhuri et al, 2006].

Da tali considerazioni € logico intuire come il processo degenerativo responsabile della MP si
sviluppi a piu livelli. Non solo non sarebbe spazialmente limitato, con un interessamento
limitato alle semplici vie nigro-striatali [Lim et at., 2009], ma avrebbe anche differenti
espressioni sul versante di tipo temporale, come indicato dagli studi anatomopatologici di
Braak [Braak et al, 2003]. Secondo tale visione prospettica, la malattia avrebbe un’evoluzione
anatomica in varie fasi, con un processo neurodegenerativo progressivamente ascendente, che
partendo dal nucleo dorsale del glossofaringeo e dal nucleo del vago giungerebbe negli stadi
avanzati fino alla mesocorteccia temporale anteromediale e alle aree prefrontali [Braak et al,
2003], con il coinvolgimento dei neuroni simpatici post-gangliari delle colonne intermedio
laterali [Bannister et Oppenheimer, 1972; Oppenheimer, 1980].

Pertanto, col progredire della malattia, i disturbi autonomici giungono a costituire un rilevo
sempre piu frequente se non addirittura costante. 1l loro tempestivo ed adeguato
riconoscimento risulta, dunque, importante non solo al fine di raggiungere un’accurata
diagnosi differenziale tra le varie sindromi parkinsoniane, ma anche per effettuare la migliore
scelta terapeutica e formulare la prognosi piu attendibile.

Nella pratica clinica, stupisce dover rilevare come, tra i disturbi disautonomici nella MP, i

disturbi cardiovascolari, pur rappresentando un evento molto comune ed in grado di causare
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una severa condizione di disabilita, siano spesso ampiamente studiati e sottostimati. La
presenza di un quadro d’ipotensione ortostatica, ad esempio, puo incidere negativamente sulla
qualita di vita dei pazienti, spesso con una marcata interferenza sull’attivita motoria del
soggetto parkinsoniano con un aumentato rischio di cadute e conseguenti fratture traumatiche

[Suérez-Moro et al., 2010].
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I sintomi non motori nella MP.

| sintomi non motori sono tradizionalmente descritti in stretto rapporto di correlazione con
I'avanzare dell'eta del paziente e della gravita di malattia, anche se alcuni sintomi non motori,
quali i disturbi di tipo olfattivo, la stipsi, la depressione e i disturbi del sonno, possono
verificarsi anche nelle prime fasi della malattia, comprese quelle premotorie [Chaudhuri et al.,
2005]. Poiché I'eta media e la speranza di vita della popolazione sono in continuo aumento, &
logico inferire come le caratteristiche non motorie della malattia di Parkinson diventeranno in
futuro sempre piu importanti. [Chaudhuri et al., 2005; Hely et al., 2005]. | sintomi non motori
nella MP sono diversi con un ampio spettro che comprende problemi cognitivi, disturbi
neuropsichiatrici, disturbi del sonno, disturbi sensitivi, disfunzioni sessuali, disturbi urinari e
gastroenterici, sino ai disturbi disautonomici cardiovascolari.

Un elenco esaustivo dei sintomi di tipo non motorio nella malattia di Parkinson é indicato

nella Tavola 2.
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Disturbi disautonomici cardiovascolari nella MP

| sintomi disautonomici di tipo cardiovascolare costituiscono un evento comune nella MP, e
possono costituire sia una caratteristica clinica associata al parkinsonismo, rilevabile come
una disfunzione del sistema nervoso autonomo e correlata al processo neurodegenerativo
sottostante, che presentarsi come un effetto collaterale correlato allo stesso trattamento
farmacologico, e, quindi, determinato o slatentizzato dagli stessi effetti ed interazioni dei
farmaci dopaminergici sul sistema nervoso autonomo.

Da un punto di vista diagnostico-differenziale, la concomitante presenza di un’importante
disfunzione autonomica all’esordio del parkinsonismo, che appaia prominente rispetto ai
segni motori parkinsoniani e spesso associata ad una mancata risposta terapeutica alla
levodopa, € fortemente indicativa per una differente classificazione nosologica sul versante
dei parkinsonismo atipici, e piu specificatamente nell’ambito di una diagnosi di atrofia
multisistemica [Gilman et al, 2008].

Tra i sintomi disautonomici cardiovascolari, il sintomo piu frequente e descritto e
rappresentato dall’ipotensione ortostatica, caratterizzata da un’eccessiva riduzione della
pressione arteriosa nel passaggio dalla posizione clinostatica all’ortostatismo. La definizione
classica d’ipotensione ortostatica, secondo il consensus dell’EFNS, contempla il rilievo di una
caduta della pressione arteriosa sistolica maggiore di 20 mmHg o una diminuzione della
pressione arteriosa diastolica di almeno 10 mmHg dopo 3 minuti di ortostatismo o durante
I’esecuzione del tilt test ad almeno 60° [Lahrmann et al, 2006].

| sintomi che vengono solitamente riferiti in coincidenza di tale fenomeno sono spesso vaghi,
seppur generalmente costituiti da debolezza generalizzata, spesso con sensazione di
mancamento e lipotimia, confusione e obnubilamento del sensorio. Qualora 1’eccessiva
riduzione pressoria dovesse persistere nel tempo, essa pu0 determinare un quadro
d’ipoperfusione cerebrale piu grave che puo condurre a un definito episodio sincopale,

talvolta associata a convulsioni generalizzate.
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In realtd, spesso i sintomi dell’ipotensione ortostatica non appaiono di univoca e facile
interpretazione, in quanto talora caratterizzati da disturbi spesso posti in relazione a problemi
di altra natura, come ad esempio nel caso dei sintomi da ipoperfusione a carico della
muscolatura cervicale, caratterizzati da dolori paracervicali e/o suboccipitali, ed anche
rachidei, spesso considerati di competenza ortopedica [Mathias, 2003].

L’evidenza di tale complessa sintomatologia clinica € spesso maggiormente riferita al
passaggio dal clinostatismo all’ortostatismo, soprattutto al risveglio. Fattori associati come
calore, cibo, alcool, cosi come 1’esercizio fisico o altre attivitda che aumentino la pressione
intratoracica (ad esempio la defecazione e la tosse), nonché alcuni farmaci (ad esempio
vasodilatatori), possono slatentizzare 1’espressione di un'ipotensione ortostatica altrimenti
asintomatica.

Il disturbo ipotensivo ortostatico e spesso complicato, nelle ore notturne, da un quadro di
ipertensione clinostatica. Il ruolo prognostico della disfunzione cardiovagale e dei baroreflessi
non & ancora completamente nota [Karemaker et Wesseling, 2008]. Terapie non mediche e
mediche possono aiutare il paziente a fronteggiare un’ipotensione ortostatica sintomatica.

Si ritiene che alla base dei disturbi del sistema cardiovascolare di questi pazienti vi sia
un‘alterazione del sistema simpatico a livello post-gangliare, con evidenza di una
disregolazione dei meccanismi di controllo sistemico della pressione arteriosa e di anormalita
vasomotorie [Appenzeller et Goss, 1971; Aminoff et Wilcox, 1971]. La perdita di neuroni
delle colonne intermedio-laterali del midollo spinale, la disfunzione cardiaca autonomica e la
presenza di corpi di Lewy nei plessi vegetativi dei pazienti affetti da MP sono stati individuati
come causa principale di tali disturbi [Suarez-Moro et al, 2010]. Inoltre, si suppone che la
stessa terapia dopaminergica possa interferire in maniera cospicua su una disregolazione di

tale sistema e contribuire alla disautonomia cardiovascolare.
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Sistema nervoso autonomo

Il sistema nervoso autonomo regola le varie funzioni del corpo umano, generalmente al di
fuori del controllo volontario, al fine di mantenerne l'omeostasi.

L'importanza del sistema nervoso autonomo deriva dal fatto che ogni organo del corpo umano
e collegato al sistema nervoso autonomo e regolato di conseguenza da esso. Varie aree del
cervello sono considerati centri complessi nell’ambito del cosiddetto network autonomico. Le
informazioni ricevute dalla periferia (afferenze autonomiche) subiscono un processo di
elaborazione in tali centri, dai quali viene inviata successivamente una risposta correlata
all'organo bersaglio periferico (efferenze autonomiche). All'interno di questo sistema efferente
sono state individuate due vie anatomicamente e funzionalmente distinte, che & possibile
differenziare nel sistema nervoso simpatico (definito anche come ortosimpatico) e nel sistema
nervoso parasimpatico.

Il sistema nervoso simpatico rappresenta il cosiddetto “"sistema di emergenza” e viene
usualmente descritto come una componente finalizzata ad una reazione di tipo attacco/fuga
(fight or flight). La sua attivazione determina una serie di effetti diretti a tale scopo fra i quali
spiccano l'allargamento delle pupille, I’'aumento della frequenza cardiaca, nonché I’aumento
della forza contrattile cardiaca e della resistenza vasale. Dopo che i nervi simpatici hanno
lasciato il midollo spinale, le fibre pregangliari entrano in sinapsi a livello dei gangli
paravertebrali e prevertebrali con i corpi cellulari del secondo neurone (postgangliare) da cui
partono fibre nervose postgangliari amieliniche che raggiungono gli organi bersaglio.
Un’eventuale disfunzione prima di tali gangli riceve la definizione di disfunzione
pregangliare, altrimenti viene specificata come postgangliare. In tale sistema, I’acetilcolina
costituisce il neurotrasmettitore liberato alle estremita del tratto pregangliare mentre la
noradrenalina costituisce il neurotrasmettitore liberato a livello degli organi effettori
postgangliari, ad eccezione delle ghiandole sudoripare ove il neurotrasmettitore e ancora

I’acetilcolina.
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In una visione strettamente dicotomica del sistema nervoso autonomo, il sistema nervoso
parasimpatico & comunemente inteso come “l'avversario” del sistema nervoso simpatico, per
cosi dire il "sistema riposo e relax". L’attivazione del sistema parasimpatico controlla tra gli
altri la chiusura delle pupille, la diminuzione della frequenza cardiaca e 1’attivazione della
digestione. Nella regione superiore controlla il sistema autonomico a livello delle ghiandole
lacrimali e salivari, del cuore, dei polmoni cosi come l'apparato digerente superiore. Le fibre
nervose esistenti nella zona del coccige sono importanti per il controllo del tratto urinario e
del tratto digestivo inferiore. Il principale neurotrasmettitore dei neuroni postgangliari del
parasimpatico € l'acetilcolina.

In realta, il sistema nervoso autonomo non pud essere racchiuso in una mera entita
dicotomica. Langley ha descritto una terza parte del sistema nervoso autonomo, nota come
sistema nervoso enterico, che puo essere influenzato sia dal sistema nervoso simpatico che da
quello parasimpatico, con una notevole influenza nel regolare la motilita, come pure la
secrezione, nel tratto gastrointestinale.

Come accennato in precedenza, al fine di mantenere lI'omeostasi interna, il sistema nervoso
autonomo funziona come un circuito di controllo che ha bisogno di vari archi reflessi
autonomici. Tali archi reflessi consistono di un’afferenza, un‘elaborazione centrale e una
componente efferente. Il segnale afferente proviene principalmente da sensori specializzati, ad
esempio i recettori di pressione, che registrano i cambiamenti nella pressione sanguigna e
possono convertire tali variazioni in impulsi nervosi. Il segnale raggiunge il sistema nervoso
attraverso i nervi periferici o i nervi cranici. Qui il segnale afferente viene comparato con altri
segnali di controllo che vengono elaborati dai centri di regolazione, in specifici centri di
elaborazione encefalici. La risposta efferente & generata tali centri nervosi encefalici e viene,
dunque, inviata agli attuatori specifici del loop di controllo quali la muscolatura liscia dei vasi

sanguigni. La conseguente reazione dell'organo efferente assiste nella correzione delle
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condizioni disfunzionali, che sono state registrate dai sensori con l'aiuto di specifici

meccanismi di feed-back.
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Premessa sui test diagnostici cardiovascolari.

L'obiettivo primario della testistica di laboratorio e diretto ad individuare i segni di
insufficienza autonomica, con una valutazione e quantificazione della gravita della malattia.
In alcuni casi consente di affinare le possibilita diagnostiche determinando gli eventuali
sistemi coinvolti, come ad esempio il deficit del sistema parasimpatico, simpatico o
panautonomico, seppur una definitiva differenziazione della localizzazione (centrale,
disfunzione pregangliare o postgangliare) non sia spesso chiaramente possibile. I test sono
potenzialmente utili, comunque, nel distinguere tra disturbi statici e progressivi, o nel
monitorizzare 1’eventuale risposta al trattamento, mediante 1’utilizzo di misure quantitative
nel tempo. E da precisare, comunque, come la combinazione tra caratteristiche cliniche e
anomalie rilevate al test sia utilizzata piu spesso per stabilire una diagnosi.

Una varieta di condizioni cliniche gioca un ruolo fondamentale nella corretta lettura dei test
autonomici nell’ambito dei pazienti affetti da MP.

Le condizioni pit comuni includono le neuropatie autonomiche, quali diabete e amiloidosi
sistemica e neuropatie immuno-mediate; le condizioni degenerative; 1’insufficienza
autonomica pura, ecc. [Weimer et al, 1999].

Al fine di ottenere una buona affidabilita nell'interpretazione dei dati, gli eventuali fattori di
confondimento dovrebbero essere minimizzati. In preparazione per il test, i pazienti
dovrebbero evitare di assumere sostanze potenzialmente attive sul sistema autonomo, e
dunque, se possibile; evitare caffeina, nicotina, pasti abbondanti e esercizio fisico pesante il
giorno del test; cosi come avere recuperato da qualsiasi condizione patologica acuta o da

fenomeni di disidratazione. [Weimer, 1999; Hilz et Dutsch, 2006].
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Heart rate variability (HRV)

Tra i metodi utilizzati per I’assessment delle funzioni autonomiche, diversi test sono stati
utilizzati per 1’analisi della variabilita della frequenza cardiaca (HRV, acronimo di Heart rate
variability) con crescente interesse. Infatti, i meccanismi neurali simpatici e parasimpatici che
presiedono al controllo del sistema cardiovascolare sono in grado di generare differenti
pattern sia sulla frequenza cardiaca che sulla pressione arteriosa [Omboni et al. 1996]. In
effetti, la valutazione standard della funzione autonomica cardiovascolare non puo esimersi
dall’esecuzione di test dedicati ai riflessi cardiovascolari [Ravits, 1997, Myllyla et al. 2000].
L’assessment dell’HRV, in tale contesto ¢ considerato come la misura indiretta piu
comunemente utilizzata della funzione vagale [Ravits, 1997]). L’'HRV rappresenta, infatti, una
misura indiretta dell’interazione simpato-vagale a livello del nodo del seno, utilizzata come
indicatore del controllo nervoso del cuore.

L’HRV e di semplice registrazione e le misure ottenute sono, quindi, ritenute indicatori
sensibili della funzione del sistema parasimpatico. La misurazione dell’HRV puo essere
valutata, sia su registrazioni elettrocardiografiche di breve durata ottenute in condizioni
controllate di laboratorio sia su registrazioni a lungo termine.

Piu comunemente, si procede alla registrazione della frequenza cardiaca battiti-battito (beat-
to-beat) con la registrazione degli intervalli R-R o dei dati sequenziali della frequenza
cardiaca, mentre le risultanti aritmie sinusali sono analizzate con uno dei numerosi metodi
disponibili.

Le misure piu semplici sono una media del range di cambio della frequenza cardiaca durante
la prova oppure un rapporto medio delle differenze d’intervallo R-R (rapporto E:l). Tecniche
analitiche piu complesse aggiustano parzialmente alcuni fattori di confondimento, come la
frequenza cardiaca a riposo e il drift della frequenza cardiaca durante la prova, sulla base di
valori normativi descritti per classi di eta. [Lowe et al, 1997]. La maggior parte di tali tecniche

sono state accettabilmente riprodotte in diversi studi da validazione [Ziegler et al, 1992].
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La respirazione ciclica profonda é spesso utilizzata nelle valutazioni di breve durata, in quanto
le pathways sia di tipo afferente che efferente sono mediate dal vago e ridotte da agenti
anticolinergici. L'effetto € massimo con sei respiri al minuto ma decresce con lo sforzo
continuato a causa degli effetti dell'iperventilazione e dell’ipercapnia. Altri test cardiovagali
parasimpatici includono le misure di variabilita della frequenza cardiaca registrate durante il
riposo, la tosse, riflesso di immersione (diving reflex), in posizione ortostatica, in posizione
accovacciata (squatting) e supina. Tutte queste misure sono modificate da alcuni farmaci o da
malattie intrinseche del sistema di conduzione cardiaca [Piha, 1988, 1993, Ewing 1992].
Lanalisi dell’HRV é basata sugli standard espressi dal Concensus espresso nel 1996 dalla
Task force dell’European Society of Cardiology e della North American Society of Pacing and
Electrophysiology . La sua interpretazione e classicamente imperniata su due differenti
modalita analitiche: 1’ analisi nel dominio del tempo (metodiche definite di tipo “time
domain”) o 1’analisi nel dominio della frequenza (metodiche di tipo “Frequency domain),
anche se e possibile lavorare con indici di tipo “non lineare.” Tale caratterizzazione nasce dal
fatto che le variabili interessate possono essere descritte non solo come una funzione del
tempo, ma anche come la somma delle componenti oscillatorie elementari, definite dalla loro
frequenza e ampiezza. Un numero stabile e sufficiente di dati € richiesto per 1’analisi spettrale,
specialmente per i metodi di tipo non parametrico, quali la trasformata rapida di Fourier o
FFT, acronimo di fast Fourier transform, allo scopo di avere risultati affidabili (Task Force
1996).

Le valutazioni abituali dell’HRV vertono quindi sia sulle misure time domain che di tipo
frequency domain. In entrambi i metodi, sono determinati in primis gli intervalli temporali tra
ogni normale complesso QRS successivo. In una registrazione elettrocardiografica (ECG)
continua viene rilevato ogni complesso QRS e gli intervalli “normal to normal” (NN). Tutti i
battiti anormali, non generati dalla depolarizzazione del nodo del seno sono eliminati

dall’analisi HRV.
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Un concetto che va necessariamente enunciato verte sul fatto che lo studio dell’HRYV riflette le
fluttuazioni piuttosto che i livelli assoluti del tono autonomico, mentre il ritmo respiratorio &
considerato riflettere la modulazione vagale [Hayano et al, 1991].

La finestra temporale dell’analisi HRV puo essere sia di breve termine (alcuni minuti) o di piu
lunga durata (diverse ore), e la realizzazione di ciascuna finestra temporale presenta
contemporaneamente dei vantaggi e degli svantaggi. E logico intuire come le registrazioni di
piu breve termine possano fallire nell’individuare le oscillazioni di ridotta frequenza, mentre
quelle di lungo termine possono essere modificate dalle molteplici condizioni ambientali che
possono fungere da fattori di confondimento alla lettura dei risultati dell’analisi HRV.
Entrambe le metodiche di analisi dell’HRYV, sia di tipo time che frequency domain, si sono
dimostrate utili nella valutazione degli effetti della disfunzione autonomica in patologie quali
diabete, coronaropatie e ictus (Bianchi et al. 1990, Huikuri, 1995, Korpelainen et al, 1996;
Korpelainen et al, 1999).

Le misure di tipo “Time domain” sono le piu semplici da calcolare ma non forniscono uno
strumento idoneo a quantificare 1’equilibrio (balance) tra le differenti componenti del sistema
nervoso autonomo. Tali misure sono basate o sull’analisi statistica o geometrica della
frequenza cardiaca o sugli intervalli tra complessi normali successivi (Task Force 1996). La
radice quadrata della varianza o deviazione standard degli intervalli NN (SDNN, acronimo di
standard deviation of NN intervals) costituisce la variabile piu semplice per il calcolo delle
misure “time domain”. La SDNN riflette tutte le componenti cicliche responsabili della
variabilita durante il periodo di registrazione e dipende dalla durata del periodo di
registrazione, che per tale ragione deve essere standardizzato.

Altre misure utilizzate piu comunemente usate derivate dalla distribuzione statistica degli
intervalli R-R sono la radice quadrata degli scarti quadratici medi tra intervalli RR successivi
(RMSSD acronimo di square root of the mean squared differences of successive R-R

intervals), la NN50 che identifica il numero delle differenze pitu ampie di 50 msec di intervalli
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RR adiacenti, nonché la sua proporzione (pNN50) [Task Force, 1996]. | metodi geometrici
presentano gli intervalli R-R in pattern geometrici ed esistono diversi metodi per derivare
misure HRV da questi pattern. Un approccio consiste nell’analisi quantitativa dei plot di
Poincaré [Huikuri et al, 1996], che sono dei diagrammi di dispersione che individuano ciascun
intervallo R-R come una funzione di precedenti intervalli R-R. La forma del plot puo essere
classifcata in diversi pattern, come nel caso dell’analisi quantitative dei plot di Poincaré [Woo
et al, 1994]. Un altro metodo geometrico ¢ 1’indice triangolare (triangular index) dove il
pattern geometrico € interpolato da una forma definita matematicamente [Malik et al. 1989].

L’ analisi frequency domain condotta con I’analisi della densita della potenza spettrale (analisi
PSD, acronimo di Power Spectral Density Analysis) rappresenta un’altro strumento
importante di ricerca nella valutazione dell’HRV. L’analisi PSD fornisce le informazioni
basiche su come la varianza sia distribuita in funzione della frequenza, sebbene solo una stima
possa essere ottenuta da opportuni algoritmi matematici (Task Force 1996). | metodi per il
calcolo della PSD sono generalmente classificati come non parametrici, come la metodica
FFT, prima nominata, e parametrici, come il modello di approccio autoregressivo (AR). |
metodi non parametrici hanno il vantaggio di avere piu semplici algoritmi ed un’elevata
velocita di processazione, mentre i vantaggi dei metodi parametrici sono I’individuazione di
componenti spettrali piu definite, miglior post-processazione delle informazioni e un’accurata
stima della PSD anche con un bassa campionarieta. Gli svantaggi dei metodi parametrici sono
rappresentati alla necessita di verificare 1’adattabilita del modello scelto. La tecnica
matematica dell’analisi PSD consente di individuare 3-4 bande di frequenza delle oscillazioni
che sono: una banda ad oscillazione piu rapida, detta banda HF (high frequency), con
frequenza compresa tra 0,15 e 0,40 Hz, sincrona con I’attivita respiratoria (aritmia sinusale
respiratoria) e che risulta essere mediata prevalentemente dall’attivita efferente vagale;
un’oscillazione piu lenta, detta banda LF (low frequency), con frequenza compresa tra 0,04 e

0,15 Hz, modulata dal sistema barorecettoriale arterioso e che risulta mediata sia dall’attivita
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efferente vagale che simpatica; un terzo ritmo, ancora piu lento, detto banda VLF (very-low
frequency) tra 0,0033 Hz e 0,04 Hz, che riflette I’eventuale presenza di instabilita nel sistema
di controllo chimico della ventilazione (respiro periodico di Cheyne-Stokes) o I’attivita
oscillatoria di altri meccanismi di regolazione non completamente definiti, ed una banda a
bassissima frequenza detta ultra low frequency (ULF) con frequenza inferiore a 0.0033 Hz
(Task Force 1996). La potenza di ciascuna componente nell’ambito della potenza totale €
espresso in unita assolute (ms?). Le componenti LF e HF possono essere espresso anche come
unita normalizzate (nu) ed il loro rapporto (LF:HF-ratio) &€ comunemente usato per esprimere

I’indice del bilancio (balance) simpato-vagale. (Task Force 1996).
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HRYV e malattia di Parkinson

La storia dell’impiego dell’HRV nella malattia di Parkinson muove i primi passi nel 1987 con
il primo studio pubblicato dal gruppo finlandese di Myllyl& sui riflessi cardiovascolari nella
malattia [Turkka et al, 1997]. In questo studio pionieristico, lo studio HRV (inteso come
semplice studio delle variazioni R-R), condotto in varie condizioni quali la respirazione
profonda, la manovra di Valsalsa ed il tilt test, mostro una differenza significativa tra pazienti
parkinsoniani e controlli. La variazione battito-battito (beat-to-beat), infatti, era chiaramente
diminuita nei pazienti con MP. La stessa risposta diastolica alla pressione isometrica era
anch’essa diminuita. Come corollario, non furono segnalate differenze in nessun indice
autonomico tra pazienti trattati e non trattati con levodopa o farmaci anticolinergici. | dati di
questo gruppo non furono confermati da uno studio successivo che valutdo I’HRV in 67
pazienti con MP idiopatica e 31 soggetti sani di controllo sia in condizioni di riposo che
durante la respirazione profonda, la manovra di Valsalsa e lo standing [van Dijk et al, 1993].
Successivamente allo studio finlandese, venne pubblicato il lavoro del gruppo italiano di
Ferini-Strambi [Ferini-Strambi et al, 1992] che, sempre mediante 1’ausilio di una approccio
HRV tradizionale, mostro una disfunzione del controllo autonomico cardiaco durante il
sonno, sia di tipo simpatico che, principalmente, di tipo parasimpatico, sebbene i dati ottenuti
durante la veglia alla normale testistica di tipo autonomico fossero normali.

Il primo studio pubblicato sull’analisi del’HRV mediante metodiche di analisi spettrale in
pazienti parkinsoniani risale al 1995 ad opera del gruppo francese di Tolosa [Sénard et al,
1995]. 1l setting fu costituito su una popolazione di 15 pazienti affetti da MP ed era finalizzato
a valutare gli effetti della somministrazione acuta di levodopa sulla pressione arteriosa e sulla
HRV in pazienti naive. In questo studio non fu rilevato un effetto significativo della levodopa
nel modificare i parametri spettrali, né variazioni significative furono osservate ai parametri

spettrali nelle differenti condizioni di clino e ortostatismo.
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L’anno successivo fu pubblicato, invece, lo studio di Rodriguez et al, [1997] che rappresenta
il primo protocollo ove si proceda alla comparazione tra pazienti sani e controlli. Non solo
esso mostro una riduzione del potere spettrale delle LF e delle HF nel gruppo di controllo di
eta avanzata e nel gruppo di pazienti parkinsoniani, ma in relazione al gruppo di controllo di
eta avanzata, i pazienti parkinsoniani mostravano una piu bassa frequenza nelle stesse bande,
supportando I’ipotesi che sia il controllo simpatico che quello parasimpatico fossero coinvolti.
Seppur la metodica di analisi avesse potenzialmente evidenziato una buona affidabilita nel
discriminare la presenza di una disfunzione autonomica, occorsero altri tre anni prima che il
gruppo italiano di Mastrocola et al [1999] verificasse con una propria casistica il dato
ottenuto. | risultati di questo studio, che esamino una popolazione affetta da MP avanzata con
durata media di malattia (circa 10,9 anni) comparata con una popolazione di controlli
dichiarata sovrapponibile (seppur non fosse riportata 1’eta controlli), mostrarono una
differenza statisticamente significativa tra i due gruppi sia per il parametro time domain
SDNN che per la banda LF in tutti i periodi esaminati nelle 24 ore. Il parametro HF, al
contrario, mostrava una differenza statistica solo nelle ore notturne. A partire da questo
lavoro, la frequenza del lavori sul’HRV si incrementa in maniera progressiva nel tempo.
Iniziano, inoltre, a comparire i primi studi sull’effetto dei farmaci antiparkinsoniani sull’HRV,
come nel caso del tolcapone, un inibitore delle catecol-O-metil-transferasi, [Meco et al 2000]
che non documenta nessuna differenza significativa nei parametri HRV con tolcapone.

Sempre nello stesso anno, il gruppo finlandese di Myllyla [Kallio et al 2000] pubblica il
primo di una lunga serie di lavori sull’analisi spettrale HRV in pazienti affetti da MP. In
questo studio caso-controllo, vengono inclusi 50 pazienti affetti da MP non trattati
farmacologicamente. Seppur lo studio presenti alcune imperfezioni metodologiche, come ad
esempio 1’inclusione di controlli piu giovani di 4 anni e shilanciati per sesso, 1’analisi del
potere spettrale dell’HRV rilevava nei pazienti affetti da MP un’insufficienza della

regolazione del sistema nervoso autonomo. Infatti, sia i parametri LF, HF ed il rapporto
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LF/HF, calcolati con il metodo autoregressivo, che il parametro HF, misurato con la TTF,
erano significativamente diminuiti nei pazienti rispetto ai controlli.

Sempre lo stesso gruppo nell’anno successivo [Haapaniemi et al 2001] studio la HRV
mediante una registrazione ECG Holter nelle 24 ore in pazienti non trattati affetti da MP
comparati a 47 soggetti di controllo. I risultati dello studio indicarono come tutte le
componenti spettrali fossero significativamente diminuite nei pazienti affetti da MP, mentre
era presente una correlazione negativa tra la disabilita motoria registrata alla Unified
Parkinson’s disease rating scale ed i parametri di potenza spettrale VLF and LF. Inoltre, i
pazienti con lieve ipocinesia mostravano valori di HF piu elevati rispetto a pazienti con piu
severa ipocinesia, mentre tremore e rigidita non erano associati con nessun parametro HRV.
Ancora lo stesso gruppo nel 2002 [Kallio et al, 2002], dimostro come la diminuita regolazione
autonomica cardiovascolare potesse essere rilevata sia da metodiche di tipo “time domain”
che “frequency domain”, ma non da metodiche di tipo non linecare 0 geometriche. Stupisce
rilevare, qualche mese dopo, la comparsa di un ulteriore lavoro delle stesso gruppo volto allo
studio della variabilita circadiana [Pursiainen et al, 2002] che riconobbe come nei pazienti
parkinsoniani insieme alle principali componenti spettrali dell’HRV (LF e HF), anche i valori
di deviazione standard dell’analisi ai due vettori direzionali Poincaré, che quantificano la
variabilita beat-to-beat a breve termine, fossero soppresse durante la notte.

Il dato della variabilita circadiana € in qualche maniera riverberato nel lavoro piu recente di
Niwa et al [2011]. In questo studio 1’analisi HRV mostrd come le alterazioni parametriche
totali rilevate all’HRV cosi come il rapporto LF/HF siano piu basse nei pazienti con MP,
ipotizzando ulteriormente come le attivita autonomiche ed i ritmi circadiani del sistema
nervoso simpatico possano essere attenuate in questa patologia.

Studi successivi, come quello di Devos et al [2003], si sono incentrati sulla ricerca di possibili
correlazioni tra HRV e stadi progressivi di malattia, anche in raffronto a soggetti sani. Essi

dimostrarono come, mentre i pazienti in fase iniziale (meno di due anni di evoluzione e senza
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levodopa) non mostrassero differenze rispetto ai soggetti di controllo, i pazienti con forma di
malattia avanzata mostrassero parametri diurni di LF e del rapporto LFHF diminuito. Nel
gruppo con la forma avanzata e con sovrapposte complicazioni motorie, inoltre, anche i
parametri notturni HF e pNN50 erano diminuiti. Tali parametri erano correlati con la
disabilita motoria nel periodo off, suggerendo una diminuzione progressiva dei parametri
HRV con la severita della malattia, ma non con la fase di on motorio. Il rilievo di una
diminuzione del parametro LF, a dispetto della piu elevata attivita motoria nel gruppo con
discinesie, suggeriva un impairment dei meccanismi di up-regulation cardiovascolare.

Dopo quest’ultimo lavoro, bisognera attendere altri tre anni, prima di una pubblicazione
sul’HRV nella MP. In questa pubblicazione, Mihci et al. [2006] esaminarono principalmente
’associazione tra HRV in ortostatismo e MP idiopatica. A differenza di precedenti studi, essi
trovarono come tutti i parametri time-domain fossero piu bassi nei parkinsoniani, mentre al
contempo segnalarono una diminuzione dei parametri LF ed HF all’ortostatismo, senza
significative variazioni dei rapporti LF-HF. A differenza di alcuni dei precedenti studi, sia gli
indici HRV di tipo time che quelli frequency-domain non mostrarono alcuna correlazione con
I’eta, la durata e la severita della malattia, nonché con la terapia con levodopa.

All’inizio dell’anno successivo, sempre in tema di HRV ed ipotensione ortostatica nella MP,
lo studio di Barbic et al [2007] rilevo come anche con parametri spettrali simili in condizioni
basali tra pazienti e controlli, il rapporto LF/HF ed il parametro LF fossero piu bassi nei
pazienti con ipotensione ortostatica associata rispetto ai controlli. Essi osservarono, inoltre,
che in una condizione di tilt test, effettuata nei pazienti affetti da MP senza ipotensione
associata, non si verificasse alcun incremento significativo del rapporto LF/HF e delle LF
rispetto ai controlli.

Con il maggior uso diagnostico della scintigrafia cardiaca con ***MIBG, alcuni studi [Haensch
et al, 2009] cominciarono a valutare un eventuale associazione tra uptake miocardico del

12MIBG e balance simpatovagale che perd non mostrd alcuna correlazione. Questo dato di
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non correlazione con alterazioni rilevabili con diagnostiche cardiache di medicina nucleare, &
stato successivamente confermato da Rahman et al, [2011] seppur con metodica PET. Le
osservazioni di questo studio documentarono come il parametro LF fosse assolutamente
slegato al dato di radioattivita miocardica rilevata allo studio dell’'uptake con 6-
[18F]fluorodopamina. Tale dato sembrerebbe quindi suggerire come il parametro LF possa
riflettere la modulazione baroreflessoria piuttosto che il tono cardiaco simpatico.

Altri studi, nel frattempo, si sono indirizzati verso un target di tipo piu prettamente di confine
con la clinica. Partendo dal concetto che i parametri dell’HRV diminuiscano sia con
I’invecchiamento che in associazione alla MP, uno studio pilota condotto da Aerts et al [2009]
cercO di dimostrare una correlazione dell’HRV con i disturbi deambulatori o le scale di
disabilita motoria senza pero riuscirvi.

Molto piu interessanti risultano, invece, gli studi sull’'uso della metodica HRV nello screening
premotorio della MP e di altri disordini del movimento. Tra questi, si distingue lo studio di
Valappil et al del 2010, che dall’osservazione di uno sbilanciamento dei parametri rilevati
al’HRV come segno precoce di MP, suggerisce un suo possibile uso nello screening
premotorio di malattie correlate all’accumulo di corpi di Lewy come, appunto, nel caso della
MP.

Altro studio molto interessante comparso nello stesso anno e lo studio di Buob et al [2010]
che si propose di investigare il significato funzionale della denervazione cardiovascolare negli
stadi precoci della MP, Il dato interessante non € solo rappresentato dal fatto che gli autori su
una casistica di sette pazienti rilevino come la componente HF sia significativamente
depressa, suggerendo il solo interessamento del parasimpatico nella fase iniziale, ma anche
come gli stessi autori tentino di correlare la disfunzione autonomica con uno studio funzionale
ecocardiografico con stress farmacologico, anche se purtroppo senza successo.

E da rilevare come in questi ultimi anni, le osservazioni sul’HRV nella MP siano in

progressivo aumento. In tale contesto, é interessante sottolineare la numerosita degli studi in
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associazione a disturbi del sonno, considerati al pari del disturbo cardiovascolare come un
disordine spesso di tipo premotorio.

Nel primo dei lavori mirati allo studio di tale correlazione, Sauvageot et al [2011] hanno
dimostrato come la componente LF espressa in unita normalizzate e, in minor misura, il
rapporto LF/HF siano ridotti nella MP idiopatica, sia nelle fasi di sonno REM che non-REM,
con conseguente ridotta influenza simpatica sull’HRV, in queste fasi, come conseguenza della
denervazione postgangliare noradrenergica cardiaca.

Sempre sul campo del sonno, ma in rapporto ai pazienti parkinsoniani con o senza sindrome
delle apnee ostruttive del sonno (OSAS), una recente ricerca su quest’aspetto [Valko et al,
2012] indica come la risposta simpatica all’OSAS sia smorzata nella MP, fornendo un
ulteriore conferma alla denervazione simpatica comunemente osservata in questa malattia
degenerativa.

Altri due studi, sempre nell’ambito di laboratori del sonno, [Covassin et al. 2012; Palma et al,
2012] hanno dimostrato quasi in maniera contemporanea come una significante relazione sia
stata individuata tra indici notturni registrati all’HRV e severita della MP. Nel secondo studio
[Palma et al, 2012] viene chiaramente indicato come il parametro LF durante il sonno REM
potrebbe costituire un markers surrogato di severita di malattia.

Sempre sul versante dell’associazione con premarcatori di malattia ed altri sintomi di malattia,
si distingue lo studio di Kang et al [2012] che ha evidenziato come la disfunzione olfattiva
possa essere correlata sia con la componente HF all’HRV che con la velocita di costrizione
pupillare.

Recentemente, uno studio indiano [Sriranjini et al, 2011], ha riaperto la discussione
sull’effetto della levodopa sulla funzione autonomica. Secondo questo studio, oltre ad un
incremento dei parametri di tipo “time domain”, anche i parametri dell’analisi spettrale

compresi LF ed HF, sarebbero aumentati dall’assunzione delle levodopa, almeno nella prima
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ora. Tali risultati sarebbero quindi suggestivi di un miglioramento della variabilita
complessiva della frequenza cardiaca, indicando un aumentato tono vagale.

Infine, un discreto numero di lavori si & indirizzato negli ultimi due anni alla valutazione
dell’effetto della stimolazione cerebrale profonda sull’HRV. Il primo lavoro su questo aspetto
[Trachani et al, 2012] seppur non segnalasse un particolare effetto della neurostimolazione
sul’HRV, riscontro comunque una significativa riduzione nella banda LF dopo I’impianto del
device.

Sempre su questo tema, Liu et al [2013] hanno mostrato come, all’analisi spettrale HRV, la
ratio LF/HF fosse significativamente incrementata dalla stimolazione cerebrale profonda, con
una significativa correlazione negativa tra il cambio di potenza del rapporto LF/HF e la
posizione dell’elettrodo laterale al punto mediocommissurale. Questi risultati dimostrano
come la stimolazione cerebrale profonda del nucleo subtalamico possa interferire sulla
regolazione simpatica. In questo caso, la risposta autonomica potrebbe essere dovuta alla
distribuzione del segnale elettrico sulle componenti limbiche del nucleo subtalamico o sulle
vie simpatiche discendenti nella zona incerta.

Sempre sul versante dell’interazione tra circuiti neurali e sistema autonomico cardiaco si
inscrive un recente studio [Liou et al, 2013] che, grazie alla correlazioni con dati HRV ed
EEG in pazienti affetti da MP, ha ipotizzato una connettivita funzionale tra circuiti premotori-

parietali laterali e sistema periferico autonomico.
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Scopo del lavoro

Negli ultimi anni, la concezione quasi monolitica di MP come disturbo quasi unicamente
motorio si € andata via via disgregando. In tale dinamica di riassestamento interpretativo,
molti interrogativi sui sintomi non-motori, ed in particolare su quelli disautonomici
cardiovascolari, rimangono ancora senza sufficienti risposte.

Infatti, seppur sia evidente come i sintomi disautonomici cardiovascolari costituiscano un
fenomeno comune nei pazienti parkinsoniani, condizionandone negativamente il grado di
disabilita globale e la qualita di vita [Chaudhuri et al, 2006; Ziemssen et Reichmann, 2010],
resta tuttavia da chiarire ed esplorare se tali alterazioni disautonomiche possano presentare
un’evidente attivita di correlazione e potenziamento con altri sintomi sia di tipo motorio che
non motorio.

Inoltre, I’identificazione di forme monogeniche di malattia, come nel caso delle mutazioni del
gene LRRKZ2, offre la straordinaria possibilita di una piu precisa differenziazione fenotipica
sia delle caratteristiche di tipo motorio e non-motorio, con i sintomi disautonomici
cardiovascolari che rimangono, dunque, meritevoli di ulteriori approfondimenti.

L’enorme mole d’informazioni provenienti dagli studi clinici richiede pero una verifica delle
ipotesi con I’uso di metodiche di valutazione che siano obiettive e ripetibili.

A tal fine, ci siamo prefissi lo scopo di indagare la presenza dei sintomi cardiovascolari in una
vasta popolazione di pazienti affetti da MP, ricercandone non solo la correlazione con gli altri
sintomi motori € non motori, ma anche con I’eventuale presenza di forme genetiche di
malattia, come nel caso delle mutazioni del gene LRRK2.

Lo scopo principale della prima fase di lavoro e stato quello di valutare tali correlazioni con
un assessment mirato alla determinazione di una differente severita dei sintomi non motori,
mediante 1’utilizzo di una scala specifica, recentemente validata a livello internazionale, su

una vasta casistica di pazienti parkinsoniani sardi.
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Sulla scorta della presenza di peculiari mutazioni del gene LRRK2 nella nostra popolazione,
la seconda fase ed il conseguente obiettivo sono stati volti ad individuare un numero
significativo di pazienti affetti da MP associata a mutazioni del gene LRRK2 e confrontare i
dati ottenuti alla valutazione non motoria con la restante popolazione di pazienti affetti da MP
non correlata a forme monogeniche di malattia.

I dati ottenuti all’assessment sintomatologico, sono stati ulteriormente indagati in una terza
fase, piu ristretta, concepita in un metodologia di setting di tipo prettamente cardiologico, con
I’obiettivo principale volto all’identificazione di eventuali differenze nel balance autonomico
e nella dinamica funzionale cardiaca sia nei pazienti affetti da parkinsonismo genetico che nei
pazienti parkinsoniani senza evidenza di tali mutazioni. L’obiettivo di tale fase era anche
finalizzata alla individuazione di validi e affidabili sistemi di misurazione del disturbo

disautonomico cardiovascolare nei pazienti con MP:

Per tale ragione, in questa fase, ci siamo avvalsi di un differente e innovativo approccio di
tipo combinato effettuato con l'utilizzo di uno studio della HRV e con successiva valutazione

ecocardiografica da stress.

L'identificazione di strumenti affidabili ed economicamente non dispendiosi volti
all’assessment obiettivo dei disturbi non motori nella MP, specie quelli di tipo disautonomico,
rappresenta uno dei problemi emergenti nella ricerca dei disturbi di tipo non motorio associati

ai disordini del movimento.

Infatti, la disponibilita di queste metodiche diagnostiche potrebbe sicuramente influenzare in
maniera efficace la gestione della problematica cardiovascolare nella MP, facilitando la
prevenzione degli eventi avversi, come ad esempio le cadute susseguenti ad ipotensione

ortostatica.
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Inoltre, in una prospettiva futura, i medesimi strumenti diagnostici potrebbero costituire uno
strumento non invasivo utile al fine di individuare eventuali disturbi disautonomici

preesistenti in soggetti con e senza predisposizione genetica alla malattia.

In tale ottica, I’impiego di una siffatta strategia identificativa potrebbe consentire la possibilita
di una precoce riconoscimento di specifici indicatori premotori sul versante cardiovascolare,
volti a selezionare quindi pazienti piu idonei a essere arruolati nei trials clinici per lo sviluppo

di nuovi farmaci a finalita “disease modifying”.
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Materiali e metodi

Nella prima fase dello studio volta a rilevare la presenza dei sintomi disautonomici
cardiovascolari e la correlazione con gli altri sintomi non motori di malattia, sono stati inclusi
nello studio pazienti consecutivi afferenti all’Ambulatorio per i Disordini del Movimento
della Clinica Neurologica dell’Universita di Cagliari, residenti in Sardegna, con diagnosi di
MP in accordo con i criteri clinici della Parkinson’s Disease Society Brain Bank, durante le
regolari visite di controllo di follow-up.

| principali criteri di esclusione erano rappresentati dalla presenza di parkinsonismo atipico,
dalla storia di pregresso trattamento neurochirurgico per la MP.

Sono stati esclusi, inoltre, i pazienti con evidente deterioramento cognitivo e/o definita
diagnosi di demenza, formulata secondo la definizione del DSM IV-TR, con disturbo tale da
impedire la corretta comprensione e somministrazione dei questionari. A tal fine, sono stati
esclusi pazienti con valore inferiore a 26 al Mini Mental State Examination (MMSE).

Tutti i pazienti inclusi nello studio sono stati valutati clinicamente e dal punto di vista
anamnestico con raccolta dei dati clinici su una cartella appositamente predisposta,
comprendente dati anagrafici quali eta, sesso, scolarita, farmaci assunti e dosaggio,
valutazione della storia di malattia e di gravita della MP e la sua progressione (valutate
attraverso scale universalmente riconosciute quali la Unified Parkinson's Disease Rating Scale
[UPDRS] e la scala di Hoehn and Yahr), nonché la presenza e severita delle complicazioni
motorie (sia fluttuazioni motorie che discinesie).

La scala UPDRS IIl é stata usata sia nel suo punteggio globale che come punteggi parziali
determinati dalla sommatoria di dati specifici del'lUPDRS. A tal fine, sono stati calcolati i
punteggi relativi ai diversi sottotipi motori della MP (tremore, bradicinesia, rigidita, instabilita
posturale/andatura). Come precedentemente descritto in altri lavori [Williams et al, 2007] e
stata utilizzata la sommatoria dei punteggi attribuiti agli items UPDRS 20 e 21 per il

punteggio di tremore, 22 per il punteggio di rigidita, 23, 24, 25, 26 e 31 per il punteggio di

49



bradicinesia, 27, 28, 29, e 30 (stabilita posturale) per il punteggio di instabilita
dell'andatura/posturale.

Il dosaggio complessivo della terapia dopaminergica ¢ stato calcolato mediante il computo del
dosaggio giornaliero levodopa equivalente (DGLE) ottenuto per ogni singolo paziente con la
seguente formula precedentemente riportata in maniera similare in altri lavori: dose in mg di
levodopa + dose levodopa x 1/3 (in mg) se assunta in contemporanea con entacapone o
tolcapone, + bromocriptina (mg) x 10 + cabergolina o pramipexolo (mg) x 67 + ropinirolo o
rotigotina (mg) x 20 + pergolide (mg) x 100 + apomorfina (mg) x 80 + selegilina (mg) x 10 +
rasagilina (mg) x100 [Tomlinson et al, 2010].

La presenza e la severita del corteo di sintomi non motori é stata valutata con la scala
specifica Non-Motor Symptoms Scale (NMSS). La NMSS rappresenta la scala di riferimento
rivolta alla misurazione sia quantitativa che qualitativa dei sintomi non motori nella MP
sperimentati dal paziente durante I’intervallo temporale compreso nei trenta giorni precedenti
la valutazione. | 30-items di valutazione di questa scala sono distinti in nove domini
fondamentali: cardiovascolare (che comprende 2 items); sonno/fatica (4 items);
umore/cognizione (6 items); disturbi percettivi/allucinazioni (3 items); attenzione/memoria (3
items); disturbi del tratto gastrointestinale (3 items); urinari (3 items); sessuali (2 items); e
miscellanei (4 items). Il punteggio totale per ogni singolo item & basato sia sul punteggio della
severita (da 0 a 3) che su punteggi di frequenza (da 1 a 4) ed e ottenuto moltiplicando questi
due score. Il punteggio totale, quindi, riflette sia sintomi severi ma relativamente infrequenti
(ad es: i disturbi dispercettivi) che quelli meno severi seppur persistenti (ad es: umore
depresso, disturbi urinari o costipazione).

I pazienti sono stati studiati dal punto di vista genetico per 1’identificazione di mutazioni della
frequenza delle cinque mutazioni piu comuni del gene LRRK2 (R1441C, R1441G, R1441H,

G2019S e 12020T). I dati dell’assessment globale (motorio e non motorio) dei pazienti
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identificati con presenza di mutazioni del gene LRRK2, sono stati dunque comparati con i
pazienti MP senza mutazioni del gene LRRK2.

Nella terza fase dello studio, comprendente la valutazione del balance autonomico mediante
metodica HRV e valutazione della dinamica cardiaca con Ecocardiogramma standard, Spekle
Tracking e Tissue doppler imaging, nonché con esame Ecocardiografico da sforzo, sono stati
inclusi sia tutti pazienti appartententi al gruppo caratterizzato da mutazioni genetiche del gene
LRRK2 che un campione di pazienti affetti da MP senza mutazioni del gene LRRK2,
adeguatemente bilanciato per eta, sesso e terapia farmacologica antiparkinsoniana.

A tal fine, i pazienti sono stati adeguatamente confrontati con un gruppo di soggetti di
controllo sani e non assumenti alcuna terapia cronica, bilanciati per sesso ed eta.

Sono stati esclusi dall’analisi, inoltre, pazienti con gravi patologie renali, polmonari, epatiche
0 neoplasiche, oppure cause secondarie di disfunzione autonomica diagnosticate sulla base di
un’accurata valutazione medico-internistica e di test di routine.

Sono stati esclusi, inoltre, quei pazienti che assumessero farmaci ipertensivi (ed in particolare
beta-bloccanti, antiaritmici o ACE-inibitori) in grado di modificare il balance autonomico.

Al fine di non modificare le caratteristiche delle differenti valutazioni, effettuate solitamente
nel range di una settimana, la terapia specifica per la MP non é stata modificata nei trenta
giorni precedenti 1I’esecuzione dello studio nonché durante I’esecuzione dello studio.

| soggetti di controllo erano costituiti da soggetti volontari sani senza evidenza clinico
laboratoristica di alcuna malattia organica sulla base di un’accurata valutazione medico-
internistica e di test di routine. Inoltre, i soggetti della popolazione di controllo non
assumevano alcun farmaco che potesse alterare il profilo autonomico.

Le differenze tra i gruppi studiati sono state valutate attraverso il t test di Student test o
dall'analisi ANOVA ad una via seguita dal post-hoc test di Bonferroni, quando appropriati.
Variabili di tipo ordinale sono state confrontate con il Test di Mann-Whitney-U, mentre il test

x-quadro o, in alternativa il test esatto di Fisher, sono stati utilizzati per le altre differenze di
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gruppo. La correlazione tra i sintomi non motori e le altre variabili e stata condotta mediante
due indici di correlazione: la r di Pearson, altrimenti detta coefficiente di correlazione,
generalmente utilizzata per variabili misurate con scale di intervallo o di rapporto e la r di
Spearman, utilizzata nel caso di dati disposti in successioni ordinate. Sono stati inoltre
eseguiti due modelli di regressione lineare multipla aventi come variabili dipendenti i due
differenti item cardiovascolari della NMSS ed esaminati nell’ambito dei sintomi non-motori.

Il limite di significativita e stato impostato se minore di 0,05.
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Analisi genetica per mutazioni gene LRRK2

L’estrazione del DNA da sangue periferico é stata effettuata utilizzando le metodiche standard
in tutti i soggetti. Si ¢ quindi proceduto all’amplificazione del frammento di DNA genomico
da studiare per le posizioni 2019/2020 tramite polymerase chain reaction (PCR) in una
miscela di reazione contenente 50ng di DNA template in 2.5 pl di buffer, 2,5 mmol/L di
dNTP, 1,5 pL MgClI2, 50 pmol/L per ciascun primer

(Forward: 5> GAGCACAGAATTTTTGATGCTTG3?)

(Reverse: S>’TTTTATCCCCATTCCACAGCAGTAC3’)

e 1 unita di AmpliTaq Gold, in un volume totale di 25 pl.

Le condizioni di PCR erano le seguenti: 11 minuti a 94° C, 30 cicli di denaturazione di 30
secondi a 94°C, di annealing di 45 secondi a 60 °C, di extension di 1 minuto a 72 °C, con una
extension finale di 72° per sette minuti.

Il frammento di DNA genomico da studiare per la posizione R1441 e stato amplificato tramite
PCR in una miscela di reazione contenente con 50 ng di DNA template in 2.5 pl di buffer, 2,5
mmol/L di dNTP, 1,5 pl MgClI2, 50umol/L per ciascun primer.

Le mutazioni G2019S, 12020T, R1441C, R1441G, R1441H, sono state ricercate con la
metodica Dot Spot —Ibridazione di sonde marcate, con i seguenti passaggi:

1) Frammenti denaturati da PCR spottati sottovuoto su membrana di Nylon (Filtro)

2) Filtri preibridati 3 ore/ overnight (saturazione siti membrane)

3) Marcatura oligomeri interni con y?’ZP al 5’

4) Ibridazione filtri + oligoprobe specifici per cambio nucleotidico (1 h -60° C)

5) Lavaggio 10 min. a temperatura = T melting specifica

6) Esposizione lastra autoradiografia: 1 h.

7) Lettura.

Quindi, si é proceduto alla conferma della mutazione G2019S mediante digestione con

endonucleasi di restrizione utilizzando 1’enzima Sfcl come precedentemente descritto [Deng
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et al., 2005], con una corsa in elettroforesi su gel di agaroso contenente etidio bromuro.
Contemporaneamente, si & proceduto alla conferma delle mutazioni che interessano il codone
R1441 mediante digestione con endonucleasi di restrizione utilizzando 1’enzima BstUI.

Infine, le mutazioni rilevate sono state ulteriormente confermate mediante sequenziamento

con il sequenziatore capillare MegaBace 1000, con la metodica Dye ET-Terminator.
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Metodiche Utilizzate

Studio dell’HRV

La valutazione del balance simpatovagale, e quindi del bilanciamento tra funzioni simpatiche
e parasimpatiche, € stata compiuta con un approccio di studio della heart rate variability
(HRYV), tramite 1’applicazione di un dispositivo ECG holter. Lo studio HRV rappresenta una
metodica non invasiva, ampiamente usata nella clinica come misura delle funzioni
autonomiche cardiovascolari, che riflette appunto il bilanciamento tra il sistema nervoso
autonomo simpatico e parasimpatico. Le registrazioni ECG Holter sono state eseguite in tutti i
soggetti dello studio mediante un recorder digitale a tre canali (Del Mar-Aria recorder; Del
Mar Medical, Irvine, CA). Durante le registrazioni 24-h ECG, tutti i pazienti erano liberi di
condurre le normali attivita della vita quotidiana. Ai pazienti & stato fornito un diario
giornaliero ove era richiesto di riportare 1’orario di assunzione dei farmaci dopaminergici
assunti abitualmente, nonché I’eventuale comparsa di fluttuazioni motorie, indicando, in tal
caso, la durata temporale dei periodi di “on” ¢ “off” motorio.

Una volta terminata la registrazione, i dati ECG sono stati scaricati per I’analisi HRYV,
effettuata mediante il software Impresario Holter Analysis System (Del Mar Reynolds
Medical INC, Irvine, CA).

La componente di alta frequenza (high frequency- [HF]) dello spettro di Potenza della HRV,
riflettente la regolazione cardiaca parasimpatica (0.15-0.5 Hz), e la componente di bassa
frequenza (low frequency [LF]) riflettente la modulazione cardiaca di tipo simpatico (0.04—
0.15 Hz) sono state determinate allo scopo di analizzare il loro ruolo contributivo nel
determinare le variazioni dell’HRV. Il rapporto LF/HF ratio € stato calcolato ed utilizzato
come misura del bilancio tra i due sistemi contrapposti che regolano I’HRV.

Al fine della valutazione complessiva dei dati sono state considerate le variazioni di tali
parametri nelle 24 ore. Sono state inoltre computate le variazioni dell’HRV nelle ore diurne

(dalle ore 9 alle ore 22) e quelle nelle ore notturne (dalle ore 24 alle ore 06).
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Ecocardiogramma standard, Spekle Tracking e Tissue doppler imaging,

Esame Ecocardiografico da sforzo.

La fase successiva dello studio cardiologico ha previsto I’esecuzione di un ecocardiogramma
standard, Spekle Tracking e Tissue doppler imaging, ed un esame Ecocardiografico da sforzo
con il letto ergometro, senza uso di sostanze farmacologiche. L’esame ¢ stato eseguito nelle
prime ore del mattino, con i pazienti in condizione di buon “on “ motorio dopo aver assunto la
terapia dopaminergica del mattino.

L’intero esame ¢ stato condotto da un singolo investigatore che non conosceva se il soggetto
fosse affetto da MP, né la eventuale presenza di mutazioni del gene LRRK2.

L’esame ecocardiografico standard consisteva di una valutazione ecocardiografica completa
mono- e bidimensionale e color Doppler, utilizzando un ecocardiografo Toshiba ARTIDA
(Toshiba medical system).

Sono stati misurati i volumi e gli spessori ventricolari ed € stata calcolata la FE utilizzando il
metodo di Simpson biplano dalla proiezione apicale quattro camere e due camere. E stato
considerato anormale un valore <55%. E stata valutata la funzione diastolica, registrando le
velocita con il Doppler pulsato nella proiezione quattro camere apicale. Il pattern di flusso
mitralico e stato misurato posizionando il volume campione tra i lembi mitralici con il PWD
per misurare la velocita di picco in protodiastole (onda E), la velocita di picco della
contrazione atriale (onda A) e il tempo di decelerazione. L’esame ¢ stato eseguito sulla scorta
della traccia elettrocardiografica.

Il tissue doppler (TD) é una metodica ecografica che applica il principio Doppler (sia nella
modalita onda pulsata che in quella codice colorato) al fine di misurare le velocita dei tessuti.
Basandoci su questa tecnica, abbiamo valutato la funzione longitudinale del ventricolo
sinistro misurando le velocita del movimento della valvola mitrale. 1l pattern della velocita
miocardica e stato misurato posizionando il volume campione nella porzione basale del setto

interventricolare. E stato inoltre misurato il picco della velocita sistolica (onda S), il picco

56



della velocita in protodiastole (onda E), il picco della velocita della contrazione atriale (onda
A) e il tempo di rilascio isovolumetrico del ventricolo sinistro (IVRT). Lo studio
ecocardiografico e stato condotto acquisendo dati grezzi (raw) utilizzando la metodica Spekle
Tracking (ST) per la valutazione di Strain e SR. Strain ¢ I’entita di deformazione della parete
miocardica misurata tra due punti della parete stessa. E stato dimostrato che la derivata nel
tempo dello Strain, lo Strain Rate (SR), & un indice affidabile non invasivo della contrattilita
miocardica. Inoltre, tutti questi parametri sono stati valutati in condizioni basali e sotto sforzo.
E stata anche fatta una valutazione ecocardiografica convenzionale e misurata la LVEF
attraverso 1’utilizzo del metodo biplanare di Simpson in proiezione apicale 4 camere e apicale
2 camere.

Lo studio ecocardiografico da sforzo con il letto ergometro e stato eseguito utilizzando un
ciclo ergometro Ergoline con il paziente in posizione semi-supina nel letto ergometro. 1l piano
di esercizio era ruotato lateralmente a sinistra di 20-30°

Durante lo stress fisico sono stati monitorati continuamente I'elettrocardiogramma e la
pressione arteriosa.

Il protocollo utilizzato per 1’esercizio fisico e stato un test massimale al cicloergometro
secondo il protocollo di Bruce. I criteri per I’interruzione del test erano i seguenti: comparsa
d’intenso dolore retrosternale, sottolivellamento del tratto ST, raggiungimento del target
massimo di frequenza cardiaca, ipotensione sistolica (riduzione della pressione sistolica >20
mmHgQ), o ipertensione (incremento della pressione sistolica >220 mm Hg e diastolica >120
mmHg), comparsa di frequenti aritmie ventricolari, intensa dispnea, e altri sintomi che
necessitassero 1” interruzione dell’ esercizio.

Le misurazioni ecocardiografiche sono state acquisite durante gli ultimi minuti di ciascun
carico lavorativo. La frequenza cardiaca (mediante traccia ECG) e la pressione arteriosa
(mediante sfigmomanometro) sono state registrate al tempo zero e durante gli ultimi 15

secondi di ciascun carico lavorativo.
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Risultati.

Sono stati inclusi nello studio 415 pazienti (240 di sesso maschile ed i restanti 175 di sesso
femminile) affetti da MP di Parkinson. L’eta media all’osservazione era pari a 68,8 anni con
deviazione standard (DS) pari a 9,3; mentre la durata media di malattia era pari a 6,1£3,9. Lo
stadio di Hoehn e Yahr medio era pari a 2,2+0,7, mentre il punteggio rilevato all’lUPDRS
parte Il era pari a 27,4+15,0. Novantuno pazienti assumevano terapia antipertensiva (22,1%).
| dati complessivi di tale popolazione generale con le altre caratteristiche di tipo motorio sono
riportati nella Tabella 1.

L’analisi complessiva della frequenza e severita dei sintomi non motori, rilevata alla NMSS
(Tabella 2) evidenziava come i sintomi d’ipotensione ortostatica fossero presenti nei primi
cingue piu frequenti sintomi riferiti dai pazienti, con una frequenza pari al 50,1% dei soggetti
esaminati. Tra gli altri sintomi non motori riferiti come particolarmente frequenti dai pazienti
spiccavano la nicturia con una frequenza pari al 70,4% della popolazione in esame, la fatica
(67,2%), la sonnolenza diurna (54,2%) e i sintomi di depressione (54,2%). La presenza di
episodi sincopali era invece riferita in una minore percentuale di pazienti pari al 5,3%.
Nessuno dei due sintomi cardiovascolari presentava in media un elevato score complessivo. |l
punteggio medio alla NMSS dei sintomi di ipotensione ortostatica era pari a 2,5+3,7, mentre
era ancora minore per i sintomi di lipotimia pari a 0,2+1,5.

Lo studio di correlazione tra i due sintomi disautonomici cardiovascolari, rilevati alla NMSS,
valutata sia come singoli item sia come dominio complessivo dei sintomi cardiovascolari, con
le caratteristiche clinico-motorie nei pazienti parkinsoniani del nostro studio (Tabella 3) non
ha evidenziato correlazioni statisticamente significative né con gli anni all’osservazione né
con gli anni di malattia. Era rilevabile, invece, una lieve correlazione negativa tra la severita
dei disturbi e la stadiazione di malattia effettuata secondo la scala di Hoehn and Yahr (r= -

0,104; p<0,033), cosi come una buona significatita statistica, seppur di non elevato rilievo in
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termini di coefficiente di correlazione, nella correlazione inversa tra dosaggio dei dopamino
agonisti ed episodi sincopali (r=-0,130; p<0,008).

La correlazione tra la severita dei due sintomi cardiovascolari con la severita degli altri
sintomi non motori (Tabella 4) evidenziava un’elevata significativita per la gran parte di
questi sintomi, con I’isolata eccezione dei sintomi dispercettivi e quelli dell’interesse sessuale.
In particolare, era evidente una correlazione rilevante sia con altri sintomi di disautonomia sia
urinaria (urgenza, incontinenza, nictuira) che gastrointestinale (p<0,001).

Inoltre, era evidente una significativa correlazione con i disturbi dell’olfatto (r=0,175;
p<0,001). Piu specificamente, la fatica (r=0,341; p<0,001) e la perdita di peso (r=0,371;
p<0,001) rappresentavano i sintomi piu strettamente correlati ai sintomi d’ipotensione
ortostatica (r=0,341; p<0,001), mentre gli stessi sintomi di perdita di peso(r=0,463; p<0,001)
insieme ai sintomi di depressione (r=0,363; p<0,001) apparivano quelli piu strettamente
correlati al gruppo dei sintomi cardiovascolari in toto.

Tale dato veniva confermato dai due modelli di regressione lineare multipla aventi come
variabili dipendenti i due differenti item cardiovascolari ed esaminati nell’ambito dei sintomi
non-motori. I modelli corrispondenti hanno rappresentato il 26% (ipotensione ortostatica) e il
22,5% (episodi sincopali) della varianza. Nel primo modello di regressione lineare multipla, il
riscontro di recente perdita nel peso (p<0,001), di fatica (p<0,001), di stitichezza (p<0,001), di
sintomi depressivi (p<0,001), nonché sintomi di urgenza urinaria (p<0,001) sono risultati
avere un influenza significativa sulla severita dei sintomi di ipotensione ortostatica.

Nel secondo modello di regressione, era confermato come il riscontro di recente perdita di
peso (p<0,001) insieme alla presenza di costipazione (p<0,001) avessero un influenza
significativa sulla severita dei sintomi lipotimici.

Sono stati riscontrati nella popolazione studiata 10 pazienti portatori di mutazione del gene
LRRK2, con frequenza pari al 2,4% della popolazione studiata. Sei pazienti presentavano la

mutazione G2019S (14,5%), mentre i restanti quattro la R1414C (0,9%).
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Le caratteristiche cliniche motorie e farmacologiche di questa popolazione di pazienti con
mutazioni del gene LRRK2, comparate alla popolazione restante di pazienti parkinsoniani
senza tali mutazioni, sono riportate nella tabella 5. I dati ottenuti indicano chiaramente come
non esistano variazioni significative sul versante fenotipico motorio, rispetto alla popolazione
generale, cosi come sul versante del trattamento farmacologico. In particolare, non si
rilevavano differenze rilevanti sul versante delle complicazioni motorie (fluttuazioni motorie
e discinesie).

La tabella 6 evidenzia, invece, le differenze qualitative rilevate alla variazione dei sintomi non
motori nelle due differenti tipologie di pazienti. | pazienti con mutazioni del gene LRRK2
riferivano una significativa minore severita del carico complessivo dei disturbi non motori
rispetto alla popolazione senza tali mutazioni con un punteggio totale alla scala NMSS
(35,6+£26,2 vs 61,1+45,7). Anche per ci0o che concerne i sintomi di disautonomia
cardiovascolare, essi erano riferiti con minore severita nella popolazione affetta da
parkinsonismo genetico, sia per quanto concerne i sintomi d’ipotensione ortostatica (1+1,4
versus 2,6+3,7; p<0,007) che per gli episodi sincopali (0,0£0,0 versus 0,3+1,5;p<0,001),
questi ultimi non riferiti da nessun paziente nel gruppo LRRK?2 positivo.

E da rilevare, comunque, come i sintomi disautonomici cardiovascolari non fossero i soli ad
essere segnalati con minore severita, ma fosse altresi rilevabile un’elevata significativa
statistica anche per altri sintomi non-motori quali I’eccessiva sonnolenza diurna, 1’apatia, la
depressione, i disturbi dispercettivi allucinatori, la scialorrea, i disturbi della deglutizione,
nonché¢ I’alterato interesse sessuale (p<0,001).

Nella fase dello studio comprendente la valutazione del balance simpatovagale mediante
metodica HRV e dello studio ecocardiografico sono stati inclusi 8 pazienti appartenenti al
gruppo caratterizzato da mutazioni genetiche del gene LRRK2 (4 di sesso femminile e 4 di

sesso maschile), 16 pazienti affetti da MP senza mutazioni del gene LRRK2, adeguatamente
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bilanciati per eta, sesso e terapia farmacologica antiparkinsoniana, cosi come 8 controlli sani
anch’essi bilanciati per sesso ed eta.

Le caratteristiche clinico-demografiche di queste due popolazioni di pazienti e dei controlli
sani sono indicate nella tabella 7.

Dei dieci pazienti inizialmente identificati ed inclusi nello studio, due pazienti di sesso
maschile con mutazione G2019S, sono stati necessariamente esclusi dalle successive
valutazioni strumentali per presenza di cardiopatia ischemica cronica e associata presenza di
fibrillazione atriale persistente che, come gia precedentemente riportato in altri studi, non
permette una adeguata lettura e processazione del segnale utile per lo studio HRV. Degli otto
pazienti selezionati quattro presentavano la mutazione G2019S e i restanti 4 la mutazione
R1441C.

Per cio che concerne i dati HRV “time domain”, nessun parametro analizzato ha evidenziato
significative differenze statistiche tra i tre gruppi (Tabella 8).

L’analisi dell’HRV sul versante “frequency domain” ha, invece, permesso di riscontrare
un’alterazione del balance simpato-vagale, espresso dalla riduzione del rapporto LF/HF sia
nel gruppo dei pazienti nei pazienti con mutazione genetica LRRK2 rispetto ai controlli sani
(2,24+0,78 vs 2,83£0,80; p<0,01), che, in maniera piu significativa, nel gruppo dei pazienti
senza mutazioni genetiche LRRK2 (2,23 + 0,51 vs 2,83+0,80; p<0,001) (Tabella 8).

Le due popolazioni di pazienti parkinsoniani con o senza mutazioni del gene LRRK2
differiscono pero notevolmente nei restanti parametri HRV esaminati.

Infatti, nel gruppo con mutazione LRRK2, la modificazione sembrerebbe essere correlata ad
un aumento assoluto del tono parasimpatico (HF: 415,0 £ 216,8 vs 189,7 £ 68,0; p<0,001)
(Tabella 8).

Nel gruppo di pazienti parkinsoniani senza mutazione del gene LRRK2, invece, era presente
non solo una differenza significativa nella stessa componente HF con valori nettamente

inferiori alla forma genetica (HF: 157,5 + 71,8 vs 415,0 £ 216,8; p<0,001), ma anche una
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significativa diminuzione del parametro LF nelle 24 ore sia verso la forma genetica (LF:
262,2 + 57,0 vs 486,1 + 486,1; p<0,001) che verso i controlli (LF: 262,2 + 57,0 vs 348,6 £
104,4; p<0,001).

Per cio che concerne i parametri rilevati nelle sole ore diurne, il parametro HF rilevato nei
pazienti con mutazioni LRRK2 rispecchiava la significativita riscontrata durante le 24 ore sia
nei confronti dei pazienti non affetti da forma di malattia LRRK2 (340,9+134,4 vs
126,1+51,4; p<0,001), che nei confronti della popolazione di controllo sana (340,9+134,4 vs
158,3+56,3; p<0,0001). Sempre nelle ore diurne, veniva confermata la riduzione del rapporto
LF/HF sia nel gruppo dei pazienti con mutazione genetica LRRK2 rispetto ai controlli sani
(2,54+0,75 vs 3,15+0,60; p<0,02), che nel gruppo dei pazienti senza mutazioni genetiche
LRRK?2 (2,49+0,38 vs 3,15+0,60; p<0,001) sempre rispetto ai controlli.

Inoltre, sempre nelle ore diurne, veniva confermata una significativa diminuzione del
parametro LF nei soggetti parkinsoniani senza mutazioni genetiche LRRK2 nelle 24 ore sia
verso la forma genetica (LF: 262,2 + 42,5 vs 412,0 + 4183,1; p<0,001) che verso i controlli
(LF: 262,2 + 42,5 vs 348,6 + 104,4; p<0,001).

Nelle ore notturne, sia i due gruppi dei pazienti che il gruppo di controllo presentavano un
incremento delle frequenze LF e HF, con una consensuale riduzione del rapporto LF/HF.
Durante le ore notturne, mentre il rapporto LF/HF, seppur diminuito nei due gruppi di pazienti
parkinsoniani, non mostrava differenze rilevanti dal punto di vista statistico, persisteva
I’aumento del parametro HF nel gruppo dei pazienti con mutazione genetica LRRK?2 sia verso
il gruppo dei pazienti senza mutazione genetica (594,9+280,5 vs 233+56,2; p<0,005), sia
rispetto ai controlli sani (594,9+280,5 vs 256,8+32,9; p<0,007).

Lo studio della correlazione tra parametri HRV e severita dei sintomi motori e non motori ha
rilevato una correlazione inversa statisticamente significativa tra 1’eta dei soggetti ed il
rapporto LF/HF sia nel gruppo LRRK2 (r=-0,789; p<0,03), che nel gruppo di pazienti senza

mutazione LRRK2 (r=-0,594; p<0,005).
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Inoltre i valori dei parametri LF e HF erano in correlazione con il subscore tremore nel solo
gruppo dei soggetti con parkinsonismo LRRK2 (rispettivamente rLF=0,717;p<0,05;
rHF=0,829;p<0,01).

Per quanto concerne i sintomi non-motori, era presente una significativa correlazione inversa
del rapporto LF/HF sia con la severita del sintomo ipotensione ortostatica registrato alla scala
NMSS (r=-0,462;p<0,05) che con il dominio complessivo dei sintomi cardiovascolari sempre
registrato all’NMSS (r=-0,467;p<0,04) nei pazienti affetti da MP non LRRK2 associata
(Tabella 9).

Per cid che concerne lo studio ecografico, i parametri ecocardiografici basali di funzione
sistolica non hanno presentato differenze significative tra i tre gruppi, coerentemente con i
dati presenti in letteratura che mostrano, almeno nelle fasi di minore compromissione
autonomica, la mancanza di alterazioni della performance cardiaca. Tra i parametri di
funzione diastolica, invece, abbiamo riscontrato una differenza statisticamente significativa
tra il gruppo di controllo e quello LRRK2 negativo rispetto al gruppo LRRK2 positivo solo
nel rapporto E/E’ (11, 86 = 5,1 vs 8,52 £ 3,19 vs 8,4 + 1,7; p<0,02 ) (Tabella 10).

Per ci0 che concerne 1 parametri rilevati all’ecocardiografia da sforzo, ¢ da rilevare come tutti
i pazienti ed i controlli hanno effettuato una prova massimale (intesa come raggiungimento
dell’85% della frequenza massima prevista). Il carico di lavoro al picco ¢ risultato
significativamente minore sia nel gruppo dei pazienti affetti da mutazione genetica rispetto a
quello dei controlli (63 + 33 vs 103 + 40 Watt; p<0,01), che nel gruppo dei pazienti non affetti
da mutazione genetica rispetto a quello dei controlli (75 + 23 vs 103 £ 40 Watt; p<0,01). Le
valutazioni effettuate al basale, ai 25 watts ed al picco hanno mostrato in tutti e tre i gruppi un
progressivo incremento, statisticamente significativo, dei valori di SR; tuttavia, il Delta
misurato al picco (rispetto ai valori basali) € stato significativamente minore sia nel gruppo
dei pazienti con mutazione genetica rispetto a quello dei controlli (ASR 0,29 + 0,16 Vs 0,49 +

0,16; p<0,02) che nei pazienti senza mutazione genetica sempre rispetto ai controlli (ASR
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0,30 = 0,18 Vs 0,49 + 0,16; p<0,04) (figura 1). Tale variazione ha mostrato una correlazione
diretta con il rapporto LF/HF nel solo gruppo dei pazienti con parkinsonismo genetico

LRRK2 (r=0,75; p<0,05)(figura 2).
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Discussione e Conclusioni

La caratterizzazione dei sintomi non motori, e tra questi, dei sintomi cardiovascolari
disautonomici rappresenta un intrigante campo di ricerca nella MP. La consapevolezza
dell’estesa variabilita delle manifestazioni non-motorie, che talvolta giungono a dominare il
quadro clinico, € stata affiancata dall’ulteriore osservazione clinica ed anatomopatologica di
come tali disturbi possano spesso precedere il disturbo motorio, anche di decenni (Braak et al,
2003). Tra i sintomi che si ritiene possano precedere la diagnosi di MP sono stati
precedentemente descritti la comparsa di disturbi dell’olfatto, depressione, constipazione,
disfunzione cognitiva, disturbi del sonno sino, appunto, ai sintomi cardiovascolari.

In tale ottica, il nostro primo obiettivo € stato volto a identificare in una vasta popolazione
omogenea, in quanto proveniente da una ben definita area territoriale, la presenza e le
eventuali relazioni tra due dei sintomi cardiovascolari maggiormente riferiti dai pazienti
parkinsoniani (ipotensione ortostatica ed episodi sincopali) con gli altri sintomi di tipo non-
motorio, nonché con altri parametri di tipo motorio e clinico.

| punti di forza del nostro studio, oltre all’omogenea connotazione territoriale, erano
contraddistinti sia dalla selezione di pazienti consecutivi, con una buona rappresentabilita
complessiva della popolazione generale che dall’utilizzo della scala NMSS. Tale scala,
costruita al fine di permettere la valutazione sia della frequenza che della severita dei sintomi
non motori, rappresenta uno strumento ad elevato potere discrimininativo, con dati validi e
riproducibili [Chaudhuri et al, 2007, Martinez-Martin P, et al, 2009 ].

Le caratteristiche generali della popolazione complessiva, rappresentata da un maggior
numero di soggetti di sesso maschile, rispecchiavano largamente i dati rilevati in precedenti
ampie casistiche condotti su varie popolazioni [Baldereschi et al, 2000; Bower et al, 1999;
Kuopio et al, 1999; Mayeux et al, 1995].

Sul versante dell’analisi complessiva della frequenza e severita dei sintomi non motori,

rilevata alla NMSS, il primo dato da sottolineare riguarda la rilevanza, in termini di frequenza,
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dei sintomi di tipo cardiovascolare, ed in particolare dei sintomi di ipotensione ortostatica.
L’ipotensione ortostatica figura, nella popolazione in esame, tra i primi cinque disturbi di tipo
non motorio sperimentati dai pazienti, ed era riferita in almeno un soggetto su due tra quelli
esaminati. Tra gli altri quattro sintomi, solo la nicturia e la fatica si distaccavano per
importanza clinica, con una presenza in almeno due pazienti su tre, mentre la frequenza della
sonnolenza diurna e dei sintomi di depressione era riportata con valori di frequenza
sostanzialmente sovrapponibili al disturbo ipotensivo. Tale dato rispecchia in maniera similare
i dati recentemente pubblicati in popolazioni omogenee, come nel caso della popolazione
belga [Crosiers et al, 2012] ove i problemi ortostatici rappresentano il quinto maggiore
disturbo rilevato (41.2 %), dopo i disturbi urinari (59.2 %), la nicturia (56.9 %), I’insonnia
(45.8 %), ed i deficit attentivi (45.5 %).

Lo stesso dato di frequenza del disturbo ipotensivo ortostatico appare molto simile ai dati
ottenuti da studi multicentrici internazionali ove é stato individuato un valore di frequenza
stimato intorno al 40,6% [Martinez-Martin et al, 2011].

Meno rilevante, almeno dal punto di vista numerico, appare invece la comparsa di episodi
sincopali riferita in una minore percentuale di pazienti (5,3%). Tale dato, seppur inferiore al
valore di frequenza dei pazienti (9,2%) riscontrato in un vasto studio multicentrico con la
medesima scala [Martinez-Martinet al, 2001], appare di notevole importanza clinica in quanto
gli episodi di perdita di coscienza con cadute costituiscono un serio fattore di rischio specie
per traumi e fratture [Kerr et al, 2010].

E interessante dover rilevare come lo studio di correlazione non abbia evidenziato
correlazioni significative né con gli anni all’osservazione né con gli anni di malattia. In realta,
I’ipotesi dell’indipendenza della disautonomia cardiovascolare dal deficit dopaminergico
striatale puo considerarsi come un concetto sufficientemente accertato [Goldstein et al, 2008].
In altri termini, la disfunzione autonomica, almeno come riflesso da denervazione simpatica

noradrenergico, sembra verificarsi indipendentemente dalla lesione dopaminergica che
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produce il disturbo clinico motorio nella MP, spesso con esordio anche precedente di anni lo
stesso disturbo motorio [Jain et Goldstein, 2012]

Sempre tenendo a mente tale concetto, non suona sorprendente 1’0sservazione di una
correlazione negativa, seppur di lieve entita, tra la severita dei disturbi e la stadiazione di
malattia secondo Hoehn and Yahr. Tale dato, solo apparentemente paradossale, rappresenta un
dato ulteriore a riprova del fatto che 1’esordio di tali disturbi spesso avvenga gia nelle prime
fasi di malattia, magari slatentizzata dall’inserimento dei farmaci dopaminergici, o, addirittura
nelle fasi precliche del disturbo motorio [Goldstein 2006; Goldstein, 2007]. Inoltre, appare
probabile che negli stadi piu avanzati (con il paziente portatore di un severo grado di disabilita
e confinato in sedia, o ancora peggio, nel letto) tale categoria di sintomi, pur presenti,
potrebbe essere osservata o sperimentata dal paziente con minore severita.

Inoltre, il riscontro di un’elevata significatita statistica nella correlazione inversa, seppur di
non elevato rilievo in termini di forza, tra dosaggio dei dopamino agonisti e sintomi sincopali
appare anch’esso carico di interesse. Tale dato € quasi sicuramente imputabile al fatto che i
dopamino agonisti rappresentano spesso il farmaco di primo impiego nella MP all’esordio e
che nelle fasi d’incremento possano talvolta determinare, in pazienti naive da trattamento
farmacologico antiparkinsoniano, I’insorgenza di un effetto collaterale ipotensivo [van Dijk et
al, 1993]. La diminuzione del dosaggio del dopamino agonista sarebbe, dunque, un riflesso
della comparsa della sintomatologia disautonomica e non la causa della comparsa di tali
sintomi.

Di estremo interesse appare, inoltre, il riscontro di una forte correlazione tra la severita dei
due sintomi cardiovascolari con la presenza degli altri sintomi non motori, con I’isolata
eccezione dei sintomi dispercettivi e quelli dell’interesse sessuale.

In particolare, era evidente una significativa correlazione con gli altri sintomi disautonomici
sia urinari (urgenza, incontinenza, nicturia) che gastrointestinali. Sotto questo versante, appare

logico ipotizzare come il disturbo disautonomico cardiovascolare sia da inserire in un piu
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complesso deficit disautonomico globale, che arriva ad interessare multipli distretti corporei
[Jain, 2011].

Anche la significativa correlazione con 1 disturbi dell’olfatto non appare un dato
eccessivamente sorprendente.

In effetti, precedenti studi hanno mirato allo studio di una correlazione tra disautonomia
cardiaca e disturbi olfattori, determinando come il deficit olfattivo fosse correlato sia alla
disfunzione cardiaca simpatica che a quella parasimpatica [Oka et al, 2010]. Tale correlazione
e stata riscontrata anche nell’ambito di un inquadramento di tali disfunzioni all’interno del
capitolo dei possibili marker preclinici. | risultati ottenuti hanno suggerito come la
degenerazione simpatica possa evolvere in parallelo con il disturbo olfattivo nei pazienti con
fase iniziale di malattia, mentre nelle fasi avanzate di malattia i due differenti sistemi spesso
tendano a degenerare con velocita differenti [lijima et al, 2010]. In tale disamina, & doveroso
ricordare anche un recente studio che ha rilevato come il coinvolgimento dell’impairment
olfactorio si accompagni frequentemente alla disautonomia parasimpatica cardiovascolare
[Kang et al, 2012]. Tale studio, oltre a valutare la correlazione tra HRV ed altri parametri
clinici, rappresenta uno dei primi tentativi di studio globale, o in altri termini di tipo olistico,
concepito con lo scopo di individuare le complesse e multiple interazioni presenti tra le
molteplici caratteristiche di tipo non motorio. Pur con una scarsa popolazione (appena 33
pazienti), le osservazioni sembrano supportare la nozione che sia I’invecchiamento che la MP
possano agire comunenemente con ampio effetto sinergico sul coinvolgimento di discrete
componenti del sistema autonomo e olfattivo [Kang et al, 2012]

Riguardo ai sintomi d’ipotensione ortostatica, sia la fatica che la perdita di peso apparivano
quelli con il coefficiente di correlazione piu elevato, come ulteriormente confermato dal
modello di regressione lineare multipla.

Seppur la correlazione con la fatica rappresenti un dato estremamente interessante, € doveroso

rilevare come siano presenti in letteratura alcuni dati preliminari [Nakamura et al, 2011] che
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individuano come la disfunzione autonomica cardiovascolare simpatica possa essere
strettamente associata al sintomo fatica in pazienti affetti da MP.

Al contrario, I’interpretazione univoca del significato della correlazione rilevata tra perdita di
peso e disautonomia cardiovascolare appare di piu complicata soluzione.

A tale riguardo, una possibile spiegazione verterebbe sul fatto che la perdita di peso non
rappresenti altro che un “epifenomeno” del disturbo disautonomico. Infatti, la sintomatologia
alla base dell’ipotensione ortostica, Spesso associata a malessere con nausea ed emesi,
potrebbe essa stessa costituire la causa di una ridotta alimentazione con conseguente perdita di
peso.

Al momento attuale, il nostro studio rappresenta la prima valutazione di tipo olistico nel
contesto dei sintomi non motori condotta in una vasta popolazione omogenea con una scala
mirata sia al riconoscimento che alla valutazione della severitda dei sintomi non-motori
studiandone pit miratamente la correlazione con i disturbi di tipo disautonomico.

E comunque, doveroso citare un precedente studio con approccio multisintomamatico non-
motorio condotto nei Paesi Bassi che ha coinvolto un numero di pazienti sovrapponibile al
nostro (420 pazienti) mediante 1’utilizzo della scala SCOPA-AUT ed altri scale di valutazione
[Verbaan et al, 2007]. Questo studio ha rilevato una discreta correlazione tra sintomi
autonomici confronati con altri sintomi non motori, quali sintomi depressivi, complicazioni
psichiatriche, funzioni motorie, sonnolenza diurna e disturbi del sonno, nonche di tipo inverso
con i sintomi di tipo cognitivo.

Differentemente dai nostri dati cosi come nei precedenti report, i sintomi cardiovasculari nello
studio di Verbaan et al [2007] comparati con altri sintomi autonomici erano quelli meno
frequenti. Come dichiarato dagli stessi autori, le osservazioni rilevate non potevano comunque
essere generalizzate alla popolazione generale affetta da MP, in quanto i criteri di selezione di

questo studio di tipo prospettico, prevedevano I’arruolamento preferenziale di pazienti di
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giovane eta e quindi anche con maggior uso di particolari tipologie di farmaci come i
dopamino agonisti [Verbaan et al. 2007].

Il nostro studio non si € pero limitato ad osservare la popolazione nel suo insieme, ma sulla
scorta di un precedente lavoro del nostro gruppo di ricerca sulla presenza di mutazioni
genetiche del gene LRRK2 nella popolazione sarda [Floris et al, 2007], si e prefisso
I’obiettivo di definire le caratteristiche fenotipiche sul versante non motorio, ed in particolar
modo, di tipo disautonomico, su questa peculiare tipologia di parkinsonismo genetico.

Al momento attuale, infatti, sono stati pubblicati i dati di uno studio multicentrico mondiale
ove sono stati studiati 179 pazienti affetti dalla mutazione G2019S [Healy et al, 2008]. Seppur
tra gli scopi dello studio, oltre ai sintomi motori, fosse previsto anche una valutazione dei
simtomi non-motori, per problemi di tipo metodologico, dovuti proprio al gran numero di
pazienti e di centri coinvolti a livello mondiale, fu possibile utilizzare solo tre scale validate: il
test UPSIT per 1’olfatto, il MMSE per il disturbo cognitivo e la scala di Hoehn and Yahr scale
per la disabilita motoria. Sulla base degli scarsi dati informativi offerti da queste tre scale, &
intuitivo immaginare come fosse difficile, definire una chiara definizione fenotipica sia per i
sintomi motori che per quelli non motori.

Pur con questi distinguo, un’osservazione desunta da tale studio fu I’impressione che le forme
di MP associate a mutazioni LRRK2 presentassero una forma piu benigna di quelle mostrate
dalla popolazione parkinsoniana di controllo, con, ad esempio, un minor rischio di
deterioramento cognitivo [Healy et al, 2008].

In realta, tali osservazioni rimangono incerte [Marras et al, 2011], mentre altri studi condotti
spesso sulla scorta di dati clinici di pazienti affetti da PD e studiati nelle brain bank,
potrebbero non riflettere in maniera precisa la popolazione reale.

La presenza di mutazioni nella popolazione sarda sia di mutazioni G2019S che R1441C del
gene LRRK2 conferma per molti versi quanto precedentemente rilevato nel nostro precedente

report [Floris at al, 2007], seppur venga rilevato un numero percentualmente maggiore di
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pazienti affetti da mutazioni R1441C rispetto al precedente studio. Tale osservazione, che
mostra un’importante rappresentazione della mutazione R1441C nella popolazione sarda,
avvicina il nostro dato a quello osservato nell’italia meridionale [Criscuolo et al, 2011].

Dal punto di vista descrittivo, mentre 1’esame delle caratteristiche di questa popolazione di
pazienti con mutazioni del gene LRRK2, comparate alla popolazione restante di pazienti
parkinsoniani senza tali mutazioni, non evidenziava variazioni significative ne sul versante
fenotipico motorio né su quello del trattamento farmacologico, si rilevavano interessanti
differenze qualitative riguardo all’assessment dei sintomi di tipo non motorio.

| pazienti con mutazioni del gene LRRK2, infatti, riferivano una significativa minore severita
del carico complessivo dei disturbi non motori rispetto alla popolazione senza tali mutazioni
con un punteggio totale alla scala NMSS significativamente inferiore. Tale sorprendente
risultato si rifletteva anche nei dati di severita dei sintomi di disautonomia cardiovascolare,
anch’essi riferiti con minore severita nella popolazione affetta da parkinsonismo genetico.
Precedenti dati di letteratura sembrano supportare tale osservazione di differenti
caratteristiche fenotipiche di tipo non-motorio sul versante cardiovascolare. Una prima
conferma deriva dallo studio italiano di Quattrone et al [2007] che alla scintigrafia cardiaca
con *®MIBG identificd un quadro di anomalo uptake in soli tre dei sei pazienti con mutazione
G2019S nel gene LRRK2 gene, mentre questo era anormale in tutti i pazienti affetti da MP
idiopatica. Un’ulteriore conferma deriva dai dati scintigrafici del gruppo di Barcellona che
hanno evidenziato come 1’uptake cardiaco della **MIBG in 14 pazienti affetti dalle mutazioni
G2019S/R1441G fosse significativamente meno compromesso se raffrontato a pazienti con
MP senza tali mutazioni [Valldeoriola et al, 2011]

E da rilevare, comunque, come nella nostra popolazione i sintomi cardiovascolari non fossero
i soli ad essere segnalati con minore severita, ma fosse altresi rilevabile un’elevata

significativa statistica anche per altri sintomi quali 1’eccessiva sonnolenza diurna, 1’apatia, la
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depressione, i disturbi dispercettivi allucinatori, la scialorrea, i disturbi della deglutizione,
nonché I’alterato interesse sessuale (p<<0,001).

In questo senso, i nostri dati sembrerebbero confermare le supposizioni espresse nello studio
multicentrico di Healy et al. [2008] documentando come le forme di parkinsonismo correlate
a mutazioni LRRK2 possano esprimere una forma piu benigna di MP.

Il messaggio piu interessante riferito a tali forme, é rappresentato dal fatto che tale benignita
non sarebbe condizionata dalle caratteristiche di tipo motorio (complicanze comprese),
largamente sovrapponibili a quelle della forma non genetica, ma dalla minore espressivita
clinica delle manifestazioni non motorie, con un ipotizzabile minore impatto negativo sulla
qualita di vita.

E logico intuire, come a questo punto, lo step da superare sia stato il passaggio dalla visione
puramente sintomatica a quella obiettiva mediante 1’utilizzo di particolari strumenti di
valutazione, come proposto dalla terza fase del progetto.

Sotto questo aspetto, € doveroso ricordare come spesso non sia obiettivabile nessuna
correlazione tra la severita dei sintomi autonomici e le anormalita rilevabili ai test
elettrofisiologici [Papapetropoulos et al, 2006].

Ciononostante, ci siamo prefissi di valutare il disturbo disautonomico cardiovascolare in una
popolazione di pazienti affetti da MP, con presenza o assenza di mutazioni del gene LRRK2
(G2019S e R1441C), attraverso l'utilizzo di un approccio innovativo combinato basato su uno
studio della HRV e con valutazione ecocardiografica da stress. Infatti, sebbene negli ultimi
anni I’interesse per le forme di parkinsonismo genetico e per i disturbi non motori correlati
alla MP appaia di crescente interesse, gli studi diretti ad indagare obiettivamente possibili
alterazioni associate del sistema cardiovascolare ed eventuali differenze associate a forme

genetiche sono alquanto rari.

Da un punto di vista generale, nell’ambito della popolazione affetta da MP idiopatica, le

precedenti ricerche hanno determinato come 1’ampiezza delle variazioni registrate all’HRV sia
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sostanzialmente diminuita nei pazienti con MP, comparata con una popolazione di controlli
senza malattia (Devos et al, 2003; Haapaniemi et al., 2001; Pursiainen et al., 2002).

Il nostro studio costituisce, perd, una novita assoluta nell’utilizzo di tale metodica in
popolazioni con MP genetica associata a mutazioni LRRK2 e comparate con un gruppo di
controllo composto da pazienti parkinsoniani senza tale mutazione, nonché con una
popolazione di controllo sana. Il dato fondamentale che scaturisce dal nostro studio HRV ¢ la
chiara distinzione tra queste differenti popolazioni di soggetti, con una netta differenziazione
tra i due gruppi di pazienti parkinsoniani.

Infatti, mentre emerge netto, in entrambi i gruppi, il riscontro di un chiaro shilanciamento
dell’equilibrio simpatovagale nella modulazione autonomica cardiovascolare cosi come
determinato dal rapporto LF/HF, tale alterato balance non riconosce un’univoca
interpretazione nei due gruppi di pazienti.

| dati ricavati nei pazienti con MP senza mutazione genetica, con una riduzione del rapporto
LF/HF e una consensuale riduzione dei parametri HF ed LF, quest’ultima statisticamente
significativa, rispecchiano, infatti, i dati presenti in letteratura. Diversamente da questi,
invece, per cio che concerne il gruppo dei pazienti con mutazioni del gene LRRK2, I’alterato
balance sembrerebbe trovare una spiegazione nell’aumento significativo della componente HF
(mediata principalmente dal sistema parasimpatico), che sarebbe, dunque, indice di una
eccessiva attivazione del sistema vagale.

Il dato di un aumento della componente HF rilevata nei pazienti affetti da parkinsonismso
genetico sia rispetto alla forma di malattia idiopatica che rispetto ad una popolazione di
controllo rappresenta un dato inusuale. Infatti, se 1’alterazione del balance a favore del sistema
parasimpatico € supportata da evidenze istologiche di un marcato coinvolgimento dei neuroni
simpatici postgangliari a livello cardiaco nei pazienti con MP idiopatica (lwanaga et al, 1999),
I’osservazione di un’eccessiva attivazione del sistema vagale nei pazienti con mutazioni

LRRK2 indica come tale dato non dovrebbe essere considerato come assoluto per le forme
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genetiche di MP. A riprova di questa ipotesi, infatti, & da rilevare come precedenti studi,
condotti in soggetti con MP e mutazione del gene parkina (un altro importante parkinsonismo
monogenico a trasmissione recessiva) che hanno valutato i riflessi autonomici cardiovascolari,
abbiano evidenziato un pattern estremamente diverso rispetto a quello rilevato nella MP
verosimilmente idiopatica, non registrando alcuna differenza tra i pazienti e la popolazione di
controllo nella valutazione quantitativa e qualitativa delle funzioni simpatiche e

parasimpatiche (Del Sorbo et al, 2004).

E doveroso inoltre rimarcare come pochi articoli abbiamo rivolto il loro interesse su
mutazioni del gene LRRK2 e disturbi cardiovascolari. Il primo articolo apparso in letteratura
[Goldstein et al, 2007] riguardava la segnalazione di un singolo caso affetto da MP familiare
con mutazione G2019S. Le osservazioni su questo singolo paziente conducevano all’assunto
finale che in tale forma genetica sia il parkinsonismo che la denervazione simpatica, con
I’insufficienza baroflessoria associata, potessero risultare da un unico processo patogenetico
sovrapponibile alla forma idiopatica.

Tre successivi studi clinici hanno posto in revisione questo concetto quasi dogmatico
[Quattrone et al, 2008; Ruiz-Martinez et al., 2011, Valldeoriola et al, 2011] derivata dallo
studio di un unico paziente, rilevando un’importante differenza nel grado di compromissione
miocardica associata a mutazioni del gene LRRK2 (evidenziata alla scintigrafia con MIBG)
rispetto ai pazienti con MP idiopatica, con una minore entita del disturbo.

In ogni caso, un limite di questi ultimi tre studi verte sull’eccessiva limitazione delle
osservazioni al mero dato anatomofunzionale di disfunzione simpatica, tralasciando di
valutare in maniera piu globale 1’assessment complessivo del balance simpatovagale. E chiaro
che una tale lettura dei dati, seppur molto interessante, appare complessivamente incompleta
perché, come ben evidenziato dagli studi di Braak et al [2003], la progressione del danno in

senso caudo rostrale tende ad interessare anche i nuclei troncali, deputati al controllo delle
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efferenze del parasimpatico, con la possibilita di una alterazione dei meccanismi di controllo
di tipo centrale e, quindi, non unicamente di tipo periferico.

A livello speculativo, & possibile ipotizzare che la perdita di una pathway di tipo inibitorio
potrebbe essere alla base dell’eccessiva stimolazione del parasimpatico in questa forma
genetica. D’altronde, come derivato dai recentissimi studi di HRV in pazienti portatori di
impianti di stimolazione cerebrale profonda, emerge in maniera evidente come 1’inibizione di
aree anatomiche, probabilmente prossime al nucleo subtalamico, possa in qualche maniera
interferire sul circuito autonomico con variazioni dei parametri all’analisi spettrale [Trachani
et al, 2012; Liu et al, 2013].

In alternativa, anche tenendo conto del dato ottenuto dallo studio clinico di una relativa minor
severita dei sintomi cardiovascolari nei pazienti con mutazioni del gene LRRK2, e ricordando
i dati dello studio di Buop et al [2010] che rilevavano come la disfunzione autonomica nella
fase iniziale di malattia fosse causata dal solo interessamento del parasimpatico, non pare
inverosimile pensare ad una iniziale fase di tipo compensatorio, in cui la disregolazione
potrebbe generare, almeno inizialmente, risposte di inversa portata.

Un altro dato interessante del nostro studio verte sulla conferma del ritmo circadiano
dell’HRV nelle tre classi di soggetti. Differentemente, pero, da altri studi che indicavano come
le alterazioni HRV tendessero ad essere piu evidenti nelle ore notturne nei pazienti con MP
[Mastrocola et al, 1999; Pursiainen et al., 2002], il nostro studio non ha mostrato una
significativa differenza statistica dei parametri HRV nelle ore notturne nei pazienti affetti da
MP rispetto ai controlli.

Altro dato interessante che dimostra ’utilita delle metodiche HRV abbinate alla clinica e
rappresentata dalla correlazione tra i parametri dell’analisi di tipo “frequency domain” con
caratteristiche cliniche. Oltre all’interessante correlazione tra i parametri LF e HF ed il
subscore tremore nel solo gruppo dei soggetti con parkinsonismo LRRK2, la rilevazione nei

pazienti affetti da MP senza mutazioni LRRK2 di una correlazione significativa tra il rapporto
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LF/HF con la severita sia del sintomo ipotensione ortostatica che del dominio complessivo dei
sintomi cardiovascolari registrati all’NMSS suggerisce come la metodica HRV possa
effettivamente avere un impiego pratico nel correlare i disturbi sintomatici riferiti dal paziente
con un sistema di valutazione obiettivo. Sulla scorta di tale evidenza, 1’ utilizzazione di questo
esame potrebbe essere utile anche nell’ottica di monitorare differenti strategie terapeutiche
cosi come per monitorare nel tempo ’eventuale evoluzione del disturbo, che come sappiamo
segue una distribuzione nel tempo molto differente dal classico disturbo motorio.

Il nostro studio non si & pero limitato a determinare la presenza di un alterato balance
simpato-vagale ma € stato volto a determinare se questo dato potesse riflettersi sulla
contrattilita miocardica. Al momento attuale, infatti, gli effetti funzionali della denervazione
simpatica cardiaca sono largamente sconosciuti [Imrich et al, 2008]. A tal fine abbiamo
utilizzato lo studio ecocardiografico con la metodica ST per la valutazione di Strain e SR sia
in condizioni basali che sotto sforzo.

Questo esame rappresenta una novita assoluta nello studio di eventuali deficit della
contrattilita miocardica nei pazienti con MP.

Esistono, infatti, in letteratura solo alcuni lavori che hanno utilizzato la metodica
ecocardiografica da stress nella MP. Nei precedenti lavori la valutazione dinamica e stata
eseguita utilizzando uno stimolo farmacologico (dobutamina o isoproterenolo) [Buop, 2010],
mentre nel nostro studio é stato impiegato un approccio piu fisiologico e non invasivo come
I’ecocardiografia da sforzo con letto ergometro.

| nostri dati hanno evidenziato come in entrambi i gruppi della popolazione affetta da MP sia
presente una riduzione della riserva contrattile presente gia ai bassi carichi lavorativi per
divenire significativa al picco dello sforzo.

Particolarmente interessante risulta I’evidenza di una stretta correlazione tra la ridotta riserva

contrattile ed il rapporto LF/HF, seppur nel solo gruppo correlato a mutazione LRRK2, ad
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evidenziare I’influenza dell’alterato bilanciamento simpatovagale presente in questi pazienti
sul miocardio del ventricolo sinistro.

Il dato di una ridotta riserva contrattile nella MP idiopatica rappresenta gia un dato
parzialmente conosciuto seppur studiato con differenti metodiche [Imrich et al, 2008,
Nakamura et al, 2010].

Nel primo studio, condotto su pazienti affetti da MP idiopatica allo scopo di verificare gli
effetti funzionali della denervazione simpatica cardiaca, fu registrata una ridotta risposta a
stimoli di tipo farmacologico sul miocardio ventricolare che suggeri 1’ipotesi di una ridotta
riserva contrattile, correlando questi effetti ad un verosimile ridotto rilascio di norepinefrina a
livello delle terminazioni miocardiche [Imrich et al, 2008].

Inoltre, piu recentemente, lo studio di Nakamura et al [2010] ha messo in evidenza come nella
MP sia presente una ridotta risposta inotropa all’esercizio fisico, gia presente ai bassi carichi
lavorativi. La ridotta contrattilita cardiaca altro non sarebbe, secondo questo studio, che una
deficitaria capacita all’esercizio dei pazienti parkinsoniani con denervazione simpatica
cardiaca.

| nostri dati mettono per la prima volta in evidenza questo fenomeno in una popolazione
affetta da MP associata a mutazioni del gene LRRK2. In questa peculiare forma appaiono
essere correlati principalmente ad una piu complessa alterazione del balance simpato-vagale
rispetto a quella classicamente individuata nella forma idiopatica di malattia in seguito a
ridotta stimolazione adrenergica a livello delle terminazioni simpatiche miocardiche.

Infine, deve essere stressato il concetto di come i rilievi di associazione statistica rilevati,
come nel caso della relazione tra ridotta riserva contrattile e le alterazioni del balance
simpato-vagale nella popolazione genetica LRRK2, forniscano una chiara evidenza di come la
migliore caratterizzazione genetica consenta di poter esaminare questa particolare tipologia di

pazienti con una maggior definizione diagnostica
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Tale dato rappresenta un ulteriore conferma di come, probabilmente, la MP altro non sia che
una dizione comune per comprendere un insieme di piu “malattie di Parkinson”, ognuna con
le sue peculiari caratteristiche fenotipiche e anatomapatologiche.

E logico intuire come la pil precisa e puntuale definizione di ciascuna di queste “malattie”
con le proprie e specifiche tipicita, comportera nei prossimi anni una radicale modificazione

dell’approccio terapeutico in tali pazienti.
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Tavola 1. Loci monogenici per la malattia di Parkinson

Locus genico

Gene Prodotto del gene

Trasmissione

Eta all’esordio

Bibliografia

PARK1/PARK4

PARK?2

PARKG6

PARK?

PARKS

PARKS9

PARK14

PARK15

PARK17

SNCA o-sinucleina

PARK?2 Parkina

PINK1 Pten-induced kinase 1
PARK7 DJ1

LRRK2 Leucine-rich repeat

kinase 2
ATP13A2 ATPase type 13A2

PLA2G6 Fosfolipasi A2,
gruppo VI
FBX07 F-box protein 7
VPS35 Vacuolar protein

sorting 35 homolog
PANK2 Pantotenato kinasi 2

Autosomica
Dominante

Autosomica
Recessiva
Autosomica
Recessiva
Autosomica
Recessiva
Autosomica
Dominante
Autosomica
Recessiva
Autosomica
Recessiva
Autosomica
Recessiva
Autosomica
Dominante
AR

Mutazioni missense: da 30 a 60 anni
Ampio range dalla I alla V decade
30-50 anni
20-40 anni
Ampio dai 30 ai 50 anni
Tra 10 €22 anni
MP prima decade, Distonia/parkinsonismo da 20 anni
Adolescenza tardiva
40-50 anni

Tipo classico | decade, Parkinsonismo dai 20 anni

Polymeropoulos et al, 1997;
Singleton et al, 2003.

Kitada et al, 1998
Valente et al, 2004
Bonifati et al, 2003

Paisan-Ruiz et al, 2004;
Zimprich et al, 2004.
Ramirez et al, 2004
Paisan-Ruiz et al, 2009
Di Fonzo et al, 2009
Vilarino-Guell et al, 2011;

Zimprich et al, 2011

Zhou et al, 2001; Thomas et
al, 2004

Modificato da Houlden H, Singleton AB. The genetics and neuropathology of Parkinson's disease. Acta Neuropathol. 2012 ;124(3):325-38.
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Tavola 2. Sintomi non motori nella malattia di Parkinson

Sintomi neuropsichiatrici

Depressione

Apatia

Ansia

Anedonia

Deficit attentivi

Allucinazioni

Deliri

Demenza

Comportamenti ossessivi (punding)

Disturbi del sonno

Sintomi gastrointestinali (sovrapposizione con
i sintomi autonomici)

Perdita di saliva

Ageusia

Disfagia

Reflusso

Vomito

Nausea

Stipsi

Incompleto svuotamento intestinale
Incontinenza fecale

Sindrome delle gambe senza riposo
Movimenti periodici degli arti

Disturbo comportamentale in sonno REM
Eccessiva sonnolenza diurna

Sogni lucidi

Disturbi del movimento nel sonno non-REM
Insonnia

Sintomi sensitivi

Dolore
Parestesie
Disturbi olfattivi

Sintomi autonomici

Disfunzioni vescicali
Urgenza
Nicturia
Frequenza
Disautonomia cardiovascolare
Ipotensione ortostatica
Dolore cervicale-spalle
Episodi sincopali
Disfunzioni sessuali
Ipersessualita
Disfunzione erettile
Ipotestosteronemia
Andropausa
Sudorazione

Altri sintomi

Fatica

Diplopia

Visione offuscata
Seborrea

Perdita di peso

Legenda: REM: Rapid Eye Movement.
Adattata da Chaudury et al.
Lancet Neurol. 2006;5:235-245
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Tabella 1. Caratteristiche cliniche e motorie dei pazienti affetti da malattia di Parkinson

inclusi nel nostro studio.

Caratteristiche esaminate

Numero dei soggetti

Sesso maschile, N (%)

Anni all’osservazione, anni (DS)

Durata della MP, anni (DS)

H&Y stage, punteggio medio, (DS)
UPDRS-I111 punteggio totale medio, (DS)
UPDRS-I111 (subscore Tremore) (DS)
UPDRS-I11 (subscore Rigidita) (DS)
UPDRS-111 (subscore Bradicinesia) (DS)
UPDRS-I111 (subscore postura/instabilita) (DS)
Forma tremorigena all’esordio, N (%)
Forma rigido-cinetica all’esordio, N (%)
Fluttuazioni, N (%)

Discinesie, N (%0)

DGLE Levodopa, mg/die (DS)

DGLE Dopamino agonisti, mg/die (DS)
DGLE Totale, mg/die (DS)

415
240 (57,8)
68,8 (9,3)

6,1 (3,9)
2.2 (0,7)
27,4 (15,0)
4,9 (4,1)
4,8 (3,7)
12,4 (7,5)
3,3 (2,9)
339 (81,4)
76 (18,6)
175 (42,1)
101 (24,3)

385,3 (318,0)
82,9 (89,9)

489,4 (338,8)

Legenda: N, numero pazienti; DS, Deviazione Standard; MP, Malattia di Parkinson; UPDRS-III,
Unified Parkinson's disease rating scale, sezione Ill; H&Y, Hoehn and Yahr scale, DGLE, Dose

giornaliera levodopa equivalente.
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Tabella 2. Frequenza e severita dei sintomi non motori, valutati alla Non motor Symptoms

Scale (NMSS), nei pazienti affetti da malattia di Parkinson della nostra casistica per singolo

items.

Items NMSS N° pazienti (%) Severita
1. Ipotensione ortostatica 208 (50,1) 2,5(3,7)
2. Episodi sincopali 22 (5,3) 0,2 (1,5)
3. Sonnolenza diurna 225 (54,2) 3,1 (4,0
4. Fatica 279 (67,2) 4,7 (4,7)
5. Difficolta addormentamento 164 (39,5) 2,7 (4,1)
6. Sindrome gambe senza riposo 133 (32,0) 2,0(3,7)
7. Perdita di interesse per I'esterno 134 (32,3) 1,9 (3,5)
8. Perdita di motivazione 105 (25,3) 1,8 (3,6)
9. Ansia 179 (43,1) 2,5 (3,6)
10. Umore depresso 211 (50,8) 2,9 (3,9
11. Apatia 135 (32,5) 1,9 (3,6)
12. Anedonia 93 (22,4) 1,3(3,0)
13. Allucinazioni 46 (11,1) 0,5 (1,7)
14. Deliri 4(1,0) 0,0 (0,4)
15. Visione doppia 44 (10,6) 0,5 (1,9)
16. Concentrazione 178 (42,9) 2,4 (3,8)
17. Dimenticare cose o eventi 205 (49,4) 2,6 (3,8)
18. Dimenticare di fare le cose 167 (40,2) 1,6 (3,0)
19. Salivazione 120 (28,9) 1,6 (3,2)
20. Deglutizione 128 (30,8) 1,5 (3,0
21. Stipsi 191 (46,0) 2,9 (4,2)
22. Urgenza minzionale 189 (45,5) 3,3 (4,6)
23. Incontinenza urinaria 177 (42,7) 3,2 (4,6)
24. Nicturia 292 (70,4) 4,7 (4,6)
25. Alterato interesse sessuale 69 (16,6) 0,9 (2,5)
26. Disturbi rapporto sessuale 21 (5,1) 0,3 (1,6)
27. Dolore 83 (20,0) 1,3 (3,0)
28. Ageusia o0 iposmia 170 (41,0) 2,9 (4,2)
29. Variazione di peso 56 (13,5) 0,6 (2,0)
30. Eccessiva sudorazione 125 (30,1) 2,0 (3,6)
NMSS (Tutti gli items) 415 (100) 60,5 (45,5)

Legenda: MP, malattia di Parkinson; NMSS, Non Motor Symptoms Scale.
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Tabella 3. Correlazione tra sintomi disautonomici cardiovascolari, rilevati alla NMSS, sia
come singoli item che come dominio complessivo, con caratteristiche cliniche e sintomi

motori nei pazienti affetti da malattia di Parkinson del nostro studio.

Item 1 Item 2 Dominio 1
Ipotensione Episodi Sintomi

ortostatica sincopali Cardiovascolari

Items NMSS r p R p r p
Anni all'osservazione 0,011 0,830 0,050 0,468 0,026 0,597
Durata della MP -0,088 0,074 0,051 0,297 -0,090 0,067
H&Y stage -0,104 0,033 0,050 0,305 -0,102 0,037
UPDRS-III punteggio totale -0,027 0,590 0,046 0,795  -0,026 0,593
UPDRS-I111 - subscore Tremore 0,045 0,361 0,001 0,984 0,038 0,444
UPDRS-III - subscore Rigidita -0,032 0,521 0,007 0,888 -0,024 0,061
UPDRS-I11 - subscore Bradicinesia -0,028 0,574 0,014 0,742 -0,028 0,563
UPDRS-111 - subscore Postura/instabilita -0,053 0,281 0,016 0,484 -0,056 0,258
DGLE Levodopa -0,032 0,510 -0,002 0,972 -0,028 0,576
DGLE Dopamino agonisti -0,047 0,337 -0,130 0,008 -0,083 0,092
DGLE Totale -0,051 0,304 -0,046 0,347 -0,048 0,242

Legenda: r, coefficiente di correlazione, P, significativita; MP, Malattia di Parkinson; UPDRS-1I1, Unified
Parkinson's disease rating scale, sezione IllI; H&Y, Hoehn and Yahr scale, DGLE, Dose giornaliera
levodopa equivalente.

In grassetto, correlazioni con p<0,05
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Tabella 4. Correlazione tra sintomi disautonomici cardiovascolari con altri sintomi non

motori rilevati alla NMSS nei pazienti affetti da malattia di Parkinson del nostro studio.

Ipotensione ortostatica Lipotimia

Items NMSS r p r p

3. Sonnolenza diurna 0,193 0,005 0,193 0,005
4. Fatica 0,341 0,001 0,209 0,002
5. Difficolta addormentamento 0,160 0,020 0,184 0,007
6. Sindrome gambe senza riposo 0,172 0,012 0,303 0,001
7. Perdita di interesse 0,272 0,001 0,238 0,000
8. Perdita di motivazione 0,267 0,001 0,224 0,001
9. Ansia 0,202 0,003 0,232 0,001
10. Umore depresso 0,323 0,001 0,363 0,001
11. Apatia 0,254 0,000 0,267 0,001
12. Anedonia 0,233 0,001 0,147 0,032
13. Allucinazioni 0,047 0,500 -0,037 0,589
14. Deliri -0,009 0,893 -0,011 0,870
15. Visione doppia 0,091 0,186 0,089 0,196
16. Concentrazione 0,138 0,045 0,092 0,184
17. Dimenticare cose 0 eventi 0,211 0,002 0,199 0,004
18. Dimenticare di fare le cose 0,064 0,352 0,181 0,008
19. Salivazione 0,133 0,054 0,127 0,066
20. Deglutizione 0,184 0,007 0,297 0,001
21. Stipsi 0,249 0,001 0,342 0,001
22. Urgenza minzionale 0,141 0,040 0,129 0,061
23. Incontinenza urinaria 0,112 0,104 0,116 0,093
24. Nicturia 0,120 0,082 0,064 0,354
25. Alterato interesse sessuale 0,040 0,559 -0,014 0,840
26. Disturbi rapporto sessuale 0,017 0,809 -0,025 0,713
27. Dolore 0,128 0,063 0,012 0,859
28. Ageusia o iposmia 0,175 0,001 0,071 0,301
29. Variazione di peso 0,371 0,001 0,463 0,001
30. Eccessiva sudorazione 0,102 0,138 0,212 0,002
NMSS punteggio totale 0,403 0,001 0,396 0,001

Legenda: r, coefficiente di correlazione, P, significativita; NMSS, Non Motor Symptoms Scale.

In grassetto, correlazioni con p<0,005
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Tabella 5. Caratteristiche cliniche e motorie dei pazienti con malattia di Parkinson in

rapporto alla presenza/assenza di mutazioni del gene LRKK2.

Pazienti con MP

Pazienti con MP

Caratteristiche esaminate p
LRRK2 - LRRK2 +

Numero dei soggetti 405 10 NV

Sesso maschile, N (%) 234 (57,9) 6 (60) 0,584
Anni all'osservazione, anni (DS) 68,8 (9,3) 69,6 (12,9) 0,854
Durata della MP, anni (DS) 6,0 (3,9) 7,9 (4,3) 0,211
H&Y stage, punteggio medio, (DS) 2,2 (0,7) 2,3 (0,8) 0,815
UPDRS-I11 punteggio totale medio, (DS) 27,2 (14,9) 34,2 (17,8) 0,228
UPDRS-Il1-subscore Tremore, (DS) 4,8 (4,1) 5,0 (5,4) 0,912
UPDRS-I1I-subscore Rigidita, (DS) 4,7 (3,7) 5,7 (3,8) 0,097
UPDRS-II1-subscore Bradicinesia, (DS) 12,3 (7,5) 14,8 (7,1) 0,307
UPDRS-II1-subscore postura/instabilita, (DS) 3,3(2,8) 4,4 (3,8) 0,321
Forma con componente tremorigena, N (%6) 331 (81,7) 8 (80) 0,889
Fluttuazioni, N (%) 169 (41,7) 6 (60) 0,247
Discinesie, N (%) 98 (24,2) 3(30) 0,627
DGLE Levodopa, mg/die (DS) 383,1 (319,8) 474,0 (225,8) 0,373
DGLE Dopamino Agonisti, mg/die (DS) 81,9 (88,7) 125,1 (109,7) 0,130
DGLE Totale, mg/die (DS) 485,4 (338,3) 651,1 (333,9) 0,127

Legenda: N, numero pazienti; DS, Deviazione Standard; MP, Malattia di Parkinson; UPDRS-I11, Unified Parkinson's
disease rating scale, sezione I11; H&Y, Hoehn and Yahr scale, DGLE, Dose giornaliera levodopa equivalente.
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Tabella 6. Severita dei sintomi non motori, valutati alla Non motor Symptoms Scale (NMSS), e suddivisi in pazienti affetti da malattia di

Parkinson con o senza mutazioni del gene LRRKZ2, riportati per singolo item.

LRRK2- LRRK2 + LRRK2- LRRK2 +
Items NMSS p Items NMSS p
Score (DS) Score (DS) Score (DS) Score (DS)
1. Ipotensione ortostatica 2,6 (3,7) 1(1,4) ,007 16. Concentrazione 2,4(3,7) 0,8 (1,9) ,024
2. Sincope 0,3(1,5) 0(0) ,001 17. Dimenticare cose o eventi 2,6 (3,7) 2,6 (4,4) ,980
3. Sonnolenza diurna 3,2(3,9) 0,6 (1,3) ,001 18. Dimenticare di fare le cose 1,5 (3,0) 2,4 (3,9) ,528
4. Fatica 4,7 (4,7) 2,7(4,2) 177 19. Salivazione 1,6 (3,2) 0,2 (0,6) ,001
5. Difficolta addormentamento 2,7 (4,1) 2,4 (4,3) ,839 20. Deglutizione 1,5 (3,0) 0,1 (0,3) ,000
6. Sindrome gambe senza riposo 2,1(3,7) 1,4 (2,5) ,578 21. Stipsi 2,9 (4,1) 3,4 (4,7) ,756
7. Perdita di interesse 2,0 (3,5) 0,6 (1,3) ,012 22. Urgenza minzionale 3,3 (4,6) 1,9 (3,3) ,207
8. Perdita di motivazione 1,8 (3,6) 1,4 (3,7) ,766 23. Incontinenza urinaria 3,2 (4,6) 1,8 (3,2) ,203
9. Ansia 2,5(3,7) 2,1(2,7) 652 24. Nicturia 4,7 (4,6) 4,4 (4,4) 831
10. Umore depresso 3,0(3,9) 1,1(1,7) ,006 25. Alterato interesse sessuale 0,9 (2,5 0,1(0,3) ,001
11. Apatia 2,0 (3,6) 0,7 (1,9) ,066 26. Disturbi rapporto sessuale 0,3 (1,5) 0,1(0,3) ,460
12. Anedonia 1,3(3,1) 0,8 (2,5) 517 27. Dolore 1,3 (3,0) 0,9 (1,4) ;705
13. Allucinazioni 0,5 (1,7) 0 (0) ,001 28. Ageusia o0 iposmia 2,9 (4,2) 1,3(2,7) ,093
14. Deliri 0(0,3) 0 (0) ,753 29. Variazione di peso 0,6 (2,0) 0 (0) ,000
15. Visione doppia 0,5 (1,9 0,2 (0,6) ,587 30. Eccessiva sudorazione 2,0 (3,5 0,6 (1,9) ,045
NMSS punteggio totale 61,1 (45,7) 35,6 (26,2) ,014

Legenda: NMSS, Non Motor Symptoms Scale. MP, malattia di Parkinson; LRRK2-; Pazienti affetti da MP senza mutazioni del gene LRRK2; LRRK2+; Pazienti affetti da MP

con mutazioni del gene LRRK2;
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Tabella 7. Caratteristiche cliniche dei pazienti con malattia di Parkinson, con e senza mutazioni

del gene LRRKZ2, e dei controlli sani inclusi nella casistica HRV/studio ecografico

Pazienti affettida  Pazienti affetti da ) )
MP LRRK2- MP LRRK2+ Controlli sani
Numero dei soggetti studiati 16 38 3
Sesso Maschile, N (%). 8 (50) 4 (50) 4 (50)
Altezza, m (DS) 167 (0,6) 1,64 (0,5) 1,65 (0,3)
Peso, Kg (DS) 69,3 (26,2) 69,0 (25,0) 71,89 (24,8)
Eta all’osservazione, anni (DS) 65,0 (7,1) 64,6 (11,4) 63,9 (9,2)
Durata di malattia anni (DS) 8,1 (5,4) 8,2 (5,7) NA
Score, Hoehn and year, media (DS) 2,3(0.9) 2,4 (0.9) NA
Score UPDRS- 111, media (DS) 32,4 (18,7) 33,2 (18,9) NA
Caratteristiche cliniche NA
Forma tremorigena, N (%0). 12 (75%) 6 (75%) NA
Forma rigido-acinetica, N (%). 4 (25%) 2 (25%) NA
DGLE totale, mg/die (DS) 424,7 (303,6) 446,7 (323,8) NA
DGLE dopamino agonisti, mg/die (DS) 62,3 (155,6) 65,6 (191,6) NA
Levodopa, mg/die (DS) 362,4 (273,1) 381,6 (303,2) NA

Legenda: MP, Malattia di Parkinson; DS, Deviazione Standard; NA, non applicabile; Unified Parkinson's disease rating
scale, sezione Il1; H&Y, Hoehn and Yahr scale; DGLE, Dosaggio Giornaliero Levodopa Equivalente.
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Tabella 8. Risultati studio HRV in pazienti affetti da malattia di Parkinson, con e senza

mutazioni del gene LRRK2, e dei controlli sani inclusi nella casistica HRV.

Pazienti affetti Pazienti affetti

Controlli sani p
da MP LRRK2- da MP LRRK 2+

Time domain
SDNN (DS) 112,58 (30,29) 117,45 (50,52) 99,36 (61,85) NS
RMS-SD (DS) 30,54 (11,89) 40,80 (32,82) 27,26 (12,12) NS
SDSD (DS) 24,81 (11,63) 31,09 (25,37) 19,12 (8,31) NS
HRV-Index (DS) 14,94 (4,00) 16,20 (8,07) 17,28 (7,69) NS
TINN (DS) 459,99 (129,97) 485,45 (259,27) 523,88 (237,59) NS
pNN50 (DS) 4,07 (3,22) 10,51 (15,36) 5,40 (4,67) NS

Frequency domain

LRRK2- vs LRKK2+ p<0.001
LF 24 ore (DS) 262,2 (57,0)  486,1 (273,0)  348,6 (104,4) LRRK2- vs CONTROL p<0.001
LRRK2 + vs CONTROL p<0,02

LRRK2- vs LRKK2+ p<0.001

HF 24 ore (DS) 157,5(71,8) 4150 (216,8)  189,7 (68,0) LRRK. v CONTROL 30 001
LF/HF 24 ore (DS) 223(051)  2,24(078) 2,83 (0,80) tﬁﬁ%;’f]scgo'\ﬂ?ggf;‘ig%‘i
LF ore diurne (DS) 262,2 (42,5)  412,0 (183,1) 3486 (104,4) L;ii‘f;/;’%;i,ﬁ*g&fﬁ&géi;
HF ore diurne (DS) 126,1 (51,4)  340,0 (1344)  158,3 (56,3) LY t‘g’;ﬁaﬁﬁg&l
LF/HF ore diurne (DS) 2,49(038)  254(075) 3,15 (0,60) tﬁiﬁf/gg&?%ﬁ;ﬂg%
LF ore notturne (DS) 302,3(707) 6659 (378,1)  419,7 (121,5) LRRK2- vs LRKK2+ p<0.02
HF ore notturne (DS) 2335(56,2) 5949 (280,5)  256,8 (32,9) R (L:gﬁﬁgf&g?g&
LF/HF ore notturne (DS) 1,78 (0,39)  1,62(0,34) 2,21 (0,81) NS

Legenda. SDNN: deviazione standard degli intervalli NN nelle 24 ore ; RMSSD radice quadrata degli scarti quadratici
medi tra intervalli RR successivi; SDSD: standard deviation of successive normal sinus RR interval difference; HRV-
index; Heart rate variability index; TINN: triangular Index; pNN50: proporzione del numero delle differenze piu ampie di
50 msec di intervalli RR adiacenti; LF, low frequency; HF, high frequency; LF/HF: rapporto LF/HF; LRRK2- pazienti
con malattia di Parkinson senza mutazioni LRRK2; LRRK2+ pazienti con malattia di Parkinson con mutazioni LRRK2;

Control, Controlli: NS; non significativo.
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Tabella 9. Correlazione tra parametri HRV e sintomi disautonomici rilevati al’NMSS in

pazienti affetti da malattia di Parkinson senza mutazioni del gene LRRK2.

LF/HF ratio LF HF

r p r p r p
Item NMSS
1 Ipotensione ortostatica -0,462 0,041 -0,116 0,626 -0,347 0,134
2 Sincope -0,362 0,117 0,334 0,150 0,103 0,664
Dominio NMSS
Cardiovascolare -0,467 0,038 -0,042 0,860 0,217 0,358

Legenda: MP, malattia di Parkinson; NMSS, Non Motor Symptoms Scale.

In grassetto, correlazioni con p<0,005
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Tabella 10. Parametri ecocardiografici basali di funzione sistolica e diastolica nelle tre

sottopopolazioni del nostro studio.

Pazienti affetti da Pazienti affetti da

MP LRRK2- MP LRRK2+ Controlli sani P
Funzione sistolica
LVEF (%) 62 (4) 63 (3) 65 (4) NS
|Onda S (cm/sec) 8,2 (2) 7,14 (3,1) 7,67 (4,05) NS
Funzione diastolica
E/A 1,06 (0,28) 0,80 (0,30) 0,95 (0,40) NS
DecT (msec) 0,190 (0,05) 0,236 (0,096) 0,213 (0,078) NS
E/E1 9,4 (1,7) 11,86 (5,1) 8,52 (3,19) 0,02
Ecocardiografia da sforzo
|Carico di lavoro (Watts) 63,00 (33,73) 103,75 (40,55) 0,01

Legenda. LVEF, Frazione di eiezione ventricolo sinistro; E/A, early and late diastolic peak velocity ratio; DecT:

Deceleration time.
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Figura 1. Delta Strain rate misurato al picco (rispetto ai valori basali) nelle tre

sottopopolazioni di pazienti esaminati
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Legenda: SR; Strain rate; LRRK2+, pazienti con mutazione genetica del gene LRRK2;
LRRK2-, pazienti senza mutazione genetica del gene LRRK2.
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Figura 2: Correlazione tra As Strain rate e rapporto LF/HF nel gruppo dei pazienti con

parkinsonismo genetico LRRK2
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