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apoE  Apolipoproteína E 

APS  Adenosín-5-fosfosulfato 

ATP   Adenosín trifosfato 

BHE  Barrera hematoencefálica 

cDNA  DNA codificante 

CG  Células de Gaucher 

cHDL  Colesterol transportado por lipoproteínas de alta densidad 

cLDL  Colesterol transportado por lipoproteínas de baja densidad 

COMT  Catecol-orto-metil-transferasa 

CT  Colesterol total 

ddNTPs Didesoxinucleótidos trifosfato terminadores 

dITP  Desoxiinosina trifosfato  

Da  Dalton 

DMSO Dimetilsulfóxido 

dNTPs  Desoxinucleótidos trifosfato 

DTT  Ditiotreitol 

ECA  Enzima convertidora de angiotensina 

EDTA  Ácido etilendiaminotetraacético 

EG  Enfermedad de Gaucher 

EP  Enfermedad de Parkinson 

GABA  Ácido γ-aminobutírico 

GBA  Gen glucocerebrosidasa 

GBAP  Seudogén glucocerebrosidasa 

GC  �-glucocerebrosidasa ácida 

H&Y  Estadío evolutivo Hoehn y Yahr 

L-DOPA Levodopa 

MO  Médula ósea 

MPTP  1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina 

OR  Odds-ratio 

PCR  Del inglés, Polimerase Chain Reaction (Reacción en cadena de la polimerasa) 

PM  Peso molecular  

PPi  Grupo pirofosfato 

QT  Quitotriosidasa 
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1. INTRODUCCIÓN 
 

Los estudios publicados en los últimos años han sugerido una posible asociación entre la 

enfermedad de Parkinson y la presencia de mutaciones en el gen que codifica para la 

glucocerebrosidasa, responsable de la enfermedad de Gaucher. 

 

1.1. ENFERMEDAD DE GAUCHER 

 

La enfermedad de Gaucher (EG) (MIM 230800) es una enfermedad de depósito lisosomal, 

con un patrón de herencia autosómica recesiva, caracterizada por la hidrólisis disminuida de 

glucocerebrósido  causada por la actividad deficiente de la enzima �-glucosidasa ácida 

lisosomal o glucocerebrosidasa (GC; EC 3.2.1.45). En la mayoría de los casos, la base molecular 

de la enfermedad se debe a mutaciones en el gen GBA, que codifica la enzima 

glucocerebrosidasa. Como resultado se produce la acumulación del material glucolipídico no 

degradado en el sistema retículoendotelial, principalmente en los macrófagos, que adquieren un 

citoplasma de mayor tamaño y aspecto espumoso y que se conocen como células de Gaucher 

(CG)  (Beaudet, 1987; Chen and Wang, 2008). La enfermedad es heterogénea en sus 

manifestaciones clínicas y se caracteriza por la aparición de hepatomegalia y/o esplenomegalia, 

lesiones óseas, trastornos hematológicos, bioquímicos y afectación neurológica (Mehta, 2006). 

 

1.1.1. Antecedentes históricos 

 

La primera referencia de esta alteración data de 1882 cuando, en su tesis doctoral, el 

médico francés Philippe Charles Ernest Gaucher describió un cuadro clínico similar a un tumor 

de origen esplénico, encontrando una acumulación de células anómalas de gran tamaño en el 

bazo de una paciente (Gaucher PCE, 1882). En homenaje a esta primera descripción la entidad 

recibió el nombre del investigador clínico francés y es conocida como enfermedad de Gaucher. 

Inicialmente se interpretó como una proliferación neoplásica de origen epitelial pero a 

principios del siglo XX se descartó esta hipótesis cuando se reconoce su incidencia familiar (Brill 

et al., 1901, 1905). 

 

Entre 1985 y 1910 se observó una gran diversidad en la sintomatología  y edad de 

aparición de la enfermedad (Brill, 1904; Collier, 1985). Más tarde, Oberling y Woringer (1927) 
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(Oberling and Woringer, 1927) descubrieron el componente neurológico implicado en la EG, 

más común en las formas infantiles (Mehta, 2006). 

 

La naturaleza metabólica de la EG fue apreciada por Marchand en 1907 (Marchand, 1907), 

y fue en 1924 cuando el médico alemán H. Lieb aisló un compuesto graso del material 

acumulado en el bazo de un paciente con EG, identificándolo erróneamente con un 

galactocerebrósido (Lieb, 1924). Una década después E. Aghion identificó el compuesto como 

un glucocerebrósido (Aghion, 1934). Miyatake y Suzuki sugirieron un papel fisiopatológico de 

la glucosilceramida en las enfermedades de almacenamiento lisosomal (Miyatake and Suzuki, 

1973). Sin embargo, en 1984 se demostró el almacenamiento en menor cantidad de una 

sustancia posiblemente tóxica, un análogo a la glucosilesfigosina deacetilada, en las variantes 

neuronopáticas de la enfermedad (Conradi et al., 1984). 

 

En 1965, el grupo de Brady consiguió determinar por primera vez la actividad enzimática 

de la GC en tejidos, demostrando la reducción de glucocerebrósidos en plasma y tejidos en dos 

pacientes esplenectomizados tras la infusión de un extracto purificado de la enzima obtenida a 

partir de placenta (Brady et al., 1974). Posteriormente, Beutler et al. (1971) demostraron la 

deficiencia de GC en fibroblastos en un adulto con EG y constataron que los heterocigotos para 

la enfermedad mostraban una actividad enzimática intermedia entre sujetos sanos y enfermos 

(Beutler et al., 1971). La determinación de la actividad de la GC se convirtió en el método idóneo 

de diagnóstico de la EG (Beutler and Kuhl, 1970b) desplazando al método clásico consistente en 

la determinación de la presencia de células de Gaucher  mediante microscopía óptica a partir de 

una muestra de médula ósea (MO) del paciente (Chen and Wang, 2008). 

 

Otro hito importante en la historia de la EG fue el descubrimiento del mecanismo de 

receptor glucoproteico para radicales manosa presente en la membrana plasmática de los 

macrófagos, publicado en 1978, que se convirtió en la base del desarrollo del tratamiento 

mediante sustitución enzimática dirigida a los macrófagos (Achord et al., 1978; Furbish et al., 

1978; Pentchev et al., 1978; Stahl et al., 1978). A principio de la década de los 90 se demostró la 

eficacia terapéutica de la enzima (Barton et al., 1991; Beutler et al., 1991b; Rosenthal et al., 1995; 

Zimran et al., 1993), comercializándose en los Estados Unidos de América a partir de 1991 y en 

España en 1994 (Connock et al., 2006). 

 

Las bases genéticas de la enfermedad fueron elucidadas, cuando, en 1981, Shafit-Zagardo 

localizó cromosómicamente el gen de la glucocerebrosidasa humana (GBA) (Shafit-Zagardo et 
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al., 1981) y Barneveld lo asignó a la región q21-q31 del cromosoma 1 (Barneveld et al., 1983). 

Entre 1984 y 1988 se clonaron y caracterizaron el DNA codificante (cDNA) del gen GBA (Ginns 

et al., 1984; Sorge et al., 1985; Tsuji et al., 1986), su gen estructural (Ginns et al., 1985) y su 

seudogén (GBAP) (Horowitz et al., 1989). 

 

1.1.2. Epidemiología 

 

La enfermedad de Gaucher tiene baja prevalencia, se estima entre 1:40000 y 1:60000 

(Grabowski, 1993a). Es por ello que la EG está incluida dentro del grupo de enfermedades raras, 

que son aquellas que presentan una incidencia muy baja en la población (menos de 5 de cada 

10000 habitantes, en Europa). La EG afecta a todas las razas, aunque su prevalencia es mayor 

entre la población judía de origen Ashkenazi, donde presenta una incidencia de 1:1000 

aproximadamente (Beutler, 1995). No obstante, distintos autores han obtenido resultados muy 

diversos en la predicción de la incidencia de la enfermedad  basándose en las medidas de la 

actividad de GC (Grabowski et al., 1982; Kolodny et al., 1982; Matoth et al., 1987). 

 

La EG se clasifica clínicamente en tres tipos, presentando una incidencia diferente para 

cada tipo. 

 

La EG tipo 1 es la variedad más frecuente con una incidencia en población no judía de 

1:200.000 habitantes (Lee, 1995), mientras que en la población judía de origen Ashkenazi la 

prevalencia es mucho mayor con una incidencia esperada entre 1 y 2 casos por cada 1000 

nacimientos (Beutler, 2001; Beutler et al., 1993; Horowitz et al., 1998). 

 

La frecuencia de la EG tipo 2 se estima aproximadamente en 1:100.000 nacidos vivos, sin 

que se haya descrito para ella ningún predominio étnico (Kolodny et al., 1982). Esto es probable 

debido a la gran incidencia de abortos que ocasiona esta forma de presentación, así como a la 

poca viabilidad de los recién nacidos. La supervivencia media de los niños con EG tipo 2 oscila 

en torno a los dos años (Wenger et al., 1983). 

 

La EG tipo 3 presenta una incidencia entre 1:50.000 y 1:100.000 recién nacidos, y tiene 

mayor prevalencia en la región de Norrbottnian al norte de Suecia (Grabowski, 1993b).   
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1.1.3. Fisiopatología 

 

La enfermedad de Gaucher es un error congénito del metabolismo causado por un defecto 

en la biogénesis de la hidrolasa lisosomal conocida con el nombre β-glucosidasa ácida, ceramida 

β-glucosidasa, glucosilceramidasa o glucocerebrosidasa (GC). Aunque muy raramente, la 

inactividad de la enzima puede producirse por la ausencia de una molécula denominada 

“sphingolipid activator protein”, o saposina C, un cofactor requerido para la función catalítica 

normal de la GC (Giraldo et al., 2003; Rafi et al., 1993; Schnabel et al., 1991). La ausencia o baja 

actividad de esta enzima que cataliza la hidrólisis de los enlaces β-glucosídicos para dar glucosa 

y ceramida,  provoca la acumulación progresiva en el sistema mononuclear fagocítico (SMF) del 

sustrato no degradado: glucocerebrósido, β-glucósido ceramida, o glucosilceramida. Se trata de 

un lípido extremadamente insoluble, componente esencial de las membranas celulares, con 

funciones en el crecimiento y diferenciación celular, particularmente en las neuronas (Boldin 

and Futerman, 1997; Schwarz and Futerman, 1997), aunque se desconoce la relación de estos 

efectos con la patogenia de la EG. Un sustrato menor de la GC, pero también importante, es una 

análogo deacetilado de la glucosilceramida, la glucosilesfingosina. Esta molécula no se detecta 

en cantidades significativas en los tejidos. 

 

La glucosilceramida (N- acilesfingosin-1-O-β-D-glucósido) es sintetizada a partir de 

ceramida y de UDP-glucosa por la glucosilceramida sintetasa (Basu et al., 1968, 1973). Este 

compuesto está ampliamente distribuido en las membranas celulares de la mayoría de los 

tejidos de los mamíferos y es un metabolito intermedio normal en la síntesis y degradación de 

los glucoesfingolípidos complejos como los gangliósidos y los globósidos.  

 

La degradación de glucosilceramida por la GC da lugar a glucosa y ceramida que, en 

última instancia, será metabolizada por la ceramidasa ácida a esfingosina y ácidos grasos (Gatt, 

1966). 

 

La GC interviene en la penúltima reacción de la vía degradativa secuencial de los 

glucoesfingolípidos más complejos catalizando la hidrólisis de los enlaces �-glucosídicos (figura 

1.1). La incapacidad enzimática para hidrolizar estos glucocerebrósidos que contienen azúcares 

unidos por un enlace covalente a la ceramida, provoca que el glucocerebrósido y otros 

glucoesfingolípidos se acumulen primariamente en los lisosomas de los macrófagos del SMF 

(Giraldo et al., 2003). La fagocitosis de eritrocitos constituye la fuente principal de lípidos 
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intracelulares acumulados puesto que la membrana de los hematíes contiene gran cantidad de 

glucolípidos (Fredrickson and Sloan, 1972; Hibbs et al., 1970; Pennelli et al., 1969). 

 

FIGURA 1.1. Vía degradativa secuencial de gangliósidos y globósidos. 

 

Se muestran los diferentes trastornos causados por el defecto en cada una de las rutas metabólicas. Adaptada de 
Metha, 2006. Eur J Intern Med 

 

La glucocerebrosidasa (EC 3.2.1.45) humana es una glicoproteína homomérica compacta 

de la membrana celular. La secuencia completa de aminoácidos, así como la secuencia de 

nucleótidos del cDNA fue descrita por Tsuji et al. en 1986 (Tsuji et al., 1986). La proteína humana 

madura está constituida por 497 aminoácidos con un peso molecular (PM) calculado de 55.575 

Dalton (Da). Alrededor del 13% de los residuos de la enzima son básicos (lisina, arginina o 

histidina), contiene aproximadamente un 11% de residuos leucina y un 45% de aminoácidos no 

polares. 
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FIGURA 1.2. Estructura 3D de la glucocerebrosidasa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Se muestran los 3 dominios de la glucocerebrosidasa diferenciados por colores 
distintos. Se indican las seis mutaciones más frecuentes que provocan EG, los 
residuos implicados (E235 y E340) en el sitio activo de la enzima y el sitio de 
glicosilación en Asn19. Adaptada de Dvir et al., 2003. EMBO Rep 

 

La glucocerebrosidasa está formada por 3 dominios. El dominio I (residuos 1-27 y 383-

414) contiene dos puentes disulfuro, los cuales parecen estar implicados en el correcto 

plegamiento de la enzima. El dominio II (residuos 30-75 y 431-497) constituye un dominio tipo 

inmunoglobulina, mientra que el dominio III (residuos 76-381 y 416-430) contiene el sitio 

catalítico de la enzima (Dvir et al., 2003). Gabrowsky et al., apoyándose en sus resultados 

(Grabowski et al., 1984; Grace et al., 1990; Greenberg et al., 1990), han propuesto un modelo 

cinético del centro activo de la enzima glucocerebrosidasa que incluye tres sitios de unión, para 

el grupo glucídico, la zona de la esfingosina y la cadena del ácido graso de la glucosilceramida. 

En un principio se pensó que, en la enzima humana, el centro activo estaba localizado a nivel 

del residuo asparragina en posición 443. En la actualidad, se conoce que los residuos catalíticos 

corresponden a los aminoácidos Glu235 y Glu340, respectivamente (Dinur et al., 1986; Fabrega et 

al., 2002; Grabowski et al., 1990). 

 

 

 



                                                                                                                                                                                       1. Introducción 

_______________________________________________________________________________________________________                                                                                                                                                 
Beatriz García Rodríguez – Tesis Doctoral                                                                                              7                                                                                            

Se ha sugerido la existencia de diversas enzimas mutantes implicadas en la EG, basadas 

en las diferentes respuestas experimentadas en la actividad, procesamiento y estabilidad de la 

glucocerebrosidasa ante distintos modificadores. De esta manera, se han propuesto dos tipos de 

enzimas mutadas: 1) aquellas con descenso de la estabilidad, que mantienen una interacción 

normal con el sustrato y presentan un decrecimiento drástico de las constantes catalíticas y, 2) 

aquellas con una estabilidad normal pero con una reducción de la afinidad del centro activo de 

la enzima por el sustrato y una moderada disminución de las constantes catalíticas. Otro tercer 

tipo de enzima sería aquella que fuera completamente inactiva o truncada, procedente de una 

mutación GBA grave (Grace et al., 1997; Horowitz and Zimran, 1994; Hruska et al., 2008). 

 

1.1.4. Clasificación clínica 

 

En 1962 se publicó por primera vez una clasificación de la EG basada en las características 

clínicas, considerando la presencia o ausencia de afectación del sistema nervioso central y en la 

progresión de los síntomas neurológicos. Esta clasificación ha evolucionado hasta otra más 

reciente propuesta por el “Neuronopathic Gaucher Disease Task Force” del “European Working 

Group on Gaucher Disease”, que divide la EG en: tipo 1 o no neuronopático, tipo 2 o 

neuronopático agudo y tipo 3 o neuronopático crónico (Stirnemann et al., 2003). Existe una gran 

heterogeneidad en la forma y momento de presentación de la EG  así como en la presencia, 

intensidad y gravedad de los síntomas (Giraldo et al., 2003) (Anexo I). De tal forma, en la 

actualidad se cuestiona si realmente son enfermedades distintas o son diferentes fases de una 

misma enfermedad en la que influyen diversos factores en el desarrollo de síntomas 

neurológicos y así se hablaría de un “continuo” (figura 1.3), desde las formas neurológicas muy 

graves, ya en la vida fetal, hasta el paciente totalmente asintomático (Sidransky, 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1. Introducción                                                                                                                                                                                    n  

_______________________________________________________________________________________________________                                                                                                                                                 
 8                                                                                                                              Beatriz García Rodríguez – Tesis Doctoral    
 

FIGURA 1.3. Fenotipo continuo observado en la EG. 

 

Adaptada de Sidransky et al., 2004. Mol Genet Metab 

 

La descripción de los tipos es la siguiente: 

 

• EG tipo 1: Es la forma más común, conocida también como forma del adulto o no 

neuronopática, aunque también puede aparecer en edad infantil (Beutler, 2001; Giraldo et 

al., 2003). La primera manifestación suele ser la esplenomegalia acompañada o no de 

hepatomegalia. Las alteraciones hematológicas, que incluyen trombocitopenia, leucopenia y 

anemia, son consecuencia de la infiltración medular por células de Gaucher y del secuestro 

esplénico. También puede aparecer un cuadro de hipermetabolismo y caquexia (Barton et 

al., 1989). Las manifestaciones esqueléticas pueden revelarse a lo largo de la enfermedad y 

representan el primer punto de morbilidad de la EG tipo 1 (Connock et al., 2006). Hasta la 

fecha la EG tipo 1 se ha relacionado con la no aparición de alteraciones neurológicas pero en 

algunos pacientes esta situación no se mantiene de forma indefinida. De esta manera, 

algunos pacientes no presentan alteraciones neurológicas en el nacimiento y son 

diagnosticados y clasificados en el tipo 1, pero los síntomas neurológicos aparecen en las 

siguientes dos décadas obligando a su reclasificación en el tipo 3 (Capablo et al., 2008). 
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• EG tipo 2: Conocida como forma neurológica aguda infantil, se caracteriza por un inicio 

precoz (neonatal o en los primeros meses de la vida) y por una implicación grave del 

sistema nervioso central (SNC). Los recién nacidos presentan signos neurológicos desde el 

nacimiento con hipertonía, rigidez, opistótonos, dificultad para la deglución y 

hepatoesplenomegalia masiva. Además de este cuadro clínico de afectación neurológica y 

visceral, existe una manifestación dermatológica característica, que en las formas 

sintomáticas adopta la forma de “ictiosis congénita” o con menos frecuencia de “recién 

nacido tipo colodión” (Lui et al., 1988), pero incluso en los casos aparentemente 

asintomáticos el examen bioquímico y ultraestructural de la piel pone en evidencia el 

desequilibrio lipoideo y la alteración de la capa córnea (Fujimoto et al., 1995; Sidransky et al., 

1996). 

 

• EG tipo 3: También denominada EG neuronopática crónica o EG juvenil, es de gravedad 

intermedia entre los dos tipos anteriores. Se observan síntomas neurológicos similares a los 

de la EG de tipo 2, pero de aparición más tardía y de menor intensidad. Desde el punto de 

vista clínico se subdivide en los tipos 3a, 3b y 3c en función del predominio de la afectación 

neurológica o visceral, de la presencia de opacidad corneal o calcificación en válvulas 

cardiacas. 

 

- El tipo 3a tiene un comienzo tardío (infancia o adolescencia). Se caracteriza por una 

moderada afectación  visceral y deterioro grave y progresivo del sistema nervioso que 

incluye oftalmoplegia supranuclear horizontal, demencia (Patterson et al., 1993) y 

convulsiones mioclónicas (Brady et al., 1993).  

- El tipo 3b presenta hepatoesplenomegalia grave frecuentemente acompañada de 

hipertensión portal y varices esofágicas. Existe un predominio de la afectación visceral y 

ósea sobre los síntomas neurológicos. Las afectaciones neurológicas características en 

este subtipo son la oftalmoplegia supranuclear horizontal (Hill et al., 1996; Patterson et 

al., 1993) y la apraxia oculomotora (Elstein et al., 2001). 

- El tipo 3c es característico de los pacientes homocigotos para la mutación D409H del gen 

GBA. No presenta manifestaciones a nivel óseo, se caracteriza por esplenomegalia leve 

con ausencia de hepatomegalia, apraxia oculomotora y, principalmente, por calcificación 

y engrosamiento de las válvulas cardiacas mitral y aórtica (Abrahamov et al., 1995; 

Chabas et al., 1998). 
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1.1.5. Manifestaciones clínico-patológicas 

 

Las manifestaciones clínicas más destacadas de la enfermedad derivan de la infiltración 

por macrófagos en los distintos órganos. La acumulación del material glucolipídico no 

degradado es almacenado en las células del SMF y es por ello todos los órganos que contengan 

elementos del SMF pueden estar afectados (Giraldo et al., 2003; Horowitz et al., 1998; Lee, 1995; 

Lee, 1982). 

  

Los dominios fundamentales de la enfermedad incluyen afectación visceral con 

hepatoesplenomegalia; infiltración de médula ósea con citopenias y enfermedad ósea. Con una 

menor frecuencia puede ocasionar manifestaciones neurológicas, pulmonares, cardiovasculares, 

cutáneas, renales y mayor incidencia de enfermedades malignas (Beutler, 2001; Giraldo et al., 

2003). 

 

La EG se caracteriza por un gran polimorfismo clínico, con afectación de gran diversidad 

de órganos: 

 

• Afectación visceral: Las manifestaciones viscerales de la EG vienen definidas por el 

aumento del volumen esplénico que aparece en el 95% de los pacientes con EG de tipo 1, 

debido a que el 10% del tejido hepatoesplénico está constituido por células del SMF 

(Hoffman, 1995). La esplenomegalia cuando es muy voluminosa, impacta sobre diafragma y 

provoca compresión del pulmón y otros órganos abdominales. El aumento de volumen 

esplénico induce el secuestro de las células sanguíneas y provoca anemia, leucopenia  y 

trombocitopenia y como consecuencia hay mayor tendencia al sangrado mucocutáneo 

(Zimran et al., 1992). La progresión de la esplenomegalia puede ocasionar situaciones 

graves,  aparición de complicaciones hemorrágicas derivadas de la trombocitopenia y otras 

posibles deficiencias en factores plasmáticos de la coagulación.  

El incremento en el volumen del hígado es más moderado, si el paciente no esta 

esplenectomizado, y se aprecia en el 70-80% de los pacientes con EG de tipo 1. De ellos, sólo 

en el 50% repercute en la capacidad funcional,  el 10% desarrolla cirrosis con hipertensión 

portal y varices esofágicas (Kolodny et al., 1982; Lee, 1982). En estos casos la existencia de 

ictericia, eritema palmar y/o arañas vasculares son características de la mayor disfunción 

hepática. Si se analiza desde el punto de vista histológico, además de la presencia de células 

de Gaucher, se detectan septos fibrosos que rodean a las células, originados en parte por la 

producción aumentada de citoquinas,  en un intento de autodefensa del organismo para 
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aislar las acumulaciones celulares o por un desequilibrio en el metabolismo lipídico (Cox 

and Schofield, 1997).  

 

• Afectación ósea: Es la segunda estructura más frecuentemente afectada en la EG y  

condiciona en gran medida la calidad de vida del paciente. Por medio de radiografía 

simple, escintigrafía, tomografía axial computerizada (TAC), o resonancia magnética (RM) 

se ha observado que el 80% de los pacientes con EG presentan algún grado de afectación 

ósea y más de la mitad sufren complicaciones serias, incluyendo fracturas patológicas y 

osteonecrosis (Hermann et al., 1997). La acumulación celular provoca infiltración de la MO 

(con mayor afectación en cabezas y diáfisis femorales, húmeros, cuerpos vertebrales, tibias, 

costillas, pelvis, huesos del pie y mandíbula) con presencia de grupos de CG irregularmente 

distribuidas y fibrosis pericelular en forma de fibras de reticulina, contribuyendo también a 

la presencia de anemia, trombocitopenia y leucopenia (Giraldo et al., 2003; Wenstrup et al., 

2002). 

La afectación ósea en la enfermedad de Gaucher es compleja y se manifiesta de diversas 

maneras: 

- Osteopenia generalizada, ocasionada por el adelgazamiento de la capa cortical y la 

pérdida de trabéculas, que favorece la aparición de fracturas. 

- Osteonecrosis producida por infarto crónico del hueso debido al compromiso de la 

microcirculación intraósea con isquemia localizada y obstrucción, lo que genera crisis 

óseas, que se definen como un cuadro doloroso agudo, más frecuente en edad infantil, y 

que clínicamente se caracteriza por fiebre y dolor intenso en huesos largos generalmente 

el fémur. 

- Osteosclerosis, asociada a infartos óseos por calcificación distrófica de la MO necrótica 

(Pastores, 1995). 

- Remodelación inadecuada del hueso femoral y tibial en crecimiento dando lugar a una 

deformación en forma de matraz de Erlenmeyer (figura 1.4) que se caracteriza por ser 

bilateral y simétrica. Es una alteración característica que se produce en el 80% de 

pacientes pero no es patognomónica de la enfermedad (Tran HA, 2004) ni confiere 

significado de gravedad. 
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FIGURA 1.4: Fémur con deformidad en  

forma de matraz Erlenmeyer. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La patogénesis de las alteraciones óseas no se conoce con exactitud. Además de la propia 

infiltración celular, se especula que las CG intervienen directa o indirectamente en la 

función de los osteoclastos y osteoblastos, ya que están implicadas en la liberación de 

citoquinas que inducen la actividad osteoclástica (Elstein et al., 1997; Gery et al., 1981; 

Pastores, 1995). 

 

• Alteraciones hematológicas y bioquímicas: A nivel hematológico es característico encontrar 

citopenias en los pacientes con EG. Son debidas al desplazamiento del tejido 

hematopoyético por infiltración medular y a la esplenomegalia. La anemia es frecuente en 

los pacientes con EG tipo 1, provocada por hemodilución, secuestro esplénico, así como 

menor hematopoyesis. La leucopenia es la citopenia menos intensa pero con un significado 

clínico importante porque puede contribuir a la aparición de infecciones recurrentes (Aerts 

and Hollak, 1997). La trombocitopenia, condicionada por el hiperesplenismo y la menor 

producción medular, es la responsable de la mayor predisposición a hemorragias y 

aparición de hematomas que presentan estos pacientes. A menudo es una de las 

manifestaciones que pone en marcha los procedimientos diagnósticos que permiten 

identificar la enfermedad.  

Como consecuencia de la aparición de hemorragias (epistaxis, gingivorragias), se origina un 

perfil de distribución del hierro de tipo carencial. Sin embargo, en estos pacientes se 

encuentran con frecuencia niveles de ferritina anormalmente elevados y existe acumulación 

del metal en el SMF secundariamente al perfil inflamatorio del proceso y al estímulo 

constante del monocito-macrófago (Stein et al.; Zimran et al., 1992). 
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Por otro lado, el estímulo constante del sistema inmune provoca el aumento policlonal de la 

fracción gammaglobulínica sérica y la aparición de gammapatías monoclonales con mayor 

frecuencia que en población general, estas alteraciones se relacionan igualmente con la 

mayor incidencia de mieloma múltiple entre los pacientes con enfermedad de Gaucher tipo 

1 (Giraldo, 1998). 

Diversos autores han analizado la concentración de glucosilceramida en plasma (Nilsson et 

al., 1982; Strasberg et al., 1983), observando que por término medio la concentración de este 

glucocerebrósido se duplica en sujetos afectos de EG en relación a sujetos controles, aunque 

en estos últimos existe una gran variabilidad en la concentraciones plasmáticas de 

glucosilceramida. Un sustrato menor, pero también importante, es la glucosilesfingosina, 

un análogo deacetilado de la glucosilceramida. Los altos niveles de este lípido en las formas 

neuronopáticas de la EG apoyan la hipótesis de que la glucosilesfingosina puede contribuir 

a la implicación del SNC en la EG (Nilsson and Svennerholm, 1982; Orvisky et al., 2002). 

El perfil lipídico de los pacientes con EG también se encuentra alterado. Así, las 

concentraciones plasmáticas de colesterol total (CT), colesterol en lipoproteínas de baja 

densidad (cLDL) y colesterol en lipoproteínas de alta densidad (cHDL) están disminuidas 

en relación con la población normal (Ginsberg et al., 1984). A pesar de ello, presentan un 

índice aterogénico CT/HDL muy elevado. También se conoce que la gravedad clínica de la 

enfermedad se relaciona de forma inversa con la reducción de colesterol en plasma. La 

concentración de las apolipoproteínas apoAI y apoB está disminuida, mientras que la apoE 

en plasma se encuentra aumentada en la EG (Basu et al., 1982; Giraldo et al., 2003; Pocovi et 

al., 1998). 

Estos parámetros bioquímicos se pueden tener en cuenta tanto en la valoración de la 

respuesta al tratamiento como marcadores de la evolución de la enfermedad.  

 

• Manifestaciones cutáneas: Existen manifestaciones cutáneas debidas a la deposición de 

material glucolipídico a nivel de la dermis, ocasionando hiperpigmentación cutánea y 

conjuntival o en la esclerótica dando lugar a la aparición de pinguécula (Cox and Schofield, 

1997; Goldblatt and Beighton, 1984; Petroheos et al., 1975). Otras manifestaciones cutáneas 

características de la EG no atribuibles al depósito de material glucolipídico son: dilataciones 

vasculares malares, abdominales, cianosis hepatógena, eritema palmar propias de la 

afectación hepática o cuadros purpúricos petequiales debidos a la trombocitopenia (Mistry 

and Abrahamov, 1997).  
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• Manifestaciones pulmonares: La aparición de afectación pulmonar en la EG es infrecuente; 

sin embargo debe valorarse minuciosamente en cada paciente. Se produce fibrosis 

intersticial que afecta a la luz alveolar debido a la propia infiltración perivascular, 

peribronquial y periseptal, lo que conduce a una afectación pulmonar progresiva. Debido a 

la repercusión de la enfermedad sobre la circulación, puede aparecer hipertensión 

pulmonar, siendo un trastorno más frecuente entre los pacientes afectos de EG que en 

población general (Banjar, 1998; Miller et al., 2003; Mistry et al., 2002; Theise and Ursell, 

1990).  

 

• Alteraciones cardiacas: La afectación cardíaca no es frecuente en la EG, aunque tampoco 

excepcional. La infiltración miocárdica puede cursar de modo asintomático, o producir una 

disminución de la distensibilidad ventricular y el gasto cardíaco.  Los trastornos valvulares, 

mucho menos comunes y cuyo mecanismo de afectación se desconoce por el momento, 

tienen un curso fatal, incluso a pesar del tratamiento quirúrgico (Abrahamov et al., 1995; 

Chabas et al., 1995). En todos los sujetos se encontró la mutación designada como D409H en 

homocigosis, lo que constituye una de las correlaciones fenotipo-genotipo más notables en 

la EG. 

 

• Otras manifestaciones: La afectación renal es excepcional, pero se han detectado CG en 

biopsias y autopsias de tejido renal en pacientes afectos de EG (Smith et al., 1978). 

 

1.1.6. Manifestaciones neurológicas en la enfermedad de Gaucher 

 

El depósito de células de Gaucher (CG) en el sistema nervioso central (SNC) se produce a 

nivel periadventicial.  La enfermedad de Gaucher (EG) de tipo 1 se caracteriza por la ausencia 

de implicación del SNC, sin embargo algunos pacientes desarrollan síntomas neurológicos, 

como Enfermedad de Parkinson, enfermedad de cuerpos de Lewy, epilepsia mioclónica y 

polineuropatía periférica entre otros (Capablo et al., 2008; Giraldo et al., 2008; King, 1975; 

Leverenz et al., 2009; Melamed et al., 1975). La implicación del SNC es la constante en los 

pacientes con EG tipo 2 y 3. 

 

Los estudios anatomopatológicos de cerebros de pacientes con enfermedad de Gaucher 

han demostrado la presencia de células similares a las de Gaucher en córtex, sustancia blanca, 

materia gris del tálamo, tejidos subepedimarios de la médula espinal y parénquima cortical 
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cerebral fundamentalmente (Norman et al., 1956). Se observa una pérdida local de neuronas, 

que frecuentemente ocurre en los ganglios basales, núcleo del cerebro medio, médula e 

hipotálamo, mientras que en el córtex cerebral de la vía piramidal y sus conexiones 

ganglionares se observa pérdida neuronal en menor grado (Espinas and Faris, 1969; Kaye et al., 

1986; Norman et al., 1956).  La génesis del daño neuronal es desconocida. Sin embargo, en 

algunos estudios en los que se ha utilizado un análogo deacilado de la glucosilceramida de 

toxicidad neurológica reconocida, la glucosilesfingosina, hacen pensar que la glucosilceramida 

acumulada también juegue un papel en la muerte neuronal (Nilsson et al., 1985). 

 

La invasión celular de CG, el papel neurotóxico de los productos acumulados, la 

presencia de citoquinas y factores de necrosis celular, y agentes todavía desconocidos, dan lugar 

a un daño neurológico desigual lo que origina una expresión clínica variable, sin embargo son 

características las alteraciones oculomotoras y las contracciones mioclónicas.  

 

El tratamiento enzimático sustitutivo (TES) en la EG ha supuesto una mejoría sustancial 

de la mayoría de las manifestaciones sistémicas de la enfermedad (reducción de las 

visceromegalias, normalización de los recuentos sanguíneos, aclaramiento de los depósitos 

intramedulares), sin embargo carece de eficacia sobre la sintomatología en el SNC y no existen 

muchos datos que confirmen el efecto beneficioso del TES sobre los síntomas extrapiramidales 

(Bembi et al., 2003; Schiffmann et al., 1997). Existen diversos trabajos que afirman que con la 

terapia de reducción de sustrato (TRS) mejoran los síntomas neurológicos de los pacientes con 

EG (Cox et al., 2000; Platt et al., 2001), ya que el menor tamaño molecular del principio activo 

permite atravesar con mayor facilidad la barrera hematoencefálica (BHE) (Yu et al., 2007). 

También se ha postulado una estrategia de tratamiento con chaperonas farmacológicas, un 

subtipo especial de chaperonas químicas que están diseñadas para unirse a una proteína 

específica y conseguir su estabilización (Ringe and Petsko, 2009). Las chaperonas 

farmacológicas proporcionan un ambiente adecuado para conseguir el plegamiento correcto de 

la glucocerebrosidasa, evitando de este modo la degradación de la enzima mediada por el 

proteasoma (Grabowski, 2008b; Suzuki et al., 2009). 

 

1.1.7. Enfermedad de Parkinson y enfermedad de Gaucher 

 

La aparición de una variante atípica de enfermedad de Parkinson (EP) de comienzo 

temprano, gravedad en el curso clínico y que se controla con dificultad con los tratamientos 

convencionales de la EP, en pacientes con EG (Neudorfer et al., 1996; Tayebi et al., 2001; Tayebi 
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et al., 2003; Varkonyi et al., 2003), motivó la realización de estudios de prevalencia de EP en 

diversas poblaciones de pacientes con enfermedad de Gaucher, cuyo objetivo era analizar las 

alteraciones genéticas y las características clínicas asociadas.  

 

La primera publicación que claramente analizó la coexistencia de estos dos fenotipos en 

seis casos de pacientes con EG y síntomas parkinsonianos fue  descrita por Neudorfer et al., en 

1996. Aunque tras este primer trabajo, se publicaron otros, que ponen en evidencia la asociación 

entre ambas entidades (Bembi et al., 2003; Giraldo et al., 2008; Goker-Alpan et al., 2008; Goker-

Alpan et al., 2004; Itokawa et al., 2006; Sidransky, 2005; Tayebi et al., 2001; Tayebi et al., 2003; 

Varkonyi et al., 2003). En estos estudios, se describe un elevado grado de variabilidad respecto a 

las manifestaciones parkinsonianas al inicio de la enfermedad y durante la progresión de la 

misma. 

 

Se han realizado estudios en distintas poblaciones con objeto de conocer si existe 

asociación entre la ocurrencia de mutaciones en el gen GBA y el riesgo de desarrollar 

enfermedad de Parkinson. La mayoría de estos estudios relacionan la presencia de mutaciones 

en el gen GBA y el desarrollo de EP. Uno de los primeros estudios moleculares se realizó a 

partir de DNA extraído de tejido cerebral de individuos con EP idiopática, patológicamente 

confirmada. Se detectaron mutaciones en el gen GBA en estos pacientes con mayor frecuencia 

de la esperada respecto a la frecuencia de portadores de enfermedad de Gaucher. La 

secuenciación de todo el gen GBA en 57 muestras de tejido cerebral reveló alelos mutantes en 

doce de ellas (21%), que incluían las variantes K198T, T369M, N370S, L444P, E326K y R329C 

(Lwin et al., 2004). Posteriormente, se  realizó otro estudio en el que se analizaron 26 muestras 

de tejido cerebral recogidas en Gran Bretaña. Dos portaban mutaciones heterocigotas en el gen 

GBA (8%). Estos resultados sugirieron que las mutaciones en el gen GBA, incluso en individuos 

heterocigotos, podría ser un factor de riesgo heredado para el desarrollo de parkinsonismo 

(Eblan et al., 2005). 

 

Estas conclusiones fueron corroboradas por otros estudios en distintas poblaciones de 

pacientes con EP. En muchos de estos estudios, sin embargo, los resultados fueron obtenidos 

por medio del cribado de cohortes de pacientes diagnosticados con EP, en los que se estudiaron 

unicamente algunas mutaciones específicas del gen GBA. Aharon-Peretz et al., en una serie de 

99 pacientes de origen Ashkenazi diagnosticados de EP, analizaron 6 de las mutaciones  más 

comunes en el gen GBA para esta población. Identificaron 31 pacientes con alteraciones en el 

gen GBA (31,3%), de manera que la frecuencia de mutaciones encontradas en el gen GBA fue 
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cinco veces superior a la frecuencia de mutaciones encontrada en los dos grupos control de 

población sana y de pacientes con enfermedad de Alzheimer (Aharon-Peretz et al., 2004). 

 

Un segundo trabajo realizado en población de  origen Ashkenazi incluyó 160 pacientes 

con EP y 92 controles sanos evaluados clínicamente. Se analizó exclusivamente la mutación 

N370S, obteniendo que 17 pacientes con EP (10,7%) portaban algún alelo mutado del gen GBA, 

en comparación con el 4,3% de los controles. Estos resultados no alcanzaron significación 

estadística. Si bien este estudio fue limitado, ya que sólo se analizó una mutación en el gen de la 

glucocerebrosidasa, la frecuencia de mutaciones fue considerablemente más baja que la que 

descrita en la cohorte estudiada por Aharon-Peretz et al. (Clark et al., 2007).  

 

En el trabajo presentado por el grupo de Sato et al., se analizaron siete mutaciones del gen 

GBA en sujetos de origen canadiense, 88 pacientes con EP clínicamente diagnosticada y 122 

controles sanos, examinados clínicamente. Se identificaron mutaciones en el gen GBA en el 5,6% 

de los pacientes con enfermedad de Parkinson, en comparación con el 0,8% de los controles 

(Sato et al., 2005). 

  

En otro estudio realizado en Venezuela, se analizó el gen GBA completo para 33 pacientes 

con EP de inicio precoz y 29 controles sanos, encontrando alteraciones en el gen GBA en cuatro 

(12%) de los pacientes con EP (Eblan et al., 2006). 

 

Recientemente, se ha realizado un estudio multicéntrico incluyendo a sujetos 

pertenecientes a 16 centros diferentes, 5.691 pacientes con EP (780 de los cuales fueron de origen 

Ashkenazi) y 4.898 controles (387 de ascendencia Ashkenazi). Entre los sujetos de origen 

Ashkenazi, se identificaron las mutaciones N370S y L444P en el 15% de los pacientes y el 3% de 

los controles, mientras que en pacientes con EP provenientes de otros grupos étnicos, la 

frecuencia conjunta de alguna de estas dos mutaciones fue del 3%. Cuando se realizó la 

secuenciación del gen GBA completo, se encuentraron alteraciones en el 7% de los pacientes con 

EP de origen no Ashkenazi (Sidransky et al., 2009). 

 

De este modo, varios estudios independientes han detectado una frecuencia de 

mutaciones en el gen que codifica para la glucocerebrosidasa en pacientes con EP superior a la 

prevista. Sin embargo, no se asocia ninguna mutación específica en el gen GBA con un 

incremento del riesgo de desarrollar EP. 
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El mecanismo molecular responsable de la EP en portadores de mutaciones en el gen GBA 

no se conoce con exactitud. Los hallazgos neuropatológicos característicos en pacientes con EG 

que desarrollan EP muestran pérdida de neuronal, astrogliosis e inclusiones intraneuronales de 

α-sinucleína en las regiones CA2-4 del hipocampo, que son areas afectadas en la EG (Aharon-

Peretz et al., 2004; Trojanowski et al., 1998; Wong et al., 2004).  

 

Kono et al. demostraron la existencia de una disfunción  dopaminérgica presináptica en 

los pacientes con EP asociada a mutaciones en el gen GBA (Kono et al., 2007). Neumann et al. 

detectaron, además de la patología clásica de la EP, inclusiones de α-sinucleína en areas 

corticales del cerebro correspondientes a los estados 5 y 6 de Braak y Braak  (Braak and Braak, 

1991) en pacientes portadores de mutaciones en el gen GBA (Neumann et al., 2009), sugiriendo 

que los potadores de mutaciones en el gen GBA presentan una enfermedad neuropatológica 

más avanzada.  

 

Existen varias hipótesis respecto a los mecanismos moleculares que intervienen en la 

patogénesis de la EP en portadores de mutaciones en el gen GBA. Entre ellos se incluyen 

alteraciones lipídicas, acumulación de proteínas aberrantes o mal plegadas, disfución lisosomal, 

deterioro del sistema ubiquitina proteasoma, disfunción mitocondrial y de los mecanismos 

protectores del stress oxidativo y apoptosis (Gan-Or et al., 2008). 

 

Algunos autores proponen que el mecanismo patogénico conducente a la enfermedad de 

Parkinson en los pacientes con esta enfermedad y portadores de variantes en el gen GBA debe 

relacionarse con el procesamiento defectuoso de sustancias tóxicas no requeridas por la célula, 

agravado por el descenso relativo en la actividad enzimática de la gluocerebrosidasa y el 

consecuente aumento de glucocosilceramida, que pueden conducir a un incremento focal de 

sustrato en regiones específicas del cerebro (Aharon-Peretz et al., 2004; Lwin et al., 2004) y que se 

ha relacionado con la inducción de apoptosis de células neuronales (Atsumi et al., 1992; Brugg et 

al., 1996; Pelled et al., 2000). 

 

Es conocido que la formación de agregados insolubles de α-sinucleína provoca la muerte 

neuronal en la EP. El mecanismo que causa la estructura fibrilar, los efectos tóxicos de los 

agregados de α-sinucleína y las rutas celulares implicadas en el aclaramiento de estos 

agregados están siendo todavía estudiados, pero se hipotetiza que las interacciones con otras 

proteínas mutadas, como la GC, incrementen la formación de agregados insolubles conducentes 

a la muerte neuronal.  
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La α-sinucleína es una proteína con una elevada propensión a la agregación. Los 

productos finales de la agregación de α-sinucleína son polímeros insolubles que intervienen en 

la formación de cuerpos de Lewy. Se ha demostrado que las mutaciones en α-sinucleína pueden 

desembocar en la agregación aberrante de la proteína (Cuervo et al., 2004). Una de las hipótesis 

planteadas es que interaccion de α-sinucleína con la glucocerebrosidasa mutada podría 

contribuir a la formación de agregados insolubles responsables de la muerte neuronal (Goker-

Alpan et al., 2004). 

 

Las formas solubles de α-sinucleína y, posiblemente, las protofibrillas, son degradados a 

través del lisosoma mediante autofagía mediada por chaperonas (Cuervo et al., 2004). Cuervo et 

al., observaron que la α-sinucleína salvaje tiene un motivo compartido por otras proteínas que 

utilizan esta vía para la degradación. La α-sinucleína se une a la chaperona hsc70 en el citosol, y 

luego se internaliza en la membrana lisosomal a través del receptor Lamp2a. La α-sinucleína 

mutada mantiene la capacidad de formar complejos con la chaperona, pero se produce un fallo 

en la internalización, debido a que permanece unida al receptor. Esta ocupación del receptor 

Lamp2a podría interferir en la degradación posterior de otras proteínas que también utilicen 

esta vía, provocando un acumulo de proteínas no degradadas. Las mutaciones en la 

glucocerebrosidasa, por lo tanto, podrían causar disfunción lisosomal o interferir con la unión 

de los receptores α-sinucleína en la membrana lisosomal, provocando toxicidad celular. 

 

Otra hipótesis sugerida se basa en que la α-sinucleína es degradada mediante autofagia en 

el proteasoma; la disfunción lisosomal debida a la deficiencia de glucocerebrosidasa podría 

conducir a la degradación inadecuada de α-sinucleína y contribuir a la formación de agregados 

que constituyen inclusiones intraneuronales comunes en la enfermedad de Parkinson. El 

plegamiento incorrecto de glucocerebrosidasa aberrante podría interferir con la unión de α-

sinucleína a su receptor en la membrana lisosomal y a la función del proteasoma 

predisponiendo a sinucleinopatías (Goker-Alpan et al., 2004; Manning-Bog et al., 2009; 

Trojanowski et al., 1998; Webb et al., 2003). 

  

Varios estudios señalan que el sistema ubiquitina-proteasoma puede verse comprometido 

en la EP (Petrucelli et al., 2002; Rideout et al., 2004). La acumulación y agregación de proteínas 

potencialmente citotóxicos en cuerpos de Lewy sugieren una deficiencia en la degradación 

proteica. Por lo tanto, otra hipótesis es que las mutaciones en el gen GBA den lugar a moléculas 

de glucocerebrosidasa mal plegadas que podrían desbordar la capacidad del sistema 
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ubiquitina-proteasoma para degradar otras proteínas anormalmente acumuladas, incluyendo la 

α-sinucleína.  

 

Otro mecanismo propuesto para la asociación entre la EG y la EP implica el posible papel 

desempeñado por los lípidos. Algunos estudios proponen que los lípidos pueden promover la 

agregación de α-sinucleína y la toxicidad a través de la formación de protofibrillas (Cole et al., 

2002). Por lo tanto, los posibles cambios en la estructura de la membrana lipídica debidos a la 

acumulación de glucocerebrósidos y/o glucosilesfingosina, podrían contribuir al aumento de la 

agregación de α-sinucleína y a la citotoxicidad de la misma, dando lugar a la patología asociada 

con las mutaciones en el gen que codifica para la glucocerebrosidasa (Hruska et al., 2006). 

 

La coincidencia de estos dos fenotipos sugiere una patogenia compartida o bien la 

existencia de factores modificadores o genéticos comunes. Aunque son necesarios más estudios 

para elucidar la el mecanismo fisiopatológico implicado en ambas enfermedades que facilitará 

un consejo genético más seguro y conducirá al desarrollo de nuevas estrategias terapeuticas. 

 

1.1.8. Alteraciones genéticas. Correlación genotipo/fenotipo en la EG 

 

El defecto molecular responsable de las principales formas de la enfermedad de Gaucher 

(EG) se debe, en la mayoría de los casos, a mutaciones en el gen GBA, que codifica la enzima 

lisosomal glucocerebrosidasa (GC) (Beutler, 2001). En casos extremadamente raros y poco 

frecuentes, la enfermedad se produce por un déficit del activador fisiológico de la GC, la 

saposina C (Sap C). Estos casos se manifiestan como formas graves de la EG, ya que la ausencia 

de Sap C elimina completamente la actividad de la GC (Christomanou et al., 1986). 

 

El gen GBA, situado en el cromosoma 1q21-1q31, comprende 11 exones y 10 intrones, que 

se distribuyen con una longitud de 7,6 Kb. A 16 Kb en dirección 3´ existe una estructura de 5,7 

Kb de longitud que se corresponde con el seudogén (GBAP) y tiene la misma organización en 

cuanto a exones e intrones que el gen funcional. A pesar de la diferencia en el tamaño, ambas 

estructuras presentan un 96% de homología. El seudogén difiere del gen estructural debido a 

que posee varias deleciones en los intrones 2 (313 pb), 4 (626 pb), 6 (320pb) y 7 (277 pb) que 

corresponden a secuencias de elementos Alu presentes en el gen estructural. El seudogén 

también posee dos deleciones más pequeñas situadas en los exones 9 (55 pb) y 4 (5 pb) (figura 

1.5). Además, contiene múltiples mutaciones puntuales (sustituciones y deleciones), localizadas 
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tanto en los exones como en los intrones correspondientes al gen estructural (Horowitz et al., 

1989). Por otra parte, la presencia del seudogén favorece el intercambio de fragmentos de DNA 

entre el gen estructural y el seudogén durante el proceso de recombinación, dando lugar a 

alelos no funcionales denominados alelos de recombinación (Rec) (Cormand et al., 2000). La 

presencia de este seudogén complica la identificación y caracterización de mutaciones en el gen 

estructural que condicionan la aparición de la EG.  

 

FIGURA 1.5. Representación esquemática y comparativa 

 del gen GBA y el seudogén (GBAP). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las mutaciones identificadas en el gen GBA se han denominado en referencia al 

aminoácido mutado en la proteína, sin incluir los 39 residuos correspondientes al péptido señal; 

y además referidas al nucleótido mutado tomando como referencia el DNA complementario 

(Disponible en: www.hgvs.org/mutnomen [consultado 16/09/07] (Antonarakis; den Dunnen 

and Antonarakis, 2000). 

 

Beutler y Grabowsky (Beutler, 2001) propusieron un esquema de clasificación que define 

tres clases de mutaciones: mutaciones nulas, graves y leves. La combinación de estas 

mutaciones predice con bastante precisión el tipo de la EG (tabla 1.1).  

 

TABLA 1.1. Tipo de EG en función de las mutaciones 

 presentes en el gen GBA. 

 

Alelos Nulo Grave Leve 
Nulo No viable Tipo 2/3 Tipo 1 
Grave Tipo 2/3 Tipo 2/3 Tipo 1 
Leve Tipo 1 Tipo 1 Tipo 1 

 

I  II    III  IV      V VI VII    VIII  IX  X    XI

DELECIONES
55 
pb

I  II    III  IV      V VI VII    VIII  IX  X    XI

DELECIONES
55 
pb
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Los alelos nulos corresponden a mutaciones que impiden sintetizar la proteína. Estos 

alelos son aquellos que tienen grandes deleciones y/o inserciones que afectan al gen de GBA: 

alelos mutados que producen un codón de parada prematuro o alelos que afectan al proceso de 

ayuste o “splicing”. El resto de mutaciones son las denominadas no nulas, definiéndose en estos 

casos la gravedad en función del fenotipo observado entre los pacientes portadores de la 

misma. En general, la presencia de mutaciones leves predice la no afección neurológica de los 

pacientes portadores. 

 

Las mutaciones graves se han encontrado en sujetos con EG con fenotipo neuronopático. 

Las mutaciones graves más frecuentes en la población española son: L444P, D409H, R463C, 

G195W y P266L (Giraldo et al., 2003). 

 

Las mutaciones clasificadas como leves son aquellas que se han encontrado en pacientes 

con EG tipo 1 en homocigosidad, o bien aquellas que están en heterocigosidad con otra 

mutación que previamente se ha identificado como leve. 

 

Hasta la fecha, han sido descritas más de 250 mutaciones en el gen GBA (Sidransky et al., 

2009). Esto incluye mutaciones de tipo “missense” (cambio de un nucleótido que condiciona una 

transformación en un aminoácido), “nonsense” (cambio de un nucleótido que da lugar a un 

codón de parada), pequeñas inserciones o deleciones que conducen a cualquiera de las 

mutaciones de tipo “frameshifts” (cambian la pauta de síntesis de los aminoácidos) o “in-frame” 

(deleciones o inserciones de tres o múltiplos de tres bases), mutaciones que afectan al ayuste o 

“splicing” del RNA, alelos complejos con dos o más mutaciones en cis y deleciones e inserciones 

que afectan a un fragmento largo del gen. Otro tipo de mutaciones descritas son aquellas que 

son consecuencia de un evento de recombinación entre el gen GBA y el seudogén bien sean por 

conversión, fusión o duplicación (Hruska et al., 2008). 

 

Además de estas mutaciones, existen otras alteraciones genéticas frecuentes en la 

población, denominadas polimorfismos, que se producen en intrones o zonas flanqueantes del 

gen GBA y que no afectan a su funcionalidad (Beutler et al., 1992). 

 

La distribución y frecuencia de las mutaciones encontradas en el gen GBA presentan 

grandes variaciones en función del origen étnico del grupo de pacientes de EG estudiado. Las 

mutaciones más frecuentemente detectadas son: c.115+1G>A (IVS2+1), c.84dupG (84GG), 

c.475C>T (R120W), c.680A>G (N188S), c.721G>A (G202R), c.754T>A (F213I), c.887G>A (R257Q), 
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c.1090G>A (G325R), c.1226A>G (N370S), c.1246G>A (G377S), c.1342G>C (D409H), c.1448T>C 

(L444P), c.1504C>T (R463C), c.1604G>A (R496H) y c.1263_1317 (del55). 

 

Cuatro de las mutaciones encontradas en el gen GBA, asociadas a la EG presentan una 

frecuencia elevada en todas las poblaciones de EG estudiadas: c.1226A>G (N370S), c.1448 T>C 

(L444P), c.84dupG (84GG) y c.115+1G>A (IVS2+1). Las mutaciones R463C, D409H y G377S 

también se han encontrado en varios grupos de pacientes con EG estudiados de manera 

independiente (Amaral et al., 1999; Cormand et al., 1995; Mistry et al., 1992). En los pacientes de 

origen judío Ashkenazi las mutaciones más frecuentes son N370S y 84GG representando el 73% 

y el 11% respectivamente mientras que la IVS2+1 y V394L representan únicamente el 2% 

(Beutler et al., 1991a; Zimran et al., 1991). En población europea de origen no Ashkenazi, las 

mutaciones más frecuentes del gen GBA en orden decreciente son: L444P, N370S,  R663C y 

recombinaciones genéticas entre el gen y el seudogén (Beutler, 2001; Cormand et al., 1995; Sarria 

et al., 1999). En los pacientes con EG tipo 3 de la región sueca de Norrbottnia se encuentra 

exclusivamente la mutación L444P. 

 

Los estudios llevados a cabo en pacientes españoles demuestran que la mutación N370S es 

la más frecuente, con una prevalencia del 50%. La segunda mutación más frecuente es la L444P, 

que representa un 18%. Cuando se consideran ambas mutaciones juntas, suponen un 68% de los 

alelos mutados en España (Alfonso et al., 2007). También se encuentran otras mutaciones en 

menor frecuencia: G377S, G202R, D409H, G195W, R47X, c.84-85insG y c.1263-1317del55, que 

constituyen conjuntamente con N370S y L444P, el 80% de las mutaciones en el gen de la 

glucocerebrosidasa en nuestra población (tabla 1.2) (Alfonso et al., 2007; Alfonso et al., 2001; 

Giraldo et al., 2000; Torralba et al., 2001). 

 

TABLA 1.2. Mutaciones del gen GBA descritas en pacientes españoles.  

 

 

Mutaciones  Referencia Mutaciones  Referencia 

W(-4)X 
(Alfonso et al., 

2001) 
E326K 

(Torralba et al., 

2001) 

Rec(int 2) 
(Cormand et 

al., 2000) 
L336P 

(Alfonso et al., 

2001) 

V15M (Alfonso et al., 
2001) 

R359Q 
(Cormand et 

al., 1996) 
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Mutaciones  Referencia Mutaciones  Referencia 

R47X 
(Alfonso et al., 

2001) 
S364R 

(Alfonso et al., 

2001) 

IVS4-2A>G 
(Alfonso et al., 

2001) 
S364N 

(Torralba et al., 

2001) 

G113E 
(Alfonso 

et al., 2001) 
1098insA 

(Cormand et 

al., 1996) 

R120W 
(Alfonso et al., 

2001) 
1214delGC 

(Alfonso et al., 

2001) 

M123T 
(Alfonso et al., 

2001) 
N370S 

(Cormand et 

al., 1995) 

R131C 
(Alfonso et al., 

2001) 
G377S 

(Sarria et al., 

1999) 

T134P 
(Sarria et al., 

1999) 
P391L 

(Torralba et al., 

2001) 

N188S 
(Torralba et al., 

2001) 
D409H 

(Cormand et 

al., 1995) 

G195W 
(Alfonso et al., 

2001) 
1263del55 

(Alfonso et al., 

2001) 

G195E 
(Alfonso et al., 

2001) 
L444P 

(Cormand et 

al., 1995) 

G202R 
(Torralba et al., 

2001) 
1451delAC 

(Sarria et al., 

1999) 

R257X 
(Alfonso et al., 

2001) 
R463C 

(Torralba et al., 

2001) 

R257Q 
(Alfonso et al., 

2001) 
1510delTCT 

(Alfonso et al., 

2001) 

P266L 
(Alfonso et al., 

2001) 

1263del55 + 

RecTL 

(Alfonso et al., 

2001) 

953delT 
(Alfonso et al., 

2001) 
Rec[1263del5
5,1342G>C] 

(Sarria et al., 

1999) 

Y313H 
(Cormand et 

al., 1996) 
RecNciI 

(Cormand et 

al., 1995) 

G325W 
(Torralba et al., 

2001) 
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Se pueden establecer relaciones entre el fenotipo y genotipo, teniendo en cuenta que existe 

una amplia variabilidad fenotípica entre los pacientes con idéntico genotipo, que está 

influenciada por otros factores no identificados de origen genético, epigenético y/o ambiental.  

 

Los intentos de establecer correlaciones entre genotipos y manifestaciones clínicas han 

permitido llegar a algunas conclusiones: 

 

• La homocigosidad para la mutación N370S en general excluye de la implicación 

neuronopática y da lugar a EG tipo 1 (Strasberg et al., 1994).  

• Los individuos heterocigotos compuestos portadores de un alelo N370S presentan una 

forma de la enfermedad más grave que los homocigotos N370S.  

La mutación N370S tradicionalmente se ha considerado como protectora del daño 

neurológico, sin embargo, existen diversos estudios que demuestran que algunos pacientes 

que portan este alelo y han sido clasificados en el tipo 1, a lo largo del desarrollo de la 

enfermedad han manifestado alteraciones neuronopáticas y han tenido que ser 

reclasificados en el tipo 3 (Alfonso et al., 2007; Capablo et al., 2008). Aunque la mayoría de 

los pacientes con EG identificados como homocigotos para la mutación N370S presentarán 

una forma leve o incluso sin síntomas de la enfermedad, la mutación N370S en homocigosis 

no puede interpretarse sistemáticamente como enfermedad leve. Este genotipo es el que 

presenta mayores variaciones en la expresión clínica y cuando la enfermedad se comporta 

como una forma grave es aconsejable buscar una mutación compleja asociada a N370S. 

• La mutación L444P, en homocigosis, generalmente predice el tipo 3 de la enfermedad con 

una gravedad variable. En la población sueca Norrbottnian es la variedad predominante, 

sin embargo, este mismo genotipo, no se ha asociado a expresión neuronopática en otras 

poblaciones estudiadas. 

• En homocigotos para la mutación D409H se ha descrito un cuadro clínico que se engloba 

dentro de la EG tipo 3c y que se caracteriza por la asociación de manifestaciones 

neurológicas moderadas con presencia de calcificación valvular mitro-aórtica que produce 

insuficiencia aórtica moderada o estenosis aórtica grave susceptible de cirugía. Estas 

alteraciones se suelen detectar en edad adulta y en ocasiones se produce muerte súbita por 

fallo cardíaco.  

 

La correlación fenotipo-genotipo en otras mutaciones ha sido mas difícil de interpretar 

(Alfonso et al., 2007). 
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También se ha observado que pacientes pertenecientes a la misma familia (incluso se ha 

descrito un caso en gemelos monocigotos) pueden presentar grandes variaciones intrafamiliares 

en cuanto a las manifestaciones clínicas de la enfermedad (Mistry, 1995). Esto refuerza la teoría 

de que otros factores epigenéticos y/o ambientales, contribuyen a la expresión fenotípica.  

 

1.1.9. Diagnóstico 

 

La EG en nuestro medio se diagnostica con frecuencia por morfología, visualizando las 

células de Gaucher (figura 1.6) en aspirados de MO, hígado o bazo. Citológicamente, se 

observan unas células espumosas cuyo tamaño varía entre 20 y 100 µm, con una relación 

núcleo-citoplasmática muy baja. El núcleo, generalmente único, se sitúa en posición excéntrica. 

La cromatina nuclear es la propia de un elemento maduro y a menudo presenta rasgos de 

degeneración picnótica. Aunque pueden observarse nucleolos, no son frecuentes. El citoplasma 

es amplio, de contornos poco definidos y presenta un patrón estriado o fibrilar que se ha 

descrito clásicamente como papel de pergamino arrugado en las células más maduras (Sloan, 

1974). No existen técnicas citoquímicas capaces de teñir específicamente los lípidos de acúmulo 

en las CG. Estos elementos son fuertemente positivos con las técnicas del PAS (ácido peryódico-

Shiff, resistente a la acción de la diastasa), fosfatasa ácida (tartrato resistente) y alfa-naftil-

butirato-esterasa (inhibida parcialmente por fluoruro sódico). Además, se confirma la filiación 

de la CG al sistema mononuclear fagocítico. mediante marcadores de superficie (lisozima y 

CD68). Sin embargo, la identificación inequívoca de CG presenta dificultades debido tanto a la 

distribución no uniforme de CG en el tejido observado como a la posibilidad de confusión al 

identificar las CG ya que en otras entidades, como leucemias o infecciones, se han encontrado 

células muy similares (Dunn et al., 2005; Shenjere et al., 2008). 

 

FIGURA 1.6. Célula de Gaucher. 
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La microscopía electrónica revela un citoplasma repleto de vesículas dilatadas, rodeadas 

de membrana, que contienen estructuras características de aspecto tubular, postuladas como la 

polimerización del glucocerebrósido. Estos aspectos morfológicos permiten diferenciarlas de los 

macrófagos gigantes que se observan en otros procesos patológicos (Giraldo et al., 2003; Hibbs et 

al., 1970; Lee, 1982). 

 

Actualmente el diagnóstico de certeza se realiza demostrando la deficiencia en la 

actividad de la enzima glucocerebrosidasa. Se pueden determinar los niveles de GC en 

leucocitos de sangre periférica, fibroblastos dérmicos cultivados, células del líquido amniótico o 

vellosidades coriales (permitiendo la realización del diagnóstico prenatal de la EG). La 

determinación de la actividad  enzimática de la GC se realiza mediante un protocolo similar al 

descrito en 1980 por Raghavan et al. El análisis se basa en la incubación del substrato artificial 4-

metilumbeliferil-β-D-glucósido (4-Mu-Glu) con extractos sonicados de leucocitos. La enzima 

actúa sobre el sustrato artificial (4-Mu-Glu) liberando 4-metilumbeliferona (4-Mu), que es un 

compuesto fluorogénico. La fluorescencia generada es directamente proporcional a la actividad 

enzimática de la GC presente en los extractos celulares (Beutler and Kuhl, 1970a; Daniels et al., 

1981). Para un análisis correcto de la actividad de la GC,  se debe tener en cuenta la naturaleza 

hidrofóbica de la enzima (siendo necesario el uso de detergentes en el ensayo) y que se trata de 

una glicoproteína estrechamente ligada a la membrana cuyas propiedades catalíticas 

fisiológicas dependen de la presencia de activadores (SapC) y del pH intralisosomal (Beutler 

and Kuhl, 1970b; Dale et al., 1976; Qi and Grabowski, 1998; Raghavan et al., 1980; Wenger et al., 

1983).  

 

De este modo, se detecta tanto a los afectos de enfermedad de Gaucher, que poseen 

niveles residuales de actividad inferiores al 15% de la actividad presente en sujetos sanos, como 

a los heterocigotos portadores, que poseen una actividad enzimática reducida 

aproximadamente en un 50% (Beutler and Kuhl, 1970b; Mistry and Abrahamov, 1997). Sin 

embargo, este procedimiento no permite establecer de forma definitiva el diagnóstico de 

portador de enfermedad de Gaucher puesto que la actividad enzimática de la GC observada en 

un sujeto portador puede solaparse con la encontrada en sujetos sanos. Por ello, para el 

diagnóstico de portador se requiere la identificación de la mutación en el gen GBA.  

 

La determinación de la GC lisosomal leucocitaria permite establecer el diagnóstico de 

forma rápida e independientemente de la mutación causante, pero no permite distinguir entre 

los distintas formas clínicas, la gravedad o los órganos implicados  (Giraldo et al., 2003).  
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1.1.10. Biomarcadores 

 

Tras el diagnóstico de la enfermedad, existen biomarcadores que permiten definir su 

evolución y el grado de respuesta al tratamiento. Entre ellos se encuentran la quitotriosidasa 

(QT), CCL-18/PARC, fosfatasa ácida resistente a tartrato (TRAP), la enzima convertidora de 

angiotensina (ECA),  �-hexosaminidasa y el cociente glucosil/lactosilceramida. Los más 

utilizados en la práctica clínica son los tres primeros. 

 

La quitotriosidasa es una enzima con actividad quitinolítica que es secretada en grandes 

cantidades por los macrófagos activados. La actividad de la QT humana se encuentra elevada 

en varias enfermedades en las que está implicado el sistema monocito-macrófago, sin embargo 

este aumento de actividad no es tan acusado como en la EG,  donde la actividad plasmática está 

aumentada entre 300 y 600 veces. Por lo tanto, esta enzima constituye un buen marcador para el 

diagnóstico y el seguimiento de la EG, y es útil en la monitorización del tratamiento. Existen un 

gran inconveniente en la utilidad de esta enzima como marcador. Aproximadamente el 6% de la 

población caucásica presenta un defecto autosómico recesivo en el gen que codifica esta enzima. 

En el exón 10 del gen que codifica la QT es frecuente que se produzca una duplicación de 24 

pares de bases que produce un ayuste o “splicing” alternativo que se traduce en la producción 

de proteína que carece del centro activo, lo que origina la ausencia total de actividad 

enzimática. Se ha demostrado que esta duplicación en el gen de QT se encuentra presente en 

todas las poblaciones y que el 35% de la población es portadora de la misma, presentando una 

disminución del 50% en la actividad plasmática de QT frente a los individuos que no presentan 

este defecto (Giraldo et al., 2001; Hollak et al., 1994). 

 

La citoquina CCL18/PARC también es útil en la monitorización de la  eficacia del 

tratamiento de la enfermedad y ayuda en el diagnóstico de la EG. Se encuentra 30 veces más 

elevada en pacientes con EG con respecto a los sujetos sanos. El aumento de sus niveles 

plasmáticos es más elevado que el de otros biomarcadores como ECA, hexosaminidasa y TRAP. 

La QT presenta un aumento mucho mas acusado que la citoquina CCL18/PARC en los 

pacientes sintomáticos, pero la monitorización de los niveles en plasma de  CCL18/PARC 

constituye una alternativa para aquellos pacientes que presenten mutación en el gen de la QT. 

La concentración plasmática disminuye a lo largo del tratamiento al igual que lo hace la 

actividad QT. En la actualidad se estudia la evolución de ambos biomarcadores como parte del 

seguimiento del tratamiento de los pacientes. Como en el caso de la QT, la CCL18/PARC no 
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esta relacionada con la clínica que pueda presentar el paciente ni puede ser criterio de 

clasificación en uno de los tipos de la enfermedad (Boot et al., 2004). 

 

La actividad de la fosfatasa ácida está aumentada en el plasma de los pacientes con la EG, 

más concretamente la isoenzima 5B, fosfatasa ácida resistente a tartrato (TRAP). Por lo tanto la 

determinación específica de los niveles plasmáticos de esta isoenzima puede ser útil para el 

diagnóstico aunque no es específica de la EG (Boot et al., 2004; Giraldo et al., 2003). En la 

monitorización de la respuesta al tratamiento es considerado como uno de los biomarcadores 

menos específico y de menor valor informativo (Alfonso et al., 2007). 

 

1.1.11. Tratamiento 

   

Hasta 1991 el tratamiento clásico de la EG era exclusivamente sintomático. A partir de los 

trabajos de los investigadores del National Institute of Health (NIH), encabezados por el Dr. 

Brady, los pacientes han podido beneficiarse de una terapia realmente eficaz, que corrige buena 

parte de las manifestaciones clínicas de la enfermedad y conlleva mejoría en los estándares de 

calidad de vida. El tratamiento sintomático de la enfermedad ósea y de las alteraciones 

hematológicas constituye un punto importante de actuación ya que son causantes de la 

sintomatología aguda más acusada. 

 

Dentro del tratamiento médico en la enfermedad ósea hay que tener en cuenta que el 

paciente con EG puede presentar, aunque sea de forma esporádica, crisis de dolor óseo y dolor 

crónico o agudo secundario a una fractura o infarto óseo. La administración de bifosfonatos ha 

demostrado una buena eficacia terapéutica en estos enfermos, mejorando la densidad ósea por 

inhibición de la resorción ósea (Bembi et al., 1994; Samuel et al., 1994). La calidad de vida de los 

pacientes con EG con deterioro articular por osteonecrosis o artropatia inflamatoria puede 

mejorar considerablemente si se someten a una intervención de cirugía ortopédica específica a 

cada caso (Goldblatt et al., 1988). 

 

Existen cuatro líneas específicas para el tratamiento de las enfermedades de depósito 

lisosomal (Futerman et al., 2004): 

 

• Tratamiento enzimático sustitutivo (TES): El TES se basa en la administración de un 

análogo de la enzima deficiente, de manera que el sustrato continúa su proceso catalítico y 

se evita su acumulación. En la EG este constituye el tratamiento de elección modificando de 



1. Introducción                                                                                                                                                                                    n  

_______________________________________________________________________________________________________                                                                                                                                                 
 30                                                                                                                              Beatriz García Rodríguez – Tesis Doctoral    
 

forma radical el perfil clínico de los pacientes, pasando de sintomáticos a oligo o 

asintomáticos (Barton et al., 1991). Existen unas recomendaciones terapéuticas establecidas 

por el Grupo Europeo de Enfermedad de Gaucher (EWGGD) (Pastores et al., 2004) que 

indican que el tratamiento debe comenzar en los pacientes sintomáticos que presenten 

visceromegalias con citopenias, afectación ósea o afectación pulmonar, es obligado en niños 

al diagnóstico antes de que desarrollen síntomas y debe ser considerado en pacientes 

asintomáticos que manifiesten signos de progresión de la enfermedad a nivel visceral u 

óseo (Carcelén, 1999). 

- Alglucerasa (Ceredase®): Fue el primer fármaco utilizado. Semisintético, obtenido a partir 

de la modificación de la GC de origen placentario. Tras un complejo proceso de 

extracción y purificación, se produce la modificación de las cadenas de oligosacáridos 

conduciendo a la exposición de residuos de manosa que posibilitan la incorporación del 

fármaco a los lisosomas, a través del reconocimiento específico por los receptores para 

manosa (“scavenger receptor”) de la membrana de los macrófagos. Debido a que su 

obtención a partir de placenta humana, presentaba cierto riesgo de contaminación vírica, 

por lo que ha retirando del mercado internacional siendo sustituido por el producto 

recombinante (Giraldo et al., 2003). 

-  Imiglucerasa (Cerezyme®): Producido por ingeniería genética, en cultivo de células CHO 

(ovario de hamster chino). Es una glicoproteína monómerica de 497 aminoácidos que 

difiere de la Alglucerasa en el aminoácido localizado en la posición 495 donde la histidina 

es sustituida por arginina. 

- Velaglucerasa: Producido por ingeniería genética, en cultivo de fibroblastos humanos. Es 

una glicoproteína monomérica de aproximadamente 63 kD. Los estudios clínicos fase III 

han finalizado demostrando Velaglucerasa eficacia y seguridad. 

-  Taliglucerasa alfa: Enzima recombinante producida por ingeniería genética en células 

vegetales. Los ensayos clínicos fase III ya han finalizado y el fármaco está pendiente de 

aprobación por la EMEA (Agencia Europea del Medicamento). A diferencia de otras 

enzimas, tiene una vida media mas prolongada en plasma y la producción en células 

vegetales evita la contaminación por gérmenes que afectan a las células de mamífero. 

 

• Terapia de reducción de sustrato (TRS): Esta basada en reducción de la acumulación de 

sustrato mediante la inhibición enzimática de su síntesis. Desde 2002 se dispone en Europa 

de una pequeña molécula, activa por vía oral, un iminoazucar análogo de la glucosa, N-

butideoxinojirimicina (nomenclatura IUPAC: 1-butil-2-(hidroximetil) piperidina-3,4,5-triol), 

inhibidor de la glucosilceramida sintetasa o ceramida glucosiltransferasa, que disminuye la 
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síntesis y formación de glucocerebrósidos, ya que interviene en los primeros pasos de la 

ruta de biosíntesis de los glucoesfingolípidos (581 PA, (Connock et al., 2006). En España se 

ha comercializado con el nombre de Miglustat (Zavesca®), y con la indicación de tratamiento 

para pacientes sintomáticos con enfermedad leve o moderada que no desean o no pueden 

recibir TES. Es un tratamiento eficaz con la ventaja de la administración oral y la posibilidad 

de acceder a lugares como el hueso donde la enzima recombinante llega con mayor 

dificultad. Como inconveniente tiene algunos efectos gastrointestinales adversos, derivados 

de la competencia con las disacaridasas intestinales e induce irritación de la pared intestinal 

produciendo como consecuencia flatulencia y diarrea controlables con dieta pobre en 

hidratos de carbono. También se encuentra en ensayo clínico fase III otra pequeña molécula 

inhibidora de sustrato que es un análogo de ceramida (Eliglustat: GENZ-112638), los 

resultados preliminares del estudio en fase II ya han sido publicados  (Lukina et al.), todavía 

pendiente de conocer su eficacia y seguridad en el tratamiento de la enfermedad de 

Gaucher. 

 

• Aumento de actividad del enzima: El objetivo es aumentar la actividad residual enzimática 

con pequeñas moléculas (chaperonas farmacológicas) cuyo mecanismo de acción consiste 

en reconformar la molécula de enzima residual para que sea mas activa.  Estas moléculas 

consiguen el correcto plegamiento de la enzima en el retículo endoplasmático que permite 

el transporte al aparato de Golgi y, por último, la internalización de la glucocerebrosidasa 

en el lisosoma. La ventaja de esta aproximación terapéutica, además de ser activa por vía 

oral, es aplicable a cualquier enzima defectuosa y evita la posible contribución de las 

citoquinas proinflamatorias que parecen jugar un papel importante en la fisiopatología de 

la enfermedad (Grabowski, 2008b; Lieberman et al., 2009; Suzuki et al., 2009; Yu et al., 2007). 

La propiedad restrictiva de la microcirculación cerebral que constituye la BHE impide que 

la enzima llegue al SNC por la vía circulatoria. Así, el curso de la enfermedad neurológica 

en los subtipos de EG asociados a afectación primaria del SNC en principio no se modifica 

con el TES. El TRS junto con las terapias con chaperonas farmacológicas, que permiten 

aumentar la actividad de la enzima, pueden ser una nueva opción terapéutica para los 

pacientes de EG con afectación del SNC. Existen estudios en modelos animales de 

enfermedades lisosomales que indican que una pequeña porción del fármaco inhibidor de 

la síntesis de sustrato atraviesa la BHE y previene la acumulación cerebral de 

esfingolípidos, con el beneficio potencial de mejorar los síntomas neurológicos de los 

pacientes con EG (Connock et al., 2006; Giraldo et al., 2003). 
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• Transplante de precursores hematopoyéticos: Los síntomas de la EG pueden ser mitigados 

mediante el reemplazamiento de células madre hematopoyéticas defectuosas del paciente 

por las de otro individuo, ya que el fenotipo de la EG es consecuencia, en gran medida, de 

las anomalías en la funcionalidad de los macrófagos. Aunque la respuesta es satisfactoria 

entre los pacientes que se han sometido a un transplante de MO, la eficacia viene 

condicionada por la disponibilidad de donante sano histocompatible y la dificultad para 

que se mantenga el injerto, además de la comorbilidad asociada al procedimiento (Hobbs, 

1987; Rappeport and Ginns, 1984).  

 

• Terapia génica: Esta aproximación terapéutica resultó muy atractiva hace unos años, ya 

que, teóricamente, supone la posibilidad de modificar el defecto genético para recuperar la 

funcionalidad del gen y por tanto normalizar la actividad enzimática. La terapia génica 

consiste en sustituir la fracción del gen que sufre la mutación mediante el transplante 

autólogo de células madre hematopoyéticas transformadas. Las células madre 

hematopoyéticas del paciente con EG son transducidas ex vivo mediante retrovirus; los 

clones que expresen la GC son seleccionados y autotransplantados al mismo sujeto. La 

transferencia de una GC funcional y estable a fibroblastos y linfoblastos transformados 

usando un vector retroviral ha sido realizada, aunque la transferencia en células madre 

hematopoyéticas es mucho más complicada (Choudary et al., 1986a; Choudary et al., 1986b; 

Sorge et al., 1987). En la actualidad se encuentra en desarrollo (Connock et al., 2006). 

 

1.2. ENFERMEDAD DE PARKINSON 

 

La enfermedad de Parkinson (EP) es un trastorno neurodegenerativo crónico del sistema 

extrapiramidal, causado por una disfunción del sistema dopaminérgico nigroestriatal, cuyas 

manifestaciones clínicas cardinales son la acinesia-bradicinesia, el temblor de reposo, la rigidez 

y los trastornos de fijación postural, equilibrio y enderezamiento. 

 

1.2.1. Antecedentes históricos 

 

La enfermedad de Parkinson, aunque dada a conocer a principios del siglo XIX, tiene 

una larga historia. Existen referencias acerca de la EP que hacen suponer que esta dolencia existe 

desde tiempos remotos (Garcia Ruiz, 2004; Stern, 1989), pero es a partir del tratado escrito por el 
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médico inglés James Parkinson en 1817 “An Essay on the shaking palsy” (Eyles, 1955) cuando 

realmente sale a la luz esta enfermedad. James Parkinson describió el trastorno neurológico, 

según sus propias palabras, como una condición consistente en “movimientos involuntarios de 

carácter tembloroso, con disminución de la potencia muscular, que afectan a partes que están en reposo y 

que incluso provocan una tendencia a la inclinación del cuerpo hacia delante y a una forma de caminar a 

pasos cortos y rápidos. Los sentidos y el intelecto permanecen inalterados” (Goetz, 1986). 

 

A partir de 1880, Jean-Marie Charcot, pilar de la neurología moderna, y Edme Felix Alfred 

Vulpian describieron por primera vez la rigidez asociada a la Parálisis Agitante y rebautizaron 

la “enfermedad de la Parálisis Agitante” como “enfermedad de Parkinson”, haciendo así honor 

al nombre de su colega inglés. Fue uno de los discípulos de Charcot, Edouard Brissaud, el 

primero que aludió a la afectación del mesencéfalo (Goetz, 1986; Stern, 1989). 

 

A principios del siglo XX, en 1913, casi un siglo después de las observaciones de 

Parkinson, un patólogo alemán llamado Friederich Lewy, descubrió la presencia de inclusiones 

de estructura redondeada que se teñían de rosado en el citoplasma de las neuronas de pacientes 

fallecidos con EP y supuso que podían ser un marcador para la patología. En 1920, Tretiakoff 

descubrió que la lesión básica se asentaba en la despigmentación de la sustancia nigra, 

asociación que se confirmo posteriormente (Holdorff, 2002). 

 

El gran paso para la comprensión de la enfermedad comienza en 1960, cuando Ehringer y 

Hornykiewicz hallan, en estudios postmortem, una marcada disminución de dopamina en el 

cuerpo estriado de  cerebros de pacientes con EP idiopática y parkinsonismos postencefálicos, 

describiendo el déficit dopaminérgico estriatal como una de las principales causas de la EP 

(Foley, 2003).  Este hallazgo fue crucial en la búsqueda de tratamientos efectivos para la 

enfermedad. Así, a finales de los años 60, George C. Cotzias et al. iniciaron la era moderna de la 

terapia parkinsoniana al introducir la administración de levodopa (L-DOPA), un precursor de 

la dopamina, en el tratamiento de la enfermedad, mejorando espectacularmente la 

sintomatología de los pacientes (Alonso Navarro et al., 2008a; Fahn, 2005). 

 

La etiología de la enfermedad ha sido ampliamente discutida a lo largo de la historia, 

atribuyéndose el origen de la EP a una gran diversidad de agentes etiológicos. El papel 

desempeñado por los factores genéticos en la etiología de la EP se convirtió en objeto de debate 

desde la primera descripción de Gowers, según el cual un número considerable de sus pacientes 

con EP, tenía antecedentes familiares (Gowers, 1902). 
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1.2.2. Epidemiología 

 

La realización de estudios epidemiológicos en la enfermedad de Parkinson conlleva una 

gran dificultad debido a que el diagnóstico se apoya fundamentalmente en los datos clínicos. 

Debido a esto, la variación observada en la incidencia y prevalencia de la enfermedad en 

función del origen, edad, género y/o etnia de la población analizada, ha sido una fuente de 

controversia durante muchas décadas. 

 

Aunque las tasas de prevalencia de la EP oscilan entree 18 y 418 por 100.000 habitantes en 

todo el mundo, el ajuste respecto a la edad y la restricción a los estudios que utilizan una 

metodología parecida reducen la variación entre las tasas de prevalencia a 102 - 190 por 100.000 

habitantes, al menos en los paises occidentales (Schrag). 

 

En España, la incidencia de la EP en población general se calcula en 4,5-16 por 100.000 

habitantes y año, con una prevalencia entre 18-328 por 100.000 habitantes, aunque se han 

realizado numerosos estudios epidemiológicos que arrojan diferentes resultados en cuanto a la 

incidencia y prevalencia de la EP (Alonso Navarro et al., 2008b). La gran disparidad de cifras, 

parece motivada tanto por la metodología de los estudios (estudios puerta a puerta, 

estimaciones según el consumo de fármacos y registros hospitalarios, entre otros), como por la 

inclusión de todos los síndromes parkinsonianos, no sólo los referidos a la enfermedad de 

Parkinson. Concretamente, en la comunidad autónoma de Aragón, se ha encontrado una 

prevalencia de 121,9 por 100.000 habitantes, que alcanza unos niveles similares a los descritos 

en otras poblaciones caucásicas (Errea et al., 1999). 

 

La incidencia y prevalencia de la EP son dependientes de la edad. En población general la 

incidencia es de 0,3%, mientras que ésta alcanza el 3% en los mayores de 65 años (Disponible en: 

www.feeneurologia.com, [consultado 03/06/07]).  

 

Algunos estudios epidemiológicos realizados concluyen que el género no influye en el 

riesgo de desarrollar enfermedad de Parkinson (Alonso Navarro et al., 2008b; de Rijk et al., 

1995). Sin embargo, en la mayoría de los estudios revisados existe una mayor incidencia de la 

enfermedad para los individuos de género masculino (Farrer, 2006; Tanner and Goldman, 1996; 

Van Den Eeden et al., 2003; Vines et al., 1999). La incidencia alcanza 19,0 por 100,000 varones 

(95% CI: 16,1 – 21,8), mientras que se estima en 9,9 por 100,000 mujeres (95% CI: 7,6 - 12,2) (Van 

Den Eeden et al., 2003). 
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Existen numerosos estudios encaminados hacia la búsqueda de una relación etiológica 

entre posibles factores ambientales y la aparición de EP. Entre los distintos factores ambientales 

que se han barajado como posible causa de la EP se encuentra el contacto con agentes tóxicos 

como los pesticidas o tóxicos industriales. Cabe destacar entre todos ellos la 1-metil-4-fenil-

1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP). La aparición de cuadros de parkinsonismo secundarios a la 

intoxicación con MPTP supuso el punto de partida de la hipótesis tóxico-ambiental en la génesis 

de la enfermedad. Los primeros casos de parkinsonismo en intoxicados por MPTP fueron 

descritos en en 1983 (Langston et al., 1983; Langston and Ballard, 1983). A excepción del rápido 

inicio de los síntomas, los pacientes presentaban un cuadro clínico similar al descrito en la 

enfermedad de Parkinson, con respuesta a L-DOPA y aparición de discinesias secundarias al 

tratamiento. El MPTP atraviesa la BHE fácilmente debido a su gran liposolubilidad y en las 

células gliales es oxidado y convertido, a través de la monoamino-oxidasa B, en 1-metil-4-fenil-

piridinio (MPP+), que es la neurotoxina activa,  siendo posteriormente recaptado por las 

neuronas nigroestriatales. El MPP+ se  concentra en la mitocondria e inhibe al complejo I 

interfiriendo en la síntesis de ATP con el consiguiente fallo energético celular que conduce de 

forma inexorable a la muerte neuronal.  

 

No se ha demostrado la existencia de un tóxico ambiental específico como factor de 

riesgo común a los estudios realizados, aunque se ha demostrado en la mayoría de los estudios la 

asociación entre la exposición a pesticidas y el incremento del riesgo de padecer la enfermedad 

(Firestone et al., 2005; Priyadarshi et al., 2001; Tanner and Goldman, 1996). Se han demostrados 

casos de parkinsonismo inducido por solventes (Uitti et al., 1994) y por pesticidas 

organofosforados (Bhatt et al., 1999).  También existen comunicaciones en la literatura que 

apuntan hacia la asociación entre la utilización de empastes dentales de amalgama de mercurio y 

la aparición de patologías neurológicas, entre las que se encuentra la EP (Lauterbach et al., 2008; 

Ratcliffe et al., 1996). 

 

Así pues, la enfermedad de Parkinson constituye el segundo trastorno neurodegenerativo 

más frecuente, después de la enfermedad de Alzheimer. La EP es un trastorno que puede 

aparecer en cualquier segmento de la edad adulta, presentando el pico de mayor incidencia en 

la sexta década de la vida (Lees et al., 2009), poco frecuente entre los 30 y 40 años y de aparición 

excepcional por debajo de los 30 años. Se considera EP de inicio precoz la que comienza antes 

de los 50 años (Clark et al., 2007; Nichols et al., 2009). 
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1.2.3. Genética en la enfermedad de Parkinson 

 

La existencia de antecedentes familiares de EP o de temblor constituye  el factor de riesgo 

principal, además del envejecimiento, para el desarrollo de EP. En los últimos años, la 

posibilidad de que existan factores genéticos predisponentes, o más aún, la  posibilidad de que 

la enfermedad  esté genéticamente determinada, ha propiciado el desarrollo de una intensa 

labor investigadora.  

 

Diversos estudios de casos y controles han permitido identificar una historia de EP entre 

el 13%  y el 33% de los casos (Bonifati et al., 1995; Payami et al., 1994), lo que supone que los 

familiares de pacientes con EP tienen un riesgo entre 3,5 y 14,6 veces mayor que los familiares 

de los controles para desarrollar la enfermedad. El patrón de herencia de muchos de estos casos 

es compatible con una herencia autosómica dominante con penetrancia reducida, siendo el 

riesgo máximo de desarrollar la enfermedad de un 20% para los familiares de primer grado 

(Payami et al., 1994).   

 

Algunos estudios han demostrado además la existencia de una anticipación genética, es 

decir, que la enfermedad tiende a aparecer en una edad más temprana en los descendientes 

(Bonifati et al., 1995; Plante-Bordeneuve et al., 1995). Sin embargo, no se han podido identificar 

rasgos clínicos diferenciadores entre los casos familiares y los esporádicos en la mayoría de 

estudios. 

 

En contraposición a los resultados de los estudios de casos-controles, los estudios clínicos 

en gemelos no han sido capaces de concluir si los factores genéticos juegan algún papel en la EP 

(Johnson et al., 1990; Vieregge et al., 1992). 

 

Se ha demostrado, sin embargo, la existencia de un vínculo entre la EP de tipo familiar y 

varios genes que confieren propensión a padecer la enfermedad. En el anexo II se muestran 

algunos de los genes más importantes que se han asociado con la enfermedad de Parkinson. 

Estos genes presentan herencia autosómica dominante, herencia autosómica recesiva o bien se 

comportan como factores genéticos de susceptibilidad para el desarrollo de la EP. 
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• Herencia autósomica dominante 

- PARK1/α-sinucleína y PARK4/α-sinucleína  

Los genes PARK1/α-sinucleína y PARK4/α-sinucleína están localizados en las regiones 

cromosómicas 4q21-q23 y 4p15, respectivamente. La α-sinucleína está constituida por 140 

aminoácidos. La proteína silvestre es un potente inhibidor de la fosfolipasa D2, que 

contribuye a diferentes funciones en la transducción de señales, en el tráfico de vesículas 

de membrana y en la dinámica del citoesqueleto. También es un inhibidor competitivo de 

la tirosin-hidrolasa, paso limitante en la biosíntesis de la tirosina a la L-DOPA. El 

equilibrio entre la α-sinucleína asociada a lípidos y la citoplasmática proporciona un nexo 

entre la dinámica vesicular y la producción del neurotransmisor dopamina (Hope et al., 

2004). 

Esta proteína se expresa en la totalidad del cerebro y tiene papeles potenciales en el 

aprendizaje, plasticidad sináptica, dinámica de las vesículas y la síntesis de la dopamina. 

Histoquímicamente, la proteína α-sinucleína es el componente mayor de los cuerpos de 

Lewy y de las neuritas de Lewy, en la enfermedad de Parkinson y en otras 

α-sinucleinopatías. 

Las mutaciones puntuales, duplicaciones y triplicaciones en el gen de α-sinucleína 

(SNCA) causan una forma dominante rara de la enfermedad de Parkinson en casos 

familiares y esporádicos. Las tres mutaciones puntuales encontradas encontradas en el gen 

SNCA (A53T, A30P y E46K) son extremadamente raras (Berg et al., 2005).  

Cabe destacar una comparación realizada en familias con duplicaciones y triplicaciones en 

el gen SNCA mostró que la dosis de este gen está directamente relacionada con la edad de 

inicio, la duración y la gravedad de la enfermedad (Hope et al., 2004). 

Los estudios en modelos de animales han sido esenciales para la comprensión de las 

funciones de la α-sinucleína, observando que la sobreexpresión transgénica causa 

neurotoxicidad con acumulación y agregación de α-sinucleína, mientras que la depleción 

total revela un fenotipo que no está asociado a ninguna neuropatología (Perez and 

Hastings, 2004).  

- PARK8/Leucine-rich repeat kinase 2 (LRRK2) 

Se trata de un gen de 144 Kb, situado en el cromosoma 12q12, con 51 exones que codifican 

a una proteína, también denominada dardarina, que consta de 2527 aminoácidos con 

múltiples dominios y explica más del 10% de los casos de enfermedad de Parkinson de 

herencia autosómica dominante y el 3,6% de los casos enfermedad de Parkinson 

esporádica. 
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Las mutaciones en el gen LRRK2 se han asociado a parkinsonismo de herencia autosómica 

dominante, aunque también han aparecido en casos esporádicos.  

La proteína LRRK2 es una proteína predominantemente citoplasmática que puede estar 

asociada a diferentes orgánulos. A nivel proteico, la expresión de LRRK2 se ha detectado 

tanto en cerebro como en otros órganos periféricos (Giasson et al., 2006). La proteína se 

encuentra altamente expresada en las regiones dopaminérgicas del cerebro de mamíferos 

(Biskup et al., 2006). A diferencia de la α-sinucleína que tiñe los cuerpos de Lewy y la 

proteína Tau que tiñe los ovillos neurofibrilares, inmunohistoquimícamente la LRRK2 no 

señala ninguna lesión neurodegenerativa específica. Se especula que la proteína puede 

jugar un papel importante en la regulación del crecimiento de neuritas, ya que una 

expresión disminuida en células cultivadas resulta en un incremento de la longitud y 

ramificación de las neuritas (MacLeod et al., 2006). 

Se han identificado unas 40 variantes diferentes de la proteína, la mayoría de ellas 

resultantes de mutaciones de cambio de aminoácido. La patogenicidad de muchas de estas 

variantes no está clara, debido a la reducida penetrancia de las mismas o a la ausencia de 

análisis de segregación por el inicio tardío de la enfermedad y la no disposición o 

desconocimiento de los genotipos familiares.Existen 5 mutaciones en el gen LRRK2 que se 

consideran definitivamente patogénicas (R1441C, R1441G, Y1699C, G2019S e I2020T). 

La mutación p.G2019S (c.6099G>A) es la más frecuente en población caucasiana, entre el 2 

y el 8% de los casos familiares y entre el 0,5 y el 2% de los casos aparentemente 

esporádicos (Farrer et al., 2005). También se ha observado la presencia de esta mutación en 

enfermedad de Parkinson de inicio temprano (< 50 años) (Tan et al., 2008), así como en 

controles sanos (Farrer et al., 2005). La prevalencia de esta mutación varía en función del 

grupo étnico en el que se realice el estudio. 

 

• Herencia autosómica recesiva 

Se han identificado tres formas de parkinsonismo de herencia autosómica recesiva que 

incluyen mutaciones homocigotas y heterocigotas compuestas en los genes que codifican 

parkina, oncogen DJ1 y quinasa 1 inducida por PTEN (phosphatase and tensin homolog 

deleted on chromosome ten) (PINK1), entre otros (Bonifati et al., 2003; Kitada et al., 1998; 

Valente et al., 2004). Todas son mutaciones raras, de pérdida de función que resultan en 

enfermedad de Parkinson de inicio temprano (generalmente, a edades inferiores a los 40 

años) y con buena respuesta a L-DOPA y lenta progresión de la enfermedad (Mata et al., 

2004). 
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- PARK2/Parkina 

El gen PARK2 está localizado en el cromosoma 6q25.2-q27 y comprende 12 exones con 

estructura intrónica superexpandida de 1,3 Mb de DNA genómico, que codifica a una 

proteína de 465 aminoácidos con un dominio N-terminal parecido a la ubiquitina. La 

parkina tiene una función de E3 ligasa, marcando a las proteínas con ubiquitina para su 

posterior degradación por el proteosoma (Shimura et al., 2000). Se han descrito al menos 57 

mutaciones puntuales, pero también existen reordenamientos exónicos, deleciones y 

duplicaciones. Los datos epidemiológicos disponibles son limitados, pero indican que 

aproximadamente el 50 % de los casos familiares con inicio temprano (< 45 años), así como 

una proporción significativa de casos aparentemente esporádicos, son debidos a 

mutaciones en PARK2. 

Los pacientes con deleciones exónicas homocigotas que tienen una pérdida completa de 

expresión de parkina muestran una pérdida selectiva de neuronas dopaminérgicas en la 

sustancia nigra (Pramstaller et al., 2005). 

En estudios en modelos animales knock-out se observa la existencia una disfunción 

mitocondrial y un estrés oxidativo en la patogenia de la enfermedad. Por el contrario, la 

sobreexpresión en estos modelos parece tener un factor neuroprotector que indica que la 

regulación al alza de este gen podría ser utilizada en la terapia de la enfermedad (Greene 

et al., 2005). 

- PARK6/Quinasa 1 inducida por PTEN (PINK1) 

Las mutaciones en este gen suponen entre el 1 – 2 % de los casos de inicio precoz de 

enfermedad de Parkinson (Hatano et al., 2004). 

El gen PINK1, localizado en 1p35-36, contiene 8 exones que se expanden a lo largo de 1,8 

Kb y codifican una proteína de 581 aminoácidos (Valente et al., 2004). Las mutaciones en el 

gen PINK1 tienen efectos diferenciales en la estabilidad, localización y actividad quinasa 

de la proteína (Beilina et al., 2005). En estudios con cultivos celulares, la proteína silvestre 

PINK1 parece proteger a las neuronas de la disfunción mitocondrial y de la apoptosis 

inducida por el estrés (Deng et al., 2005). 

La neuropatología causada por las mutaciones en PINK1 es desconocida y no existen casos 

de autopsia de pacientes con mutaciones en este gen, ni modelos animales para estudiar. 

- PARK7/Oncogen DJ1 

El gen DJ1, localizado en la región cromosómica 1p36, contiene 8 exones que se expanden 

en 24 Kb y está ubicado a 25 cM del telómero del gen PINK1 (Bonifati et al., 2003). Se han 

identificado deleciones y mutaciones de cambio de aminoácido que causan < 1% del 

parkinsonismo de inicio precoz (Lockhart et al., 2004). 
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La proteína DJ1, de 189 aminoácidos, es un miembro de la familia de las chaperonas 

moleculares ThiJ/PfpI, que son inducidas durante el estrés oxidativo. En ratones, DJ1 

parece tener un papel esencial en la transmisión neuronal dopaminérgica. El ratón knock-

out para DJ1 muestra una mayor sensibilidad al estrés oxidativo, mientras que la 

sobreexpresión proporciona un efecto protector (Goldberg et al., 2005). 

 

• Factores de susceptibilidad genética en enfermedad de Parkinson: Gen de la 

glucocerebrosidasa (GBA) y gen de la apolipoproteínaE 

Las formas monogénicas representan menos del 10% de enfermedad de Parkinson en la 

mayoría de las poblaciones, son el resultado de complejas interacciones entre genes y factores 

ambientales. Por lo tanto, las variaciones genéticas deben ser factores de susceptibilidad o 

modificadores de la enfermedad, afectando a la penetrancia, edad de inicio, gravedad y 

progresión.  

 

Como se ha comentado anteriormente, investigaciones previas muestran una asociación entre 

entre las mutaciones en el gen GBA, responsable de la enfermedad de Gaucher y la 

enfermedad de Parkinson, sugiriendo que las mutaciones en el gen de la GBA pueden ser 

consideradas un factor de riesgo para el desarrollo de EP. Dado que la gran mayoría de 

pacientes con enfermedad de Gaucher y portadores heterocigotos de mutaciones en el gen 

GBA no desarrollan parkinsonismo, las mutaciones en el gen GBA podrían constituir un 

factor de riesgo en individuos que tienen otros factores de predisposición a la enfermedad de 

Parkinson (Goker-Alpan et al., 2004) o un factor de susceptibilidad genética para le 

enfermedad de Parkinson familiar de inicio precoz. 

 

En cuanto a la apolipoproteína E,  es una proteína monomérica constituida por 299 residuos, 

codificados por 4 exones. Presenta dos dominios plegados de forma independiente: uno N-

terminal que se une con firmeza al receptor de LDL pero sólo en forma débil a un lípido, y 

uno C-terminal que se une a la superficie de las lipoproteínas pero carece de afinidad para el 

LDLR. Se trata de una proteína de síntesis hepática, cuyo papel fundamental es encargarse de 

la unión, la internalización y el catabolismo de quilomicrones y lipoproteínas por el hígado. 

El gen que codifica para apolipoproteína E (apoE) es un gen polimórfico que está localizado 

en el brazo largo del cromosoma 19 en la región q13.2-q13.3. Los alelos ε2, ε3 y ε4 constituyen 

los polimorfismos más frecuentes encontrados en la población, codificando para tres 

isoformas (Emi et al., 1988). Las isoformas difieren entre sí en la estructura primaria, 
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implicando un intercambio cisteína-arginina en los aminoácidos situados en las posiciones 

112 y 158 de la proteína (Weisgraber et al., 1981). 

El alelo ε4 de apoE implica una mayor susceptibilidad para el desarrollo de enfermedad de 

Alzheimer, asociándose con una edad de comienzo inferior. Dado que la enfermedad de 

Parkinson comparte características biológicas, clínicas y patológicas con la enfermedad de 

Alzheimer, varios autores sugieren una posible asociación entre el gen apoE y la EP (Huang et 

al., 2006; Koller et al., 1995). 

Respecto a la asociación entre un determinado genotipo apoE y un aumento en el riesgo de 

desarrollar EP, existen discrepancias entre los diferentes estudios realizados, que se 

contradicen con frecuencia (Huang et al., 2006; Huang et al., 2004; Li et al., 2004). Huang et al. 

(2004) sugirien que el alelo ε2 puede constituir un factor de riesgo para la enfermedad de 

Parkinson, mientras que otros autores atribuyen un mayor riesgo de EP asociado al alelo ε4 

(Caselli et al., 2007; Huang et al., 2006; Parsian et al., 2002), concretamente con el riesgo de 

demencia en la enfermedad de Parkinson (Koller et al., 1995; Marder et al., 1994; Parsian et al., 

2002).  

 

1.2.4. Anatomía funcional de los ganglios basales y fisiopatología de la enfermedad de 

Parkinson 

 

Los ganglios basales comprenden un grupo de núcleos subcorticales, situados en la base 

del cerebro, relacionados directamente con el inicio y el control de los movimientos voluntarios, 

así como el aprendizaje procedimental y acciones cognitivas y emocionales. Dentro de los 

circuitos de los ganglios basales se pueden incluir los núcleos con una relación anatómica 

clásica (el neoestriado: que comprende el núcleo caudado, el putamen y el núcleo accumbens; el 

paleoestriado: que comprende el globo pálido interno y el globo pálido externo,  y además 

añadir núcleos suplementarios con una relación funcional (el núcleo subtalámico; la sustancia 

negra pars compacta; la sustancia negra pars reticulata; el área tegmental ventral y el área peri y 

retrorrubral; los núcleos talámicos, el colículo superior, y el núcleo pedunculopontino y el área 

motora mesopontina). 

 

Se establecen numerosas conexiones entre los distintos núcleos que componen los 

ganglios basales de manera que se forman grandes redes neuronales subcorticales.  
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Los dos núcleos efectores por excelencia de los ganglios basales son el globo pálido 

interno y la sustancia negra pars reticulata, mientras que el estriado es la principal estructura 

aferente junto con el núcleo subtalámico. 

 

Las proyecciones más numerosas que recibe el estriado son las aferencias desde el manto 

cortical y desde la sustancia negra de la pars compacta, localizada en el mesencéfalo ventral. Las 

proyecciones corticoestriatales son excitatorias y mediadas por ácido glutámico (Parent et al., 

1995; Parent and Hazrati, 1995). Las conexiones aferentes desde la sustancia negra de la pars 

compacta utilizan como neurotransmisor la dopamina y proyectan de forma topográfica hacia el 

caudado y al putamen, pero no al núcleo accumbens. La proyección dopaminérgica al núcleo 

accumbens se origina en el área tegmental ventral. Otras proyecciones aferentes al estriado se 

originan en los núcleos talámicos intralaminares, centromediano y parafascicular, y en menor 

grado proceden de los núcleos ventral anterior, ventral lateral, mediodorsal y posteriores. Su 

neurotransmisor, al igual que el de las fibras talamocorticales, es el ácido glutámico excitador, 

aunque la actividad de las proyecciones está mediada por diferentes neuropéptidos. Otros 

núcleos que proyectan al estriado son: desde el tronco del encéfalo, además de la sustancia 

negra de la pars compacta, el núcleo dorsal del raphe, el núcleo pedunculopontino, y el locus 

coeruleus; el globo pálido y el núcleo subtalámico también proyectan al estriado, aunque en 

menor intensidad.  

 

Tanto el globo pálido externo como el globo pálido interno reciben proyecciones del 

estriado, del núcleo subtalámico, de la sustancia negra de la pars compacta y del área tegmental 

ventral, del núcleo dorsal del raphe y del núcleo pedunculopontino (Parent and Hazrati, 1993). 

Las conexiones aferentes más numerosas se originan en el estriado. La transmisión eferente de 

las conexiones estriatales está mediada por el neurotransmisor ácido γ-aminobutírico (GABA), 

esta proyección inhibe la actividad de las neuronas palidales, mientras que las proyecciones que 

se reciben desde el núcleo subtalámico son glutamatérgicas excitatorias. Todas las proyecciones 

desde el globo pálido externo y globo pálido interno son de naturaleza fundamentalmente 

gabérgica e inhiben los núcleos diana donde proyectan (Parent and Hazrati, 1995). 

 

La sustancia negra está situada en el mesencéfalo ventral y se divide en dos partes 

denominadas pars compacta y pars reticulata. Las neuronas de la pars compacta son 

dopaminérgicas, mientras que las neuronas de la pars reticulata son gabérgicas inhibidoras. Las 

proyecciones aferentes de la sustancia negra pars compacta más numerosas proceden desde la 

corteza prefrontal, del núcleo accumbens, del núcleo pedunculopontino, del núcleo subtalámico 



                                                                                                                                                                                       1. Introducción 

_______________________________________________________________________________________________________                                                                                                                                                 
Beatriz García Rodríguez – Tesis Doctoral                                                                                              43                                                                                            

y del globo pálido. La principal eferencia de la pars compacta origina el sistema de proyección 

dopaminérgico nigroestriado. 

 

Sobre la base de proyecciones aferentes y eferentes de los diferentes núcleos de los 

ganglios basales y las características neuroquímicas de cada uno de ellos, pueden establecerse 

tres circuitos básicos diferentes e interrelacionados: 

• Circuito hiperdirecto (corteza cerebral - núcleo subtalámico - globo pálido 

interno/sustancia negra pars reticulata). La activación de esta vía produce una activación del 

núcleo subtalámico y, en consecuencia, de las neuronas del globo pálido interno y de la 

sustancia negra pars reticulata. 

• Circuito directo (estriado - globo pálido interno/sustancia negra pars reticulata). Esta vía se 

origina en las neuronas de proyección estriatales gabérgicas que colocalizan con sustancia P 

y dinorfina y expresan primordialmente el receptor de dopamina excitador D1. La 

activación de esta vía inhibe a las neuronas del globo pálido interno y a las de la sustancia 

negra pars reticulata. 

• Circuito indirecto (estriado – globo pálido externo – núcleo subtalámico – globo pálido 

interno/sustancia negra pars reticulata). Esta vía tiene su origen en las neuronas de 

proyección estriatales gabérgicas colocalizadas con metencefalinas (o preproencefalina) y 

que expresan los receptores de dopamina inhibidores D2; éstas proyectan al globo pálido 

externo y lo inhiben, y éste, a su vez, proyecta al núcleo subtalámico y por medio de las vías 

subtalamopalidales hacia el globo pálido interno y la sustancia negra pars reticulata. Las 

neuronas del globo pálido externo son gabérgicas inhibidoras, mientras que las neuronas 

del núcleo subtalámico contienen glutamato, resultando en una conexión excitadora 

glutamatérgica. 

 

Las eferencias de los núcleos de salida de los ganglios basales (globo pálido interno y 

sustancia negra pars reticulata) se dirigen fundamentalmente hacia los núcleos talámicos 

ventrales (ventral anterior y ventrolateral, respectivamente) y dorsomedial. Otras eferencias del 

globo pálido interno y de la sustancia negra pars reticulata se dirigen al núcleo 

pedunculopontino y hacia el colículo superior. Los núcleos del tálamo proyectan a su vez hacia 

la corteza prefrontal y a la corteza motora (promotora). La vía talamocortical es excitadora y 

utiliza como neurotransmisor el ácido glutámico. De esta forma se cierra el circuito que, 

iniciándose en la corteza cerebral, transmite información a través de los ganglios basales y 

termina nuevamente en la corteza cerebral (Herrero et al., 2008).  
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En consecuencia, el efecto neto de la estimulación de la vía directa a nivel del cuerpo 

estriado consiste en el incremento de la emisión de impulsos excitadores del tálamo a la corteza, 

mientras que la estimulación de la vía indirecta a nivel del cuerpo estriado reduce el flujo 

excitador desde el tálamo hacia la corteza cerebral. 

 

Al realizar un movimiento voluntario, la influencia excitatoria de la corteza activa los tres 

circuitos. La activación del circuito directo da lugar a una inhibición del globo pálido interno y 

de la sustancia negra pars reticulata, disminuye la actividad tónica inhibidora que ambos núcleos 

ejercen sobre el tálamo, eliminando la inhibición de la acción deseada. Por el contrario, la 

activación de las vías indirecta e hiperdirecta actúa para inhibir los programas competitivos que 

entorpecen la realización de la acción deseada. 

 

Por tanto, la dopamina se descarga en el cuerpo estriado, tendiendo a incrementar la 

actividad de la vía directa y reducir la de la vía indirecta. 

 

Los ganglios basales se pueden considerar como un regulador del flujo de información 

desde la corteza cerebral hacia las neuronas motoras de la médula espinal. La vía 

dopaminérgica nigroestriatal ejerce un control modulatorio sobre la actividad estriatal, de 

hecho, la expresión de neuropéptidos en el estriado y sus áreas de proyección se encuentran 

reguladas por las aferencias dopaminérgicas. 

 

La depleción dopaminérgica provocada por la degeneración de las neuronas 

dopaminérgicas de la sustancia negra de la pars compacta, induce importantes alteraciones en el 

funcionamiento de los ganglios basales, que se traducen en claras manifestaciones motoras y en 

cambios en la actividad de descarga de los diferentes núcleos de los ganglios basales. El aspecto 

clave de este modelo de función de los ganglios basales, que explica los síntomas observados en 

la EP, es un desequilibrio entre la vía estriopalidal directa y la vía indirecta, con un predominio 

de la vía indirecta, secundario a la pérdida de la inervación dopaminérgica. El déficit de 

dopamina provoca, en definitiva, una hiperactividad de las neuronas de salida de los ganglios 

basales (globo pálido interno y sustancia negra de  la pars reticulata), por estar reducida la 

actividad inhibidora de las neuronas de proyección estriatales gabérgicas (que colocalizan con 

sustancia P y dinorfina). Además, en paralelo, el déficit de dopamina conduce a una excesiva 

inhibición de las neuronas del globo pálido externo inducida por una hiperactividad de las 

neuronas de proyección estriatales gabérgicas (que colocalizan metencefalina), provocando la 

inhibición de las neuronas del globo pálido externo y, por tanto, la hiperactividad del núcleo 
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subtalámico. La hiperactividad de las neuronas glutamatérgicas del núcleo subtalámico activa 

las neuronas del globo pálido interno y de la sustancia negra pars reticulata, las cuales inhiben a 

las neuronas talamocorticales y evitan la liberación del movimiento deseado a nivel cortical 

(Albin et al., 1989; Herrero et al., 2008).  

 

Como consecuencia de la degeneración del locus niger hay una reducción de la dopamina 

estriatal que fisiológicamente ejerce un efecto inhibidor de las interneuronas estriatales que en 

parte son colinérgicas. Esta disfunción estriatal explica la mayoría de los síntomas de la 

enfermedad de Parkinson. La degeneración de otros sistemas ascendentes (noradrenérgicos, 

serotoninérgicos y colinérgicos) puede estar especialmente implicada en la aparición de estados 

depresivos y deterioro mental. 

 

El sustrato anatomopatológico de la enfermedad viene condicionado por la 

despigmentación de sustancia negra en el mesencéfalo. Existe una pérdida progresiva de 

neuronas dopaminérgicas pigmentadas de la pars compacta de la sustancia negra, con aparición 

de inclusiones eosinofílicas en el citoplasma de las neuronas que persisten, denominadas 

Cuerpos de Lewy (Gibb, 1992). Sin embargo, el proceso no se limita a la sustancia negra y la vía 

nigroestriatal; idénticas lesiones aparecen en otros núcleos pigmentados y no pigmentados del 

sistema nervioso, entre los que destacan los siguientes núcleos: núcleo dopaminérgico 

hipotalámico, sistema noradrenérgico, sistema serotoninérgico y sistema colinérgico (Forno, 

1996). En la sustancia negra, las lesiones predominan en la porción ventral y lateral de la zona 

compacta (la que se proyecta preferentemente al putamen) y en menor grado en la porción 

dorsal. 

 

Los cuerpos de Lewy contienen proteínas de neurofilamentos, ubiquitina y α-sinucleína 

insoluble, que se encuentra habitualmente en forma soluble, por lo que su transformación y 

depósito puede constituir un factor patogénico importante en la EP (Spillantini et al., 1997). Los 

cuerpos de Lewy se encuentran preferentemente en neuronas aminérgicas como las que se 

hallan en la sustancia negra y en el locus coeruleus, pero también pueden observarse en el córtex 

en neuronas que poseen terminaciones dopaminérgicas y que pertenecen al sistema 

mesocórtico-límbico. También se localizan en el núcleo basal de Meynert, que es colinérgico, y 

en los núcleos del raphe, que son serotonérgicos, por lo que los cuerpos de Lewy no representan 

una anomalía del citoesqueleto específica de ningún sistema de neurotransmisión clásico. 

Finalmente se encuentran cuerpos de Lewy en el núcleo motor dorsal del vago, área tegmental, 

núcleo pedúnculopontino, núcleo de Edinger-Westphal, hipotálamo, columna intermediolateral 
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de la médula, en los ganglios simpáticos y parasimpáticos, y en el plexo entérico. Dentro de un 

contexto clínico adecuado y en conjunción con el resto de hallazgos, los cuerpos de Lewy 

permiten realizar el diagnóstico de certeza de la EP (Fahn, 2003), sin embargo, los cuerpos de 

Lewy no deben considerarse patognomónicos de la EP, ya que se han descrito en otras 

enfermedades neurodegenerativas (Anexo III). 

 

1.2.5. Clínica y diagnóstico 

 

A pesar de los avances realizados en el conocimiento de la enfermedad no existen 

marcadores biológicos o técnicas de imagen de aplicación universal y con especificidad y 

sensibilidad suficientes para establecer un diagnóstico diferencial inequívoco, por lo que aún 

hoy en día el diagnóstico de la EP se realiza basándose en aspectos puramente clínicos. 

 

Los síntomas que constituyen la base para el diagnóstico clínico de la patología son 

temblor de reposo, bradicinesia, rigidez y alteración de los reflejos posturales. La marcha a 

pequeños pasos, micrografía, pérdida de destreza manual, pérdida del braceo al andar, facies 

hipomímica, disartria y/o disfagia son algunas de las manifestaciones de la hipo/bradicinesia. 

La inestabilidad postural y los trastornos de la marcha tienen una etiología multifactorial y se 

relacionan con alteración de los reflejos de enderezamiento, rigidez y acinesia, entre otros. La 

marcha de los enfermos de EP es bastante típica: el enfermo tiene dificultad para iniciarla y 

finalmente consigue andar a pequeños pasos y con la típica postura parkinsoniana (postura en 

flexión del tronco) (Molina et al., 2008). 

 

Existen otra serie de manifestaciones no motoras en la EP entre las que se encuentran las 

alteraciones cognitivas, alteraciones psiquiátricas y del sueño (incluyendo la depresión, 

ansiedad, psicosis y alteraciones conductuales como trastornos habituales en la EP), alteraciones 

oculomotoras, alteraciones de la voz y el lenguaje, alteraciones del sistema nervioso autónomo 

que producen trastornos como el estreñimiento, la hiperhidrosis, la impotencia sexual y la 

urgencia miccional o incontinencia, alteraciones sensitivas y dolor, alteraciones dermatológicas 

y otros síntomas entre los que cabe destacar la alteración olfatoria padecida por estos pacientes 

(Biousse et al., 2004; Goetz et al., 1986; Hantz et al., 1994; Hawkes and Shephard, 1993; Poewe, 

2008). 
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El diagnóstico clínico de la enfermedad se refuerza con la existencia de una respuesta 

clínica significativa y mantenida al tratamiento con L-dihidroxifenilalanina (L-DOPA), 

precursor de la dopamina, deficitaria en esta enfermedad. 

 

Diversos autores han formulado una serie de criterios diagnósticos de la EP (Calne et al., 

1992; Gelb et al., 1999). En el anexo IV se muestran los criterios propuestos por la Parkinson’s 

Disease Society Brain Bank de Londres (Hughes et al., 1992). 

 

Para facilitar el pronóstico, la progresión y la respuesta al tratamiento en la EP se han 

ideado varias escalas. La escala clásica de Hoehn y Yarh (Hoehn and Yahr, 1967) se desarrolló 

para proporcionar una idea global sobre el estado de gravedad del paciente con EP (Anexo V). 

Otra escala rápida para medir la capacidad funcional global y dependencia del paciente con EP 

es la de Schwab e England. Sin embargo, para una evaluación más detallada del paciente, se 

utilizan otras escalas como la Unified Parkinson´s Disease Rating Scale (UPDRS) que permite 

seguir el curso longitudinal de la EP, o la Scales for Outcomes in Parkinson´s Disease – Motor 

(SCOPA – Motor o SPES/SCOPA) cuyo objetivo es evaluar los signos motores, la capacidad 

funcional y las complicaciones motoras del Parkinson (Martínez Martín et al., 2008). 

 

La tomografía axial computerizada (TAC) y la resonancia magnética (RM) convencional 

contribuyen a la realización de un diagnóstico diferencial entre la enfermedad de Parkinson y 

otras patologías con las que comparte síntomas. Las pruebas de  neuroimagen funcional: 

tomografía por emisión de positrones (PET), tomografía computerizada de emisión de fotones 

(SPECT) y ultrasonografía son herramientas de gran ayuda, pero dados su coste y 

disponibilidad, permanecen sólo como herramientas auxiliares que apoyan al diagnóstico 

(Molina et al., 2008; Scherfler et al., 2007; Seibyl et al., 2004). 

 

1.2.6. Terapéutica farmacológica 

 

El tratamiento actual de la EP es exclusivamente sintomático y destinado a mejorar la 

calidad de vida y la capacidad funcional de los pacientes. Desde el punto de visto terapéutico se 

busca un doble objetivo: frenar la evolución neuropatológica de la enfermedad y suplir el déficit 

bioquímico inducido por la pérdida neuronal.  Hasta el momento actual, no existen evidencias 

suficientes que permitan afirmar que alguno de los tratamientos disponibles tiene un efecto 

neuroprotector en los pacientes parkinsonianos, de manera que el uso de fármacos se orienta a 
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terapias sustitutivas del déficit dopaminérgico. Se dispone de varias familias de fármacos,  

siendo variable el grado de mejoría alcanzado con los diversos fármacos empleados: 

• Levodopa y fármacos dopaminérgicos: La L-DOPA constituye el tratamiento estándar de la 

enfermedad. Se trata de un precursor de la dopamina que se absorbe en el tracto 

grastrointestinal y atraviesa con facilidad la BHE. Este precursor es metabolizado a 

dopamina en los ganglios basales por la acción de la enzima DOPA-descarboxilasa y la 

catecol-orto-metil-transferasa (COMT), por lo que su administración a pacientes con EP 

corrige el déficit dopamínico que existe en el núcleo estriado. Los metabolitos resultantes 

son los causantes de los efectos secundarios sistémicos, por ello se administra asociada a un 

inhibidor específico de la DOPA-descarboxilasa (descarboxilasa periférica de los 

aminoácidos aromáticos) (carbidopa en Sinemet® y benseracida en Madopar®), que no 

atraviesa la BHE, permitiendo la biotransformación de L-DOPA en el cerebro pero evitando 

esta conversión en tejidos extracerebrales, reduciendo así los efectos secundarios 

cardiovasculares o gastrointestinales, frecuentes en el tratamiento con L-DOPA (Fahn et al., 

2004). El problema fundamental del tratamiento crónico con L-DOPA es el desarrollo de 

complicaciones motoras, fluctuaciones y discinesias. Durante los últimos años, se han 

desarrollado fármacos que aumentan la biodisponibilidad de dopamina a nivel central: la 

selegilina y la rasagilina (inhibidores de la enzima monoamino oxidasa B (MAO-B) que 

bloquean la degradación metabólica de L-DOPA) (Parkison Study Group, 2002; Shoulson, 

1998) y tolcapona y entacapona (inhibidores de la COMT) (Nutt and Fellman, 1984). 

• Agonistas dopaminérgicos: Estos fármacos actúan estimulando directamente los receptores 

dopaminérgicos (bromocriptina, lisuride, pergolida, cabergolina, ropirinol, pramiprexol y 

rotigotina). 

• Medicamentos anticolinérgicos: Corrigen la hiperfunción de las células colinérgicas del 

núcleo estriado y actúan bloqueando los receptores muscarínicos centrales. Se han utilizado 

en el tratamiento sintomático de la EP, sobre todo para controlar el temblor. Los 

anticolinérgicos más usados son trihexifenidil, biperideno y prociclina. Su utilización es cada 

vez más discutida (Vaamonde Gamo and Folores Barragán, 2008). 

• Amantidina: El mecanismo de acción no está del todo claro. Bloquea los receptores del 

ácido N-metil-D-aspartato de glutamato y probablemente actúa a través de un mecanismo 

anticolinérgico; otros estudios sugieren que tiene un mecanismo de acción estimulador de 

liberación de dopamina (Horstink et al., 2006; Thomas et al., 2004). 

• Tratamiento quirúrgico: Las técnicas de cirugía funcional surgen debido a que una parte de 

los enfermos de EP no encuentra una respuesta adecuada a los tratamientos convencionales. 

Los procedimientos quirúrgicos para tratar la EP incluyen tres alternativas: ablación o 
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lesión, neuroestimulación y terapia regenerativa (celular y génica). Dado que la mayoría de 

las alteraciones presentes en la EP están ocasionadas por señales anormales emitidas desde 

los ganglios basales hacia la corteza motora, se han realizado numerosos intentos de tratar a 

estos pacientes mediante su bloqueo quirúrgico, provocando lesiones quirúrgicas en los 

núcleos ventrolateral y ventroanterior del tálamo. En cuanto a las técnicas de estimulación 

cerebral profunda, la neuroestimulación sobre el núcleo subtalámico ha terminado por 

imponerse en el tratamiento de la EP (Benabid et al., 1991; Linazasoro et al., 2002). 
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
 

2.1. Hipótesis 

 

La enfermedad de Gaucher es una enfermedad de depósito lisosomal con un patrón de 

herencia autosómica recesiva, que es debida, en la mayoría de los casos, a variantes en el gen 

GBA, que codifica la enzima �-glucosidasa ácida o glucocerebrosidasa. La actividad deficiente 

de la glucocerebrosidasa resulta en la acumulación del material glucolipídico no degradado en 

el sistema retículoendotelial, principalmente en los macrófagos. Se trata de una enfermedad 

compleja, multisistémica y heterogénea en sus manifestaciones clínicas, que se caracteriza por la 

aparición de hepatomegalia y/o esplenomegalia, lesiones óseas, trastornos hematológicos, 

bioquímicos y afectación neurológica (Grabowski, 2008a; Mehta, 2006). Dentro del extenso 

espectro fenotípico observado en la enfermedad de Gaucher, se han descrito fenotipos inusuales 

como epilepsia mioclónica, ataxia cerebelar y polineuropatía periférica, entre otros (Capablo et 

al., 2008; King, 1975; Machaczka et al., 1999; Mehta, 2006; Miller et al., 1973).  

 

En los últimos años ha aparecido un número creciente de publicaciones que revelan la 

propensión de una minoría de pacientes de enfermedad de Gaucher a desarrollar enfermedad 

de Parkinson (Capablo et al., 2008; Giraldo et al., 2008; Neudorfer et al., 1996; Sidransky, 2005; 

Tayebi et al., 2001; Tayebi et al., 2003; Varkonyi et al., 2003). La aparición de esta variante de 

enfermedad de Parkinson de comienzo temprano en pacientes con enfermedad de Gaucher, 

motivó la realización de estudios de prevalencia de enfermedad de Parkinson en diversas 

poblaciones de pacientes con enfermedad de Gaucher, con el objetivo de analizar las 

alteraciones genéticas y las características clínicas asociadas, y detectar factores que permitan 

identificar los casos de forma precoz. Los estudios realizados en distintas poblaciones, han 

demostrado la existencia de un incremento en la frecuencia de aparición de variantes en el gen 

GBA en pacientes con enfermedad de Parkinson. También se ha asociado la ocurrencia de 

variantes en el gen GBA y el riesgo de desarrollar enfermedad de Parkinson de inicio precoz. 

Los resultados obtenidos por los distintos estudios han sido dispares, no existiendo datos de 

esta asociación en población española (Aharon-Peretz et al., 2004; Bras et al., 2009; Clark et al., 

2007; De Marco et al., 2008; Eblan et al., 2006; Gan-Or et al., 2008; Kalinderi et al., 2009; Lwin et al., 

2004; Mitsui et al., 2009; Neumann et al., 2009; Nichols et al., 2009; Sato et al., 2005; Sidransky et 

al., 2009; Tan et al., 2007; Toft et al., 2006; Wu et al., 2007; Ziegler et al., 2007). 
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Aunque la enfermedad de Parkinson ha sido considerada durante mucho tiempo como un 

trastorno no genético de origen esporádico, estudios recientes han demostrado la importancia 

de las contribuciones genéticas a la enfermedad de Parkinson, demostrando que los factores 

genéticos constituyen factores de susceptibilidad o modificadores de la enfermedad, afectando a 

la penetrancia, edad de inicio, gravedad y progresión de la enfermedad (Farrer, 2006; Lesage 

and Brice, 2009). Es conocido que la presencia del alelo ε4 del gen de la apolipoproteína E (apoE) 

puede inducir una susceptibilidad genética para el desarrollo de varios procesos 

neurodegenerativos, entre los que se encuentra la enfermedad de Parkinson (Schneider et al., 

1995). Varios autores han discutido la posible asociación entre esta variante alélica del gen apoE 

y el riesgo de padecer enfermedad de Parkinson (Huang et al., 2004; Li et al., 2004). 

 

Teniendo en cuenta esto hechos, planteamos como hipótesis que:  

 

• Las variantes en el gen que codifica glucocerebrosidasa, causales de enfermedad de 

Gaucher, constituyen un factor de riesgo que contribuye al desarrollo de la enfermedad de 

Parkinson, y condicionan la edad de inicio de la misma en población española. 

 

• La presencia de determinados alelos del gen que codifica apolipoproteína E induce una 

susceptibilidad genética para el desarrollo de enfermedad de Parkinson en población 

española. 

 

2.2. Objetivos 

 

Para corroborar esta hipótesis, en este trabajo se abordaron los siguientes objetivos:  

 

1.- Conocer si alguna de las isoformas de la apolipoproteína E produce susceptibilidad para el 

desarrollo de enfermedad de Parkinson en una población de pacientes de la comunidad 

autónoma de Aragón. 

 

2.- Evaluar si la presencia de variantes en el gen GBA puede constituir un factor de 

susceptibilidad genética para el desarrollo de enfermedad de Parkinson y ésta presenta un 

inico precoz, en pacientes de la comunidad autónoma de Aragón. 
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3.- Explorar si la presencia de variantes en los genes GBA y apoE influye en el 

comportamiento clínico de los pacientes con enfermedad de Parkinson. 

 

 4.- Identificar si existen factores ambientales que determinan mayor susceptibilidad al 

desarrollo de enfermedad de Parkinson.
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

En el presente trabajo se analizó el gen GBA completo y el genotipo para las isoformas de 

la apolipoproteína E en 221 sujetos según el esquema resumido en la figura 3.1. Se incluyeron 

un total de 112 pacientes diagnosticados de enfermedad de Parkinson, 109 sujetos como grupo 

control.  

 

FIGURA 3.1. Esquema general de trabajo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Asimismo, para conocer la incidencia, en población general aragonesa, de las mutaciones 

más frecuentes responsables de la enfermedad de Gaucher, se disponía de un Biobanco con un 

total de 647 muestras de sangre de cordón umbilical, en las que se determinó la incidencia de las 

mutaciones N370S y L444P. 

 

El análisis del genotipo para las isoformas de la apolipoproteína E se llevó a cabo según el 

siguiente protocolo: 
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• Amplificación, mediante reacción en cadena de la polimerasa (PCR), de un fragmento del 4º 

exón del gen apoE que contenía los codones 112 y 158 de la proteína que determinan las tres 

isoformas de la proteína: ε2, ε3 y ε4. 

 

• Análisis del genotipo de apoE mediante pirosecuenciación. 

 

La estrategia llevada a cabo para el análisis del gen GBA  incluyó los pasos que se indican 

a continuación: 

 

• Análisis de las dos mutaciones más frecuentes asociadas a la enfermedad de Gaucher, 

N370S y L444P, mediante pirosecuenciación: 

- Amplificación, mediante reacción de PCR, de un fragmento del gen GBA que 

comprendía parte del exón 8, los exones 9 y 10 y parte del exón 11 (1954 pb), evitando la 

amplificación del seudogén de la glucocerebrosidasa (GBAP). 

- Amplificación, mediante reacción de PCR, de dos fragmentos adyacentes a las 

mutaciones N370S y L444P a partir del producto amplificado por PCR larga. 

- Análisis de las mutaciones N370S y L444P mediante pirosecuenciación. 

 

• Análisis de la variante c.(-203)A>G: 

- Amplificación, mediante reacción de PCR, de la zona adyacente a la variante 

c.(-203)A>G del gen GBA a partir del producto amplificado por PCR larga, seguida de la 

digestión del producto de PCR con la enzima de restricción BclI y posterior 

electroforesis. 

 

• Análisis del gen GBA completo: 

- Amplificación del gen GBA completo mediante PCR larga, para la búsqueda de grandes 

deleciones y eliminación de GBAP. 

- Amplificación, mediante reacción de PCR, de los 11 exones y los nexos exón-intrón del 

gen GBA a partir del producto amplificado por PCR larga, seguida de la secuenciación 

automática de estos amplicones. 
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3.1. Materiales 

 

3.1.1. Pacientes y controles 

 

Los objetivos propuestos en este trabajo conllevaron la utilización de dos grupos de 

muestras. Por un lado, se diseñó un estudio del tipo casos-controles, constituido por un total de 

221 participantes. Entre marzo de 2007 y junio de 2008 se realizó la selección de los participantes 

en el estudio y la recolección de muestras. Se incluyeron un total de 112 pacientes 

diagnosticados de EP en los distintos Servicios de Neurología de la Comunidad de Aragón 

(Hospital Universitario Miguel Servet, Hospital Clínico Universitario Lozano Blesa) y con la 

colaboración del Centro de Salud de Jaca y la Asociación de Parkinson de Aragón. El muestreo 

se realizó introduciendo restricciones para conseguir que los dos grupos fuesen homogéneos en 

cuanto a las variables de confusión más importantes. La selección de los sujetos que 

constituyeron el grupo control fue realizada junto con el grupo casos mediante un proceso de 

emparejamiento 1:1, de tal forma que a cada caso le correspondió un control no familiar, 

expuesto a las mismas condiciones ambientales que el paciente. En el grupo control se 

incluyeron 109 sujetos aparentemente sanos y no relacionados entre sí, de edad y sexo similar al 

de los pacientes y provenientes de la misma región geográfica de la cual fueron seleccionados 

los casos. 

 

En el estudio de casos y controles se incluyeron aquellas personas que cumplían los 

siguientes criterios: 

 

• Criterios de inclusión de los casos: 

- Individuos caucásicos de origen no Ashkenazi. 

- Edad mayor de 18 años. 

- Sujetos diagnosticados de EP por un especialista en Neurología, de acuerdo con  los 

criterios de diagnóstico clínico publicados (Hughes et al., 1992). 

• Criterios de inclusión de los controles: 

- Individuos caucásicos de origen no Ashkenazi. 

- Sujetos sin relación de parentesco con los pacientes de Parkinson incluidos en el grupo 

casos. 

- No presencia de alteraciones de tipo neurológico. 
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Por otra parte, para conocer la incidencia, en población general aragonesa, de las 

mutaciones más frecuentes responsables de la enfermedad de Gaucher, se incluyeron muestras 

de sangre de cordón umbilical, procedentes de un Biobanco. Se recogieron 647 muestras de 

recién nacidos anónimos, de los cuales sólo se conocía el género y la procedencia. La recolección 

de muestras se realizó durante el año 1997, en distintos centros de la comunidad autónoma de 

Aragón, concretamente en los hospitales San Jorge (Huesca),  Obispo Polanco (Teruel),  Hospital 

Clínico Universitario Lozano Blesa y Hospital Universitario Miguel Servet (Zaragoza).  Para la 

inclusión de las muestras de cordón umbilical en el estudio se establecieron los siguientes 

criterios: 

 

• Todos los recién nacidos sanos en los hospitales citados anteriormente, representativos de la 

población aragonesa, recogidos de manera consecutiva durante un periodo de 6 meses. 

• Se excluyeron los recién nacidos gemelos. 

 

Los tres grupos seleccionados presentaban las siguientes características: 

 

• Casos: formado por 112 pacientes con EP (66 varones y 46 mujeres). La mediana de edad 

fue de 70 años (amplitud intercuartil: 11,0). 

 

• Controles: 109 sujetos (47 varones y 59 mujeres). La mediana de edad fue de 69 años 

(amplitud intercuartil: 20,5). 

 

• Muestra de población general de la comunidad autónoma de Aragón: 647 recién nacidos 

anónimos (350 varones y 297 mujeres).  

  

Las características antropométricas, datos demográficos, clínicos, antecedentes personales, 

antecedentes familiares de EP u otras enfermedades neurológicas, para cada uno de  los 

participantes en el estudio de casos y controles, fueron obtenidos por especialistas en las áreas 

de Neurología, Hematología y Medicina de familia. Los datos se recogieron de manera 

uniforme a través del uso de cuestionarios estructurados elaborados por la Fundación Española 

para el Estudio y la Terapéutica de la Enfermedad de Gaucher (FEETEG) (Anexo VI). 

 

Se informó a los controles y a los pacientes, o a sus tutores, verbalmente y por escrito de 

los objetivos y metodología a seguir en este estudio, aceptando de manera voluntaria su 

participación en el mismo. Fue requisito indispensable para el estudio el consentimiento 
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informado y por escrito de todos los participantes en el estudio, autorizando el uso en 

investigación de las muestras de sangre periférica que les fueron extraídas (Anexo VII). 

 

Este estudio fue aprobado por el Comité de Ética del Instituto Aragonés de Ciencias de la 

Salud  (I+CS) de Zaragoza (España)  y la investigación fue llevada a cabo según los principios 

de la Declaración de Helsinki de la Asociación Medica Mundial y sus posteriores revisiones. 

 

3.1.2. Diseño del estudio 

 

En primer lugar se realizó una revisión bibliográfica exhaustiva de manera sistemática, 

haciendo uso de textos especializados y de las bases de datos ISI Web of Knowledge y Pubmed 

fundamentalmente. Se excluyeron aquellos artículos publicados en un idioma distinto al 

español o al inglés. 

 

Inicialmente se llevó a cabo la determinación de la frecuencia alélica de las mutaciones 

más frecuentes del gen GBA (N370S y L444P) en población general aragonesa, en 647 muestras 

de sangre de cordón umbilical. Tras este estudio previo, se planteó un estudio de casos y 

controles en pacientes diagnosticados de enfermedad de Parkinson en la Comunidad 

Autónoma de Aragón para analizar las dos mutaciones más frecuentes en población española 

(N370S, L444P) responsables de la EG, posteriormente se amplió el diseño al análisis por 

secuenciación de todo el gen GBA. 

 

Se diseñó un estudio observacional, que comenzó con la identificación de un grupo de 

casos y un grupo de controles (compuestos por individuos que cumplían los criterios de 

inclusión expuestos anteriormente para cada uno de los grupos). La determinación del tamaño 

de muestra se llevó a cabo mediante el software EPIDAT 3.1 (Servicio de Información sobre 

Saúde Pública, Xunta de Galicia; Área de Análisis de Salud y Sistemas de Información de Salud 

de la Organización Panamericana de la Salud) y se realizó durante la fase de diseño del estudio 

para establecer el número de sujetos que debían seleccionarse para participar en el mismo. El 

abanico de criterios susceptibles de ser considerados para efectuar este cálculo fue amplio, y la 

elección concreta que se hizo dependió, entre otras cosas, de la información bibliográfica de la 

que se disponía inicialmente y de las características del procedimiento estadístico utilizado para 

analizar los datos. Debe enfatizarse, sin embargo, que la determinación del tamaño de muestra 

mediante recursos computacionales formales tiene un carácter orientador. Los resultados han 
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de ser combinados con otros elementos cruciales a la hora de decidir un tamaño muestral, tales 

como los recursos materiales disponibles.  

 

Se estimó el tamaño de muestra conociendo los tamaños de muestra usados en trabajos 

similares (Eblan et al., 2006; Sato et al., 2005) y que, según el estudio realizado en población 

norteamericana por Lwin et al. (2004) (Lwin et al., 2004), se encontraron alteraciones en el gen 

GBA en el 21% de los sujetos con enfermedad de Parkinson, mientras que estas alteraciones 

alcanzaron un 4,5% en sujetos control. Asumiendo estos datos y el tipo de diseño de este 

estudio (casos y controles, grupos independientes), el tamaño estimado de muestra a estudiar, 

para una prueba bilateral con un control por caso (con un nivel de confianza del 95% y una 

potencia del 90%), sería de N=84; con corrección de Yates N=96. Por lo tanto planteamos la 

realización del estudio con: Casos: 100 pacientes afectos de EP; Controles: 100 sujetos sanos. 

 

Todos los procedimientos de extracción y procesamiento de las muestras en el laboratorio 

tienen la acreditación de calidad según la norma ISO 9001:2000. 

 

3.1.3. Obtención de la muestra 

 

Se recogieron muestras de sangre periférica de 112 pacientes de EP y 109 controles y 

sangre de cordón umbilical de 647 recién nacidos para la realización de los estudios expuestos 

en esta memoria. 

 

La extracción de sangre periférica se realizó mediante punción de la vena cubital de forma 

no traumática. Se extrajeron entre 15 y 20 mL de sangre venosa en tubos Vacutainer® (Becton 

Dickinson) que contenían sal dipotásica del ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) a una 

concentración de 1 mg/dL, como anticoagulante. Las muestras de sangre de cordón umbilical 

se obtuvieron en el momento puntual de producirse el corte del cordón umbilical de los recién 

nacidos. Se extrajeron entre 5 y 10 mL de sangre en tubos Vacutainer® (Becton Dickinson) con 

EDTA a una concentración de 1 mg/dL, como anticoagulante.  

 

Todas las muestras fueron codificadas durante la extracción, de modo que todos los 

estudios posteriores se realizaron de manera anónima. 
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Se separó el plasma de las células sanguíneas mediante centrifugación a 3500 r.p.m a 4ºC 

durante 10 min en una centrífuga Allegra® X-15R (Beckman Coulter). Las células sanguíneas se 

resuspendieron en disolución salina NaCl 0,9% (p/v) hasta alcanzar el volumen inicial, 

evitando de esta forma la modificación de la concentración inicial de los elementos formes. Se 

congelaron  a -20ºC para aislar posteriormente el DNA, o bien se procesaron inmediatamente.  

 

El plasma se alicuotó y se congeló a -80ºC.  

  

3.2. Métodos 

 

3.2.1. Obtención de DNA genómico 

 

Para la extracción de DNA genómico se utilizó el producto comercial “IllustraTM Nucleon 

Blood and Cell Culture Genomic DNA Extraction Kit” (GE Healthcare). Este procedimiento 

permite el aislamiento de DNA genómico de doble cadena a partir de diferentes tipos de 

muestras biológicas. En este caso concreto, se obtuvo a partir de leucocitos en muestras de 

sangre periférica y de cordón umbilical. Este método de extracción aporta diversas ventajas 

frente a las técnicas clásicas, puesto que se realiza un aislamiento rápido y eficiente obteniendo 

al mismo tiempo un elevado rendimiento, evitando pasos de extracción laboriosos que implican 

el uso de disolventes orgánicos o digestión con proteasas (Miller et al., 1988; Mullenbach et al., 

1989).  

 

El proceso de extracción del DNA genómico comenzó con la lisis específica de los 

eritrocitos de la muestra. Un segundo paso consistió en una etapa de digestión, en la cual se 

lisaron los leucocitos. Posteriormente se desproteinizó la muestra mediante precipitación salina, 

usando perclorato sódico. Las proteínas presentes como consecuencia de la degradación previa 

de las estructuras celulares fueron separadas del DNA genómico, que permaneció en 

disolución. Se realizó una extracción del DNA mediante la adición de cloroformo. Para la 

separación eficaz de las fases acuosa y orgánica se añadió una resina, cuya función fue la unión 

covalente a las proteínas y la formación una interfase semisólida que facilitó la separación de la 

fase acuosa, asegurando una buena recuperación de DNA. Finalmente, se precipitó  el DNA 

genómico y, tras la eliminación de sales con etanol al 70% (v/v), fue resuspendido en una 

solución tamponada (TE 1x) para su posterior uso o almacenamiento. La solución TE 1x actúa 



3. Materiales  y Métodos                                                                                                                                                                     n  

_______________________________________________________________________________________________________                                                                                                                                                 
 62                                                                                                                              Beatriz García Rodríguez – Tesis Doctoral    
 

como disolución amortiguadora y como agente de quelante de iones Ca2+ y Mg2+ inactivando 

las posibles DNAsas y RNAsas presentes. 

 

La figura 3.2 ilustra, de manera esquemática, el procedimiento para la extracción de DNA 

a partir de las muestras de sangre.  

 

FIGURA 3.2.  Esquema de la extracción de DNA. 
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3.2.1.1. Reactivos necesarios: 

 

• TE 1x (Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0):  se disolvieron 1,211 g de Trizma Base 

(Sigma) y 0,336 g de EDTA(Na)2 x 2H2O (Carlo Erba) en 900 mL de H20 destilada. Se ajustó 

la disolución a pH = 8,0 y se enrasó a 1 litro con H20 destilada. Una vez preparado se 

autoclavó durante 15 min a 121ºC, y posteriormente se almacenó a 4°C. 

 

• Reactivo A (10 mM Tris-HCl, 320 mM sacarosa, 5 mM MgCl2, 1% (v/v) Triton X-100, pH 

8,0): suministrado por la casa comercial concentrado 4x, por lo que se requirió la dilución 

del reactivo A (1x) con agua destilada estéril. Posteriormente se autoclavó durante 25 min a 

121ºC, 15 psi y se almacenó a 4°C. 

 

• Reactivo B: suministrado por la casa comercial. Se introdujo en un baño termostatizado a 

37°C para conseguir su disolución completa en los casos en lo que no se encontraba 

completamente disuelto para su uso. 

 

• Perclorato sódico 5M: suministrado por la casa comercial. 

 

• Cloroformo (Panreac). 

 

• Resina Nucleon: suministrada por la casa comercial. Se aseguró la completa disolución de la 

resina Nucleon antes de su uso. 

 

• Etanol absoluto (Carlo Erba). 

 

• Etanol al 70% (v/v). 

 

3.2.1.2. Procedimiento: 

 

1.  Las muestras de sangre se recolectaron en tubos con EDTA. La extracción de DNA 

genómico se realizó partir de sangre almacenada a una temperatura de 2 a 8ºC durante un 

corto periodo de tiempo o, en los casos en los que no fue posible procesar las muestras 

inmediatamente, las muestras de sangre se congelaron a -20°C después de su extracción, 
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por lo que fueron descongeladas a temperatura ambiente previamente a la extracción de 

DNA.  

2.  Se añadieron 7,5 mL de sangre total a un tubo de polipropileno de fondo cónico (Brand) 

de 50 mL, marcado previamente con el número de identificación correspondiente a  la 

muestra de sangre.  

3.  A continuación, se añadieron 4 volúmenes de reactivo A (1x) al tubo, en condiciones de 

esterilidad, y se mezcló en un agitador orbital (FALC F200) durante 10 min a temperatura  

ambiente. Transcurrido este tiempo, se centrifugaron en una centrífuga refrigerada 

modelo Allegra® X-15R (Beckman Coulter) a 1500 g durante 15 min.  

4.  Se eliminó el sobrenadante con una pipeta Pasteur, tomando la precaución de no perder 

el pellet formado en la parte inferior del tubo. 

5.  Se añadieron 2 mL de Reactivo B y se agitó mecánicamente (Biovortex V1, BioSan) 

durante 15 seg. En los casos en los que no se resuspendió el pellet, se introdujo el tubo en 

un baño termostatizado a 37°C hasta conseguir su resuspensión completa. Se transfirió el 

contenido a un tubo de polipropileno de fondo cónico (Brand)  de 15 mL. 

6.  Se añadieron 500 �L de perclorato sódico 5M y se agitó por inversión al menos 7 veces. 

7.  Se añadieron 2 mL de cloroformo y se agitó por inversión entre 7 y 10 veces. 

8.  Se dejó reposar el tubo hasta que se observó, de manera clara, la formación de dos fases. 

A continuación, se añadieron 300 �L de resina Nucleon y posteriormente, se centrifugó el 

tubo a 1300 g durante 3 min. 

Nota: En este paso fue importante extremar la precaución para no producir agitación, 

minimizando la contaminación debida proteínas presentes en la interfase. 

9.  Se transfirió el sobrenadante (fase acuosa) a un tubo de pared transparente (Deltalab) y se 

añadió el mismo volumen de etanol absoluto frío invirtiendo suavemente el tubo hasta 

que se observó la precipitación de hebras de DNA. Las hebras de DNA formadas se 

recogieron con ayuda de una pipeta Pasteur. 

10. El DNA se lavó en  500 �L de etanol al 70% (v/v) frío, para eliminar el exceso de sales. 

11. Posteriormente, se redisolvió el DNA en 300 �L TE 1x y se mantuvo el DNA en un 

agitador orbital durante 24 horas hasta su completa hidratación. 

12. El DNA aislado se almacenó congelado a –80ºC. 
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3.2.2. Cuantificación e integridad del DNA genómico 

 

Tras la hidratación y homogeneización de las muestras de DNA genómico extraído, se 

determinó su integridad, concentración y pureza. 

 

3.2.2.1. Análisis de la integridad del DNA en geles de agarosa: 

 

La integridad del DNA se estimó inicialmente por electroforesis horizontal, en geles de 

agarosa convencional (Ecogen) al 1% (Sambrook, 1989c). El tampón empleado tanto para la 

preparación de los geles como en las cubetas de electroforesis fue TAE 1x (Tris-acetato 40 mM, 

EDTA 1 mM pH 8,0). Para visualizar el DNA, se añadió bromuro de etidio (Sigma) al gel, 

alcanzando una concentración final  de 0,5 µg/mL. 

 

Las muestras aplicadas al gel contenían 1 µL de cada una de las muestras de DNA y 2 µL 

tampón de carga (25% Ficoll 400 (Sigma), 0,25% Azul de bromofenol (Sigma) y dH20; diluido 1:5 

en TAE 1x). Además de las muestras, se cargó en uno de los pocillos 1 µL marcador de peso 

molecular y concentración conocidos “High Mass Ladder” (Invitrogen, rango 1000-10000 pb) 

mezclado con 2 µL tampón TAE 1x. 

 

La electroforesis se llevó a cabo durante 30 min a 90V. Se visualizaron las bandas en un 

transiluminador Gel Doc 2000 (Bio-Rad) de luz ultravioleta (λ= 302 nm) con la ayuda de la 

herramienta informática MultiAnalyst v.1.1 (Bio-Rad). 

 

La integridad del DNA se estimó observando la intensidad de fluorescencia emitida por 

el bromuro de etidio intercalado entre las bases de  DNA cuando fue irradiado con luz 

ultravioleta; esta emisión fue directamente proporcional a la cantidad total de DNA (figura  3.3). 

 

FIGURA 3.3.  Análisis de la integridad del DNA mediante electroforesis. 

 

 

 

 

 

Los pocillos 1 a 8 contienen muestras de DNA.  El marcador de peso 
molecular  se cargó en el pocillo 9. 
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3.2.2.2. Cuantificación espectrofotométrica de la concentración de DNA: 

 

Todos los ácidos nucleicos, por el hecho de estar constituidos por bases nitrogenadas, 

presentan un máximo de absorción a una �=260 nm. Las proteínas, sin embargo, presentan un 

máximo de absorción característico a 280 nm debido a la presencia de aminoácidos aromáticos 

en su estructura. 

 

La cuantificación de DNA en las muestras se realizó mediante espectrofotometría con el 

espectrofotómetro NanoVue (GEHealthcare), midiendo la absorbancia a �=260nm. La 

concentración se obtuvo teniendo en cuenta que la unidad de absorbancia a 260 nm para el 

DNA de doble cadena es de 50 µg/mL. 

 

Se calculó la pureza de las muestras de DNA mediante el cociente de absorbancias 

A260/A280, determinando la relación de ácidos nucleicos y proteínas en cada muestra. Una 

relación A260/A280 de 1,8 indica una máxima pureza del DNA. Por el contrario, un ratio 

A260/A280 inferior a 1,8 es indicativo de la existencia de un exceso de proteínas en disolución, 

mientras que un valor superior a 1,8 refleja la presencia de RNA en la muestra. 

 

En los casos en que esta relación no estuvo comprendida entre 1,8 y 2,0 se procedió a su 

purificación mediante una extracción con fenol-cloroformo. 

 

Por último, las muestras se llevaron a una concentración de trabajo de 100 ng/µL con 

tampón TE 1x. 

 

3.2.3. Purificación del DNA genómico con fenol-cloroformo 

 

Las muestras de DNA en las que el cociente A260/A280 no estaba comprendido entre 1,8 

y 2,0 se purificaron con fenol:cloroformo. 

 

Se añadieron 250 µL de fenol saturado con Tris-HCl 0,1 M pH 8,0 sobre 250 µL de DNA a 

purificar. Se mezcló por inversión y se centrifugó en una ultracentrífuga Spectrafuge 24D 

(Labnet) a 12.000 r.p.m durante 10 min. 
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Se transfirió la fase superior acuosa a otro tubo y se añadieron 125 µL de SEVAC 

(cloroformo:alcohol isoamílico en proporción 24:1 (Carlo Erba) y 125 µL de fenol saturado con 

Tris-HCl. Se agitó y se centrifugó en las mismas condiciones. 

 

Posteriormente, el sobrenadante  se transfirió a otro tubo y se añadieron 250 µL de 

SEVAC.  Se mezcló por inversión y se centrifugó de igual modo que en los pasos anteriores. 

 

Finalmente, se recogió el sobrenadante y se añadió 1/3 del volumen de acetato amónico 

10 M (Carlo Erba) con el objetivo de aumentar la concentración salina y se precipitó el DNA por 

adición de 2 volúmenes de etanol absoluto frío invirtiendo suavemente. El DNA obtenido se 

recogió con ayuda de una pipeta  Pasteur y se lavó en etanol al 70% (v/v) frío. Se resuspendió 

en 250 �L de solución tamponada TE 1x en un agitador orbital durante varias horas a 

temperatura ambiente. 

 

3.2.4. Amplificación de fragmentos mediante la técnica de reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) 

 

Se procedió a la amplificación de las regiones específicas a estudiar mediante reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR). 

 

La reacción en cadena de la polimerasa es una técnica que permite la amplificación in vitro 

de un segmento específico de DNA situado entre dos oligonucleótidos que sirven como 

cebadores para una serie de reacciones de síntesis catalizadas por una DNA polimerasa (Mullis 

et al., 1986; Mullis and Faloona, 1987; Saiki et al., 1985). 

 

Los componentes de la reacción de PCR se optimizaron específicamente para cada 

fragmento de DNA amplificado y se indican más adelante. 

 

3.2.4.1 Diseño de cebadores para la amplificación del DNA: 

 

El correcto diseño de las parejas de cebadores utilizadas para la amplificación de un 

fragmento de DNA genómico por PCR constituyó un punto esencial para la obtención de un 

producto altamente específico. 
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Los cebadores (Invitrogen) empleados se diseñaron mediante el programa informático 

Oligo v.6.0 (MBI). Las secuencias genómicas de los genes se obtuvieron de la base de datos 

Ensembl (Disponible en: www.ensembl.org, [consultado 16/03/07]). 

 

Tras el diseño de los cebadores, se realizó una búsqueda en las bases de datos de 

secuencias disponibles en la web mediante el programa BLAST 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi, [consultado 19/03/07]), comprobando que 

ninguna de las secuencias de los cebadores presenta homología importante con otra región del 

genoma humano, evitando de este modo, la amplificación de regiones no deseadas. 

 

En las tablas 3.1 y 3.2 se especifican los cebadores utilizados para la amplificación. 

 

TABLA 3.1. Cebadores empleados para amplificar el gen GBA completo, un fragmento del 

gen GBA y un fragmento del 4º exón del gen apoE. 

 

 
ID 

 

Código 
Ensembl Secuencia cebadores Tamaño 

(pb) 

Gen 
GBA 

ENSG0000
0177628 

D:5´CTGCATCTGATGATGAAACAAGGG
ACGCTGCAGAG3´ 

R:5´TCCCTGAGACAGATACTGGCCCTG
GTGACAGTGG3´ 

7200 

Gen 
GBA 

ENSG0000
0177628 

D: 5’CCTGCTGTGCCCTCTTTAGTCAC 3’ 
R:5´GGGGGTGGTGGTTCATGTAT3´ 

1954 

Gen 
apoE 

ENSG0000
0130203 

D: 5’GCGGGCACGGCTGTCCAA3’ 
R: 5’ Biot-GCACGCGGCCCTGTTCCAC3’ 

305 

ID: Identificación de los fragmentos amplificados; códigos de acceso de la secuencia del gen GBA y apoE 
en la base de datos Ensembl; secuencia de los cebadores directo (D) y reverso (R); tamaño del producto 
amplificado (pb). 
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TABLA 3.2. Características de los cebadores empleados  

para la amplificación de los exones del gen GBA. 

 

ID 
fragmento 

amplificado  
Secuencia cebadores Tamaño 

(pb) Tm 

Exón 1A 
D: 5´CTCCAGAGTTTTATAGGGCA3´ 
R: 5´AGGATAGAGGATCCACTAAA3´ 

220 58ºC 

Exón 1B 
D: 5´TTTTTGTTTAGTGGATCCTC3´ 

R: 5´TCCAGTGCCAGGATTCCAGA3´ 
163 58ºC 

Exón 2 
D: 5´AGGAGAGTAGTTGAGGGGTG3´ 
R: 5´AGGGAGGCTCTGTGCTACCT3´ 

193 64ºC 

Exón 3 
D: 5´TGTCCATTCTCCATGTCTTCAT3´ 
R: 5´CATTTACCTCTAGGAGGACCC3´ 

305 58ºC 

Exón 4 
D: 5´AGTTTCCCGCTGGGTACTGAT3´ 

R:5´AAATGAAGAGTTTCAATGGCTCT3´ 
243 59ºC 

Exón 5 
D: 5´GCAGAGTCCCATACTCTCCTA3´ 

R: 5´TACCCTACAGTTTCTCAACC3´ 
257 58ºC 

Exón 6 
D: 5´GTGTTCCAACTCTGGGTGCT3´ 
R: 5´TAAATGGGAGGCCAGTCCTG3´ 

266 58ºC 

Exón 7 
D: 5´GGTCTGGTCCACTTTCTTGG3´ 

R: 5´TTTGGATGCTGGATTTGAAGG3´ 
338 58ºC 

Exón 8 
D: 5´AGAAGCCTGTGTGCAAGGTCC3´ 
R: 5´AGTAAGAGGTCTGAGGTCTGC3´ 

323 60ºC 

Exón 9 
D: 5´CCAGTGTTGAGCCTTTGTCT3´ 

R: 5´ GAGATGATAGGCCTGGTATG3´ 
250 58ºC 

Exón 10 
D: 5´AGATGAGGGTTTCATGGGAGG3´ 
R: 5´CCCACCGCTGTCTTCAGCCCA3´ 

223 62ºC 

Exón 11 
D: 5´TGCCAGTCAGAAGAACGACC3´ 
R: 5´GCTGTGCCCTCTTTAGTCAC3´ 

260 58ºC 

ID: Identificación de los fragmentos  amplificados del gen  GBA; secuencia de cebadores  directo  (D)  y 
reverso (R); tamaño del producto amplificado (pb) y temperatura de hibridación (Tm) de los cebadores. 

 

3.2.4.2 Amplificación del gen completo de la glucocerebrosidasa (GBA): 

 

Se diseñó la amplificación para el gen GBA completo (7,2 Kb) mediante reacción de PCR 

larga, con la enzima Expand Long Template PCR System (Roche) con actividad a prueba de 

errores, de manera que se  realizó la búsqueda de grandes deleciones eliminando a su vez la 

presencia de un seudogén de alta homología con el gen estructural. 
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La enzima Expand Long Template PCR System contiene Taq DNA Polimerasa 

termoestable y Tgo DNA Polimerasa termoestable con actividad 3´-5´ exonucleásica y está 

almacenada en un tampón constituido por 20 mM Tris-HCl (pH=7,5), 100 mM KCl, 1mM 

ditiotreitol (DTT), 0,1mM EDTA, 0,5% Nonidet P40 (v/v),  0,5% Tween 20 (v/v), 50% glicerol 

(v/v). El tampón 10x contiene 17,5 mM MgCl2. 

 

Para la amplificación del gen GBA completo se siguió una estrategia basada en una 

reacción de PCR “Hot Start” que evitó el comienzo de la amplificación antes la separación 

completa de las hebras que constituyen la doble cadena de DNA. De esta manera, se aseguró la 

máxima especificidad en la reacción. Para ello, se añadió la polimerasa una vez que el bloque 

térmico alcanzó la temperatura de desnaturalización evitando la amplificación del DNA al paso 

por la temperatura de extensión óptima de la enzima. 

 

Los cebadores empleados para la reacción de PCR han sido descritos anteriormente, y 

están detallados en la tabla 3.1.  

 

Las condiciones térmicas utilizadas para la amplificación del gen GBA mediante reacción 

de PCR se indican en la tabla 3.3. 

 

TABLA 3. 3. Condiciones térmicas utilizadas 

para la amplificación del gen GBA. 

 

ETAPA TEMPERATURA TIEMPO CICLOS 

Desnaturalización 
inicial 94 ºC 2 min 1 

Desnaturalización 
 
Hibridación y 
elongación 

94ºC 
 

68ºC 

20 seg 
 

6 min 
10 

Desnaturalización 
 
Hibridación y 
elongación 

94ºC 
 

68ºC 

20 seg 
 

7 min + 
20 seg en 
cada ciclo 
sucesivo 

20 

Elongación final 68ºC 10 min 1 

Enfriamiento 4ºC �  
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La reacción de PCR se llevó a cabo en un termociclador 2720 (Applied Biosystems). 

 

Cada una de las amplificaciones se preparó en un volumen final de 50 µL. Las cantidades 

y concentraciones finales de los reactivos utilizados para cada amplificación se muestran en la 

tabla 3.4. 

 

TABLA 3.4. Cantidad y concentración de los reactivos utilizados  

para la amplificación del gen GBA. 

 

REACTIVO 
CANTIDAD 

(µµµµL) 
CONCENTRACIÓN 

 FINAL 

dH2O estéril 33,25 µL  

Tampón 10x 5 µL 1x 

dNTPs (2 mM) 4 µL 160 µM  

Cebador directo (10µµµµM) 1,5 µL 300 nM 

Cebador reverso (10 µµµµM) 1,5 µL 300 nM 

Expand Long Template 
PCR System (5 U/µµµµL) 0,75 µL 0,075 U/µL 

DNA genómico (50 ng/µµµµL) 4 µL 4 ng/µL  

  

3.2.4.3 Amplificación de un fragmento del gen de la glucocerebrosidasa (GBA): 

 

Se diseñó la amplificación de un fragmento del gen GBA que comprendía parte del exón 8, 

los exones 9 y 10 y parte del exón 11 del gen GBA (1954 pb), necesario para realizar 

posteriormente el barrido de las mutaciones N370S y L444P mediante pirosecuenciación. Los 

cebadores empleados para la reacción de amplificación por PCR fueron descritos anteriormente, 

y se recogieron en la tabla 3.1. Estos cebadores se diseñaron para evitar la amplificación del 

seudogén, de alta homología con el gen estructural. 

 

La reacción de amplificación por PCR se llevó a cabo con la enzima Ecotaq DNA 

Polimerasa (Ecogen), cuyas características principales son la termoestabilidad y la actividad 

exonucleásica 5´-3´. El tampón 10x y MgCl2 50mM para esta enzima fueron proporcionados por 

el fabricante. La reacción de PCR se preparó en un volumen final de 10 µL en las condiciones 

indicadas en la tabla 3.5. 
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TABLA 3.5. Cantidad y concentración de los reactivos utilizados para la amplificación de un 

fragmento de 1954 pb del gen GBA. 

 

REACTIVO CANTIDAD (µµµµL) 
CONCENTRACIÓN 

 FINAL 

dH2O estéril 6,775 µL  

Tampón 10x 1 µL 1x 

dNTPs (2 mM) 1 µL 200 µM  

MgCl2 (50 mM) 0,3 µL 1,5 mM 

Cebador directo  
(10 µµµµM) 0,2 µL 200 nM 

Cebador reverso  
(10 µµµµM) 0,2 µL 200 nM 

Ecotaq DNA 
Polimerasa (5 U/µµµµL) 0,025 µL 0,013 U/µL 

DNA genómico  
(50 ng/µµµµL) 0,5  µL 2,5 ng/µL  

 

Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo en los termocicladores 2720 y Veriti 

(Applied Biosystems). 

 

El  programa térmico utilizado se muestra a continuación: 

 

 

 

 

3.2.4.4 Amplificación de las regiones adyacentes a las mutaciones N370S y L444P del gen 

GBA:  

 

Se diseñaron amplificaciones para los fragmentos del gen GBA que contenían las 

mutaciones N370S y L444P, situadas en los exones 9 y 10 del gen GBA respectivamente, a partir 

del producto de 1954 pb previamente amplificado. La amplificación de los fragmentos 

adyacentes a las mutaciones N370S y L444P del gen GBA se realizó mediante “Nested PCR” o 

PCR anidada, que consistió en la realización de dos amplificaciones consecutivas. En primer 

lugar se amplificó un fragmento del gen GBA, tal y como se indica en el apartado 3.2.4.3, y 

posteriormente se realizó una segunda amplificación empleando como molde una alícuota del 

producto de PCR obtenido en la primera. En la segunda ronda de PCR se utilizaron dos nuevos 

35 ciclos

94ºC 2 min 94ºC 20 seg 60ºC 30 seg 72ºC 2 min 72ºC 5 min 4ºC �

35 ciclos

94ºC 2 min 94ºC 20 seg 60ºC 30 seg 72ºC 2 min 72ºC 5 min 4ºC �
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cebadores para cada fragmento a amplificar (tabla 3.6), que hibridan en una región interna del 

producto obtenido en la primera ronda de PCR, consiguiendo la amplificación especifica de 

estos fragmentos. Los cebadores reversos utilizados para conseguir la amplificación contenían 

biotina, condición necesaria para realizar posteriormente la pirosecuenciación. 

 

TABLA 3.6. Cebadores utilizados para la amplificación de los fragmentos  

adyacentes a las mutaciones N370S y L444P del gen GBA. 

 

MUTACIÓN CEBADORES 
Tamaño 

del 
producto 

N370S 
D : 5´TCTTTGCCTTTGTCCTTACCC 3’ 
R_Biot:5’AAGTGGCCAAGGTGGTAGAA 3’ 

 
185 

L444P 
D : 5’ GTTCCCACATTCAGCAAGTTCA 3’ 

R_Biot : 5’CACCGGTTTAGCACGAC3’ 
134 

 

Cada amplificación fue optimizada con el fin de obtener la mayor cantidad y especificidad 

de producto posible. Para ello, se calcularon las temperaturas de reconocimiento de secuencias 

complementarias para cada par de cebadores. 

 

Se obtuvieron productos con tamaños de 185 y 134 pb, donde las mutaciones a identificar 

tenían una localización céntrica en el fragmento amplificado. La reacción de amplificación por 

PCR se llevó a cabo con la enzima Ecotaq DNA Polimerasa (Ecogen). El tampón 10x y MgCl2 

50mM para esta enzima fueron proporcionados por el fabricante.  

 

La reacción de PCR se preparó en un volumen final de 20 µL en las condiciones indicadas 

en la tabla 3.7. 

 

 

TABLA 3.7. Cantidad y concentración de los reactivos empleados para amplificar los 

fragmentos adyacentes a las mutaciones N370S y L444P. 

 

REACTIVO CANTIDAD (µµµµL) 
CONCENTRACIÓN 

 FINAL 
dH2O estéril 13,5 µL  

Tampón 10x 2 µL 1x 

dNTPs (2 mM) 2 µL 200 µM  

MgCl2 (50 mM) 0,6 µL 1,5 mM 
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REACTIVO CANTIDAD (µµµµL) 
CONCENTRACIÓN 

 FINAL 
Cebador directo 
N370S (10 µµµµM) 0,2 µL 

100 nM 
 

Cebador reverso 
Biot N370S (10 µµµµM) 0,2 µL 100 nM 

Cebador directo  
L444P (10 µµµµM) 0,2 µL 100 nM 

Cebador reverso  
Biot L444P (10 µµµµM) 0,2 µL 100 nM 

Ecotaq DNA 
Polimerasa (5 U/µµµµL) 0,1 µL 0,025 U/µL 

 

Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo en los termocicladores 2720 y Veriti 

(Applied Biosystems). 

 

El  programa térmico que se utilizó fue el siguiente: 

 

 

 

 

 

3.2.4.5 Amplificación de exones del gen GBA para su posterior secuenciación: 

 

Para el análisis del gen GBA completo mediante secuenciación automática se amplificaron 

los 11 exones y las uniones exón-intrón a partir del producto amplificado por PCR larga, 

previamente diluido 1:100, 1:200 ó 1:300 en función de su concentración. Se realizó una PCR 

anidada, reduciendo de este modo los problemas derivados de amplificaciones inespecíficas de 

material genómico. 

 

Se diseñaron amplificaciones para los distintos exones del gen GBA. Los cebadores 

empleados para la reacción de PCR fueron los descritos en el apartado 3.2.4.1 de este capítulo. 

 

La reacción de amplificación por PCR se preparó en un volumen final de 20 µL y se llevó a 

cabo con la enzima Ecotaq DNA Polimerasa (Ecogen), tampón 10x y MgCl2 50mM 

proporcionados por el fabricante, según las condiciones descritas en la tabla 3.8. 
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TABLA 3.8. Cantidad y concentración de los reactivos utilizados  

para la amplificación de los exones del gen GBA. 

 

REACTIVO 
CANTIDAD 

(µµµµL) 
CONCENTRACIÓN 

 FINAL 

dH2O estéril 11,8 µL  

Tampón 10x 2 µL 1x 

dNTPs (2 mM) 2 µL 200 µM  

MgCl2 (50 mM) 1 µL 2,5 mM 

Cebador directo (10 µµµµM) 0,5 µL 250 nM 

Cebador reverso (10 µµµµM) 0,5 µL 250 nM 

Ecotaq DNA  
Polimerasa (5 U/µµµµL) 0,2 µL 0,05 U/µL 

 

Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo en los termocicladores 2720 y Veriti 

(Applied Biosystems). 

 

El programa térmico que se utilizó para la amplificación de los exones del gen GBA se 

muestra a continuación. Fue idéntico para cada uno de los exones a excepción de la temperatura 

de hibridación (Tm), que se detalló en la tabla 3.2: 

 

3.2.4.6 Amplificación de la región adyacente a la variante c.(-203)A>G del gen GBA: 

 

Se amplificó mediante PCR la región que comprendía esta variante. La secuencia 

genómica del gen se obtuvo de la base de datos Ensembl (www.ensembl.org). Los cebadores 

utilizados (Invitrogen) se diseñaron mediante el programa informático Oligo v.6.0 (MBI). Las 

secuencias de los cebadores empleados para amplificar el fragmento de 278 pb son las que se 

describen a continuación: 

 

D: 5’-GCACAGTGAAGTTTTTTTTTTTAA-3’ 

R: 5’-CACATGACACAGGAAGTGAGGTG*A -3’ 
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El análisis de la variante c.(-203)A>G se realizó mediante digestión con enzimas de 

restricción. La variante c.(-203)A>G, con respecto a la secuencia silvestre, no produce ninguna 

alteración que permita ser reconocida por las enzimas de restricción disponibles en el mercado. 

Por ello, se diseñó una amplificación por PCR en la que se empleó un cebador degenerado 

adyacente al nucleótido supuestamente mutado (*la secuencia del cebador reverso que aparece 

subrayada se corresponde con el fragmento donde se ha introducido la degeneración). El 

cambio de nucleótido introducido por el cebador en el fragmento amplificado permitió la 

creación artificial de un sitio de digestión para la enzima de restricción BclI en presencia del 

alelo silvestre. De esta manera, la variante se puede analizar por digestión del fragmento del 

gen amplificado por PCR, en función de la longitud de los fragmentos de restricción generados.  

 

La reacción de amplificación por PCR se preparó en un volumen final de 20 µL y se llevó a 

cabo con la enzima Ecotaq DNA Polimerasa (Ecogen), tampón 10x y MgCl2 50mM 

proporcionados por el fabricante, según las condiciones mostradas en la tabla 3.9. 

 

TABLA 3.9. Cantidad y concentración de los reactivos utilizados para la amplificación de la 

región adyacente a la variante c.(-203)A>G del gen GBA. 

   

REACTIVO 
CANTIDAD 

(µµµµL) 
CONCENTRACIÓN 

 FINAL 

dH2O estéril 12,5 µL  

Tampón 10x 2 µL 1x 

dNTPs (2 mM; dITP) 2 µL 200 µM  

MgCl2 (50 Mm) 0,5 µL 1,25 mM 

Cebador directo (10 µµµµM) 0,4 µL 200 nM 

Cebador reverso (10 µµµµM) 0,4 µL 200 nM 

Ecotaq DNA Polimerasa 
(5 U/µµµµL) 0,3 µL 0,075 U/µL 

DNA genómico  
(50 ng/µµµµL) 2 µL 5 ng/µL 
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Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en los termocicladores 2720 y Veriti (Applied 

Biosystems) usando el siguiente programa de temperatura: 

 

 

3.2.4.7 Amplificación de un fragmento del exón 4 del gen de la apolipoproteína E (apoE): 

 

Se amplificó una región del gen apoE que comprendía los codones 112 y 158 de la 

apolipoproteína E, que determinan las tres isoformas de la proteína: ε2, ε3 y ε4. Los cebadores 

empleados para la reacción de PCR se describieron en el apartado 3.2.4.1. El cebador reverso 

utilizado para conseguir la amplificación contenía biotina, condición necesaria para realizar 

posteriormente la pirosecuenciación. 

 

Para llevar a cabo la reacción de amplificación por PCR se utilizó Taq DNA Polimerasa 

(Ecogen), tampón 10x y MgCl2 50mM proporcionados por el fabricante. Además de los 

desoxinucleótidos trifosfato (dNTPs) habituales, se añadió desoxiinosina trifosfato (dITP), 

análogo de desoxiguanina trifosfato, que aparea más débilmente con la citosina, de manera que 

se reducen compresiones generadas por la presencia de estructuras secundarias. Se utilizó 

dimetil sulfóxido (DMSO) como agente coadyuvante, que favorece la amplificación de moldes 

ricos en GCs o con alto grado de estructura secundaria al disminuir la Tm del DNA molde.  

 

La reacción de amplificación por PCR del fragmento de 305 pb, que comprende los 

polimorfismos de interés, se realizó en un volumen final de 20 µL y bajo las condiciones 

recogidas en la tabla 3.10. 

 

TABLA 3.10. Cantidad y concentración de los reactivos utilizados para la amplificación de un 

fragmento del exón 4 del gen apoE. 

   

REACTIVO 
CANTIDAD 

(µµµµL) 
CONCENTRACIÓN 

 FINAL 

dH2O estéril 12,5 µL  

Tampón 10x 2 µL 1x 

dNTPs (2 mM; dITP) 2 µL 200 µM  
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REACTIVO 
CANTIDAD 

(µµµµL) 
CONCENTRACIÓN 

 FINAL 

MgCl2 (50 mM) 0,6 µL 1,5 mM 

Cebador directo (10 µµµµM) 0,4 µL 200 nM 

Cebador reverso  
Biot (10 µµµµM) 0,4 µL 200 nM 

DMSO (5%) 1 µL  

DNA genómico  
(50 ng/µµµµL) 1 µL 2,5 ng/µL 

Ecotaq DNA  
Polimerasa (5 U/µµµµL) 0,1 µL 0,025 U/µL 

  

 

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en los termocicladores 2720 y Veriti (Applied 

Biosystems) con el siguiente programa térmico mostrado a continuación: 

 

 

 

3.2.5. Electroforesis de los productos amplificados mediante PCR 

 

Los productos obtenidos por PCR fueron sometidos a electroforesis para comprobar la 

eficiencia y especificidad de la amplificación mediante la obtención por PCR de una única 

banda de tamaño adecuado. Se realizó una electroforesis en gel de agarosa de una alícuota de 

cada amplicón y una alícuota de marcador de tamaño molecular (figura 3.4).  
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FIGURA 3.4. Electroforesis de los amplicones obtenidos mediante PCR. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En cada panel se muestran los resultados de la electroforesis para las amplificaciones mediante PCR: 

A) Gen GBA. El primer pocillo contiene el marcador de peso molecular  “High Mass Ladder” (M). En los pocillos marcados de 1 a 5 
se observan las amplificaciones del gen GBA completo (7,2 Kb) para distintas muestras. 
B) Exones 1B y 3 del gen GBA. En los pocillos marcados de 1 a 4 se muestran amplificaciones del exón 1B del gen GBA (163 pb), 
mientras que en los pocillos marcados de 5 a 8 se observan amplificaciones del exón 3 del gen GBA (305 pb). El primer pocillo 
contiene el marcador de peso molecular “Low Mass Ladder” (M). 
C) Fragmentos adyacentes a las mutaciones N370S y L444P. En los pocillos 1, 2, 4, 5, 6 y 7 se observan amplificaciones de los 
fragmentos adyacentes a las mutaciones N370S y L444P del gen GBA de 185 y 164 pb respectivamente. El pocillo 3 contiene el 
marcador de peso molecular “Low Mass Ladder” (M). 
D) Fragmento del 4º exón del gen apoE. La calle 5 contiene el marcador de peso molecular  “Low Mass Ladder” (M). En los pocillos 
1, 2, 3, 4, 6 y 7 se observan las amplificaciones del fragmento de 305 pb del gen apoE para diferentes muestras. 

 

Para llevar a cabo la electroforesis horizontal, se utilizaron geles de agarosa convencional 

(Ecogen) o agarosa Nusieve® GTG® (Lonza) a diversos porcentajes (1-3%) en TAE 1x, 

conteniendo bromuro de etidio a una concentración final  de de 0,5 µg/mL. Para comprobar la 

eficiencia y especificidad de la amplificación de las zonas anexas a las mutaciones N370S y 

L444P del gen GBA se utilizaron geles de agarosa Nusieve® GTG® al 3%. Para comprobar la 

amplificación del gen GBA, se utilizaron geles de agarosa convencional al 1%, mientras que en 

el resto de los casos se usaron geles de agarosa convencional al 2%. Los porcentajes de agarosa 

utilizados en cada caso se adecuaron en función del tamaño de los fragmentos amplificados.  

 

Las muestras aplicadas al gel contenían 2 µL de cada uno de los productos amplificados 

mezclados con 2 µL tampón de carga. Además de las muestras se cargó también una alícuota de 

1 µL marcador de peso molecular  “Low Mass Ladder” (Invitrogen, rango: 100-2000 pb) o “High 
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Mass Ladder” (Invitrogen, rango: 1000-10000 pb) en función del tamaño del fragmento 

amplificado. 

 

Las electroforesis se realizaron se realizaron en una cubeta SCIE-PLAS con tampón de 

electroforesis TAE 1x, aplicando un voltaje constante de 90 V durante 30 min. Se visualizaron 

los fragmentos amplificados en un transiluminador Gel Doc 2000 de luz ultravioleta (λ= 302 

nm), tal como se especifica en el apartado 3.2.2.1. 

 

3.2.6. Análisis de la variante c.(-203)A>G mediante digestión con enzimas de restricción 

 

Se empleó la digestión con enzimas de restricción para determinar el genotipo de los 

sujetos control en relación a la variante conocida c.(-203)A>G (g. 1256A>G). El mapa de 

restricción de los fragmentos de DNA se analizó haciendo uso del software FastPCR 

(Universidad de Helsinki). 

 

El análisis de la variante c.(-203)A>G se llevó a cabo mediante la digestión del producto 

de PCR de 278 pb con la enzima de restricción BclI (New England Biolabs), tras la amplificación 

de la zona adyacente a la variante c.(-203)A>G, tal y como se describe en el apartado 3.2.4.6. La 

presencia del alelo silvestre (alelo A), el fragmento de 278 pb amplificado presenta una diana 

para la  enzima BclI de manera que la digestión del producto amplificado con BclI genera 2 

fragmentos de 252 y 26 pb. Este sitio de reconocimiento no existe cuando la secuencia contiene 

el alelo mutado (alelo G).  

 

Dadas las propiedades de la enzima, se realizó la digestión por incubación de un volumen 

final de 40 µL que contenía: 10 µL de producto de PCR, 3 µL de la enzima BclI 10 U/µL en las 

condiciones de concentración salina óptimas para la actividad de dicha enzima, según las 

recomendaciones del fabricante: 4 µL tampón NE Buffer 3 (pH 7,9, 25ºC; 50 mM Tris-HCl, 10 

mM MgCl2, 100 mM NaCl y 1 mM DTT) y 23 µL de H2O. La digestión se llevó a cabo incubando 

en baño seco a 50ºC durante 3 horas. 

 

Los productos de la digestión se analizaron mediante electroforesis vertical en geles de 

poliacrilamida (Sambrook, 1989a, b), que posteriormente se visualizaron en un transiluminador 

Gel Doc 2000 de luz ultravioleta (λ= 302 nm). 
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Se utilizaron geles de poliacrilamida de 20x20 cm, utilizando separadores de 1,5 mm, cuya 

composición se especifica en la tabla 3.11.  

 

TABLA 3.11. Composición de los geles de poliacrilamida  

para el análisis de la variante c.(-203)A>G. 

 

         8% 

Acrilamida:bisacrilamida (Bio-Rad) al 30% (29:1) 14,6 mL 

TBE 10x 5,5 mL 

H2O desionizada 34,5 mL 

Persulfato amónico 10% 400 µL 

N-N,N´,N´-tetrametilendiamina (TEMED) (Sigma) 20 µL 

 

 

Se mezclaron 10 µL del producto de la digestión con BclI a analizar con 10 µL de tampón 

de carga. En uno de los pocillos del gel se cargó una alícuota de marcador de peso molecular 

“Low Mass Ladder” (Invitrogen, rango: 100-2000 pb). La electroforesis se realizó mediante el 

sistema de electroforesis vertical Mini-PROTEAN® Tetra System (Bio-Rad) con tampón de 

electroforesis TBE 1x (Trizma Base 0,089 M, ácido bórico 0,089 M, EDTA 20 mM pH 8,0), 

manteniendo una intensidad de corriente constante de 20 mA durante 1 hora. Finalizada la 

electroforesis, los geles se tiñeron durante 20 min en TBE 1x con bromuro de etidio a una 

concentración final  de 0,5 µg/mL, y se destiñeron en TBE 1x durante 5 min. 

 

Este procedimiento permitió diferenciar entre individuos homocigotos AA, heterocigotos 

y homocigotos GG según el patrón de bandas observado en la electroforesis (figura 3.5). Si el 

sujeto es homocigoto para el alelo mutado G, no se produce escisión en el fragmento 

amplificado y se observa una banda de 278 pb. En caso de que el individuo sea homocigoto 

para el alelo salvaje A, el producto amplificado se fragmenta en 2, 252 y 26 pb. Si se trata de un 

sujeto heterocigoto se observan 3 bandas de 278, 252 y 26 pb. 
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FIGURA 3.5. Análisis de la variante c.(-203)A>G mediante  

digestión con la enzima de restricción BclI. 

 

 

 

 

 

 

 
Los pocillos 1 y 2 contienen muestras de individuos homocigotos para el alelo A, cuyo patrón de bandas es de 252 + 26 pb (no 
visible en las condiciones de electroforesis utilizadas). Los pocillos 3 y 4 contienen muestras individuos con genotipo AG, cuyo 
patrón de bandas es de 278 + 252 + 26 pb (no visible en las condiciones de electroforesis utilizadas). No encontramos ningún 
individuo con genotipo GG. El pocillo 5 contiene el marcador de peso molecular “M; Low DNA Mass Ladder”. 

 

3.2.7. Análisis de las mutaciones N370S y L444P en el gen GBA y genotipo del gen apoE 

mediante pirosecuenciación 

 

La pirosecuenciación es un método de secuenciación por síntesis, donde el pirofosfato 

liberado como resultado de la incorporación sucesiva de nucleótidos se detecta mediante una 

cascada de reacciones enzimáticas que conduce finalmente a la emisión de luz (figura 3.6) 

(Ahmadian et al., 2000; Nyren, 2007; Ronaghi et al., 1996; Ronaghi et al., 1998). 

 

FIGURA 3.6. Esquema del análisis mediante pirosecuenciación. 
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En un primer paso, se incubó el cebador de secuenciación con las enzimas DNA 

polimerasa, ATP sulfurilasa, luciferasa y apirasa. Este  cebador de secuenciación hibridó con la 

cadena sencilla de DNA molde. A continuación, se produjo la dispensación secuencial de 

nucleótidos. En los casos donde existía complementariedad de secuencia, la enzima DNA 

polimerasa incorporó el nucleótido a la cadena naciente generando la liberación de un grupo 

pirofosfato (PPi), en cantidad equimolar a cantidad nucleótido incorporado. Este PPi liberado 

fue usado por la enzima sulfurilasa para producir una molécula de adenosín trifosfato (ATP) en 

presencia de adenosin-5-fosfosulfato (APS). El ATP, a su vez, fue utilizado por la luciferasa para 

emitir luz mediante la conversión de la luciferina en oxiluciferina. La intensidad de luz emitida 

fue proporcional al ATP presente. Por otra parte, la enzima apirasa degrada de forma continua 

el ATP formado y los dNTPs no incorporados apagando de esta forma la emisión de luz y 

regenerando las condiciones para que pueda ser añadido un nuevo nucleótido en la reacción. 

En la adición de nucleótidos se sustituyó el dATP por dATPαS porque este sustrato es 

reconocido eficientemente por la DNA polimerasa pero no por la luciferasa.  

 

Con este método se obtuvo una única secuencia para cada variante alélica, que, 

posteriormente, fue comparada con un patrón en forma de pirograma. 

 

En primer lugar, se diseñaron las amplificaciones de los fragmentos que contenían los 

cambios de nucleótidos de interés para los genes GBA y apoE, y posteriormente se comprobaron 

las amplificaciones de los productos biotinilados, tal como se describió en los apartados 3.2.4 y 

3.2.5 de este mismo capítulo. El requisito previo a la reacción de pirosecuenciación fue obtener 

productos de PCR de cadena simple. Para ello, uno de cada par de cebadores usados para las 

distintas reacciones de PCR contenía biotina en su extremo 5´. La biotina permitió capturar el 

producto de PCR mediante esferas de estreptadivina-sepharosa, que tras un proceso de 

purificación y desnaturalización, condujo a la obtención de fragmentos de cadena simple. 

 

Para cada una de las mutaciones se diseñó una sonda que hibridaba en el entorno del 

nucleótido supuestamente mutado, sin solapar con éste. Las secuencias de las sondas se 

muestran en la tabla 3.12. 
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TABLA 3.12. Secuencia de las sondas para la pirosecuenciación . 

 

GEN Variante CEBADORES 

GBA N370S 5´ - TTGTCCTTACCCTAG – 3´  

GBA L444P 5´ - GGGCTGGTTGCCAGT – 3´ 

apoE Posición 112 5´ - CGGACATGGAGGACG - 3’ 

apoE Posición 158 5’ – GATGCCGATGACCTG – 3’ 
 

Se tomaron 15 µL de cada producto de amplificación y se mezclaron con  10 µL de H2O 

destilada estéril. A continuación, se añadió una mezcla de 3 µL de estreptadivina-sepharosa con 

37 µL de tampón de unión y se dejó incubar a temperatura ambiente aproximadamente 15 min 

en constante agitación para conseguir la unión de la cadena marcada con biotina a las esferas de 

estreptadivina-sepharosa. Tras la incubación, las muestras se procesaron mediante un sistema 

de  96 capilares, donde se lavaron con etanol al 70% (v/v), se desnaturalizaron las hebras en 

una solución de NaOH, se lavaron y se resuspendieron en 40 µL de una mezcla de cada cebador 

de secuenciación (0,4 µM) y un tampón de hibridación. Finalmente, se introdujeron las muestras 

en el pirosecuenciador PSQ 96MA (PyrosequencingTM, Biotage) junto con un cartucho (Biotage) 

que contenía los nucleótidos, las enzimas y los sustratos. El análisis de los resultados se llevó a 

cabo mediante el programa informático administrado por la casa comercial PSQ 96 Software 

(PyrosequencingTM, Biotage).  

 

3.2.8. Purificación de los productos de PCR mediante ExoSAP-IT® (USB)  

 

Previamente a la secuenciación, fue necesario purificar los fragmentos de PCR obtenidos 

con el fin de eliminar los componentes de la mezcla de PCR, cebadores residuales y los dNTPs 

en exceso, que podrían interferir de forma negativa en la subsiguiente reacción de 

secuenciación. Los fragmentos de PCR obtenidos se purificaron mediante el producto comercial 

EXOSAP-IT® (USB) consta de las enzimas exonucleasa I y fosfatasa alcalina de camarón (SAP) 

formuladas en un tampón específico. La enzima exonucleasa I degrada los cebadores residuales 

y el DNA de cadena única producidos durante la reacción de PCR, mientras que la SAP 

hidroliza los dNTPs remanentes de la mezcla usada para la preparación de la reacción de PCR. 

 

Se mezclaron 5 mL del producto de PCR con 2 mL de ExoSAP-IT® (USB). Se realizaron 

dos incubaciones consecutivas en un termociclador Veriti (Applied Biosystems), la primera de 
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ellas a 37ºC durante 15 min, seguida de otra a 80ºC durante 15 min para conseguir la 

inactivación de las enzimas. Posteriormente, se conservaron las muestras a 4ºC para su 

inmediata utilización y a -20ºC para el almacenamiento hasta su uso. 

 

3.2.9. Secuenciación del gen GBA 

 

Se secuenciaron los 11 exones que componen el gen, así como los nexos exón-intrón con el 

fin de analizar la presencia de mutaciones en el gen GBA. En primer lugar, se realizó la 

amplificación, mediante reacción de PCR, de cada uno de los exones del gen GBA en las 

condiciones detalladas en el apartado 3.2.4.5. Tras comprobar mediante electroforesis que el 

producto de amplificación obtenido fue adecuado, se purificó con EXOSAP-IT® (USB) tal y 

como se especifica en el apartado 3.2.8. Posteriormente, se realizaron dos reacciones de 

secuenciación, una secuenciación directa y una reversa, para cada muestra usando los 

cebadores empleados en la reacción de PCR, descritos en la tabla 3.2. 

 

Para llevar a cabo la reacción de secuenciación se empleó el producto comercial 

“DYEnamicTM ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit” (GEHealthcare), que contiene una 

mezcla denominada “DYEnamic ET terminator reagent premix” que aporta DNA polimerasa 

termoestable Thermo SequenaseTM, dNTPs y didesoxinucleótidos trifosfato terminadores 

(ddNTPs) marcados con fluoresceína, que actúa de donador, y un fluoróforo derivado de la 

rodamina, uno diferente para cada ddNTP, que actúa como aceptor  y que permite la detección 

automática posterior.  

 

Las reacciones se prepararon en un volumen final de 10 µL en las proporciones que se 

indican en la tabla 3.13. 

 

TABLA 3.13. Condiciones de la reacción de secuenciación. 

 

REACTIVO         VOLUMEN 

DYEnamic ET terminator reagent premix 3 µL 

Producto de PCR purificado 1 µL 

Cebador de secuenciación (5 µM) 0,5 µL 

dH2O 5,5 µL 
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Las condiciones térmicas de la reacción de secuenciación fueron las siguientes:  

 

 

 

 

 

Los fragmentos obtenidos mediante las reacciones de secuenciación contenían una mezcla 

heterogénea de fragmentos amplificados específicos, cebadores, nucleótidos no incorporados, 

enzima, sales, detergentes y, probablemente fragmentos amplificados inespecíficos que 

interfieren en la reacción de secuenciación. Se purificaron por precipitación alcohólica con el 

objetivo de eliminar la mayor parte de estos interferentes. Para ello, se añadió 1 µL de acetato 

amónico 7,5 M y 28,5 µL de etanol absoluto frío y se centrifugaron las muestras en una 

centrífuga refrigerada Sigma 3-16K (Sartorius Stedim) a 3850 r.p.m durante 30 min y a 4ºC. 

Después se invirtió la placa que contenía las muestras para la eliminación el sobrenadante 

mediante centrifugación a 300 r.p.m durante 1 minuto. A continuación se añadieron 100 µL de 

etanol al 70% (v/v) y se centrifugaron las muestras a  3850 r.p.m durante 5 min y a 4ºC. De 

nuevo se eliminó el sobrenadante centrifugando las muestras invertidas a 300 r.p.m durante 1 

min. Tras este paso se dejaron las muestras a temperatura ambiente para que se produjese la 

evaporación de los restos de alcohol. Finalmente, las muestras se resuspendieron en 10 µL de 

una solución de carga proporcionada por el fabricante denominada “Loading Solution” (70% 

Formamida, 1 mM EDTA). 

 

La electroforesis capilar y la detección de fluoresceína se realizó en el secuenciador 

automático MegaBACETM 500 (GEHealthcare). El procesado y  análisis de los datos obtenidos se 

llevó a cabo mediante el programa MegaBACE Sequence Analyzer V.3.2. (GEHealthcare) 

(figura 3.7). 
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FIGURA 3.7. Electroferogramas obtenidos mediante 

 secuenciación automática. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se observan dos fragmentos de la secuencia del gen GBA que contienen las variantes 
E326K y T369M del gen GBA. En la figura se indican los puntos de la secuencia que 
corresponden a individuos heterocigotos para cada una de estas variantes. 

 

3.3. Análisis estadístico de los datos 

 

Los datos se recogieron en formato Excel y el análisis estadístico se llevó a cabo mediante 

el software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS Inc, versión 15.0). El nivel de 

confianza fijado para todos los análisis es del 95%, considerando significación estadística un 

valor de p � 0,05. 

 

• Estadística descriptiva univariada: 

 

Las variables cualitativas (sexo, contacto con tóxicos, empastes de amalgama de mercurio, 

antecedentes familiares de EP, antecedentes familiares de enfermedad neurológica, presencia de 

variantes en el gen GBA, presencia del alelo ε4 en el gen apoE) se presentaron mediante la 

distribución de frecuencias absoluta y en porcentajes de cada categoría. Para las variables 

Sujeto heterocigoto CT para la 
variante T369M del gen GBA

Sujeto heterocigoto GA para 
la variante E326K del gen 
GBA

Sujeto heterocigoto CT para la 
variante T369M del gen GBA
Sujeto heterocigoto CT para la 
variante T369M del gen GBA

Sujeto heterocigoto GA para 
la variante E326K del gen 
GBA

Sujeto heterocigoto GA para 
la variante E326K del gen 
GBA
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cuantitativas (edad, edad al diagnóstico, peso, talla) se determinó la bondad de ajuste a la 

distribución normal mediante la prueba de Kolgomorov-Smirnov, con la corrección de 

Lilliefors, y se dieron indicadores de tendencia central (media o mediana) y de dispersión 

(desviación estándar o amplitud intercuartil) e intervalos de confianza del 95% para todas las 

variables cuantitativas de la muestra, en función de su distribución.  

 

• Estadística analítica: 

 

- Análisis bivariado: La asociación entre las distintas variables se investigó mediante 

pruebas de contraste de hipótesis. Se crearon tablas de contingencia que posteriormente 

fueron sometidas a la prueba de Chi cuadrado de Pearson o la prueba exacta de Fisher 

para la comparación de proporciones cuando las variables a estudio eran cualitativas. 

Para la comparación de medias, cuando una de las variables a estudio era cuantitativa, se 

utilizó: el test de la t de Student para variables con distribución normal, y pruebas no 

paramétricas (test de la U de Mann-Whitney) si las variables no seguían una distribución 

normal. 

 

- Análisis multivariado: Adicionalmente se construyeron modelos multivariantes de 

regresión logística. 
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4. RESULTADOS 
 

4.1. Características generales de los sujetos incluidos en el estudio: grupo 

Parkinson y grupo control 

 

En este apartado se presentan a modo de tablas, las características de los sujetos incluidos 

en el estudio de casos y controles. 

 

En el anexo VIII se muestran las tablas 1 y 2, que incluyen las características 

antropométricas de ambos grupos (número de identificación, edad en el momento de la toma 

de muestra, peso, talla y, en el grupo casos, edad al diagnóstico). 

 

En las tablas incluidas en el anexo IX, se presentan los resultados de la encuesta sobre 

factores de riesgo estudiados para la enfermedad de Parkinson: exposición a agentes tóxicos, 

empastes dentales de amalgama de mercurio, antecedentes familiares de EP y antecedentes 

familiares de enfermedad neurológica. 

 

4.2. Estudio descriptivo de la muestra 

 

En este apartado se presentan los resultados del estudio descriptivo en el que se analizan 

las características antropométricas de los 221 sujetos que han participado en el estudio de casos 

y controles. 

 

En primer lugar, se determinó la bondad de ajuste de todas las variables cuantitativas 

(edad, edad al diagnóstico, peso, talla) mediante la prueba de Kolgomorov-Smirnov con la 

corrección de Lilliefors, y posteriormente se determinaron indicadores de tendencia central 

(media aritmética, mediana), indicadores de dispersión (desviación estándar, amplitud 

intercuartil), e intervalos de confianza del 95% para todas las variables cuantitativas de la 

muestra. Las variables cualitativas (sexo, exposición a agentes tóxicos, empastes dentales de 

amalgama de mercurio, antecedentes familiares de EP, presencia de variantes en el gen GBA, 

presencia del alelo ε4 en el gen apoE) se presentaron mediante las frecuencias absolutas y/o en 

porcentajes para cada categoría. 
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• Sexo: 

 

La distribución de frecuencias según el sexo, en porcentaje, en ambos grupos se muestra 

en la figura 4.1. 

 

FIGURA 4.1. Distribución de la muestra según el sexo. 

 

 

 

 

 

 

 

La proporción de varones y mujeres en el grupo de pacientes con EP y en el grupo control 

fue similar. No se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre ambos grupos, 

según indica la prueba de Chi cuadrado de Pearson (p=0,052). 

 

• Edad, peso y talla: 

 

En primer lugar, se determinó, para las variables edad, peso y talla, la bondad de ajuste a 

la distribución normal mediante la prueba de Kolgomorov-Smirnov con la corrección de 

Lilliefors. Las distribuciones muestrales de la edad y el peso no siguieron una distribución 

normal en ninguno de los dos grupos a estudio (p<0,05), mientras que la talla se ajustó a una 

distribución normal en ambos grupos (p>0,05). 

 

En la tabla 4.1 se detallan la media (± desviación estándar), el intervalo de confianza al 

95% para la media, mediana y amplitud intercuartil de las variables edad, peso y talla para cada 

uno de los grupos a estudio.  

 

 

 

 

 

 

 

45,941,1 58,9 54,1 45,941,1 58,9 54,1

Grupo Parkinson Grupo Control

45,941,1 58,9 54,1 45,941,1 58,9 54,1

Grupo Parkinson Grupo Control

45,941,1 58,9 54,1 45,941,1 58,9 54,1

Grupo Parkinson Grupo Control

45,941,1 58,9 54,1 45,941,1 58,9 54,1

Grupo Parkinson Grupo Control
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TABLA 4.1. Distribución de edad, peso y talla 

 en los grupos Parkinson y control. 

 

 EDAD  (años) 

Grupo       n Media 
(DE) IC 95 % Mediana Amplitud 

intercuartil 

Parkinson        112 
68,1 

(±8,89) 
66,5 – 69,8 70 11,0 

Control             109 
66,0 

(15,04) 
63,1 – 68,8 69 20,5 

 PESO (Kg) 

Grupo n Media 
(DE) IC 95 % Mediana Amplitud 

intercuartil 

Parkinson           112 
73,6 

(13,13) 
71,2 – 76,1 75 21,0 

Control                109 
70,9 

(12,27) 
68,3 – 73,5 70 21,5 

 TALLA (cm) 

Grupo n Media 
(DE) IC 95 % Mediana Amplitud 

intercuartil 

Parkinson           112 
165,1 
(9,69) 

163,3 – 
166,9 

165 15,0 

Control               109 
164,4 
(8,78) 

162,5 – 
166,2 

165 12,0 

DE: Desviación estándar. IC 95%: Intervalo de confianza al 95%. 

  

Mediante la comparación de medias a través de las pruebas estadísticas adecuadas para 

cada variable, test de la t de Student para la talla y test de la U de Mann-Whitney para la edad y 

el peso, se observó que no existen diferencias significativas entre ambos grupos para las 

variables edad (p=0,198), peso (p=0,170)  y talla (p=0,572), es decir, la edad, el peso y la talla 

presentan valores homogéneos entre los pacientes con EP y los controles. 

 

• Distribución de la edad de inicio de la enfermedad de Parkinson: 

 

En primer lugar, se determinó la bondad de ajuste a la distribución normal mediante la 

prueba de Kolgomorov-Smirnov con la corrección de Lilliefors. La edad de inicio de EP no 

siguió una distribución normal (p=0,048). 
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La edad media de aparición de la enfermedad de Parkinson fue de 59,7 años, con una 

desviación estándar asociada de 10,48; el intervalo de confianza para la media al fue de 57,7 - 

61,7; la mediana fue de 61, con una amplitud intercuartil de 14 años. 

 

En la figura 4.2 se muestra la distribución de la edad de aparición de la EP, clasificada por 

intervalos. Se han expresado los resultados de frecuencia en porcentaje. El histograma muestra 

que la enfermedad se inicia entre los 60 y los 70 años en el 44% de los pacientes con EP. 

 

FIGURA 4.2. Histograma: Edad de inicio de la EP. 

 

 

 

4.3. Gen apoE 

 

4.3.1. Determinación del genotipo del gen apoE 

 

El análisis del genotipo del gen apoE en los grupos Parkinson y control se llevó a cabo 

mediante la técnica de pirosecuenciación, tal y como se describe en el apartado 3.2.7 del capítulo 

Materiales y Métodos. En la figura 4.3 se muestra el esquema que representa el orden de adición 

de los nucleótidos y los patrones esperados para el análisis del gen apoE mediante 

pirosecuenciación.  
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FIGURA 4.3. Patrón esperado para el análisis del  

genotipo apoE mediante pirosecuenciación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se muestra el orden de adicción de los nucleótidos y en la parte superior se observan los 
patrones esperados para los pirogramas correspondientes a los diferentes genotipos de apoE. 

 

En la figura 4.4 se muestran los pirogramas obtenidos para los distintos genotipos de apoE 

observados en las dos poblaciones a estudio. 

 

FIGURA 4.4.  Pirogramas obtenidos para el análisis del genotipo apoE. 
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El análisis del gen apoE mediante pirosecuenciación permitió calcular las frecuencias 

genotípicas y alélicas para las poblaciones Parkinson y control, recogidas en la tabla 4.2. 

 

TABLA 4.2. Frecuencias genotípicas y alélicas de  

apoE en los grupos Parkinson y control. 

 

Genotipos 
Frecuencia 
genotípica 
CONTROL 

n 
Frecuencia 
genotípica 

PARKINSON 
n 

εεεε2/εεεε2 0 0 0 0 

εεεε2/εεεε3 0,175 19 0,152 17 

εεεε3/εεεε3 0,651 71 0,723 81 

εεεε4/εεεε4 0,009 1 0 0 

εεεε2/εεεε4 0 0 0 0 

εεεε3/εεεε4 0,165 18 0,125 14 
TOTAL 1 109 1 112 

Alelos 
Frecuencia 

alélica 
CONTROL 

n 
Frecuencia 

alélica 
PARKINSON 

n 

εεεε2 0,087 19 0,076 17 

εεεε3 0,821 179 0,862 193 

εεεε4 0,092 20 0,062 14 
TOTAL 1 218 1 224 

 

Como puede apreciarse en la tabla, entre todas las muestras analizadas, únicamente se 

encontró un sujeto perteneciente al grupo control con el genotipo ε4/ε4. Cabe destacar que no 

se encontró ningún individuo que presentase los genotipos  ε2/ε2 y ε2/ε4 en ninguna de las dos 

poblaciones a estudio.  

 

Los resultados revelaron que las frecuencias alélicas halladas en pacientes con EP y 

controles son muy similares, por lo que ninguna isoforma de la apolipoproteína E parece estar 

asociada con un mayor riesgo de desarrollar EP. El alelo ε3 es el alelo que presenta mayor 

frecuencia alélica en ambos grupos (86,2% en el grupo de pacientes con EP frente al 82,1% en 

población control).    
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4.3.2. Asociación entre la presencia del alelo εεεε4 del gen apoE y el riesgo de desarrollar EP 

 

Se compararon las frecuencias genotípicas y alélicas de los grupos Parkinson y control 

(figura 4.5) aplicando el test estadístico de Chi cuadrado de Pearson o la prueba exacta de Fisher 

en función de la distribución de los datos.  

 

FIGURA 4.5. Frecuencias genotípicas y alélicas de apoE 

 en los grupos Parkinson y control. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No se observaron diferencias significativas en cuanto a la distribución de las frecuencias 

genotípicas y alélicas de apoE entre ambos grupos (p>0,05). 

 

Además de comparar las frecuencias genotípicas y alélicas encontradas en ambos grupos 

mediante la utilización de pruebas de significación estadística y los correspondientes valores p, 

se estimó como medida de asociación el odds-ratio (OR) y el intervalo de confianza al 95% (IC 

95%). El OR permite cuantificar la asociación entre la aparición de alelo ε4 y el riesgo de padecer 

enfermedad de Parkinson. Se encontró un OR de 0,68; 95% CI: 0.32 - 1.43 (p=0,330). El valor de 

OR, inferior a la unidad, implica que la presencia del alelo ε4 en el grupo Parkinson es menos 
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frecuente que en el grupo control, por lo que parece no existir asociación positiva entre la 

presencia del alelo ε4 y la aparición de EP. 

 

Paralelamente, se realizó la comparación entre la edad de inicio de la EP entre los 

pacientes que portaban el alelo ε4 y aquellos que no lo portaban mediante la prueba estadística 

de la U de Mann-Whitney, y se comprobó que no existen diferencias estadísticamente 

significativas (p=0,438) en la edad de inicio de la EP entre ambos grupos.  

 

Puesto que no se encontró asociación entre las isoformas de la apolipoproteína E y el 

riesgo de desarrollar EP, no se evaluaron las manifestaciones clínicas asociadas.  

 

4.4. Gen GBA 

 

4.4.1. Incidencia de las mutaciones N370S y L444P en el gen GBA en población general 

aragonesa 

 

Para conocer la incidencia de las mutaciones más frecuentes responsables de la 

enfermedad de Gaucher en población general aragonesa, se determinó la frecuencia alélica de 

las mutaciones N370S y L444P mediante la técnica de pirosecuenciación, tal y como se describe 

en el apartado 3.2.7 del capítulo Materiales y Métodos. 

 

El análisis del gen GBA mediante pirosecuenciación permitió calcular las frecuencias 

genotípicas y alélicas en población general aragonesa, que  se muestran en la tabla 4.3. 

 

La frecuencia alélica encontrada en la población a estudio fue de 0,0023 para la mutación 

N370S y de 0,0008 para la mutación L444P. 
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TABLA 4.3. Frecuencias genotípicas y alélicas de las mutaciones  

N370S y L444P en el gen GBA en población general aragonesa. 

 

 FRECUENCIA 
POBLACIÓN GENERAL n  

N370S   

GENOTIPOS 
AA 
AG 
GG 

0,9954 
0,0046 

0 

644 
3 
0 

ALELOS 
A 
G 

0,9977 
0,0023 

1291 
3 

L444P   

GENOTIPOS 
TT 
TC 
CC 

0,9985 
0,0015 

0 

646 
1 
0 

ALELOS 
T 
C 

0,9992 
0,0008 

1293 
1 

 

 

4.4.2. Análisis molecular del gen GBA  

 

Inicialmente, se realizó la amplificación del gen GBA completo con objeto de identificar la 

presencia de grandes deleciones y conseguir la amplificación exclusiva del gen estructural, 

evitando la amplificación del seudogén. La amplificación del gen completo no reveló la 

presencia de grandes deleciones en ninguno de los sujetos incluidos en el estudio. 

 

Para llevar a cabo el análisis del gen GBA se siguió un protocolo que incluía el análisis las 

mutaciones N370S y L444P del gen GBA mediante pirosecuenciación, el análisis de la variante 

c.(-203)A>G en el gen GBA mediante digestión con enzimas de restricción y, por último, 

secuenciación de toda la región codificante y las uniones exón-intrón del gen que codifica la 

glucocerebrosidasa. 

 

El análisis de las mutaciones N370S y L444P del gen GBA se llevó a cabo mediante la 

técnica de pirosecuenciación, tal y como se describe en el apartado 3.2.7 del capítulo Materiales y 

Métodos. En la figura 4.6 se muestran los pirogramas obtenidos para las mutaciones N370S 

(c.1226 A>G) y L444P (c.1448 T>C) del gen GBA. El análisis de estos pirogramas permitió el 

cálculo de las frecuencias alélicas y genotípicas para las estas mutaciones (tabla 4.4). 
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FIGURA 4.6. Pirogramas obtenidos mediante pirosecuenciación  

para el análisis de las mutaciones N370S y L444P  del gen GBA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TABLA 4.4. Frecuencias genotípicas y alélicas de las mutaciones  

N370S y L444P en el gen GBA en los grupos Parkinson y control. 

 

N370S FRECUENCIA 
CONTROL n FRECUENCIA 

PARKISON n 

GENOTIPOS 
AA 
AG 
GG 

0,982 
0,018 

0 

107 
2 
0 

1 
0 
0 

112 
0 
0 

ALELOS 
A 
G 

0,991 
0,009 

216 
2 

1 
0 

224 
0 

L444P GRUPO 
CONTROL n GRUPO 

PARKISON n 

GENOTIPOS 
TT 
TC 
CC 

1 
0 
0 

109 
0 
0 

0,982 
0,018 

0 

110 
2 
0 

ALELOS 
T 
C 

1 
0 

218 
0 

0,991 
0,009 

222 
2 

 

No se encontró ningún paciente con EP portador de la mutación N370S, sin embargo esta 

mutación aparecía en dos individuos pertenecientes al grupo control. No obstante, el análisis de 

las frecuencias alélicas y genotípicas para la mutación N370S no reveló diferencias significativas 

entre los grupos Parkinson y control, según indica la prueba exacta de Fisher (p=0,242). 

 

En cuanto a la mutación L444P, a pesar de que la comparación entre las frecuencias 

genotípicas y alélicas en ambos grupos no mostró la existencia de diferencias significativas, 

según indica la prueba exacta de Fisher (p=0,498), cabe destacar que esta mutación se identificó 

exclusivamente en los pacientes con EP. 
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Las frecuencias alélicas obtenidas para las mutaciones N370S y L444P en el grupo 

Parkinson se compararon con las frecuencias alélicas encontradas para estas mutaciones en 

población general aragonesa. Aplicando la prueba exacta de Fischer no se observaron 

diferencias significativas (p=1,000) entre ambas frecuencias para la mutación N370S. Por el 

contrario, las diferencias entre las frecuencias alélicas encontradas para la mutación L444P 

prácticamente alcanzaron significación estadística según indica la prueba exacta de Fisher 

(p=0,0585). La frecuencia del alelo menor para la mutación L444P en los pacientes con EP 

resultó ser 23 veces mayor que la encontrada en población general aragonesa. 

 

En un trabajo realizado previamente por nuestro grupo, se encontró que la variante 

c.(-203)A>G, localizada en el exón 1 del gen GBA, estaba asociada a otra mutación localizada en 

el mismo alelo, en algunos de los pacientes diagnósticados de EG que mostraban un fenotipo 

más grave de la enfermedad y que, en algunos casos, incluía el desarrollo de EP (Alfonso et al., 

2007). Por ello, tras el barrido inicial de las mutaciones más frecuentes en el gen GBA en nuestra 

población (N370S, L444P), se analizó la variante c.(-203)A>G  del gen GBA mediante análisis de 

restricción con la enzima de restricción BclI, como se detalla en el apartado 3.2.6 del capítulo 

Materiales y Métodos.  

 

Las frecuencias genotípicas y alélicas obtenidas para cada una de las poblaciones a 

estudio se detalla en la tabla 4.5. 

 

TABLA 4.5. Frecuencias genotípicas y alélicas de la variante  

c.(-203)A>G del gen GBA en los grupos Parkinson control. 

 

c. (-203)A>G FRECUENCIA 
CONTROL n FRECUENCIA 

PARKISON n 

GENOTIPOS 
AA 
AG 
GG 

0,954 
0,046 

0 

104 
5 
0 

0,973 
0,027 

0 

109 
3 
0 

ALELOS 
A 
G 

0,977 
0,023 

213 
5 

0,987 
0,013 

221 
3 

 

La variante c.(-203)A>G del gen GBA se encontró, en heterocigosis, en el 2,7% pacientes 

con EP y en 4,6% de los controles. Se efectúo la comparación entre las frecuencias genotípicas y 

alélicas para esta variante haciendo uso de la prueba exacta de Fisher, cuyo resultado evidenció 

que no existen diferencias significativas entre los grupos Parkinson y control (p=0,495). 
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Por ultimo, se efectúo el análisis del gen GBA completo en las  poblaciones estudiadas 

mediante secuenciación automática con objeto de encontrar nuevas variantes que permitiesen 

corroborar los resultados obtenidos. Se secuenciaron los 11 exones y los nexos exón-intrón del 

gen GBA, tal y como se especifica en el apartado 3.2.9 del capítulo Materiales y Métodos. Tras 

realizar la secuenciación de toda la región codificante del gen GBA  así como las uniones exón-

intrón, se identificaron dos variantes adicionales en el gen GBA (E326K y T369M), ya descritas 

previamente en la literatura. Las frecuencias genotípicas  y alélicas obtenidas para estas 

variantes en ambos grupos se recogen en la tabla 4.6. 

 

TABLA 4.6. Frecuencias genotípicas  y alélicas de las variantes E326K  

y T369M del gen GBA en los grupos Parkinson y control. 

 

E326K FRECUENCIA 
CONTROL n FRECUENCIA 

PARKISON n 

GENOTIPOS 
GG 
GA 
AA 

1 
0 
0 

109 
0 
0 

0,991 
0,009 

0 

111 
1 
0 

ALELOS 
G 
A 

1 
0 

218 
0 

0,996 
0,004 

223 
1 

T369M GRUPO 
CONTROL n GRUPO 

PARKISON n 

GENOTIPOS 
CC 
CT 
TT 

0,982 
0,018 

0 

107 
2 
0 

0,964 
0,036 

0 

108 
4 
0 

ALELOS 
C 
T 

0,991 
0,009 

216 
2 

0,982 
0,018 

220 
4 

 

La variante E326K del gen GBA, que resulta de la sustitución de G por A en el nucleótido 

situado en la posición genómica 6195, se detectó en uno de los 224 alelos estudiados en los 

pacientes diagnosticados de EP (0,4%), mientras que no se encontró en ninguno de los sujetos 

control. Aplicando la prueba exacta de Fisher, no se observaron diferencias significativas en 

cuanto a las frecuencias genotípicas  y alélicas de la variante E326K (p=1,000) entre los grupos 

Parkinson y control estudiados. 

 

La variante T369M (c.1223 C>T) presentó doble incidencia en el grupo Parkinson con 

respecto al grupo control, pese a ello no se encontraron diferencias significativas entre ambos 

grupos, según indicó la prueba exacta de Fisher (p=0,683). 
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4.4.3. Asociación entre la presencia de variantes en el gen GBA y el riesgo de desarrollar 

enfermedad de Parkinson 

 

Las variantes identificadas en el gen GBA para los 221 sujetos incluidos en el estudio 

fueron: c.(-203)A>G, E326K, T369M, N370S y L444P. La figura 4.7 muestra la distribución de las 

variantes a lo largo del gen GBA, en la que se evidencia una zona con mayor frecuencia de 

mutaciones comprendida entre los exones 8 y 10 del gen de la glucocerebrosidasa. 

 

FIGURA 4.7.  Distribución de las variantes encontradas  

a lo largo del gen GBA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Los números 1-11 representan los diferentes exones. Las flechas indican la localización 
de cada una de las variantes. 

 

La figura 4.8 refleja la distribución de las variantes encontradas en el gen GBA en los  

grupos estudiados: Parkinson y control. 

 

FIGURA 4.8.  Distribución de las variantes encontradas 

en el gen GBA en los grupos Parkinson y control. 
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Se confirmó la presencia de estas variantes resecuenciando de nuevo, mediante la 

realización de una reacción de PCR independiente. Todas las variantes detectadas habían sido 

descritas previamente en la literatura (Aharon-Peretz et al., 2004; Alfonso et al., 2007; Clark et al., 

2007; Eblan et al., 2006; Lwin et al., 2004; Sato et al., 2005; Toft et al., 2006; Ziegler et al., 2007). En 

la tabla 4.7 se detallan todas las variantes identificadas en el gen GBA en las dos poblaciones de 

estudio. 

 

TABLA 4.7. Variantes identificadas en el gen GBA  

en los grupos Parkinson y control. 

 

Parkinson 
(n = 112) 

Nº ID   

Cambio de 
nucleótido 

Cambio de 
nucleótido  

Efecto en la función 
de la proteína 

PK42  
PK107 

c.1448 T > C L444P 
Cambio de 

aminoácido/ Grave 

PK88 c.1093 G > A E326K 
Desconocido/ 

Posible variante 
modificadora  

PK20 
PK51 
PK79 
PK90 

c. 1223 C > T T369M 
Desconocido/ 

Posible variante 
modificadora 

PK12 
PK14 

PK103 
c. (-203)A>G  

Desconocido/ 
Posible variante 

modificadora 

Controles 
(n = 109) 

Nº ID   

Cambio de 
nucleótido 

Cambio de 
nucleótido  

Efecto en la función 
de la proteína 

C33 
C36 

c.1226 A > G N370S 
Cambio de 

aminoácido/ Leve 

C10 
C86 

c. 1223 C > T T369M 
Desconocido/ 

Posible variante 
modificadora 

C32 
C44 
C46 
C69 
C84 

c. (-203)A>G  
Desconocido/ 

Posible variante 
modificadora 

  Nº ID: Número de identificación del sujeto. 
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Entre los hallazgos encontrados, cabe destacar que todas las variantes encontradas en el 

gen GBA fueron heterocigotas, en ambas poblaciones. 

  

En la figura 4.9 se muestran las frecuencias alélicas para cada una de las variantes del gen 

GBA que se han identificado en los 109 sujetos que constituían el grupo control y los 112 

pacientes con EP.  

 

FIGURA 4.9.  Frecuencias alélicas para las variantes 

 identificadas en el gen GBA en la población control y Parkinson. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se calculó la frecuencia para todas las variantes identificadas en el gen GBA en ambos 

grupos. No se incluyó la variante c.(-203)A>G para el cálculo de la frecuencia total de variantes 

en el gen GBA, en base a la frecuencia encontrada para esta variante en población control, así 

como a  las hipótesis que sostienen otros autores, que consideran esta variante como un 

polimorfismo frecuente en población general (Alfonso et al., datos no publicados). La frecuencia 

global de las variantes encontradas en el gen GBA se detalla en la tabla 4.8.  

 

Se encontró que un 6,3% de los pacientes con EP eran portadores de alguna variante en el 

gen GBA, mientras que la frecuencia de portadores de variantes en el gen GBA fue de 3,7% para 

los sujetos pertenecientes al grupo control. Pese a que la proporción de portadores de variantes 

en el gen GBA es mayor en los pacientes con EP, la comparación entre las frecuencias obtenidas 

para ambos grupos no reveló diferencias significativas, según indica la prueba Chi cuadrado de 

Pearson (p=0,378). 
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TABLA 4.8. Frecuencia global de las variantes identificadas  

en el gen GBA en los grupos Parkinson y control. 

 

 
NO 

VARIANTES 
GEN GBA 

VARIANTES 
GEN GBA TOTAL 

Recuento 105 4 109 
CONTROL 

% 96,3% 3,7% 100% 

Recuento 105 7 112 
PARKINSON 

% 93,7% 6,3% 100% 

Recuento 210 11 221 
TOTAL 

% 95% 5% 100% 

 

 

Para determinar la asociación existente entre padecer la enfermedad de Parkinson y 

presentar alguna variante en el gen GBA, se calculó el odds-ratio y el intervalo de confianza al 

95%. El OR para la presencia de variantes en el gen GBA en el grupo Parkinson con respecto al 

grupo control fue de 1,72; 95% CI, 0,51 - 5,77 (p=0,567). El valor de OR refleja que la presencia 

de variantes en el gen GBA es más frecuente en el grupo Parkinson que en el grupo control y 

por lo tanto pone de de manifiesto una asociación entre la presencia de variantes en el gen GBA 

y la ocurrencia de EP. No obstante, esta asociación no fue significativa. 

 

Algunas de las comparaciones estadísticas realizadas están limitadas por el tamaño 

muestral utilizado para el estudio y por la baja frecuencia de la mutación en el gen GBA en 

población general. Es por ello que, a posteriori,  tras la obtención de los resultados en nuestros 

grupos de estudio, se calculó tamaño muestral necesario que permitiría detectar diferencias 

entre ambos grupos.El tamaño de muestra se estimó conociendo que el  6,3% de los sujetos con 

enfermedad de Parkinson presentaban alteraciones en el gen GBA, mientras que estas 

alteraciones alcanzaron un 3,7% en los sujetos control. Asumiendo estos datos y el tipo de 

diseño de este estudio (casos y controles, grupos independientes), el tamaño estimado de 

muestra a estudiar, para una prueba bilateral con un control por caso (con un nivel de confianza 

del 95% y una potencia del 90%), sería de N=1475; con corrección de Yates N=1551. 
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4.4.4. Asociación entre la presencia de variantes en el gen GBA y el riesgo de desarrollar 

enfermedad de Parkinson de inicio precoz 

 

Para evaluar si la presencia de variantes en el gen GBA puede constituir un factor de 

susceptibilidad genética para el comienzo precoz de la enfermedad de Parkinson, se calculó la 

edad de aparición de la enfermedad estratificada según la presencia de variantes en el gen GBA. 

En la tabla 4.9 se presenta la media (± desviación estándar), el intervalo de confianza para la 

media al 95%, mediana y la amplitud intercuartil de la edad de aparición de la EP. 

 

TABLA 4.9. Edad de aparición de EP estratificada según 

 la presencia de variantes en el gen GBA. 

 

 EDAD DE APARICIÓN DE LA EP 
(años) 

PRESENCIA DE 
VARIANTES 

EN EL GEN GBA 
n Media 

(DE) 
IC 95 

% Mediana Amplitud 
intercuartil 

No variante                105 
60,2 

(10,20) 

58,24 
– 

62,23 
61 14,0 

Variante                       7 
52,6 

(12,77) 

38,54 
– 

60,61 
57 29,0 

  DE: Desviación estándar. IC 95%: Intervalo de confianza al 95%. 

 

La enfermedad tuvo un comienzo más temprano en los pacientes que presentaban 

variantes en el gen GBA. Según los resultados que arrojó la aplicación del test de la U de Mann-

Whitney al comparar la edad de aparición de EP entre ambos grupos (p=0,065), la diferencia 

encontrada no alcanza la significación estadística. 

 

Se calculó la edad de comienzo de la enfermedad en los pacientes con enfermedad de 

Parkinson y que eran portadores heterocigotos de la mutación L444P, considerada grave para la 

enfermedad de Gaucher. La edad media de aparición de la EP (± desviación estándar) 

encontrada fue de 40,5 (± 4,95) años, la mediana fue de 40,5 años, con un rango de 7 años. La 

comparación entre la edad de comienzo de la enfermedad para estos pacientes con el resto de 

pacientes sin alteraciones en el gen GBA, evidenció diferencias estadísticamente significativas, 

según el test de la U de Mann-Whitney  (p=0,031). 
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4.5. Manifestaciones clínicas en pacientes con enfermedad de Parkinson y 

variantes en el gen GBA 

 

Paralelamente al estudio centrado en el análisis de las variantes del gen GBA en los 

pacientes con EP, se estudiaron las manifestaciones clínicas asociadas a los pacientes portadores 

de mutaciones en GBA.  

 

Se revisaron los datos clínicos de los 10 pacientes con EP portadores de variantes en el gen 

GBA. Se evaluaron las manifestaciones clínicas que presentaban estos pacientes al diagnóstico y 

en el momento de realizar la entrevista previa a la inclusión dentro del estudio. Las variables 

clínicas relativas a la EP que se estudiaron fueron las siguientes:  

 

Edad al inicio 

Bradicinesia-hipocinesia 

Temblor  

Rigidez 

Inicio asimétrico 

Antecedentes familiares de enfermedad de Parkinson 

Respuesta al tratamiento con L-DOPA 

Demencia 

Estadío evolutivo Hoehn y Yahr (H&Y) 

 

La edad al diagnóstico fue analizada previamente, tal como se expone en el apartado 4.4.4 

de este capítulo, puesto que la asociación de la presencia de variantes en el gen GBA y el 

desarrollo de enfermedad de Parkinson precoz constituía por si misma un objetivo en este 

estudio. Adquiere especial relevancia el hallazgo de que los dos pacientes heterocigotos para la 

mutación L444P debutan antes de los 50 años y por lo tanto presentan EP de inicio precoz. 

 

En cuanto a las manifestaciones clínicas de la enfermedad, no se observaron diferencias 

entre los pacientes portadores de variantes en el gen GBA y los pacientes que portaban la 

variante c.(-203)A>G, que se ha considerado un polimorfismo. 

 

En lo referente a los síntomas motores fundamentales de la enfermedad, sólo fue posible 

disponer de los datos clínicos de 9 de los 10 pacientes con EP portadores de variantes en el gen 

GBA. El síntoma más frecuente al comienzo de la enfermedad fue el temblor, presente en 4 de 
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los 9 pacientes (44%), seguido de rigidez (3/9: 33%) y únicamente 2 pacientes (22%) presentaron 

bradicinesia como hallazgo dominante en la exploración. Además, 6 de ellos presentaron un 

fenotipo clínico caracterizado por un inicio asimétrico de los síntomas motores, 

predominantemente en el lado izquierdo.  

 

Solamente uno entre los 10 pacientes portadores de variantes GBA fue diagnosticado de 

enfermedad de Parkinson de tipo familiar, puesto que tenía un familiar de primer grado con EP. 

Los 9 restantes presentan EP de tipo esporádico. 

 

Todos los pacientes mostraron una respuesta favorable al tratamiento convencional de la 

enfermedad con L-DOPA, a excepción de un paciente diagnosticado de enfermedad de 

Parkinson juvenil, rápidamente progresiva y refractario al tratamiento antiparkinsoniano. 

 

El resultado de la evaluación no reveló la presencia de demencia en ninguno de estos 

pacientes. 

 

En lo referente a la distribución del estadío evolutivo de la enfermedad según la escala de 

H&Y, se observó gran heterogeneidad entre los pacientes en los cuáles se conocía este dato (1 

paciente en estadío II, 2 pacientes en estadío III, 1 paciente  en estadío V). Este resultado indica 

que no existe correlación entre un estadío más avanzado en la escala de H&Y y la presencia de 

variantes en el gen GBA; asimismo evidencia la elevada variabilidad clínica presente entre estos 

pacientes. 

 

La figura 4.10 refleja esquemáticamente las manifestaciones clínicas presentes en los 

pacientes portadores de variantes en el gen GBA. 

 

Nuestros resultados ponen de manifiesto la existencia de una gran variabilidad clínica 

puesto que no existe una relación clara entre el fenotipo observado y el genotipo del gen GBA 

entre los pacientes con EP. 
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FIGURA 4.10.  Manifestaciones clínicas en pacientes con EP  

y variantes en el gen GBA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.6. Factores de riesgo implicados en el desarrollo de enfermedad de Parkinson 

 

En este apartado se presentan los resultados de nuestro estudio, donde se analizaron tres 

factores de riesgo para la enfermedad de Parkinson en los 221 sujetos incluidos en el estudio. La 

información relativa a cada uno de los sujetos control y pacientes diagnosticados de EP se 

obtuvo de los datos recogidos mediante la realización de cuestionarios estructurados (Anexo 

VI). 

 

En la tabla 4.10 se recogen las frecuencias observadas para los factores de riesgo 

estudiados en los grupos Parkinson y control. 

 

TABLA 4.10. Frecuencia de factores de riesgo en los  

grupos Parkinson y control. 

 

Factor de riesgo PARKINSON 
(n=112) 

CONTROL 
(n=109) p 

Contacto con agentes 
tóxicos 16 (14,3 %) 5 (4,6 %) 0,014 

Empastes dentales de 
amalgama de mercurio 24 (21,4%) 10 (9,2%) 0,012 

Antecedentes familiares de  
enfermedad de Parkinson 12 (10,7%) 1 (1,1%) 0,002 
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p: Grado de significación estadística según la prueba de Chi cuadrado de Pearson. 

 

Todos los factores de riesgo que se han incluido en el estudio presentan mayor frecuencia 

entre los pacientes con EP con respecto a los controles. 

 

• Exposición a agentes tóxicos: 

 

La variable exposición a agentes tóxicos se codificó como una variable dicotómica, en la 

que se incluyó el contacto con tóxicos agrícolas e industriales. La proporción de individuos 

expuestos a agentes tóxicos fue superior en el grupo Parkinson que en el grupo control. Esta 

diferencia fue estadísticamente significativa, según indicó la prueba estadística Chi cuadrado de 

Pearson (p=0,014).  

 

El odds-ratio calculado estima la asociación existente padecer EP y la exposición a agentes 

tóxicos. El OR para la presencia de variantes en el gen GBA en el grupo Parkinson con respecto 

al grupo control fue de 3,47; IC 95%: 1,22 - 9,83 (p=0,020), lo que implica que la exposición a 

agentes tóxicos es más frecuente entre los pacientes con EP y por lo tanto pone de de manifiesto 

una asociación entre la exposición a agentes tóxicos y el desarrollo de EP. 

 

En la tabla 4.11 se presentan los datos estadísticos de la edad de aparición de la 

enfermedad de Parkinson estratificada en función de la exposición a agentes tóxicos de los 

individuos que conforman el grupo Parkinson. 

 

TABLA 4.11. Edad de aparición de EP estratificada  

en función de la exposición a agentes tóxicos. 

 

 EDAD  (años) 

Grupo n Media 
(DE) 

IC 95 
% Mediana Amplitud 

intercuartil 
No contacto  
con tóxicos                     94 

60,0 
(10,31) 

57,9 – 
62,1 

61 13,3 

Contacto con 
tóxicos                            16 

58,3 
(12,77) 

51,5 – 
65,1 

62 24,0 

DE: Desviación estándar. IC 95%:Intervalo de confianza al 95%. 

 

La enfermedad comienza a una edad más temprana en los pacientes que han estado en 

contacto con agentes tóxicos en comparación con los que no lo han hecho. Sin embargo, 

comparando la edad de aparición de EP mediante la prueba estadística de la U de Mann-
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Whitney, se observó que las diferencias entre ambos grupos para la edad de inicio de la EP no 

son estadísticamente significativas (p=0,609).  

 

• Empastes dentales de amalgama de mercurio: 

 

La frecuencia de empastes dentales de amalgama de mercurio en los individuos que 

constituyen los grupos Parkinson y control se detalla en la tabla 4.10. Los resultados de nuestro 

estudio indican que existió una mayor proporción de sujetos con empastes dentales de 

amalgama de mercurio entre los pacientes con EP. Se realizó la comparación entre la proporción 

de sujetos con empastes dentales de amalgama de mercurio y la proporción de sujetos que no 

los presentaban, mediante la prueba estadística de Chi cuadrado de Pearson y se observaron 

diferencias estadísticamente significativas entre ambos grupos (p=0,012). 

 

Los resultados obtenidos apuntan a una mayor frecuencia de sujetos con empastes 

dentales de amalgama de mercurio entre los pacientes con EP cuando se compararon con el 

grupo control, OR=2,70; 95% CI: 1,22 - 5,96 (p=0,015), lo cual condujo a considerar los empastes 

dentales de amalgama de mercurio como un factor de riesgo para padecer EP, concretamente 

incrementó el riesgo de aparición de la enfermedad 2,7 veces con respecto a los individuos que 

no tenían empastes dentales de amalgama de mercurio. 

 

En la tabla 4.12 se muestran los datos estadísticos para la edad media de aparición de la 

enfermedad en el grupo Parkinson estratificada en función de la presencia de empastes dentales 

de amalgama de mercurio. 

 

TABLA 4.12. Edad de aparición de EP estratificada en  

función de la presencia de empastes dentales de amalgama de mercurio. 

 

 EDAD  (años) 

Grupo n Media 
(DE) 

IC 95 
% Mediana Amplitud 

intercuartil 
No presencia  
empastes                        86 

59,9 
(11,02) 

57,5 – 
62,3 

62 13,3 

Presencia  
empastes                        24 

59,3 
(9,42) 

55,3 – 
63,2 

59 16,3 

DE: Desviación estándar. IC 95%:Intervalo de confianza al 95%. 
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Comparando la edad de comienzo de la enfermedad para ambos grupos  mediante la 

prueba de la U de Mann-Whitney, se observó que la edad de comienzo de la enfermedad es 

muy similar entre ambos grupos, y por ello no se encontraron diferencias estadísticamente 

significativas entre ambos grupos (p=0,781).  

 

• Antecedentes familiares de enfermedad de Parkinson: 

 

La frecuencia de antecedentes familiares de enfermedad de Parkinson para los pacientes 

con enfermedad de Parkinson y los controles se especifica en la tabla 4.10. Nuestros resultados 

revelan una mayor proporción de sujetos que presentaban antecedentes familiares de EP entre 

los pacientes con EP en comparación con el grupo control. La prueba estadística de Chi 

cuadrado de Pearson detectó diferencias estadísticamente significativas entre ambos grupos 

(p=0,006). 

 

El OR calculado fue de 13,09; IC 95%: 1,67 - 102,52 (p=0,003), y mide el efecto ajustado de 

presentar antecedentes familiares de EP sobre el riesgo de padecer enfermedad de Parkinson, es 

decir, tener antecedentes familiares de EP aumenta el riesgo de padecer EP aproximadamente 

13 veces, si las restantes variables permanecen constantes. 

 

En la tabla 4.13 se presentan los datos estadísticos para la edad de aparición de la 

enfermedad en el grupo Parkinson estratificada en función de los antecedentes familiares de 

enfermedad de Parkinson. 

 

TABLA 4.13. Edad de aparición de EP estratificada en función de 

 los antecedentes familiares de enfermedad de Parkinson. 

 

 EDAD  (años) 

Grupo n Media 
(DE) 

IC 95 
% Mediana Amplitud 

intercuartil  
No antecedentes  
Familiares EP                   98 

60,0 
(10,67) 

57,9 – 
62,1 

61 14,3 

Antecedentes  
Familiares EP                   12 

57,7 
(10,82) 

50,8 – 
64,5 

61 14,5 

DE: Desviación estándar. IC 95%:Intervalo de confianza al 95%. 

 

Los pacientes con antecedentes familiares de EP debutaron con la enfermedad a una edad 

más temprana que los pacientes que presentaban una EP de tipo esporádico. No se observaron 
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diferencias estadísticamente significativas (p=0,492) en la edad de aparición de EP entre ambos 

grupos, según indica la prueba de la U de Mann-Whitney.  

 

A la vista de los resultados mostrados, se utilizó la regresión logística para identificar qué 

variables podrían incluirse como posibles predictores de ocurrencia de enfermedad de 

Parkinson. Las variables candidatas a predecir la ocurrencia de EP son: exposición a agentes 

tóxicos (tóxicos agrícolas e industriales), empastes dentales de amalgama de mercurio y 

antecedentes familiares de EP. Se realizó un análisis multivariado para evaluar de forma 

simultánea el efecto del sexo, la edad, la exposición a agentes tóxicos, la presencia de empastes 

dentales de amalgama de mercurio y antecedentes familiares de EP, sobre la aparición de EP. 

 

Como resultado del análisis multivariado se obtuvo que las variables sexo y edad no se 

incluyeron como factores de riesgo de EP en el modelo de regresión logística utilizado, mientras 

que el resto de variables estudiadas si se incluyeron como variables modificadoras para la 

aparición de EP. Los individuos expuestos a agentes tóxicos mostraron un riesgo 

aproximadamente 4 veces mayor de padecer EP (exp (β)=3,62), los sujetos que presentaban 

empastes dentales de amalgama de mercurio mostraron un riesgo de desarrollar EP 

aproximadamente el doble al riesgo de los sujetos sin empastes dentales de amalgama de 

mercurio (exp (β)=2,17), y, por último, aquellos sujetos con antecedentes familiares de EP tenían 

un riesgo aproximadamente 13 veces mayor de padecer la enfermedad (exp (β)=12,88). 

 

Acerca de los factores de riesgo estudiados implicados en el desarrollo de  la enfermedad 

de Parkinson, cabe destacar que el 30% de los pacientes portadores de variantes en el gen GBA 

tenían empastes de amalgama de mercurio y/o habían estado en contacto con agentes tóxicos. 

Esta observación sugiere que estos factores de riesgo para el desarrollo de EP no están asociados 

directamente con la presencia de variantes en el gen GBA.  
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5. DISCUSIÓN 
 

El presente trabajo se basa en un estudio tipo caso-control retrospectivo con 

emparejamiento 1:1, que consiste en seleccionar grupos de sujetos con los mismos valores en las 

principales variables de confusión de modo que a cada caso le corresponde su control, que en la 

mayoría de los casos fue su cónyuge. Con este diseño se intentó minimizar el posible sesgo 

debido al sexo, edad y factores ambientales, ya que cada pareja caso-control habría estado 

expuesta a los mismos factores ambientales. Para ello se establecieron dos grupos: control y 

enfermedad de Parkinson, según los criterios de inclusión descritos en el apartado 3.1.1 del 

capítulo Materiales y Métodos.  

 

5.1. Análisis de las características generales de las poblaciones estudiadas 

 

En el estudio de casos y controles realizado, las distribuciones de edad, peso y talla, así 

como la proporción de varones y mujeres, no difieren de forma estadísticamente significativa 

entre los pacientes con enfermedad de Parkinson y los controles puesto que la selección de los 

sujetos incluidos en el estudio se ha diseñado de manera que exista homogeneidad entre las dos 

poblaciones a estudio.  

 

En la literatura no se alcanza un consenso en cuanto a la consideración del sexo como un 

factor de riesgo para desarrollar enfermedad de Parkinson (Alonso Navarro et al., 2008b; Baba et 

al., 2005; Tanner, 1992; Tanner and Goldman, 1996; Vines et al., 1999). Nuestros resultados 

muestran una mayor proporción de varones entre los pacientes con enfermedad de Parkinson.   

La mayor incidencia de la enfermedad de Parkinson en hombres que en mujeres sugiere que 

existen factores asociados al género, ya sean estos hormonales o de otro tipo, que podrían estar 

implicados en el desarrollo de la enfermedad y modular la progresión de la misma. Trabajos 

experimentales recientes llevados a cabo en modelos animales de enfermedad de Parkinson, 

demuestran que los estrógenos pueden tener un efecto neuroprotector (Disshon and Dluzen, 

1997; Miller et al., 1998) que podría contribuir a la menor incidencia de la enfermedad de 

Parkinson en mujeres encontrada en varios estudios (Diamond et al., 1990; Parkinson Study 

Group, 1989). 
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Si bien, cabe destacar que en nuestro estudio, la incidencia de la enfermedad de Parkinson 

en función del género no es valorable puesto que en el diseño de este trabajo no se consideró 

como objetivo y carece de la metodología adecuada para esta determinación. 

 

El histograma mostrado en la figura 4.2, que representa la distribución muestral de la 

edad de inicio de la enfermedad de Parkinson, pone de manifiesto que la enfermedad se inicia 

entre los 60 y los 70 años en casi la mitad de los casos. Este hallazgo coincide con lo descrito en 

estudios previos, donde se recoge que los síntomas típicos de la enfermedad de Parkinson 

comienzan habitualmente a partir de la sexta década de la vida (Alonso Navarro, 2008; Hoehn 

and Yahr, 1967; Lees et al., 2009; Lyons et al., 1998). Por esta razón se ha sugerido una relación 

entre la enfermedad de Parkinson y el envejecimiento. El envejecimiento provoca cambios en el 

sistema nigroestriado, aunque estos son más marcados en los pacientes con enfermedad de 

Parkinson. El aumento de prevalencia de la enfermedad de Parkinson en relación con la edad 

está suficientemente demostrado (Lang and Lozano, 1998), puesto que la prevalencia de la 

enfermedad sufre un incremento exponencial con la edad. Además, la influencia de la edad de 

comienzo en la expresión de algunos síntomas de la enfermedad de Parkinson apoya el posible 

papel que desempeña el envejecimiento como factor de riesgo en dicha enfermedad.  

 

5.2. Estudio de polimorfismos genéticos en el gen apoE y presencia de  variantes en 

el gen GBA asociados a enfermedad de Parkinson 

 

Numerosos estudios han demostrado la importancia de las contribuciones genéticas en el 

desarrollo de la enfermedad de Parkinson, demostrando que los factores genéticos producen 

una mayor susceptibilidad o modificaciones en la enfermedad, afectando a la penetrancia, edad 

de inicio, gravedad y progresión de la misma (Farrer, 2006; Lesage and Brice, 2009). 

 

Pese a la gran cantidad de estudios realizados no se ha logrado identificar el locus mayor 

de la enfermedad de Parkinson, considerándose que su desarrollo es dependiente de múltiples 

factores ambientales y genéticos, dentro de los cuáles se podrían encontrar las variantes 

polimórficas de algunos genes como GBA y apoE. Por esta razón, en el presente estudio se ha 

analizado la posible implicación de la presencia de variantes en los genes GBA y apoE en el 

desarrollo de enfermedad de Parkinson. Aunque el trabajo realizado se ha dirigido 

principalmente al análisis del gen GBA en pacientes con enfermedad de Parkinson, el estudio se 

ha completado con el análisis del gen apoE. Dada la complejidad de la enfermedad de Parkinson 
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y la disparidad en los resultados sobre la posible relación entre la enfermedad de Parkinson y la 

enfermedad de Gaucher descritos en la literatura, el trabajo realizado ha pretendido contribuir a 

estudiar la relación entre ambas enfermedades. 

 

5.2.1. Asociación entre enfermedad de Parkinson y polimorfismos genéticos en el gen apoE 

 

Hasta la actualidad, existen discrepancias acerca de la asociación del genotipo apoE con el 

riesgo de padecer enfermedad de Parkinson entre los diferentes estudios descritos en la 

literatura. Por un lado, algunos de los estudios realizados apuntan hacia una posible asociación 

entre un determinado genotipo de apoE y el aumento en el riesgo de padecer enfermedad de 

Parkinson,  aunque los resultados no alcanzan la significación estadística en la mayoría de los 

casos (Huang et al., 2006; Huang et al., 2004; Li et al., 2004). Huang et al. (2004) describen una 

mayor prevalencia del alelo ε2 en los pacientes con enfermedad de Parkinson respecto a la 

población sana, sugiriendo de este modo, que el alelo ε2 puede constituir un factor de riesgo 

para la enfermedad de Parkinson. En cuanto al alelo ε4, varios autores lo han relacionado con la 

enfermedad de Parkinson, tanto en presencia como en ausencia de deterioro cognitivo en los 

pacientes (Caselli et al., 2007; Huang et al., 2006; Parsian et al., 2002). Aunque la relación 

existente entre la presencia de este alelo y la evolución de la enfermedad de Parkinson no se ha 

descrito, algunos autores han encontrado un comienzo más temprano de la enfermedad en los 

portadores del alelo ε4 (Li et al., 2004; Pankratz et al., 2006; Troster et al., 2006). Sin embargo, 

otros estudios no aprecian una relación consistente entre el genotipo de apoE y la enfermedad 

de Parkinson.  

 

Como ya se adelanta en el capítulo Resultados, el alelo ε3 en nuestra muestra es el más 

frecuente, lo que concuerda con los hallazgos encontrados en estudios previos (Huang et al., 

2004).  

 

En nuestro estudio, la relación entre el alelo ε4 y la presencia de enfermedad de Parkinson 

no fue significativa. La estimación del odds-ratio apunta hacia una asociación negativa entre la 

presencia del alelo ε4 y la aparición de enfermedad de Parkinson, corroborando lo descrito 

anteriormente en otros estudios (Blazquez et al., 2006; Helisalmi et al., 1996; Huang et al., 2004). 

Además, dentro de nuestra población de pacientes con enfermedad de Parkinson, ninguna 

combinación de alelos tiene influencia sobre la edad de inicio de la enfermedad, conforme a la 

conclusión de Parsian et al. (Parsian et al., 2002). 
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5.2.2. Asociación entre enfermedad de Parkinson y la presencia de variantes en el gen GBA 

 

Dentro del extenso espectro fenotípico observado en la enfermedad de Gaucher, se 

observa que algunos de estos pacientes desarrollan enfermedad de Parkinson. El espectro de 

manifestaciones parkinsonianas asociado a la enfermedad de Gaucher, ha suscitado un 

creciente interés en el análisis de la asociación entre la enfermedad de Parkinson y las 

mutaciones en el gen GBA, sugiriendo que éstas deben constituir un factor de riesgo para el 

desarrollo de enfermedad de Parkinson.  

 

La etnia judía de origen Askhenazi posee la mayor incidencia de enfermedad de Gaucher 

y en esta población se ha descrito asociación entre ambas entidades (Aharon-Peretz et al., 2004; 

Clark et al., 2007; Gan-Or et al., 2008), lo cual podría ser casual o específico de esta población 

concreta. Por este motivo es de interés conocer si la asociación entre enfermedad de Parkinson y 

enfermedad de Gaucher se produce en poblaciones de origen no judío.  

 

Aunque no se ha realizado un metanálisis, se observa discordancia en los resultados 

publicados por distintos colectivos. Varios autores han encontrado un incremento en la 

frecuencia de las mutaciones en el gen GBA en cohortes de pacientes con enfermedad de 

Parkinson (Bras et al., 2009; De Marco et al., 2008; Eblan et al., 2006; Kalinderi et al., 2009; Lwin et 

al., 2004; Mitsui et al., 2009; Neumann et al., 2009; Nichols et al., 2009; Sato et al., 2005; Sidransky 

et al., 2009; Wu et al., 2007; Ziegler et al., 2007). La frecuencia de las mutaciones en el gen GBA 

comprende un rango que oscila entre  10,7% y 31,3% para las poblaciones de origen Ashkenazi 

y entre 2,3% y 9,4% en pacientes cuyo origen no es Ashkenazi. Entre los estudios publicados, 

uno de los más consistentes es el estudio multicéntrico realizado por Sidransky et al. (2009), en 

el que demuestran que las mutaciones en el gen GBA constituyen uno de los factores genéticos 

implicados en la aparición de enfermedad de Parkinson en los pacientes de enfermedad de 

Gaucher, y pueden constituir un factor modificador en la enfermedad de Parkinson (Sidransky 

et al., 2009). Si bien, es importante destacar que la heterocigosidad para las mutaciones en el gen 

GBA constituye un factor de riesgo adicional para padecer enfermedad de Parkinson siempre 

que el individuo presente una predisposición previa a desarrollar la enfermedad (Hruska et al., 

2006; Sidransky, 2005). 

 

En algunos de estos trabajos se ha planteado, además, la hipótesis acerca de la implicación 

de las mutaciones en el gen GBA en el desarrollo de un de inicio precoz en la enfermedad de 
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Parkinson (Aharon-Peretz et al., 2004; Clark et al., 2007; Eblan et al., 2006; Gan-Or et al., 2008; 

Kalinderi et al., 2009; Nichols et al., 2009; Sato et al., 2005; Tan et al., 2007; Wu et al., 2007).  

 

No obstante, existen estudios que informan acerca de una menor frecuencia de 

mutaciones en el gen GBA o que no encuentran una asociación concluyente entre el desarrollo 

de enfermedad de Parkinson y la presencia de mutaciones en el gen GBA (Socal et al., 2009; Tan 

et al., 2007; Toft et al., 2006; Wu et al., 2007). Respecto a estos trabajos, hay que hacer mención a 

los métodos empleados para la detección de mutaciones en el gen GBA, puesto que en este 

punto existen discrepancias entre los resultados obtenidos por distintos estudios. Estas 

diferencias pueden atribuirse al análisis de algunas mutaciones específicas del gen GBA que se 

han analizado en los distintos estudios y cuya frecuencia difiere entre los distintos grupos 

étnicos (Gutti et al., 2008). Por este motivo, el origen de la población a estudio es un factor a 

tener en cuenta a la hora de diseñar el estudio. Algunos trabajos analizan exclusivamente un 

número determinado de mutaciones concocidas en el gen GBA de manera que se produce un 

sesgo debido a la pérdida de información relativa al del resto del gen. Toft et al. (2006) y Tan et 

al. (2007) analizaron únicamente las mutaciones N370S y L444P del gen GBA; Wu et al. (2007) 

analizaron las mutaciones R120W, L444P y RecNcil y Socal et al. (2009) analizaron las 

mutaciones N370S, L444P, IVS2+1 y 84GG. Es por ello que, aunque se estudiaron grandes 

cohortes de pacientes en estos estudios, los resultados obtenidos no son concluyentes. 

Asimismo, en la realización de un estudio de casos y controles se requiere una especial atención 

respecto a la selección de la población control para que exista homogeneidad entre las 

poblaciones estudiadas. Socal et al. (2009) estudiaron las cuatro mutaciones más frecuentes en su 

población en una cohorte pequeña de pacientes con enfermedad de Parkinson, pero no se 

realizó el correspondiente estudio en una población control adecuada, lo que limita las 

conclusiones finales de su estudio. 

 

El protocolo seguido en nuestro estudio para llevar a cabo el análisis del gen GBA incluía 

la amplificación del gen GBA completo con objeto de identificar la presencia de grandes 

deleciones, el barrido de las mutaciones  más frecuentes en nuestra población, N370S y L444P, 

el análisis de una variante c.(-203)A>G encontrada por nuestro grupo en la zona promotora del 

gen GBA (Alfonso et al., 2007), y, finalmente, la secuenciación de toda la región codificante y las 

uniones exón-intrón del gen GBA. 

 

La amplificación del gen completo no reveló la presencia de grandes deleciones en 

ninguno de los sujetos incluidos en el estudio, este hecho constituye un hallazgo esperado, 
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puesto que la frecuencia de grandes deleciones en el gen GBA es baja (Alfonso et al., 2007). Este 

método nos permitió eliminar, a su vez, la presencia del seudogén, de alta homología con el gen 

funcional, que difiere del gen estructural debido a que posee varias deleciones en los intrones 2, 

4, 6 y 7 y en los exones 9 y 4 y múltiples mutaciones puntuales, localizadas tanto en los exones 

como en los intrones correspondientes del gen estructural (Horowitz et al., 1989).  La presencia 

de este seudogén complica la identificación y caracterización de mutaciones en el gen 

estructural. Algunos de los estudios previos en los cuales se analizó un número limitado de 

mutaciones del gen GBA pueden estar influenciados por la presencia del seudogén. 

 

Optamos por realizar un proceso paso a paso para profundizar en el estudio de las 

mutaciones en el gen GBA. Inicialmente, se efectuó un barrido para las dos mutaciones del gen 

GBA más frecuentes en nuestra población (Alfonso et al., 2007).  

 

La estimación de la incidencia de las dos mutaciones más frecuentes responsables de la 

enfermedad de Gaucher en población general aragonesa nos permite conocer la verdadera 

frecuencia alélica de estas mutaciones en nuestra población. Esto resulta interesante puesto que 

es ampliamente conocido que las frecuencias alélicas de las mutaciones en el gen GBA difieren 

entre los diferentes grupos étnicos. Además, la estimación de la frecuencia alélica de la 

mutación N370S calculada en base a la prevalencia de esta mutación en los pacientes con 

enfermedad de Gaucher puede ser erroneamente infravalorada ya que algunos homocigotos 

para la mutación N370S son asintomáticos y escapan a la detección (Beutler and Gelbart, 1993). 

Esta circunstancia se ha puesto de manifiesto recientemente en un estudio llevado a cabo por 

Mistry et al., en el que se llega a la conclusión de que los pacientes homocigotos para la 

mutación N370S son especialmente vulnerables a sufrir retrasos diagnósticos y, por tanto, a 

sufrir complicaciones posteriores, debido a la poca expresividad con que las manifestaciones 

clásicas de la enfermedad pueden aparecer en estos pacientes inicialmente (Mistry et al., 2007).  

 

La frecuencia alélica de la mutación N370S en población general en la comunidad 

auntónoma de Aragon fue de 0,0023. Esta estimación es similar a  la descrita en otras 

poblaciones europeas. La frecuencia alélica determinada por Lacerda et al. en población 

potuguesa (Lacerda et al., 1994) fue de 0,0043 y en la población griega  la frecuencia alélica 

encontrada fue de 0,0046 (Dimitrou, 2010). La frecuencia alélica para la mutación L444P es muy 

baja en población general aragonesa (0,0008). Este resultado no se puede comparar con estudios 

realizados en otras poblaciones, ya que no hemos encontrado bibliografía al respecto. 
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La frecuencia alélica encontrada para la mutación N370S en pacientes con enfermedad de 

Parkinson no difiere estadísticamente de la frecuencia alélica observada para esta mutación en 

la población control, ni tampoco de la frecuencia alélica de esta mutación en nuestra población 

en la Comunidad Autónoma de Aragón. La mutación N370S se  detectó en el 1,83 % de los 

controles, sin embargo, no se identificó en ninguno de los pacientes con enfermedad de 

Parkinson. Esta observación parece descartar la relación entre esta mutación y la enfermedad de 

Parkinson, corroborando los resultados obtenidos por otros grupos, que han encontrado una 

incidencia muy baja de esta mutación entre pacientes con enfermedad de Parkinson  (Jmoudiak 

and Futerman, 2005; Strasberg et al., 1994). Este hecho sostiene la teoría tradicionalmente 

aceptada que asocia la mutación N370S con la ausencia de afectación neurológica en la 

enfermedad de Gaucher. En contraposición, varios estudios previos realizados en población 

Ashkenazi, han encontrado que la mutación más común entre los enfermos de Parkinson es la 

N370S. La asociación entre esta mutación en el gen GBA y la enfermedad de Parkinson 

únicamente ha sido significativa en estudios realizados en población judía Ashkenazi (Gan-Or 

et al., 2008), en la cual la mutación N370S tiene una prevalencia muy elevada (Mitsui et al., 2009; 

Velayati et al.). Por lo tanto, nuestro resultado concuerda con este hecho ya que nuestra 

población se limitó a individuos de ascendencia europea.  

 

Respecto a la mutación L444P, cabe destacar que solamente se identificó en el grupo 

Parkinson. Dos pacientes con enfermedad de Parkinson (1,78%) son portadores heterocigotos 

para la mutación L444P, mientras que esta mutación no se encontró en ninguno de los controles 

sanos. La mutación L444P presenta mayor prevalencia entre los pacientes con enfermedad de 

Parkinson, existiendo una diferencia importante (p=0,0585) con la frecuencia alélica observada 

para esta mutación en la población control, aunque ésta no logre alcanzar la significación 

estadística. Considerando que la frecuencia alélica para la mutación L444P es muy baja en 

población general aragonesa, este hallazgo constata la existencia de una posible asociación entre 

la enfermedad de Parkinson y la mutación L444P, tal como se había puesto de manifiesto en 

anteriores estudios publicados (Mitsui et al., 2009). Por otra parte, este resultado confirma que 

los portadores de mutaciones graves en el gen GBA tienen un riesgo particularmente alto de 

desarrollar enfermedad de Parkinson (Gan-Or et al., 2008) y que en la población control no es 

frecuente encontrar variantes del gen GBA asociadas con enfermedad de Gaucher grave, 

conforme a la conclusión de Bras et al. (2009) (Bras et al., 2009). 

 

La variante c.(-203)A>G, localizada en el exón 1 del gen GBA, que contiene gran cantidad 

de elementos implicados en la regulación del gen de la glucocerebrosidasa (Doll et al., 1995; 
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Moran et al., 1997), podría ser candidata a modificar la expresión del gen GBA y la 

funcionalidad de la proteína. El resultado del análisis de esta variante muestra  que, 

paradójicamente, el alelo mutado G es más frecuente en los controles que en los pacientes con 

enfermedad de  Parkinson. Por este motivo, esta variante se ha considerado como un 

polimorfismo frecuente en población general, como ya se ha demostrado en otros estudios 

realizados en nuestro grupo (Alfonso et al., datos no publicados) y no se ha tenido en cuenta a la 

hora de hallar la frecuencia total de las variantes identificadas en el gen GBA en nuestro estudio. 

A pesar de ello, se ha encontrado que este polimorfismo constituye una alteración genética que 

afecta a la funcionalidad de la proteína, provocando una disminución en su actividad (Alfonso 

et al., datos no publicados).  

 

El hecho de que se haya propuesto que son las variantes raras del gen GBA, y no las más 

frecuentes, las que están implicadas en una mayor susceptibilidad a padecer enfermedad de 

Parkinson (Mitsui et al., 2009),  refuerza la importancia del estudio extensivo de todo el gen, ya 

que estas variantes no se detectan en los estudios de asociación llevados a cabo mediante el 

análisis de un número limitado de mutaciones en el gen GBA (Tan et al., 2007; Toft et al., 2006; 

Wu et al., 2007). La secuenciación de gen completo se realiza en pocas ocasiones (Farrer et al., 

2009; Hruska et al., 2006), pero es necesaria para conseguir una imagen real del riesgo en la 

población. En nuestro estudio se realizó una búsqueda exhaustiva de mutaciones a lo largo de 

todo el gen y no sólo el barrido para las alteraciones más frecuentes, obteniendo que el 6,3% de 

los pacientes con enfermedad de Parkinson tienen alguna alteración en el gen GBA. Esta 

observación corrobora lo expuesto en el estudio multicéntrico publicado por Sidransky et al. 

(2009), dónde se expone que el 7% de los pacientes con enfermedad de Parkinson presentan 

variantes en el gen GBA en poblaciones de origen no Ashkenazi. 

 

El análisis exhaustivo del gen GBA concluyó con la identificación de cinco variantes: c.(-

203)A>G, E326K, T369M, N370S y L444P, todas ellas descritas previamente en la literatura. 

 

Las frecuencias alélicas y genotípicas encontradas para las variantes E326K y T369M no 

fueron diferentes entre los grupos control y Parkinson. No obstante, cabe destacar que la 

variante E326K se encuentra únicamente en el grupo Parkinson y que la variante T369M tiene 

doble incidencia en los pacientes con enfermedad de Parkinson. Aunque existen estudios 

previos sobre la posible consideración de las variantes E326K y T369M del gen GBA como 

polimorfismos presentes en la población general con una frecuencia mayor de 0,01. En nuestro 

estudio las frecuencias para el alelo menor de las variantes E326K y T369M no superan esta 
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frecuencia de 0,01, umbral a partir del cuál una variante se considera polimorfismo (Farrer et al., 

2009; Lwin et al., 2004; Park et al., 2002; Sidransky et al., 2009; Walker et al., 2003).  

 

Según lo publicado en la literatura, otro motivo por el cual algunos estudios sostienen que 

estas variantes son polimorfismos, es que estas variantes se han descrito asociadas a mutaciones 

compuestas en el gen que codifica la glucocerebrosidasa en pacientes afectos de enfermedad de 

Gaucher, considerando que la presencia de otra mutación patogénica en el mismo alelo es 

responsable última de la enfermedad (Lwin et al., 2004; Park et al., 2002). Sin embargo, en 

nuestro trabajo se examinó cuidadosamente el resto del gen para los pacientes portadores de las 

variantes E326K y T369M y en ningún caso existe otra mutación que co-ocurra junto con estas 

variantes. Por todo ello, hemos considerado las variantes E326K y T369M como variantes que 

podrían estar implicadas en la funcionalidad de la glucocerebrosidasa. , de acuerdo con lo 

manifestado en estudios previos (Clark et al., 2007; Lwin et al., 2004). 

 

En nuestro estudio, la variante E326K no se detectó en la población control, sin embargo, 

fue identificada en uno de los pacientes con enfermedad de Parkinson, mientras que la variante 

T369M presenta una doble incidencia en el grupo Parkinson respecto al grupo control. Este 

hecho respaldó la decisión de incluirlas como variantes a pesar de la existencia de publicaciones 

que las consideran como polimorfismos neutrales.  

 

Este resultado coincide con lo descrito por Rozenberg et al. (2006), que no encontraron la 

variante E326K en ninguno de los 100 alelos estudiados en población control (Rozenberg et al., 

2006), mientras que Farrer et al. (2009) identificaron la variante E326K en aproximadamente un 

5% de los pacientes y en el 1% de los controles, por lo que sostienen que la aparición de la 

variante E326K refleja una tendencia hacia la asociación con la demencia con cuerpos de Lewy 

(Farrer et al., 2009).  

 

En un estudio realizado por nuestro grupo, se observó que todos los portadores de la 

variante E326K en uno de los alelos, presentaban algún tipo de alteración neurológica (Alfonso 

et al., 2007). Ese hallazgo ratifica el posible incremento en el riesgo de padecer alteraciones 

neurológicas entre los heterocigotos compuestos para E326K. 

 

El análisis funcional sugiere que la mutación E326K debe constituir una variante 

modificadora en lugar de un polimorfismo neutral, aunque la homocigosidad de esta variante 

no conduzca al desarrollo de  enfermedad de Gaucher (Montfort et al., 2004). Grace et al. (1999) 
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demostraron, a través de estudios de expresión in vitro y de eficiencia catalítica, que la enzima 

mutada E326K tenía una actividad residual del 30% respecto a la proteína salvaje (Grace et al., 

1999). Estos datos fueron corroborados por nuestro grupo en un estudio posterior, mostrando 

una actividad residual específica similar (Torralba et al., 2001). Chabas et al. (2005) también 

consideran la variante E326K como una variante modificadora debido a que el estudio de 

expresión de glucocerebrosidasa mutante  E326K muestra una actividad del 42,7% respecto a la  

forma salvaje (Chabas et al., 2005). 

 

Todas las variantes del gen GBA identificadas en nuestro estudio fueron heterocigotas. 

Existen comunicaciones respecto al hecho de que las alteraciones en el gen que codifica la 

glucocerebrosidasa, incluso en heterocigotos, constituyen un factor de riesgo adicional para el 

desarrollo de enfermedad de Parkinson cuando existe una predisposición previa a padecer la 

enfermedad (Lesage and Brice, 2009; Sidransky, 2005). La observación de que las variantes en el 

gen GBA podrían constituir un factor común de susceptibilidad para el desarrollo de 

enfermedad de Parkinson de inicio precoz proporcionan un ejemplo de que la heterocigosidad 

de un gen en una enfermedad mendeliana puede actuar como factor de riesgo en otras 

enfermedades complejas (Wu et al., 2007). Por tanto, es importante resaltar que, a pesar de que 

la significación patogénica de una mutación heterocigota simple en el gen GBA permanece sin 

clarificarse, no puede considerarse un estado absolutamente asintomático (Aharon-Peretz et al., 

2004). 

 

La naturaleza de la asociación entre la enfermedad de Gaucher y la enfermedad de 

Parkinson permanece sin esclarecerse completamente. Se han formulado varias hipótesis que 

plantean la existencia de mecanismos convergentes que contribuyen a la neurodegeneración 

con objeto de desentrañar la relación entre ambas enfermedades. Los estudios experimentales 

respaldan la idea de que existe un nexo biológico entre la enfermedad de Gaucher y la 

enfermedad de Parkinson debido a la existencia de múltiples mecanismos que conducen al 

desarrollo de enfermedad de Parkinson entre los portadores de variantes en el gen GBA, entre 

los que se incluyen alteraciones lipídicas, acumulación de proteínas aberrantes o mal plegadas, 

disfución lisosomal, deterioro del sistema ubiquitina proteasoma, disfunción mitocondrial y de 

los mecanismos protectores del stress oxidativo y apoptosis (Gan-Or et al., 2008). Sin embargo, 

el mecanismo molecular responsable de la EP en portadores de mutaciones en el gen GBA no se 

conoce con exactitud y, por lo tanto, son necesarios más estudios para elucidar la el mecanismo 

fisiopatológico convergente implicado en ambas enfermedades 
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Aharon et al. (2004) proponen que la mayoría de los portadores de alelos mutados para el 

gen GBA, en los cuales no se desarrolla enfermedad de Parkinson, disponen de un mecanismo 

genético efectivo que les permite prevenir el depósito y la acumulación de glucocerebrósido en 

las neuronas dopaminérgicas o que degrada eficazmente el glucocerebrósido depositado en 

ellas (Aharon-Peretz et al., 2004). 

 

En nuestra población, en la comunidad autónoma de Aragón (1.345.473 habitantes), con 

una prevalencia para la enfermedad de Gaucher del 1,1 por 100.000 habitantes, hemos 

observado una frecuencia global de asociación de 6,3% portadores de variantes en el gen GBA 

entre los pacientes con enfermedad de Parkinson, frente a 3,7% portadores de variantes en el 

gen GBA en el grupo control. Este hallazgo se encuentra dentro de los valores descritos por 

otros estudios en población de origen no Ashkenazi, dónde la proporción de portadores de 

variantes en el gen GBA oscila entre 2,4% y 9,4% (Velayati et al., 2010). Este resultado es muy 

diferente al encontrado por Aharon-Peretz et al., donde se analizaron 6 de las mutaciones  más 

comunes en el gen GBA en pacientes diagnosticados de enfermedad de Parkinson de origen 

Ashkenazi, identificando 31 pacientes con alteraciones en el gen GBA (31,3%), de manera que la 

frecuencia de mutaciones encontradas en el gen GBA fue más de cinco veces superior a la 

frecuencia de mutaciones GBA encontrada en los dos grupos control utilizados: población sana 

y pacientes con enfermedad de Alzheimer. Cabe destacar que la elección de los grupos control 

dista mucho de ser ideal debido a la posible superposición clínica existente entre la enfermedad 

de Alzheimer y la enfermedad de Parkinson. Además, los sujetos incluidos en el grupo control 

de población de origen Ashkenazi tienen edades muy heterogéneas y no se determinó la 

ausencia de alteraciones neurológicas en este grupo (Aharon-Peretz et al., 2004). 

 

En nuestro estudio, la frecuencia de portadores de mutaciones patogénicas o variantes 

modificadoras entre los pacientes con enfermedad de Parkinson no llegó a diferir 

significativamente de la razón de portadores entre los sujetos control, aunque estos resultados 

representan una mayor frecuencia de variantes en el gen GBA en pacientes con enfermedad de 

Parkinson cuando se comparan con un grupo control (OR=1,72; 95% CI 0,51 - 5,77; p=0,567). El 

análisis de nuestros datos implica una asociación entre la presencia de mutaciones en el gen 

GBA y la aparición de enfermedad de Parkinson. Sin embargo, no proporciona una asociación 

significativa, y por lo tanto concluyente, entre la ocurrencia de enfermedad de Parkinson y las 

alteraciones en el gen GBA. 
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El conflicto observado entre los resultados obtenidos en este estudio y otros similares, es 

el reflejo del método utilizado para el análisis de mutaciones en el gen GBA, como ya se ha 

comentado anteriormente. Estas diferencias pueden deberse, además, al origen de las 

poblaciones analizadas y al tamaño de las poblaciones a estudio, que no es lo suficientemente 

grande para detectar diferencias entre ambas poblaciones y, por lo tanto, el estudio carece de la 

potencia sufciente para detectar la asociación. 

 

En estudios cuya población es predominantemente de la etnia judía Ashkenazi, se observó 

una fuerte asociación entre la presencia de variantes en el gen GBA y el desarrollo de 

enfermedad de Parkinson (Aharon-Peretz et al., 2004). Los estudios que se han realizado en 

poblaciones de ascendencia no Ashkenazi obtienen resultados en los que la asociación 

encontrada es menos concluyente o en los que no existe asociación. Esto puede deberse a que la 

frecuencia de variantes en el gen GBA en otras poblaciones, concretamente en población 

aragonesa y en España, es mucho menor que en población Ashkenazi (Eblan et al., 2006; Sato et 

al., 2005; Socal et al., 2009; Tan et al., 2007; Toft et al., 2006; Wu et al., 2007). 

 

La limitación más importante de nuestro estudio es el tamaño de muestra. Aunque a 

priori parecía suficiente para identificar la asociación, los resultados obtenidos evidencian que 

es necesario un mayor tamaño muestral para la identificación de variantes GBA en poblaciones 

de ascendencia no Ashkenazi (Bras et al., 2009). 

 

Por último, es importante destacar que los resultados de los distintos estudios realizados 

exponen que la mayoría de los portadores de un alelo mutado en el gen GBA nunca desarrollan 

signos clínicos de enfermedad de Parkinson, por lo que sin duda existen otros modificadores 

esenciales para el desarrollo de la enfermedad, incluyendo la interacción entre diversos factores 

genéticos y factores ambientales (Dipple and McCabe, 2000; Maraganore et al., 2005). La 

presentcia de variantes heterocigotas en el gen GBA debe considerarse como un factor de riesgo 

adicional para el desarrollo de la enfermedad de Parkinson en individuos que tengan 

predisposición previa a padecer la enfermedad (Hruska et al., 2006).  

 

5.3. Asociación entre enfermedad de Parkinson de inicio precoz y variantes en el 

gen GBA 
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Los primeros estudios de pacientes con enfermedad de Gaucher y enfermedad de 

Parkinson describían el desarrollo síntomas parkinsonianos a partir de la cuarta o quinta 

década de la vida, presentando un comienzo más temprano que el de la mayoría de los 

pacientes con enfermedad de Parkinson esporádica (Goker-Alpan et al., 2004; Tayebi et al., 

2003).  

 

Para evaluar si la presencia de variantes en el gen GBA puede constituir un factor de 

susceptibilidad genética para el desarrollo de enfermedad de Parkinson de inicio precoz, se 

comparó la edad de comienzo de la enfermedad en los pacientes que presentaban alguna 

alteración en el gen GBA con la edad de inicio en los pacientes que no presentaban variantes en 

el gen GBA. El análisis demostró que la enfermedad tiene un comienzo más precoz en los 

pacientes que presentan variantes en el gen GBA, y por tanto implica que la presencia de 

alteraciones en el gen GBA incrementa el riesgo de padecer enfermedad de Parkinson de inicio 

precoz. Este hallazgo concuerda con lo publicado en anteriores trabajos, que ponen de 

manifiesto que la edad de inicio de los síntomas motores es entre 1,7 y 6 años más temprana en 

pacientes portadores de variantes en GBA que en pacientes sin variantes en el gen de la 

glucocerebrosidasa (Aharon-Peretz et al., 2004; Clark et al., 2007; Kalinderi et al., 2009; Neumann 

et al., 2009; Nichols et al., 2009; Tan et al., 2007; Wu et al., 2007). 

 

Varios estudios describen un comienzo más temprano en la enfermedad de Parkinson en 

los portadores de variantes en el gen GBA, especialmente en los pacientes portadores de 

variantes graves del gen GBA (Gan-Or et al., 2008). Esta observación coincide con lo observado 

en nuestro estudio en que los pacientes diagnosticados de enfermedad de Parkinson y 

portadores heterocigotos de la mutación L444P presentaban enfermedad de Parkinson de inicio 

precoz. 

 

5.4. Análisis de las manifestaciones clínicas en pacientes con enfermedad de 

Parkinson y variantes en el gen GBA 

 

El primer estudio que describe la existencia de una relación entre la enfermedad de 

Gaucher y la enfermedad de Parkinson refería un comienzo precoz de la enfermedad de 

Parkinson y una respuesta deficiente al tratamiento convencional de la enfermedad con L-

DOPA (Neudorfer et al., 1996). Estudios posteriores han sugerido la posibilidad de que exista 

asociación entre la enfermedad de Gaucher y una forma de enfermedad de Parkinson de 
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comienzo temprano (Machaczka et al., 1999; Tayebi et al., 2001; Tayebi et al., 2003; Varkonyi et 

al., 2003). Se trata de pacientes que presentan formas leves o moderadas de enfermedad de 

Gaucher, y desarrollan una forma agresiva de parkinsonismo, de comienzo temprano, gravedad 

en el curso clínico, a menudo deterioro cognitivo y refractariedad al tratamiento convencional 

de la enfermedad de Parkinson, sin que exista asociación con un genotipo concreto. 

 

A pesar de estas publicaciones iniciales, existen publicaciones más recientes en las que se 

describe una elevada variabilidad en cuanto a la edad de inicio, progresión de la enfermedad, 

cambios cognitivos y respuesta a L-DOPA en pacientes con enfermedad de Parkinson asociada 

a mutaciones en el gen GBA. Los resultados obtenidos en nuestro estudio corroboran este hecho 

y ponen de manifiesto la existencia de una gran variabilidad clínica entre los pacientes con 

enfermedad de Parkinson y variantes en el gen GBA. La edad de inicio, síntomas motores al 

inicio, progresión de la enfermedad,  respuesta al tratamiento con L-DOPA, demencia, estadío 

evolutivo según la escala de Hoehn y Yahr, así como los antecedentes familiares de enfermedad 

de Parkinson varían considerablemente entre estos pacientes.  

 

En la mayoría de los pacientes de nuestro estudio existió un inicio asimétrico de los 

síntomas motores, lo que coincide con lo descrito por Bembi et al. (Bembi et al., 2003).  

 

A pesar de que existen aportaciones a la literatura que describen una mayor incidencia de 

demencia  y alteraciones cognitivas entre los portadores de alteraciones en el gen GBA (Mitsui et 

al., 2009; Neumann et al., 2009; Sidransky et al., 2009), en nuestro estudio, el resultado de la 

evaluación no reveló la presencia de demencia en ninguno de estos pacientes. 

 

Estudios realizados anteriormente apuntan hacia el predominio de enfermedad de 

Parkinson esporádica entre los  portadores de variantes en el gen GBA (Eblan et al., 2006; Wu et 

al., 2007), tal como confirma nuestro trabajo, donde solamente un portador de variante GBA 

presentaba enfermedad de Parkinson de tipo familiar. 

 

Respecto a la eficacia del tratamiento con L-DOPA en los pacientes portadores de 

variantes en el gen GBA, existen discrepancias entre los distintos estudios realizados. Mientras 

algunos describen pacientes con enfermedad de Gaucher con síntomas parkinsonianos 

refractarios al tratamiento con L-DOPA (Tayebi et al., 2003), la mayoría de los estudios recientes 

apuntan hacia una buena, e incluso excelente, respuesta a la terapia antiparkinsoniana entre los 

portadores de variantes en el gen GBA (Bembi et al., 2003; Farrer et al., 2009; Goker-Alpan et al., 
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2004; Mata et al., 2008; Neumann et al., 2009; Wu et al., 2007; Ziegler et al., 2007), como se ha 

podido constatar en nuestro estudio. 

 

Al igual que en la mayoría de los estudios realizados, no detectamos diferencias 

significativas en las manifestaciones clínicas y/o en la progresión de la enfermedad entre 

portadores de variantes en el gen GBA y controles aplicando la escala de evaluación clínica de 

Hoehn&Yahr (Velayati et al., 2010). Por lo tanto, la enfermedad de Parkinson asociada a 

variantes en el gen GBA, parece ser fenotipicamente indistinguible de la enfermedad de 

Parkinson esporádica. Esta variabilidad en la presentación clínica puede atribuirse a los 

procesos tóxicos relativos a diferentes metabolitos, que pueden causar distinto grado de daño al 

sistema dopaminérgico. 

 

No existen diferencias respecto a las manifestaciones clínicas de la enfermedad de 

Parkinson entre los pacientes portadores de variantes en el gen GBA, los pacientes que portaban 

la variante c.(-203)A>G considerada como un polimorfismo presente en población general y los 

pacientes que no portaban variante en el gen GBA. Este hecho sugiere que el curso clínico de la 

enfermedad no se puede predecir a través del genotipo (Goker-Alpan et al., 2008; Goker-Alpan 

et al., 2004). Además, la heterogeneidad genotípica encontrada en pacientes con características 

clínicas similares también lo corrobora. 

 

Por todo esto, podemos concluir que, para determinar los efectos exactos de las variantes 

heterocigotas en el gen GBA sobre los fenotipos parkinsonianos, serían necesarios análisis 

epidemiológicos y clínicos extensivos en grandes cohortes de pacientes. 

 

5.5. Evaluación de la influencia de factores ambientales en la aparición de 

enfermedad de Parkinson 

 

A pesar de los avances producidos en las últimas décadas en el conocimiento de los 

mecanismos fisiopatológicos de la enfermedad de Parkinson, la etiología de la enfermedad es 

todavía desconocida en la inmensa mayoría de los casos, si bien se cree que la enfermedad de 

Parkinson resulta de complejas interacciones entre factores ambientales y genéticos. 

 

La aparición de cuadros de parkinsonismo secundarios a la intoxicación con 1-metil-4-

fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) en humanos y animales (Burns et al., 1983; Langston and 
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Ballard, 1983) estimuló la búsqueda de posibles factores ambientales causales de la enfermedad 

de Parkinson, y existen numerosos estudios encaminados hacia la búsqueda de una relación 

etiológica entre posibles factores ambientales y la aparición de enfermedad de Parkinson.  

 

En nuestro trabajo se estudió la influencia de tres factores que se han asociado con 

incremento del riesgo de padecer enfermedad de Parkinson como son: exposición a agentes 

tóxicos (tóxicos agrícolas e industriales), empastes dentales de amalgama de mercurio y 

antecedentes familiares de enfermedad de Parkinson. En el análisis univariante la proporción 

de individuos expuestos a estos  factores de riesgo fue significativamente superior en el grupo 

Parkinson respecto al grupo control, lo que corrobora la asociación existente entre estos factores 

y la aparición de enfermedad de Parkinson. Este hallazgo es corroborado por los resultados 

obtenidos en el análisis multivariado, que indican que las variables sexo y edad no intervienen 

como factores de riesgo en el desarrollo de enfermedad de Parkinson en el modelo de regresión 

logística utilizado, mientras que el resto de variables estudiadas si se incluyeron como variables 

modificadoras para la aparición de la enfermedad y muestran significación como factores de 

riesgo para la aparición de la misma.  

 

Existen multitud de estudios epidemiológicos en referencia a la exposición a agentes 

tóxicos y el desarrollo de enfermedad de Parkinson que arrojan conclusiones muy diversas 

(Koller et al., 1990; Stern et al., 1991; Taylor et al., 1999). Los resultados de nuestro estudio 

constatan la asociación entre el contacto con agentes tóxicos de origen agrícola e industrial y la 

aparición de enfermedad de Parkinson, coincidiendo con lo ya descrito en anteriores estudios 

epidemiológicos, que avalan, con suficiente evidencia, que la exposición crónica a pesticidas 

incrementa el riesgo de padecer enfermedad de Parkinson (Firestone et al., 2005; Hubble et al., 

1993; Priyadarshi et al., 2001; Priyadarshi et al., 2000; Tanner et al., 1989; Uitti et al., 1994). Si bien, 

no se ha demostrado la existencia de un tóxico ambiental específico como factor de riesgo 

común a los estudios realizados. Pese a que la mayoría de los estudios concuerdan en la 

asociación entre la exposición a pesticidas y un mayor riesgo de padecer la enfermedad, no se 

ha relacionado un inicio más temprano de la enfermedad y el contacto con agentes tóxicos 

(Stern et al., 1991; Tsai et al., 2002). 

 

A pesar de que la utilización de amalgamas de mercurio en los empastes dentales ha sido 

muy discutida a lo largo de las últimas décadas, se han realizado pocas investigaciones 

epidemiológicas al respecto (Bates et al., 2004). Los resultados comunicados en la literatura 

respecto al papel desempeñado por los empastes dentales de amalgama de mercurio en la 
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aparición de patologías de origen neurológico son muy dispares (Lauterbach et al., 2008; Pleva, 

1994; Ratcliffe et al., 1996). Nuestros resultados manifiestan que los empastes dentales de 

amalgama de mercurio pueden constituir un factor de riesgo para la aparición de enfermedad 

de Parkinson, aunque está variable no está asociada con la aparición de enfermedad de 

Parkinson de inicio temprano. 

 

El papel desempeñado por factores genéticos en la etiología de la enfermedad de 

Parkinson se ha discutido desde la primera descripción de Gowers, según el cual un número 

considerable de sus pacientes con enfermedad de Parkinson, tenía antecedentes familiares 

(Gowers, 1902). Mediante los datos de nuestro estudio se han podido constatar los hallazgos 

descritos en anteriores trabajos (Taylor et al., 1999; Uitti et al., 1994), que sostienen que la 

presencia de historia familiar supone un factor de riesgo positivo para padecer la enfermedad 

de Parkinson, cifrándose en un 10,7% el porcentaje de pacientes que poseen un familiar de 

primer grado afecto de la enfermedad en un porcentaje similar al descrito en otros estudios 

(Bonifati et al., 1995; De Michele et al., 1996; Payami et al., 1994) y que refuerza la hipótesis de 

que la enfermedad, o al menos la susceptibilidad para desarrollarla, podría estar genéticamente 

determinada en algunos casos. Pese a que la mayoría de los estudios concuerdan en la 

asociación entre la presencia de antecedentes familiares de enfermedad de Parkinson y un 

mayor riesgo de padecer la enfermedad, no se produce el fenómeno de la anticipación como 

ocurre en otras entidades. 
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6. CONCLUSIONES 
 

De los resultados presentados en esta memoria se pueden extraer las siguientes 

conclusiones: 

 

1. El análisis de las isoformas de la apolipoproteína E demuestra que éstas no constituyen 

un factor de susceptibilidad para el desarrollo de enfermedad de Parkinson. 
 

2. La incidencia de la mutación N370S en el gen GBA en población aragonesa es 0,0023, 

mientras que la incidencia de la mutación L444P es 0,0008. Ambas representan las 

mutaciones más frecuentes responsables de la EG en España y su incidencia es similar 

a la observada en otras poblaciones de origen no Ashkenazi. 

 

3. La incidencia global de portadores de variantes en el gen GBA es  el doble en el grupo 

de pacientes con enfermedad de Parkinson respecto al grupo control de población 

general. 

 

4. Entre las variantes encontradas en el grupo de pacientes con enfermedad de Parkinson, 

la variante T369M presentó doble incidencia respecto al grupo control, mientras que 

las variantes L444P y E326K se han detectado exclusivamente entre los pacientes con 

enfermedad de Parkinson. La incidencia de la mutación L444P en el grupo de pacientes 

con EP ha sido tres veces superior a la encontrada en población aragonesa. 
 

5. En el grupo de pacientes con EP analizado no se ha encontrado la mutación N370S. Por 

el contrario, la incidencia de esta mutación en el grupo control es similar a la 

encontrada en población general aragonesa. 

 

6. Se ha encontrado que la variante c.(-203)A>G del gen GBA, descrita previamente en 

pacientes con enfermedad de Gaucher, presentaba una incidencia de 4,6% en el grupo 

control de población general, lo que demuestra que es un polimorfismo. No se ha 

encontrado relación de este polimorfismo con la aparición de enfermedad de 

Parkinson. 
 

7. Los resultados encontrados en población aragonesa con respecto a la incidencia de 

mutaciones en GBA en pacientes con enfermedad de Parkinson, son similares a los 

descritos en otras poblaciones europeas. 
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8. Nuestros resultados indican que la presencia de la mutación L444P en el gen GBA 

constituye un factor de susceptibilidad genética para inicio precoz de la enfermedad de 

Parkinson. 
 

9. Nuestros resultados ponen de manifiesto la existencia de una gran heterogeneidad en 

las manifestaciones clínicas de los pacientes portadores de variantes en el gen GBA. No 

existe una relación clara entre el genotipo del gen GBA y el fenotipo observado en los 

pacientes con enfermedad de Parkinson. 
 

10. En nuestro estudio, la exposición a agentes tóxicos, los empastes dentales de amalgama 

de mercurio y los antecedentes familiares de  enfermedad de Parkinson constituyen 

factores de riesgo para el desarrollo de la enfermedad, aunque ninguno de ellos se 

asocia significativamente con el inicio precoz de la misma. 
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8. ANEXOS 
 

ANEXO I: Clasificación clínica de la enfermedad de Gaucher (Cox and Schofield, 
1997; Lee, 1995): 

 

 

Manifestación Tipo  
1 

Tipo  
2 

Tipo 
3A 

Tipo  
3B 

Tipo  
3C 

 
Edad de inicio 
 
 
Visceromegalias 
 
Enfermedad 
ósea 
 
Enfermedad  
valvular 
cardíaca 
 
Afectación  
SNC 
 
Apraxia 
oculomotora 
 
Opacidad 
corneal 
 
 
Supervivencia 
 
 
Raza étnica 

 
Adultos/ 
adultos jóvenes 
 
+ a +++ 
 
+ a +++ 
 
 
- 
 

 

 
- 
 

 

- 
 
- 
 

 

 60 años 
 
 
Judíos 
Ashkenazi 

 
<1 año 
 
 
± a + 
 
- 
 
 
- 
 

 

 
+++ 
 

 

+ 
 
NE 
 

 

< 3 años 
 
 
SP 
 
 

 
>10 años 
 
 
± a + 
 
- 
 
 
- 
 
 

 

+ 
 

 

+ 
 
NE 
 

 

2ª a 3ª 
década 
 
Norte de 
Suecia 

 
< 5 años 
 
 
+++ 
 
+++ 
 
 
- 
 

 

 
- 
 

 

+ 
 
NE 
 

 

2ª a 3ª 
década 
 
SP 
 
 

 
2-20 años 
 
 
+ 
 
- 
 
 
+++ 
 

 

 
± 
 

 

+ 
 
+ 
 

 

2ª a 3ª 
década 
 
SP 

NE: no evaluado; SP: sin preferencia étnica. 
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ANEXO II: Genes y loci más importantes implicados en la enfermedad de Parkinson 

de tipo familiar: 

 

Gen / Locus 
(posición 

cromosómica) / 
Tipo de herencia 

Edad de comienzo Mutaciones Fenotipo clínico 

SNCA 
 

PARK1 (4q21-q23) 
 

PARK4 (4p15) 
 
 

AD 

30 – 65 años 
(duplicaciones)/ 

24 – 48 años 
(triplicaciones) 

 
Sustituciones 
A53T, A30P y 

E46K. 
 

Duplicaciones,
triplicaciones 

genómicas 

Parkinsonismo 
con respuesta 
progresiva a 

L-DOPA, 
asociado con 

deterioro 
cognitivo, 
disfunción 

autonómica y 
demencia 

LRRK2/DARDARINA 
 

PARK8  
(12q12-12p11q13) 

 
AD 

50-70 años 

Sustituciones 
dominantes: 

Arg1441Cys/
Gly/His;      

Tyr 1699Cys; 
Ile2012Thr; 
Gly2019Ser; 
Ile2020Thr 

  

Parkinsonismo 
consistente con 
EP esporádica; 

distonía; 
desarrollando 

amiotrófia, 
parálisis de 

mirada y 
demencia 
ocasional 

PARKINA 
 

PARK2 
(6q25.2-q27)  

 
AR 

30 años 

Mutaciones 
missense 

(homocigotos, 
heterocigotos 
compuestos) y 

deleciones 
exónicas, 

duplicaciones,  
triplicaciones 

Parkinsonismo, 
que cursa con 
distonía, con 
fluctuaciones 

diurnas; 
típicamente 

responde a dosis 
muy bajas de 

L-DOPA 
PKIN1 

 
PARK6 

(1p35-p36) 
 

AR 

20-40 años 

Mutaciones 
missense  y 
deleciones 
exónicas 

Parkinsonismo 
que progresa 
lentamente y 

responde a dosis 
bajas de 

L-DOPA 

DJ1 
 

PARK7  
(1p36) 

 
AR 

20-40 años 

Homocigotos 
missense 

(Leu166Pro) y 
deleciones 

(DelEx1-5) y 
heterocigotos 
compuestos 

Parkinsonismo 
que progresa 
lentamente, 

ocasionalmente  
perturbaciones 
psiquiátricas o 

de 
comportamiento 

AD: Autosómica dominante; AR: autosómica recesiva. 
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ANEXO III: Enfermedades con formación de cuerpos de Lewy: 

 

Enfermedad de Parkinson 

Enfermedad difusa por cuerpos Lewy (Kosaka y cols., 1984) 

Parálisis supranuclear progresiva (Gearing y cols, 1994) 

Esclerosis lateral amiotrófica familiar y esporádica (Takahashi y cols, 1972, Maruyama y cols., 

1989; Sasaki y Maruyama, 1991) 

Síndrome de Hallervorden-Spatz (Arawaka y cols., 1998) 

Panencefalitis crónica 

Ataxia-telangectasia 

Atrofia multisistémica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



8. Anexos                                                                                                                                                                                             n                                                                                                                                                                                                                                         

 _______________________________________________________________________________________________________                                                                                                                                             
 158                                                                                                                            Beatriz García Rodríguez – Tesis Doctoral    

ANEXO IV: Criterios clínicos diagnósticos del Banco de Cerebros de la Sociedad de 
la enfermedad de Parkinson del Reino Unido (UK Parkinson's Disease Society Brain 
Bank): 

 

a) Diagnóstico de parkinsonismo: 

• Bradicinesia 

• Al menos uno de los siguientes: 

- Rigidez muscular 

- Temblor en reposo 

- Inestabilidad postural (no explicada por un trastorno visual, vestibular, cerebeloso o de 

la sensibilidad propioceptiva) 

b) Criterios de exclusión 

• Accidentes cerebrales vasculares de repetición 

• Traumatismos craneales de repetición 

• Historia de encefalitis o crisis oculógiras 

• Tratamiento con neurolépticos al inicio de los síntomas 

• Más de un familiar afecto 

• Remisión sostenida o estrictamente unilateral después de 3 años 

• Oftalmoplejia supranuclear, signos cerebelosos o piramidales 

• Signos disautonómicos severos 

• Demencia precoz severa con alteración de la memoria, lenguaje y praxis 

• Signo de Babinski 

• Presencia de un tumor cerebral o una hidrocefalia en la tomografía axial computerizada 

(TAC) 

• Ausencia de respuesta a L-DOPA 

• Exposición 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) 

c) Criterios de apoyo para el diagnóstico de la EP (tres o más son requeridos para el 

diagnóstico definitivo de enfermedad de Parkinson): 

• Inicio unilateral 

• Presencia de temblor de reposo 

• Trastorno progresivo 

• Asimetría persistente, afectando más al lado donde se inició la enfermedad 

• Excelente respuesta a L-DOPA (70-100%) 

• Corea inducida por L-DOPA. 

• Respuesta a L-DOPA durante más de 5 años. 

• Curso clínico de 10 años o más 
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ANEXO V: Estadios de evolución de la Enfermedad de Parkinson según de Hoehn y 
Yahr:   

    

• Estadio 1   

Signos y síntomas en un solo lado    

Síntomas leves    

Síntomas molestos pero no incapacitantes    

Presencia de síntomas con temblor en alguna extremidad    

Amigos notan cambios en la postura, expresión facial y marcha    

• Estadio 2   

Síntomas bilaterales    

Mínima discapacidad    

La marcha y la postura están afectadas    

• Estadio 3   

Significante enlentecimiento de los movimientos corporales    

Dificultad para mantener el equilibrio tanto de pie como al andar.    

Disfunción generalizada moderadamente severa    

• Estadio 4    

Síntomas severos    

Todavía puede andar cierto recorrido    

Rigidez y bradicinesia    

No puede vivir solo    

El temblor puede ser menor que en los estadios anteriores    

• Estadio 5   

Estadio caquético    

Invalidez total    

No puede andar ni mantenerse de pie    

Requiere cuidados de una enfermera    
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ANEXO VI: Protocolo de recogida de datos de los sujetos incluidos en el estudio: 
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ANEXO VII: Documento de consentimiento informado: 
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ANEXO VIII: Características antropométricas: 
 

Tabla 1. Grupo control: 
 

Nº ID Edad 
(años) 

Sexo  
(Mujer=M;  
Varón=V)  

Peso (Kg)  Talla (cm) 

C1 72 V 83 168 
C2 70 V 80 170 
C3 86 M 53 160 
C4 69 V 73 172 
C5 60 V 76 177 
C6 75 M 52 162 
C7 70 V 78 159 
C8 70 V 71 157 
C9 76 V 83 165 

C10 69 V 74 160 
C11 56 M 80 163 
C12 58 M 63 162 
C13 47 M 54 150 
C14 57 M 70 158 
C15 76 M  - - 
C16 58 V 89 174 
C17 48 M 93 161 
C18 42 M 57 163 
C19 65 M 86 165 
C20 25 M 59 165 
C21 58 V 70 170 
C22 55 M 79 152 
C23 46 M 90 169 
C24 70 V 92 180 
C25 80 M 55 152 
C26 65 V 85 170 
C27 67 M 81 165 
C28 81 V 70 170 
C29 61 M 91 170 
C30 74 M 69 165 
C31 52 M 60 169 
C32 70 M 70 155 
C33 60 V 89 170 
C34 58 M 60 150 
C35 62 M  - - 
C36 72 M 55 160 
C37 82 V 85 182 
C38 67 M 57 157 
C39 55 M 50 157 
C40 55 M 82 165 
C41 63 M 70 160 
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Nº ID Edad 
(años) 

Sexo  
(Mujer=M;  
Varón=V)  

Peso (Kg)  Talla (cm) 

C42 71 M 70 160 
C43 44 M 60 160 
C44 41 V 84 182 
C45 87 V 68 172 
C46 47 M 60 167 
C47 75 V 69 169 
C48 58 M 75 163 
C49 77 V 73 172 
C50 83 M 56 150 
C51 65 M 76 168 
C52 79 V 82 170 
C53 44 M  - - 
C54 66 V 83 174 
C55 75 V  - - 
C56 45 M  - - 
C57 79 M  - - 
C58 51 M  - - 
C59 77 M 70 158 
C60 48 M 48 155 
C61 67 M 60 150 
C62 27 M 70 176 
C63 51 M 62 162 
C64 53 M 63 164 
C65 29 M 65 160 
C66 24 M  - - 
C67 67 M 52 150 
C68 67 V 67 172 
C69 53 M 84 165 
C70 66 M 50 155 
C71 47 M 69 154 
C72 75 M 52 150 
C73 88 V 70 170 
C74 72 V 78 165 
C75 26 M 64 155 
C76 70 M 77 169 
C77 76 M 80 152 
C78 72 V 85 167 
C79 66 M 68 150 
C80 61 V 67 162 
C81 72 M 83 158 
C82 67 V 92 172 
C83 76 M 57 157 
C84 76 V 72 174 
C85 51 M 51 150 
C86 66 M 49 150 
C87 63 M 80 159 
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Nº ID Edad 
(años) 

Sexo  
(Mujer=M;  
Varón=V)  

Peso (Kg)  Talla (cm) 

C88 63 V 78 170 
C89 53 M 60 158 
C90 82 V 59 182 
C91 86 V 55 170 
C92 83 V 89 180 
C93 82 V 75 183 
C94 81 V 87 175 
C95 84 V  -  - 
C96 82 V 82 173 
C98 83 V 80 174 
C99 80 V 71 172 

C100 83 V  - -  
C101 69 V  - -  
C102 84 V  - -  
C103 87 V  - -  
C104 81 V  - -  
C105 86 V  - -  
C106 83 V  - -  
C107 85 V  - -  
C108 74 V  - -  
C109 73 V  - -  
C110 84 V  - -  

Nº ID: Número de identificación del sujeto. 

 

Tabla 2. Grupo Parkinson: 
 

Nº ID Edad 
(años) 

Edad al 
diagnóstico 

(años) 

Sexo 
(Mujer=M; 
Varón=V)  

Peso 
(Kg)  

Talla 
(cm) 

PK1 71 44 M 68 157 
PK2 65 54 M 62  - 
PK3 76  - M 72 170 
PK4 65 52 M 55 165 
PK5 78 63 V 73 155 
PK6 73 60 V 78 170 
PK7 69 58 M 55 150 
PK8 71 61 M 60 160 
PK9 59 56 V 80 185 

PK10 74 70 V 99 167 
PK11 70 64 M 63 166 
PK12 63 57 M 75 160 
PK13 60 55 V 85 165 
PK14 63 61 V 83 172 
PK15 81 79 V 74 177 
PK16 66 62 V 95 170 
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Nº ID Edad 
(años) 

Edad al 
diagnóstico 

(años) 

Sexo 
(Mujer=M; 
Varón=V)  

Peso 
(Kg)  

Talla 
(cm) 

PK17 77 54 M 60 162 
PK18 50 40 V 53 160 
PK19 58 49 M 57 149 
PK20 67 64 V 78 164 
PK21 71 69 V 74 165 
PK22 50 47 V 72 170 
PK23 74 73 M 88 160 
PK24 81 63 V 66 170 
PK25 67 52 M 47 148 
PK26 68 66 V 81 171 
PK27 80 72 M 59 153 
PK28 72 63 V 94 176 
PK29 70 70 M 60 156 
PK30 72 54 V 84 180 
PK31 72 66 M 60 150 
PK32 70 58 M 52 151 
PK33 55 53 V 107 170 
PK34 45 39 V 85 180 
PK35 74 64 V 81 168 
PK36 60 52 M 86 163 
PK37 55 49 V 75 180 
PK38 56 47 M 95 160 
PK39 63 49 V 105 178 
PK40 44 30 V 95 195 
PK41 67 58 V  - - 
PK42 58 44 M 75 156 
PK43 63 58 V 84 174 
PK44 62 48 V 83 162 
PK45 71 64 V 72 170 
PK46 73 61 V 60 163 
PK47 76 72 V 85 175 
PK48 58 55 V 80 175 
PK49 68 63 V 70 178 
PK50 70 40 V 84 170 
PK51 66 57 V 78 173 
PK52 62 52 M 70 150 
PK53 63 58 M 76 157 
PK54 73 65 M 69 166 
PK55 73 69 M 58 156 
PK56 77 68 M 58 162 
PK57 64 40 V 90 168 
PK58 74 64 M 60 162 
PK59 62 54 V 67 161 
PK60 74 59 M 79 165 
PK61 81 78 V 81 170 
PK62 81 71 V 94 182 
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Nº ID Edad 
(años) 

Edad al 
diagnóstico 

(años) 

Sexo 
(Mujer=M; 
Varón=V)  

Peso 
(Kg)  

Talla 
(cm) 

PK63 74 69 M 60 150 
PK64 71 63 M 90 150 
PK65 75 67 V 56 155 
PK66 71 56 M 55 155 
PK67 78 72 V 78 170 
PK68 55 38 V 68 168 
PK69 78 76 M 60 158 
PK70 74 72 V 75 181 
PK71 60 56 V 74 172 
PK72 77 73 V 86 175 
PK73 68 63 V 90 168 
PK74 51 38 V 82 179 
PK75 67 53 V 62 165 
PK76 65 61 M 57 157 
PK77 71 -  V - -  
PK78 68 61 V 80 172 
PK79 57 31 V 97 168 
PK80 48 41 V 90 179 
PK81 65 61 V 75 165 
PK82 75 70 V 70 165 
PK83 64 54 M 70 154 
PK84 79 68 M 47 145 
PK85 68 51 M 70 163 
PK86 72 66 V 73 164 
PK87 67 59 M 85 152 
PK88 82 69 M 54 150 
PK89 72 59 V 72 167 
PK90 84 66 V 78 170 
PK91 65 62 V 90 176 
PK93 85 83 V 79 176 
PK94 74 69 V 75 170 
PK95 72 57 M 70 159 
PK96 67 64 V 59 160 
PK97 84 75 V 70 174 
PK98 57 56 M 52 152 
PK99 75 61 V 75 178 

PK100 68 60 M 60 146 
PK101 70 68 M 77 165 
PK102 79 77 V 85 165 
PK103 71 68 V 82 174 
PK104 71 69 M 69 155 
PK105 58 50 M 65 157 
PK106 65 63 V 75 165 
PK107 40 37 M 41 150 
PK108 67 67 V 74 165 
PK109 73 67 V 85 169 
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Nº ID Edad 
(años) 

Edad al 
diagnóstico 

(años) 

Sexo 
(Mujer=M; 
Varón=V)  

Peso 
(Kg)  

Talla 
(cm) 

PK110 67 67 V 78 175 
PK111 73 69 M 75 162 
PK112 63 58 M 77 165 
PK113 78 75 M 68 157 

 
Nº ID: Número de identificación del sujeto. 
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Anexo IX: Factores de riesgo para el desarrollo de EP: 
 

Tabla 1. Grupo control: 
 

Nº ID Contacto 
Tóxicos  

Empastes 
dentales 

amalgama 

Antecedentes 
Enfermedad 
Parkinson 

Antecedentes 
enfermedad 
neurológica* 

C1 NO NO NO NO 
C2 NO NO NO NO 
C3 NO NO NO NO 
C4 NO NO NO NO 
C5 NO NO NO NO 
C6 NO NO NO NO 
C7 NO NO NO NO 
C8 NO NO NO NO 
C9 NO NO NO NO 

C10 NO NO NO NO 
C11 NO NO NO NO 
C12 NO NO NO NO 
C13 NO NO NO NO 
C14 NO NO NO NO 
C15 NO NO NO NO 
C16 NO NO NO NO 
C17 NO NO NO NO 
C18 NO NO NO NO 
C19 NO NO NO NO 
C20 NO NO NO NO 
C21 NO NO SI SI 
C22 NO NO NO NO 
C23 NO NO NO NO 
C24 NO NO NO NO 
C25 NO NO NO NO 
C26 NO NO NO NO 
C27 NO NO NO NO 
C28 NO NO NO NO 
C29 NO NO NO NO 
C30 NO NO NO NO 
C31 NO NO NO NO 
C32 NO NO NO NO 
C33 NO NO NO NO 
C34 NO NO NO NO 
C35  - -  -   - 
C36 NO NO NO SI 
C37 NO NO NO NO 
C38 NO NO NO NO 
C39 NO NO NO NO 
C40 SI SI NO NO 
C41 NO SI NO NO 
C42 NO NO NO NO 
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Nº ID Contacto 
Tóxicos  

Empastes 
dentales 

amalgama 

Antecedentes 
Enfermedad 
Parkinson 

Antecedentes 
enfermedad 
neurológica* 

C43 NO NO NO SI 
C44 NO SI NO NO 
C45 NO NO NO NO 
C46 NO NO NO NO 
C47 NO NO NO NO 
C48 NO NO NO NO 
C49 NO NO NO NO 
C50 NO NO NO NO 
C51 NO NO NO NO 
C52 SI NO NO NO 
C53 NO SI NO NO 
C54 NO NO NO NO 
C55 NO NO NO NO 
C56 NO NO NO NO 
C57 NO NO NO NO 
C58 NO NO NO NO 
C59 NO NO NO NO 
C60 NO NO NO NO 
C61 NO NO NO NO 
C62 NO NO NO NO 
C63 NO NO NO NO 
C64 NO SI NO NO 
C65 NO NO NO NO 
C66 NO NO NO NO 
C67 NO NO NO NO 
C68 NO NO NO NO 
C69 NO NO NO NO 
C70 NO NO NO NO 
C71 NO NO NO NO 
C72 NO NO NO NO 
C73 NO NO NO NO 
C74 NO NO NO NO 
C75 NO NO NO NO 
C76 NO SI NO NO 
C77 NO NO NO NO 
C78 NO NO NO SI 
C79 NO NO NO NO 
C80 NO NO NO NO 
C81 NO SI NO NO 
C82 SI NO NO NO 
C83 NO NO NO NO 
C84 SI NO NO NO 
C85  - -  -   - 
C86 NO NO NO NO 
C87 NO NO NO NO 
C88 NO SI NO NO 
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Nº ID Contacto 
Tóxicos  

Empastes 
dentales 

amalgama 

Antecedentes 
Enfermedad 
Parkinson 

Antecedentes 
enfermedad 
neurológica* 

C89 NO NO NO NO 
C90 - NO NO NO 
C91 NO NO NO NO 
C92 NO NO NO NO 
C93 NO NO NO NO 
C94 NO NO NO NO 
C95 NO NO NO NO 
C96 NO NO NO NO 
C98 NO NO NO NO 
C99 NO NO NO NO 

C100  - -   - -  
C101  - -   - -  
C102  - -   - -  
C103  - -   - -  
C104  - -   - -  
C105  - -   - -  
C106  - -   - -  
C107  - -   - -  
C108  - -   - -  
C109  - -   - -  
C110  - -   - -  

Nº ID: Número de identificación del sujeto. 

* Los antecedentes familiares de enfermedad neurológica incluyen la EP. 

 

Tabla 2. Grupo Parkinson: 
 

Nº ID Contacto 
Tóxicos  

Empastes 
dentales 

amalgama 

Antecedentes 
Enfermedad 
Parkinson 

Antecedentes 
enfermedad 
neurológica* 

PK1 NO NO NO NO 
PK2 NO NO NO NO 
PK3 NO NO NO NO 
PK4 NO NO NO NO 
PK5 NO NO NO NO 
PK6 NO NO NO NO 
PK7 NO NO NO NO 
PK8 NO NO NO NO 
PK9 NO NO NO NO 

PK10 NO NO NO NO 
PK11 NO NO NO NO 
PK12 NO NO NO NO 
PK13 NO NO NO NO 
PK14 NO NO SI SI 
PK15 NO NO NO NO 
PK16 NO NO NO NO 
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Nº ID Contacto 
Tóxicos  

Empastes 
dentales 

amalgama 

Antecedentes 
Enfermedad 
Parkinson 

Antecedentes 
enfermedad 
neurológica* 

PK17 NO NO NO NO 
PK18 NO NO NO NO 
PK19 NO NO NO NO 
PK20 NO NO NO NO 
PK21 NO NO NO NO 
PK22 NO NO NO NO 
PK23 NO NO NO NO 
PK24 NO NO NO NO 
PK25 NO NO NO NO 
PK26 NO NO NO NO 
PK27 NO NO NO NO 
PK28 NO NO SI SI 
PK29 NO NO NO NO 
PK30 NO NO NO NO 
PK31 NO NO NO NO 
PK32 NO NO NO NO 
PK33 NO NO SI SI 
PK34 SI NO NO NO 
PK35 NO NO NO NO 
PK36 NO NO NO NO 
PK37 NO NO NO NO 
PK38 NO SI NO NO 
PK39 NO SI SI SI 
PK40 NO NO SI SI 
PK41 SI SI NO NO 
PK42 SI SI NO NO 
PK43 NO NO SI SI 
PK44 SI NO NO NO 
PK45 NO NO NO NO 
PK46 NO NO NO NO 
PK47 NO NO NO NO 
PK48 NO SI NO NO 
PK49 NO SI SI SI 
PK50 NO NO NO NO 
PK51 NO NO NO NO 
PK52 NO NO NO NO 
PK53 NO NO NO NO 
PK54 NO SI NO NO 
PK55 NO SI NO NO 
PK56 NO SI NO NO 
PK57 NO NO NO NO 
PK58 NO NO NO NO 
PK59 SI NO NO NO 
PK60 NO SI NO NO 
PK61 NO NO NO NO 
PK62 NO NO NO NO 
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Nº ID Contacto 
Tóxicos  

Empastes 
dentales 

amalgama 

Antecedentes 
Enfermedad 
Parkinson 

Antecedentes 
enfermedad 
neurológica* 

PK63 NO NO NO NO 
PK64 NO NO NO NO 
PK65 SI NO NO NO 
PK66 SI SI NO NO 
PK67 SI NO NO NO 
PK68 NO NO NO NO 
PK69 NO SI NO NO 
PK70 NO NO NO NO 
PK71 NO NO NO NO 
PK72 NO NO NO NO 
PK73 NO NO NO NO 
PK74 SI NO NO NO 
PK75 NO NO NO NO 
PK76 NO NO SI SI 
PK77         
PK78 NO SI NO NO 
PK79 NO NO NO NO 
PK80 SI SI NO NO 
PK81 NO SI NO NO 
PK82 SI NO NO NO 
PK83 NO SI NO NO 
PK84 NO SI SI SI 
PK85 NO SI SI SI 
PK86 SI NO NO NO 
PK87 NO NO NO NO 
PK88 NO SI NO NO 
PK89 NO NO NO NO 
PK90 SI NO NO NO 
PK91 NO NO NO NO 
PK93 NO NO NO NO 
PK94 SI NO NO NO 
PK95 NO SI NO NO 
PK96 NO NO NO NO 
PK97 SI SI NO NO 
PK98 NO NO NO SI 
PK99 NO NO NO NO 

PK100 NO NO NO NO 
PK101 NO SI SI SI 
PK102 NO NO NO NO 
PK103 NO NO NO NO 
PK104 SI NO NO SI 
PK105 NO SI NO NO 
PK106 NO NO NO NO 
PK107 NO NO NO NO 
PK108 NO NO NO NO 
PK109 NO NO NO NO 
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Nº ID Contacto 
Tóxicos  

Empastes 
dentales 

amalgama 

Antecedentes 
Enfermedad 
Parkinson 

Antecedentes 
enfermedad 
neurológica* 

PK110 NO NO SI SI 
PK111 NO NO NO NO 
PK112 NO SI NO NO 
PK113 NO NO NO NO 

Nº ID: Número de identificación del sujeto 

* Los antecedentes familiares de enfermedad neurológica incluyen la EP. 

 

 

 

 


