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1. Introduccion

1. INTRODUCCION

Los estudios publicados en los tdltimos afios han sugerido una posible asociacion 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 depésito lisosomal,
con un patrén de herencia autosémica recesiva, caracterizada por la hidrélisis disminuida de
glucocerebrésido causada por la actividad deficiente de la enzima p-glucosidasa 4cida
lisosomal o glucocerebrosidasa (GC; EC 3.2.1.45). En la mayoria 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 acumulacién del material glucolipidico no
degradado en el sistema reticuloendotelial, principalmente en los macréfagos, que adquieren un
citoplasma de mayor tamafo 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 clinicas y se caracteriza por la aparicién de hepatomegalia y/o esplenomegalia,

lesiones 6seas, trastornos hematolégicos, bioquimicos y afectacién neurolégica (Mehta, 2006).

1.1.1. Antecedentes histéricos

La primera referencia de esta alteraciéon data de 1882 cuando, en su tesis doctoral, el
médico francés Philippe Charles Ernest Gaucher describi6é un cuadro clinico similar a un tumor
de origen esplénico, encontrando una acumulaciéon de células anémalas de gran tamafio en el
bazo de una paciente (Gaucher PCE, 1882). En homenaje a esta primera descripcién la entidad
recibié el nombre del investigador clinico francés y es conocida como enfermedad de Gaucher.
Inicialmente se interpreté como una proliferacion neoplasica de origen epitelial pero a
principios del siglo XX se descart6 esta hipotesis cuando se reconoce su incidencia familiar (Brill

et al., 1901, 1905).

Entre 1985 y 1910 se observo una gran diversidad en la sintomatologia y edad de

aparicion de la enfermedad (Brill, 1904; Collier, 1985). Mas tarde, Oberling y Woringer (1927)

Beatriz Garcia Rodriguez — Tesis Doctoral 1



1. Introduccion

(Oberling and Woringer, 1927) descubrieron el componente neurolégico implicado en la EG,

mas comun en las formas infantiles (Mehta, 2006).

La naturaleza metabdlica de la EG fue apreciada por Marchand en 1907 (Marchand, 1907).
y fue en 1924 cuando el médico aleman H. Lieb aisl6 un compuesto graso del material
acumulado en el bazo de un paciente con EG, identificindolo erréneamente con un
galactocerebrésido (Lieb, 1924). Una década después E. Aghion identificé el compuesto como
un glucocerebrésido (Aghion, 1934). Miyatake y Suzuki sugirieron un papel fisiopatolégico de
la glucosilceramida en las enfermedades de almacenamiento lisosomal (Miyatake and Suzuki,
1973). Sin embargo, en 1984 se demostr6 el almacenamiento en menor cantidad de una
sustancia posiblemente téxica, un analogo a la glucosilesfigosina deacetilada, en las variantes

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

En 1965, el grupo de Brady consigui6é determinar por primera vez la actividad enzimatica
de la GC en tejidos, demostrando la reduccién de glucocerebrésidos en plasma y tejidos en dos
pacientes esplenectomizados tras la infusién 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 enzimaética intermedia entre sujetos sanos y enfermos
(Beutler et al., 1971). La determinacion de la actividad de la GC se convirtié en el método idéneo
de diagnostico de la EG (Beutler and Kuhl, 1970b) desplazando al método clédsico consistente en
la determinacién de la presencia de células de Gaucher mediante microscopia 6ptica a partir de

una muestra de médula 6sea (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 plasmatica de los
macréfagos, publicado en 1978, que se convirtié6 en la base del desarrollo del tratamiento
mediante sustitucion enzimética dirigida a los macréfagos (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 demostr6 la
eficacia terapéutica de la enzima (Barton et al., 1991; Beutler et al., 1991b; Rosenthal et al., 1995;
Zimran et al., 1993), comercializandose en los Estados Unidos de América a partir de 1991 y en

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

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

localiz6 cromosémicamente el gen de la glucocerebrosidasa humana (GBA) (Shafit-Zagardo et

2 Beatriz Garcia Rodriguez — Tesis Doctoral



1. Introduccion

al., 1981) y Barneveld lo asigné a la regiéon 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. Epidemiologia

La enfermedad de Gaucher tiene baja prevalencia, se estima entre 1:40000 y 1:60000
(Grabowski, 1993a). Es por ello que la EG estd incluida dentro del grupo de enfermedades raras,
que son aquellas que presentan una incidencia muy baja en la poblacién (menos de 5 de cada
10000 habitantes, en Europa). La EG afecta a todas las razas, aunque su prevalencia es mayor
entre la poblacion judia de origen Ashkenazi, donde presenta una incidencia de 1:1000
aproximadamente (Beutler, 1995). No obstante, distintos autores han obtenido resultados muy
diversos en la prediccién de la incidencia de la enfermedad basdndose en las medidas de la

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

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

cada tipo.

La EG tipo 1 es la variedad mads frecuente con una incidencia en poblacién no judia de
1:200.000 habitantes (Lee, 1995), mientras que en la poblacién judia 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 ningtin predominio étnico (Kolodny et al., 1982). Esto es probable
debido a la gran incidencia de abortos que ocasiona esta forma de presentacién, asi como a la
poca viabilidad de los recién nacidos. La supervivencia media de los nifios con EG tipo 2 oscila

en torno a los dos afios (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 regién de Norrbottnian al norte de Suecia (Grabowski, 1993b).

[SN]
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1. Introduccion

1.1.3. Fisiopatologia

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 B-glucosidasa dcida, ceramida
B-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 funcién catalitica
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 hidrélisis de los enlaces B-glucosidicos para dar glucosa
y ceramida, provoca la acumulacién progresiva en el sistema mononuclear fagocitico (SMF) del
sustrato no degradado: glucocerebrésido, f-glucésido ceramida, o glucosilceramida. Se trata de
un lipido extremadamente insoluble, componente esencial de las membranas celulares, con
funciones en el crecimiento y diferenciacién celular, particularmente en las neuronas (Boldin
and Futerman, 1997; Schwarz and Futerman, 1997), aunque se desconoce la relacion de estos
efectos con la patogenia de la EG. Un sustrato menor de la GC, pero también importante, es una
andlogo deacetilado de la glucosilceramida, la glucosilesfingosina. Esta molécula no se detecta

en cantidades significativas en los tejidos.

La glucosilceramida (N- acilesfingosin-1-O-B-D-glucésido) es sintetizada a partir de
ceramida y de UDP-glucosa por la glucosilceramida sintetasa (Basu et al., 1968, 1973). Este
compuesto estd ampliamente distribuido en las membranas celulares de la mayoria de los
tejidos de los mamiferos y es un metabolito intermedio normal en la sintesis y degradacién de

los glucoesfingolipidos complejos como los gangliésidos y los globésidos.

La degradacion de glucosilceramida por la GC da lugar a glucosa y ceramida que, en
altima instancia, serd metabolizada por la ceramidasa dcida a esfingosina y dcidos grasos (Gatt,

1966).

La GC interviene en la pentltima reacciéon de la via degradativa secuencial de los
glucoesfingolipidos mas complejos catalizando la hidroélisis de los enlaces B-glucosidicos (figura
1.1). La incapacidad enzimatica para hidrolizar estos glucocerebrésidos que contienen aztcares
unidos por un enlace covalente a la ceramida, provoca que el glucocerebrésido y otros
glucoesfingolipidos se acumulen primariamente en los lisosomas de los macréfagos del SMF

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

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

FIGURA 1.1. Via degradativa secuencial de gangliésidos y globésidos.
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Se muestran los diferentes trastornos causados por el defecto en cada una de las rutas metabdlicas. Adaptada de
Metha, 2006. Eur ] Intern Med

La glucocerebrosidasa (EC 3.2.1.45) humana es una glicoproteina homomérica compacta
de la membrana celular. La secuencia completa de aminodcidos, asi como la secuencia de
nucleétidos del cDNA fue descrita por Tsuji et al. en 1986 (Tsuji et al., 1986). La proteina humana
madura estd constituida por 497 aminoécidos con un peso molecular (PM) calculado de 55.575
Dalton (Da). Alrededor del 13% de los residuos de la enzima son bésicos (lisina, arginina o
histidina), contiene aproximadamente un 11% de residuos leucina y un 45% de aminodcidos 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 mads frecuentes que provocan EG, los
residuos implicados (E235 y E340) en el sitio activo de la enzima y el sitio de
glicosilacion en Asn19. Adaptada de Dvir et al., 2003. EMBO Rep

La glucocerebrosidasa estd 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
catalitico de la enzima (Dvir et al., 2003). Gabrowsky et al., apoyandose 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 unién, para
el grupo glucidico, la zona de la esfingosina y la cadena del 4cido graso de la glucosilceramida.
En un principio se pensé que, en la enzima humana, el centro activo estaba localizado a nivel
del residuo asparragina en posicién 443. En la actualidad, se conoce que los residuos cataliticos
corresponden a los aminoacidos Glu2? y Glu3¥, respectivamente (Dinur et al., 1986; Fabrega et

al., 2002; Grabowski et al., 1990).
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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 interaccién
normal con el sustrato y presentan un decrecimiento drastico de las constantes cataliticas y, 2)
aquellas con una estabilidad normal pero con una reduccién de la afinidad del centro activo de
la enzima por el sustrato y una moderada disminucion de las constantes cataliticas. Otro tercer
tipo de enzima seria aquella que fuera completamente inactiva o truncada, procedente de una

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

1.1.4. Clasificacién clinica

En 1962 se publicé por primera vez una clasificaciéon de la EG basada en las caracteristicas
clinicas, considerando la presencia o ausencia de afectacion del sistema nervioso central y en la
progresion de los sintomas neuroldgicos. Esta clasificaciéon ha evolucionado hasta otra mas
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 neuronopdtico, tipo 2 o
neuronopético agudo y tipo 3 o neuronopético crénico (Stirnemann et al., 2003). Existe una gran
heterogeneidad en la forma y momento de presentaciéon de la EG asi como en la presencia,
intensidad y gravedad de los sintomas (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 sintomas
neurolégicos y asi se hablarfa de un “continuo” (figura 1.3), desde las formas neurolégicas muy

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

~

Beatriz Garcia Rodriguez — Tesis Doctoral



1. Introduccién

FIGURA 1.3. Fenotipo continuo observado en la EG.
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Adaptada de Sidransky et al., 2004. Mol Genet Metab

La descripcién de los tipos es la siguiente:

« EG tipo 1: Es la forma mds comun, conocida también como forma del adulto o no
neuronopdtica, aunque también puede aparecer en edad infantil (Beutler, 2001; Giraldo et
al., 2003). La primera manifestacién suele ser la esplenomegalia acompafnada o no de
hepatomegalia. Las alteraciones hematolégicas, que incluyen trombocitopenia, leucopenia y
anemia, son consecuencia de la infiltracién 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 apariciéon de alteraciones neurolégicas pero en
algunos pacientes esta situaciéon no se mantiene de forma indefinida. De esta manera,
algunos pacientes no presentan alteraciones neurolégicas en el nacimiento y son
diagnosticados y clasificados en el tipo 1, pero los sintomas neurolégicos aparecen en las

siguientes dos décadas obligando a su reclasificacién en el tipo 3 (Capablo et al., 2008).
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« EG tipo 2: Conocida como forma neurolégica aguda infantil, se caracteriza por un inicio
precoz (neonatal o en los primeros meses de la vida) y por una implicaciéon grave del
sistema nervioso central (SNC). Los recién nacidos presentan signos neurolégicos desde el
nacimiento con hipertonia, rigidez, opistétonos, dificultad para la deglucion vy
hepatoesplenomegalia masiva. Ademds de este cuadro clinico de afectaciéon neurolégica y
visceral, existe una manifestacion dermatolégica caracteristica, que en las formas
sintomaticas adopta la forma de “ictiosis congénita” o con menos frecuencia de “recién
nacido tipo colodiéon” (Lui et al., 1988), pero incluso en los casos aparentemente
asintomaticos el examen bioquimico y ultraestructural de la piel pone en evidencia el
desequilibrio lipoideo y la alteracion de la capa cérnea (Fujimoto et al., 1995; Sidransky et al.,

1996).

EG tipo 3: También denominada EG neuronopadtica crénica o EG juvenil, es de gravedad
intermedia entre los dos tipos anteriores. Se observan sintomas neurolégicos similares a los
de la EG de tipo 2, pero de apariciéon mds tardia y de menor intensidad. Desde el punto de
vista clinico se subdivide en los tipos 3a, 3b y 3c en funcién del predominio de la afectacién
neurolégica o visceral, de la presencia de opacidad corneal o calcificaciéon en vélvulas

cardiacas.

- El tipo 3a tiene un comienzo tardio (infancia o adolescencia). Se caracteriza por una
moderada afectacién visceral y deterioro grave y progresivo del sistema nervioso que
incluye oftalmoplegia supranuclear horizontal, demencia (Patterson et al., 1993) y

convulsiones mioclénicas (Brady et al., 1993).

El tipo 3b presenta hepatoesplenomegalia grave frecuentemente acompafiada de
hipertension portal y varices esofagicas. Existe un predominio de la afectacion visceral y
6sea sobre los sintomas neurolégicos. Las afectaciones neurolégicas caracteristicas 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 caracteristico de los pacientes homocigotos para la mutacion D409H del gen
GBA. No presenta manifestaciones a nivel 6seo, se caracteriza por esplenomegalia leve
con ausencia de hepatomegalia, apraxia oculomotora y, principalmente, por calcificacién
y engrosamiento de las valvulas cardiacas mitral y adrtica (Abrahamov et al., 1995;

Chabas et al., 1998).
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1.1.5. Manifestaciones clinico-patolégicas

Las manifestaciones clinicas mds destacadas de la enfermedad derivan de la infiltracion
por macréfagos en los distintos 6rganos. La acumulacién del material glucolipidico no
degradado es almacenado en las células del SMF y es por ello todos los 6rganos 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 afectacion visceral con
hepatoesplenomegalia; infiltracién de médula 6sea con citopenias y enfermedad 6sea. Con una
menor frecuencia puede ocasionar manifestaciones neurolégicas, pulmonares, cardiovasculares,
cutdneas, renales y mayor incidencia de enfermedades malignas (Beutler, 2001; Giraldo et al.,

2003).

La EG se caracteriza por un gran polimorfismo clinico, con afectacion de gran diversidad

de 6rganos:

+ Afectaciéon 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 estd constituido por células del SMF
(Hoffman, 1995). La esplenomegalia cuando es muy voluminosa, impacta sobre diafragma y
provoca compresion del pulmén y otros érganos abdominales. El aumento de volumen
esplénico induce el secuestro de las células sanguineas y provoca anemia, leucopenia y
trombocitopenia y como consecuencia hay mayor tendencia al sangrado mucocutdneo
(Zimran et al., 1992). La progresiéon de la esplenomegalia puede ocasionar situaciones
graves, apariciéon de complicaciones hemorragicas derivadas de la trombocitopenia y otras
posibles deficiencias en factores plasmaticos de la coagulacion.

El incremento en el volumen del higado es mds moderado, si el paciente no esta
esplenectomizado, y se aprecia en el 70-80% de los pacientes con EG de tipo 1. De ellos, s6lo
en el 50% repercute en la capacidad funcional, el 10% desarrolla cirrosis con hipertension
portal y varices esofdgicas (Kolodny et al., 1982; Lee, 1982). En estos casos la existencia de
ictericia, eritema palmar y/o arafias vasculares son caracteristicas de la mayor disfunciéon
hepatica. Si se analiza desde el punto de vista histol6gico, ademds de la presencia de células
de Gaucher, se detectan septos fibrosos que rodean a las células, originados en parte por la

producciéon 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 lipidico (Cox

and Schofield, 1997).

Afectacién 6sea: Es la segunda estructura mds frecuentemente afectada en la EG y

condiciona en gran medida la calidad de vida del paciente. Por medio de radiografia
simple, escintigrafia, tomografia axial computerizada (TAC), o resonancia magnética (RM)
se ha observado que el 80% de los pacientes con EG presentan algtin grado de afectacién
6sea y mas de la mitad sufren complicaciones serias, incluyendo fracturas patologicas y
osteonecrosis (Hermann et al., 1997). La acumulacién celular provoca infiltracion de la MO
(con mayor afectacién en cabezas y diafisis femorales, himeros, cuerpos vertebrales, tibias,
costillas, pelvis, huesos del pie y mandibula) 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 afectacién dsea 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 apariciéon de fracturas.

- Osteonecrosis producida por infarto crénico del hueso debido al compromiso de la
microcirculacién intradsea con isquemia localizada y obstruccién, lo que genera crisis
Oseas, que se definen como un cuadro doloroso agudo, mds frecuente en edad infantil, y
que clinicamente se caracteriza por fiebre y dolor intenso en huesos largos generalmente
el fémur.

- Osteosclerosis, asociada a infartos 6seos por calcificacién distréfica de la MO necrética
(Pastores, 1995).

- Remodelacién inadecuada del hueso femoral y tibial en crecimiento dando lugar a una
deformacion en forma de matraz de Erlenmeyer (figura 1.4) que se caracteriza por ser
bilateral y simétrica. Es una alteracién caracteristica que se produce en el 80% de
pacientes pero no es patognomoénica 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 6seas no se conoce con exactitud. Ademds de la propia
infiltracion celular, se especula que las CG intervienen directa o indirectamente en la
funcién de los osteoclastos y osteoblastos, ya que estdn implicadas en la liberacién de
citoquinas que inducen la actividad osteoclastica (Elstein et al., 1997; Gery et al., 1981;

Pastores, 1995).

Alteraciones hematolégicas y bioquimicas: A nivel hematolégico es caracteristico encontrar

citopenias en los pacientes con EG. Son debidas al desplazamiento del tejido
hematopoyético por infiltracién medular y a la esplenomegalia. La anemia es frecuente en
los pacientes con EG tipo 1, provocada por hemodilucién, secuestro esplénico, asi como
menor hematopoyesis. La leucopenia es la citopenia menos intensa pero con un significado
clinico importante porque puede contribuir a la aparicién de infecciones recurrentes (Aerts
and Hollak, 1997). La trombocitopenia, condicionada por el hiperesplenismo y la menor
produccién medular, es la responsable de la mayor predisposicion a hemorragias y
aparicion de hematomas que presentan estos pacientes. A menudo es una de las
manifestaciones que pone en marcha los procedimientos diagnosticos que permiten
identificar la enfermedad.

Como consecuencia de la aparicion de hemorragias (epistaxis, gingivorragias), se origina un
perfil de distribuciéon del hierro de tipo carencial. Sin embargo, en estos pacientes se
encuentran con frecuencia niveles de ferritina anormalmente elevados y existe acumulacién
del metal en el SMF secundariamente al perfil inflamatorio del proceso y al estimulo

constante del monocito-macréfago (Stein et al.; Zimran et al., 1992).
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Por otro lado, el estimulo constante del sistema inmune provoca el aumento policlonal de la
fraccién gammaglobulinica sérica y la aparicién de gammapatias monoclonales con mayor
frecuencia que en poblacién general, estas alteraciones se relacionan igualmente con la
mayor incidencia de mieloma mudiltiple entre los pacientes con enfermedad de Gaucher tipo
1 (Giraldo, 1998).

Diversos autores han analizado la concentracion de glucosilceramida en plasma (Nilsson et
al., 1982; Strasberg et al., 1983), observando que por término medio la concentracion de este
glucocerebrésido se duplica en sujetos afectos de EG en relacién a sujetos controles, aunque
en estos ultimos existe una gran variabilidad en la concentraciones plasmaticas de
glucosilceramida. Un sustrato menor, pero también importante, es la glucosilesfingosina,
un andlogo deacetilado de la glucosilceramida. Los altos niveles de este lipido en las formas
neuronopéticas de la EG apoyan la hipétesis de que la glucosilesfingosina puede contribuir
a la implicacién del SNC en la EG (Nilsson and Svennerholm, 1982; Orvisky et al., 2002).

El perfil lipidico de los pacientes con EG también se encuentra alterado. Asi, las
concentraciones plasmaéticas de colesterol total (CT), colesterol en lipoproteinas de baja
densidad (cLDL) y colesterol en lipoproteinas de alta densidad (cHDL) estdn disminuidas
en relaciéon con la poblacién normal (Ginsberg et al., 1984). A pesar de ello, presentan un
indice aterogénico CT/HDL muy elevado. También se conoce que la gravedad clinica de la
enfermedad se relaciona de forma inversa con la reduccién de colesterol en plasma. La
concentracion de las apolipoproteinas apoAl y apoB estd 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 pardmetros bioquimicos se pueden tener en cuenta tanto en la valoraciéon de la

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

Manifestaciones cutdneas: Existen manifestaciones cutdneas debidas a la deposicién de

material glucolipidico a nivel de la dermis, ocasionando hiperpigmentacién cutdnea y
conjuntival o en la esclerética dando lugar a la aparicién de pinguécula (Cox and Schofield,
1997; Goldblatt and Beighton, 1984; Petroheos et al., 1975). Otras manifestaciones cutdneas
caracteristicas de la EG no atribuibles al dep6sito de material glucolipidico son: dilataciones
vasculares malares, abdominales, cianosis hepatégena, eritema palmar propias de la
afectacién hepatica o cuadros purptricos petequiales debidos a la trombocitopenia (Mistry

and Abrahamov, 1997).
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+ Manifestaciones pulmonares: La apariciéon de afectacién 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 infiltracion perivascular,
peribronquial y periseptal, lo que conduce a una afectacién pulmonar progresiva. Debido a
la repercusiéon de la enfermedad sobre la circulacién, puede aparecer hipertension
pulmonar, siendo un trastorno mds frecuente entre los pacientes afectos de EG que en
poblacién general (Banjar, 1998; Miller et al., 2003; Mistry et al., 2002; Theise and Ursell,
1990).

« Alteraciones cardiacas: La afectacion cardiaca no es frecuente en la EG, aunque tampoco

excepcional. La infiltracién miocdrdica puede cursar de modo asintomaético, o producir una
disminucién de la distensibilidad ventricular y el gasto cardiaco. Los trastornos valvulares,
mucho menos comunes y cuyo mecanismo de afectaciéon se desconoce por el momento,
tienen un curso fatal, incluso a pesar del tratamiento quirtargico (Abrahamov et al., 1995;
Chabas et al., 1995). En todos los sujetos se encontré la mutacion designada como D409H en
homocigosis, lo que constituye una de las correlaciones fenotipo-genotipo mas notables en

la EG.

+ Otras manifestaciones: La afectacién 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 neurolégicas en la enfermedad de Gaucher

El depésito 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 implicacién del SNC, sin embargo algunos pacientes desarrollan sintomas neurolégicos,
como Enfermedad de Parkinson, enfermedad de cuerpos de Lewy, epilepsia mioclénica y
polineuropatia periférica entre otros (Capablo et al., 2008; Giraldo et al., 2008; King, 1975;
Leverenz et al., 2009; Melamed et al., 1975). La implicacién del SNC es la constante en los

pacientes con EG tipo 2 y 3.

Los estudios anatomopatolégicos de cerebros de pacientes con enfermedad de Gaucher
han demostrado la presencia de células similares a las de Gaucher en cortex, sustancia blanca,

materia gris del tdlamo, tejidos subepedimarios de la médula espinal y parénquima cortical

14 Beatriz Garcia Rodriguez — Tesis Doctoral



1. Introduccion

cerebral fundamentalmente (Norman et al., 1956). Se observa una pérdida local de neuronas,
que frecuentemente ocurre en los ganglios basales, nticleo del cerebro medio, médula e
hipotdlamo, mientras que en el cortex cerebral de la via 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 dafio neuronal es desconocida. Sin embargo, en
algunos estudios en los que se ha utilizado un anédlogo deacilado de la glucosilceramida de
toxicidad neurolégica reconocida, la glucosilesfingosina, hacen pensar que la glucosilceramida

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

La invasién celular de CG, el papel neurotéxico de los productos acumulados, la
presencia de citoquinas y factores de necrosis celular, y agentes todavia desconocidos, dan lugar
a un dafio neuroldgico desigual lo que origina una expresién clinica variable, sin embargo son

caracteristicas las alteraciones oculomotoras y las contracciones mioclénicas.

El tratamiento enzimético sustitutivo (TES) en la EG ha supuesto una mejoria sustancial
de la mayoria de las manifestaciones sistémicas de la enfermedad (reduccién de las
visceromegalias, normalizacién de los recuentos sanguineos, aclaramiento de los depoésitos
intramedulares), sin embargo carece de eficacia sobre la sintomatologia en el SNC y no existen
muchos datos que confirmen el efecto beneficioso del TES sobre los sintomas extrapiramidales
(Bembi et al., 2003; Schiffmann et al., 1997). Existen diversos trabajos que afirman que con la
terapia de reduccion de sustrato (TRS) mejoran los sintomas neuroldgicos de los pacientes con
EG (Cox et al., 2000; Platt et al., 2001), ya que el menor tamafno molecular del principio activo
permite atravesar con mayor facilidad la barrera hematoencefélica (BHE) (Yu et al., 2007).
También se ha postulado una estrategia de tratamiento con chaperonas farmacolégicas, un
subtipo especial de chaperonas quimicas que estan disefiadas para unirse a una proteina
especifica y conseguir su estabilizacion (Ringe and Petsko, 2009). Las chaperonas
farmacolégicas proporcionan un ambiente adecuado para conseguir el plegamiento correcto de
la glucocerebrosidasa, evitando de este modo la degradacién de la enzima mediada por el

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

1.1.7. Enfermedad de Parkinson y enfermedad de Gaucher

La apariciéon de una variante atipica de enfermedad de Parkinson (EP) de comienzo
temprano, gravedad en el curso clinico 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), motivé la realizacién de estudios de prevalencia de EP en
diversas poblaciones de pacientes con enfermedad de Gaucher, cuyo objetivo era analizar las

alteraciones genéticas y las caracteristicas clinicas asociadas.

La primera publicacién que claramente analiz6 la coexistencia de estos dos fenotipos en
seis casos de pacientes con EG y sintomas parkinsonianos fue descrita por Neudorfer et al., en
1996. Aunque tras este primer trabajo, se publicaron otros, que ponen en evidencia la asociacion
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 progresién de la

misma.

Se han realizado estudios en distintas poblaciones con objeto de conocer si existe
asociaciéon entre la ocurrencia de mutaciones en el gen GBA y el riesgo de desarrollar
enfermedad de Parkinson. La mayoria de estos estudios relacionan la presencia de mutaciones
en el gen GBA y el desarrollo de EP. Uno de los primeros estudios moleculares se realizé a
partir de DNA extraido de tejido cerebral de individuos con EP idiopética, patolégicamente
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
secuenciacion de todo el gen GBA en 57 muestras de tejido cerebral revel6 alelos mutantes en
doce de ellas (21%), que incluian las variantes K198T, T369M, N370S, L444P, E326K y R329C
(Lwin et al., 2004). Posteriormente, se realiz6 otro estudio en el que se analizaron 26 muestras
de tejido cerebral recogidas en Gran Bretafia. Dos portaban mutaciones heterocigotas en el gen
GBA (8%). Estos resultados sugirieron que las mutaciones en el gen GBA, incluso en individuos
heterocigotos, podria 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 especificas del gen GBA. Aharon-Peretz ef al., en una serie de
99 pacientes de origen Ashkenazi diagnosticados de EP, analizaron 6 de las mutaciones mds
comunes en el gen GBA para esta poblacién. 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

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

Un segundo trabajo realizado en poblacién de origen Ashkenazi incluyé 160 pacientes
con EP y 92 controles sanos evaluados clinicamente. Se analiz6é exclusivamente la mutacién
N370S, obteniendo que 17 pacientes con EP (10,7%) portaban algtin alelo mutado del gen GBA,
en comparacion con el 4,3% de los controles. Estos resultados no alcanzaron significacién
estadistica. Si bien este estudio fue limitado, ya que sélo se analiz6é una mutacién en el gen de la
glucocerebrosidasa, la frecuencia de mutaciones fue considerablemente mas 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 clinicamente diagnosticada y 122
controles sanos, examinados clinicamente. Se identificaron mutaciones en el gen GBA en el 5,6%
de los pacientes con enfermedad de Parkinson, en comparaciéon con el 0,8% de los controles

(Sato et al., 2005).

En otro estudio realizado en Venezuela, se analiz6 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 realiz6 la
secuenciacion 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 mutacién especifica 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 neuropatolégicos caracteristicos en pacientes con EG
que desarrollan EP muestran pérdida de neuronal, astrogliosis e inclusiones intraneuronales de
a-sinucleina 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 disfuncion dopaminérgica presindptica en
los pacientes con EP asociada a mutaciones en el gen GBA (Kono et al., 2007). Neumann ef al.
detectaron, ademds de la patologia cldsica de la EP, inclusiones de a-sinucleina 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 neuropatolégica

mads avanzada.

Existen varias hipoétesis 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 lipidicas, acumulacion de proteinas aberrantes o mal plegadas, disfucion lisosomal,
deterioro del sistema ubiquitina proteasoma, disfuncién 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 téxicas no requeridas por la célula,
agravado por el descenso relativo en la actividad enzimética de la gluocerebrosidasa y el
consecuente aumento de glucocosilceramida, que pueden conducir a un incremento focal de
sustrato en regiones especificas del cerebro (Aharon-Peretz et al., 2004; Lwin et al., 2004) y que se
ha relacionado con la induccién de apoptosis de células neuronales (Atsumi et al., 1992; Brugg et

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

Es conocido que la formacién de agregados insolubles de a-sinucleina provoca la muerte
neuronal en la EP. El mecanismo que causa la estructura fibrilar, los efectos téxicos de los
agregados de o-sinucleina y las rutas celulares implicadas en el aclaramiento de estos
agregados estdn siendo todavia estudiados, pero se hipotetiza que las interacciones con otras
proteinas mutadas, como la GC, incrementen la formacién de agregados insolubles conducentes

a la muerte neuronal.
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La a-sinucleina es una proteina con una elevada propensiéon a la agregaciéon. Los
productos finales de la agregaciéon de o-sinucleina son polimeros insolubles que intervienen en
la formacién de cuerpos de Lewy. Se ha demostrado que las mutaciones en a-sinucleina pueden
desembocar en la agregacion aberrante de la proteina (Cuervo ef al., 2004). Una de las hipétesis
planteadas es que interaccion de a-sinucleina con la glucocerebrosidasa mutada podria
contribuir a la formacién de agregados insolubles responsables de la muerte neuronal (Goker-

Alpan et al., 2004).

Las formas solubles de a-sinucleina y, posiblemente, las protofibrillas, son degradados a
través del lisosoma mediante autofagia mediada por chaperonas (Cuervo et al., 2004). Cuervo et
al., observaron que la a-sinucleina salvaje tiene un motivo compartido por otras proteinas que
utilizan esta via para la degradacion. La a-sinucleina se une a la chaperona hsc70 en el citosol, y
luego se internaliza en la membrana lisosomal a través del receptor Lamp?2a. La a-sinucleina
mutada mantiene la capacidad de formar complejos con la chaperona, pero se produce un fallo
en la internalizacién, debido a que permanece unida al receptor. Esta ocupacién del receptor
Lamp2a podria interferir en la degradacién posterior de otras proteinas que también utilicen
esta via, provocando un acumulo de proteinas no degradadas. Las mutaciones en la
glucocerebrosidasa, por lo tanto, podrian causar disfuncién lisosomal o interferir con la unién

de los receptores a-sinucleina en la membrana lisosomal, provocando toxicidad celular.

Otra hipoétesis sugerida se basa en que la a-sinucleina es degradada mediante autofagia en
el proteasoma; la disfuncién lisosomal debida a la deficiencia de glucocerebrosidasa podria
conducir a la degradacién inadecuada de a-sinucleina y contribuir a la formacién de agregados
que constituyen inclusiones intraneuronales comunes en la enfermedad de Parkinson. El
plegamiento incorrecto de glucocerebrosidasa aberrante podria interferir con la unién de o-
sinucleina a su receptor en la membrana lisosomal y a la funcién del proteasoma
predisponiendo a sinucleinopatias (Goker-Alpan et al.,, 2004, Manning-Bog et al., 2009;
Trojanowski et al., 1998; Webb et al., 2003).

Varios estudios sefialan que el sistema ubiquitina-proteasoma puede verse comprometido
en la EP (Petrucelli et al., 2002; Rideout et al., 2004). La acumulacién y agregaciéon de proteinas
potencialmente citotéxicos en cuerpos de Lewy sugieren una deficiencia en la degradacion
proteica. Por lo tanto, otra hipétesis es que las mutaciones en el gen GBA den lugar a moléculas

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

o-sinucleina.

Otro mecanismo propuesto para la asociacion entre la EG y la EP implica el posible papel
desempefiado por los lipidos. Algunos estudios proponen que los lipidos pueden promover la
agregacion de a-sinucleina y la toxicidad a través de la formacién de protofibrillas (Cole et al.,
2002). Por lo tanto, los posibles cambios en la estructura de la membrana lipidica debidos a la
acumulacion de glucocerebrésidos y/o glucosilesfingosina, podrian contribuir al aumento de la
agregacion de a-sinucleina y a la citotoxicidad de la misma, dando lugar a la patologia 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 mds estudios
para elucidar la el mecanismo fisiopatolégico implicado en ambas enfermedades que facilitard

un consejo genético més seguro y conducird al desarrollo de nuevas estrategias terapeuticas.

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

El defecto molecular responsable de las principales formas de la enfermedad de Gaucher
(EG) se debe, en la mayoria 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 fisiolégico 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 direccién 3" existe una estructura de 5,7
Kb de longitud que se corresponde con el seudogén (GBAP) y tiene la misma organizacién en
cuanto a exones e intrones que el gen funcional. A pesar de la diferencia en el tamafio, ambas
estructuras presentan un 96% de homologia. 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 méds pequefias situadas en los exones 9 (55 pb) y 4 (5 pb) (figura

1.5). Ademas, contiene multiples 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 recombinacioén, dando lugar a
alelos no funcionales denominados alelos de recombinacién (Rec) (Cormand et al., 2000). La
presencia de este seudogén complica la identificacion y caracterizaciéon de mutaciones en el gen

estructural que condicionan la aparicion de la EG.

FIGURA 1.5. Representacién esquemadtica y comparativa

del gen GBA y el seudogén (GBAP).
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Las mutaciones identificadas en el gen GBA se han denominado en referencia al
aminoacido mutado en la proteina, sin incluir los 39 residuos correspondientes al péptido sefial;
y ademads referidas al nucle6tido 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 clasificacion que define
tres clases de mutaciones: mutaciones nulas, graves y leves. La combinacion de estas

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

TABLA 1.1. Tipo de EG en funcién de las mutaciones

presentes en el gen GBA.

Alelos
Nulo No viable
Grave Tipo 2/3 Tipo 2/3 Tipo 1
Leve Tipo 1 Tipo 1 Tipo 1
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Los alelos nulos corresponden a mutaciones que impiden sintetizar la proteina. Estos
alelos son aquellos que tienen grandes deleciones y/o inserciones que afectan al gen de GBA:
alelos mutados que producen un codén 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 funcién del fenotipo observado entre los pacientes portadores de la
misma. En general, la presencia de mutaciones leves predice la no afeccién neurolégica de los

pacientes portadores.

Las mutaciones graves se han encontrado en sujetos con EG con fenotipo neuronopatico.
Las mutaciones graves mads frecuentes en la poblacién espafola 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 estin en heterocigosidad con otra

mutacién que previamente se ha identificado como leve.

Hasta la fecha, han sido descritas mas de 250 mutaciones en el gen GBA (Sidransky et al.,
2009). Esto incluye mutaciones de tipo “missense” (cambio de un nucleétido que condiciona una
transformacién en un aminodcido), “nonsense” (cambio de un nucleétido que da lugar a un
codén de parada), pequefias inserciones o deleciones que conducen a cualquiera de las
mutaciones de tipo “frameshifts” (cambian la pauta de sintesis de los aminodcidos) o “in-frame”
(deleciones o inserciones de tres o multiplos de tres bases), mutaciones que afectan al ayuste o
“splicing” del RNA, alelos complejos con dos 0 méds 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 recombinacién entre el gen GBA y el seudogén bien sean por

conversion, fusién o duplicaciéon (Hruska et al., 2008).

Ademds de estas mutaciones, existen otras alteraciones genéticas frecuentes en la
poblacién, 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 distribucién y frecuencia de las mutaciones encontradas en el gen GBA presentan
grandes variaciones en funcién del origen étnico del grupo de pacientes de EG estudiado. Las
mutaciones mds frecuentemente detectadas son: c¢.115+1G>A (IVS2+), c.84dupG (84GG),
c.475C>T (R120W), c.680A>G (N188S), ¢.721G>A (G202R), c.754T>A (F213I), ¢.887G>A (R257Q),

N
N
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¢.1090G>A (G325R), c.1226A>G (N370S), c.1246G>A (G377S), ¢.1342G>C (D409H), c.1448T>C
(L444P), c.1504C>T (R463C), c.1604G>A (R496H) y ¢.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: ¢.1226 A>G (N370S), ¢.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 judio Ashkenazi las mutaciones mds frecuentes son N370S y 84GG representando el 73%
y el 11% respectivamente mientras que la IVS2+1 y V394L representan tnicamente el 2%
(Beutler et al., 1991a; Zimran et al., 1991). En poblacion europea de origen no Ashkenazi, las
mutaciones mds 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 regién sueca de Norrbottnia se encuentra

exclusivamente la mutacién 1L444P.

Los estudios llevados a cabo en pacientes espafioles demuestran que la mutacién N370S es
la mas frecuente, con una prevalencia del 50%. La segunda mutacién maés frecuente es la L444P,
que representa un 18%. Cuando se consideran ambas mutaciones juntas, suponen un 68% de los
alelos mutados en Espafa (Alfonso et al., 2007). También se encuentran otras mutaciones en
menor frecuencia: G377S, G202R, D409H, G195W, R47X, ¢.84-85insG y ¢.1263-1317del55, que
constituyen conjuntamente con N370S y L444P, el 80% de las mutaciones en el gen de la
glucocerebrosidasa en nuestra poblacién (tabla 1.2) (Alfonso et al., 2007; Alfonso et al., 2001;
Giraldo ef al., 2000; Torralba et al., 2001).

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

| Mutaciones Referencia Mutaciones Referencia

(Alfonso et al., (Torralba et al.,
W(-4)X E326K
2001) 2001)
. (Cormand et (Alfonso et al.,
Rec(int 2) L336P
al., 2000) 2001)
V15M (Alfonso et al., R359Q (Cormand et
2001) al., 1996)
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Mutaciones Referencia  Mutaciones  Referencia
(Alfonso et al., (Alfonso et al.,
R47X S364R
2001) 2001)
(Alfonso et al., (Torralba et al.,
IVS42A>G S364N
2001) 2001)
(Alfonso . (Cormand et
G113E 1098insA
etal., 2001) al., 1996)
(Alfonso et al., (Alfonso et al.,
R120W 1214delGC
2001) 2001)
(Alfonso et al., (Cormand et
M123T N370S
2001) al., 1995)
(Alfonso et al., (Sarria et al.,
R131C G377S
2001) 1999)
(Sarria et al., (Torralba et al.,
T134P P391L
1999) 2001)
(Torralba et al., (Cormand et
N188S D409H
2001) al., 1995)
(Alfonso et al., (Alfonso et al.,
G195W 1263del55
2001) 2001)
(Alfonso et al., (Cormand et
G195E L444P
2001) al., 1995)
(Torralba et al., (Sarria et al.,
G202R 1451delAC
2001) 1999)
(Alfonso et al., (Torralba et al.,
R257X R463C
2001) 2001)
(Alfonso et al., (Alfonso et al.,
R257Q 1510delTCT
2001) 2001)
(Alfonso et al., 1263del55 + | (Alfonso et al.,
P266L
2001) RecTL 2001)
953delT (Alfonso et al., Rec[1263del5 (Sarria et al.,
2001) 5,1342G>C] | 1999)
(Cormand et (Cormand et
Y313H RecNcil
al., 1996) al., 1995)
(Torralba et al.,
G325W
2001)
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Se pueden establecer relaciones entre el fenotipo y genotipo, teniendo en cuenta que existe
una amplia variabilidad fenotipica entre los pacientes con idéntico genotipo, que estd

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

Los intentos de establecer correlaciones entre genotipos y manifestaciones clinicas han

permitido llegar a algunas conclusiones:

e« La homocigosidad para la mutacion N370S en general excluye de la implicaciéon
neuronopética 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 maés grave que los homocigotos N370S.
La mutaciéon N370S tradicionalmente se ha considerado como protectora del dafio
neurolégico, 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 neuronopdticas y han tenido que ser
reclasificados en el tipo 3 (Alfonso et al., 2007; Capablo et al., 2008). Aunque la mayoria de
los pacientes con EG identificados como homocigotos para la mutacién N370S presentaran
una forma leve o incluso sin sintomas de la enfermedad, la mutacién N370S en homocigosis
no puede interpretarse sistematicamente como enfermedad leve. Este genotipo es el que
presenta mayores variaciones en la expresion clinica y cuando la enfermedad se comporta
como una forma grave es aconsejable buscar una mutacién compleja asociada a N370S.

« La mutacion L444P, en homocigosis, generalmente predice el tipo 3 de la enfermedad con
una gravedad variable. En la poblacién sueca Norrbottnian es la variedad predominante,
sin embargo, este mismo genotipo, no se ha asociado a expresién neuronopdtica en otras
poblaciones estudiadas.

« En homocigotos para la mutaciéon D409H se ha descrito un cuadro clinico que se engloba
dentro de la EG tipo 3c y que se caracteriza por la asociaciéon de manifestaciones
neurolégicas moderadas con presencia de calcificacién valvular mitro-aértica que produce
insuficiencia aértica moderada o estenosis aértica grave susceptible de cirugia. Estas
alteraciones se suelen detectar en edad adulta y en ocasiones se produce muerte stibita por

fallo cardiaco.

La correlacion fenotipo-genotipo en otras mutaciones ha sido mas dificil 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 clinicas de la enfermedad (Mistry, 1995). Esto refuerza la teoria

de que otros factores epigenéticos y/o ambientales, contribuyen a la expresion fenotipica.

1.1.9. Diagnéstico

La EG en nuestro medio se diagnostica con frecuencia por morfologia, visualizando las
células de Gaucher (figura 1.6) en aspirados de MO, higado o bazo. Citolégicamente, se
observan unas células espumosas cuyo tamano varia entre 20 y 100 um, con una relacién
ntcleo-citoplasmatica muy baja. El nticleo, generalmente tinico, se sittia en posicién excéntrica.
La cromatina nuclear es la propia de un elemento maduro y a menudo presenta rasgos de
degeneracién picnética. Aunque pueden observarse nucleolos, no son frecuentes. El citoplasma
es amplio, de contornos poco definidos y presenta un patrén estriado o fibrilar que se ha
descrito clasicamente como papel de pergamino arrugado en las células mas maduras (Sloan,
1974). No existen técnicas citoquimicas capaces de tefir especificamente los lipidos de acimulo
en las CG. Estos elementos son fuertemente positivos con las técnicas del PAS (acido peryddico-
Shiff, resistente a la accién de la diastasa), fosfatasa acida (tartrato resistente) y alfa-naftil-
butirato-esterasa (inhibida parcialmente por fluoruro sédico). Ademads, se confirma la filiacion
de la CG al sistema mononuclear fagocitico. mediante marcadores de superficie (lisozima y
CD68). Sin embargo, la identificacién inequivoca de CG presenta dificultades debido tanto a la
distribucién no uniforme de CG en el tejido observado como a la posibilidad de confusién 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 microscopia electrénica revela un citoplasma repleto de vesiculas dilatadas, rodeadas
de membrana, que contienen estructuras caracteristicas de aspecto tubular, postuladas como la
polimerizacion del glucocerebrésido. Estos aspectos morfolégicos permiten diferenciarlas de los
macro6fagos gigantes que se observan en otros procesos patolégicos (Giraldo et al., 2003; Hibbs et

al., 1970; Lee, 1982).

Actualmente el diagnodstico 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 liquido amniético o
vellosidades coriales (permitiendo la realizacién del diagndstico prenatal de la EG). La
determinacién de la actividad enzimatica de la GC se realiza mediante un protocolo similar al
descrito en 1980 por Raghavan ef al. El andlisis se basa en la incubacién del substrato artificial 4-
metilumbeliferil-B-D-glucésido (4-Mu-Glu) con extractos sonicados de leucocitos. La enzima
actta 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
enzimatica de la GC presente en los extractos celulares (Beutler and Kuhl, 1970a; Daniels et al.,
1981). Para un analisis correcto de la actividad de la GC, se debe tener en cuenta la naturaleza
hidrofébica de la enzima (siendo necesario el uso de detergentes en el ensayo) y que se trata de
una glicoproteina estrechamente ligada a la membrana cuyas propiedades cataliticas
fisiolégicas 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 wuna actividad enzimdtica reducida
aproximadamente en un 50% (Beutler and Kuhl, 1970b; Mistry and Abrahamov, 1997). Sin
embargo, este procedimiento no permite establecer de forma definitiva el diagnéstico de
portador de enfermedad de Gaucher puesto que la actividad enzimatica de la GC observada en
un sujeto portador puede solaparse con la encontrada en sujetos sanos. Por ello, para el

diagnostico de portador se requiere la identificacién de la mutacién en el gen GBA.

La determinacién de la GC lisosomal leucocitaria permite establecer el diagnoéstico de
forma rdpida e independientemente de la mutacién causante, pero no permite distinguir entre

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

Tras el diagnoéstico de la enfermedad, existen biomarcadores que permiten definir su
evolucién y el grado de respuesta al tratamiento. Entre ellos se encuentran la quitotriosidasa
(QT), CCL-18/PARC, fosfatasa 4cida resistente a tartrato (TRAP), la enzima convertidora de
angiotensina (ECA), [-hexosaminidasa y el cociente glucosil/lactosilceramida. Los mas

utilizados en la practica clinica son los tres primeros.

La quitotriosidasa es una enzima con actividad quitinolitica que es secretada en grandes
cantidades por los macroéfagos activados. La actividad de la QT humana se encuentra elevada
en varias enfermedades en las que estd implicado el sistema monocito-macréfago, sin embargo
este aumento de actividad no es tan acusado como en la EG, donde la actividad plasmaética esta
aumentada entre 300 y 600 veces. Por lo tanto, esta enzima constituye un buen marcador para el
diagnostico y el seguimiento de la EG, y es ttil en la monitorizacién del tratamiento. Existen un
gran inconveniente en la utilidad de esta enzima como marcador. Aproximadamente el 6% de la
poblacion caucdsica presenta un defecto autosémico recesivo en el gen que codifica esta enzima.
En el ex6n 10 del gen que codifica la QT es frecuente que se produzca una duplicacién de 24
pares de bases que produce un ayuste o “splicing” alternativo que se traduce en la produccién
de proteina que carece del centro activo, lo que origina la ausencia total de actividad
enzimatica. Se ha demostrado que esta duplicacién en el gen de QT se encuentra presente en
todas las poblaciones y que el 35% de la poblacién es portadora de la misma, presentando una
disminucién del 50% en la actividad plasmaética 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 tutil en la monitorizacion de la eficacia del
tratamiento de la enfermedad y ayuda en el diagndstico de la EG. Se encuentra 30 veces mas
elevada en pacientes con EG con respecto a los sujetos sanos. El aumento de sus niveles
plasmaticos es mas 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 sintomadticos, pero la monitorizaciéon de los niveles en plasma de CCL18/PARC
constituye una alternativa para aquellos pacientes que presenten mutacién en el gen de la QT.
La concentracién plasmatica disminuye a lo largo del tratamiento al igual que lo hace la
actividad QT. En la actualidad se estudia la evolucién 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 clinica que pueda presentar el paciente ni puede ser criterio de

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

La actividad de la fosfatasa 4dcida estd aumentada en el plasma de los pacientes con la EG,
mas concretamente la isoenzima 5B, fosfatasa 4cida resistente a tartrato (TRAP). Por lo tanto la
determinacion especifica de los niveles plasméticos de esta isoenzima puede ser ttil para el
diagnostico aunque no es especifica de la EG (Boot et al., 2004; Giraldo et al., 2003). En la
monitorizacion de la respuesta al tratamiento es considerado como uno de los biomarcadores

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

1.1.11. Tratamiento

Hasta 1991 el tratamiento clasico de la EG era exclusivamente sintomadtico. 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 clinicas de la enfermedad y conlleva mejoria en los estdndares de
calidad de vida. El tratamiento sintomadtico de la enfermedad o6sea y de las alteraciones
hematolégicas constituye un punto importante de actuaciéon ya que son causantes de la

sintomatologia aguda mas acusada.

Dentro del tratamiento médico en la enfermedad 6sea hay que tener en cuenta que el
paciente con EG puede presentar, aunque sea de forma esporadica, crisis de dolor éseo y dolor
crénico o agudo secundario a una fractura o infarto 6seo. La administracion de bifosfonatos ha
demostrado una buena eficacia terapéutica en estos enfermos, mejorando la densidad 6sea por
inhibicion de la resorcion 6sea (Bembi et al., 1994; Samuel ef 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 intervencién de cirugia ortopédica especifica a

cada caso (Goldblatt et al., 1988).

Existen cuatro lineas especificas para el tratamiento de las enfermedades de depésito

lisosomal (Futerman et al., 2004):

o Tratamiento enzimdtico sustitutivo (TES): El TES se basa en la administraciéon de un

andlogo de la enzima deficiente, de manera que el sustrato continta su proceso catalitico y

se evita su acumulacién. En la EG este constituye el tratamiento de eleccién modificando de
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forma radical el perfil clinico de los pacientes, pasando de sintomadticos a oligo o
asintomadticos (Barton ef 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 sintomadticos que presenten
visceromegalias con citopenias, afectacién sea o afectacién pulmonar, es obligado en nifios
al diagnéstico antes de que desarrollen sintomas y debe ser considerado en pacientes
asintomdticos que manifiesten signos de progresién de la enfermedad a nivel visceral u
6seo (Carcelén, 1999).

- Alglucerasa (Ceredase®): Fue el primer farmaco utilizado. Semisintético, obtenido a partir
de la modificaciéon de la GC de origen placentario. Tras un complejo proceso de
extraccion y purificacién, se produce la modificacién de las cadenas de oligosacaridos
conduciendo a la exposicion de residuos de manosa que posibilitan la incorporacién del
farmaco a los lisosomas, a través del reconocimiento especifico por los receptores para
manosa (“scavenger receptor”) de la membrana de los macréfagos. Debido a que su
obtencién a partir de placenta humana, presentaba cierto riesgo de contaminacién virica,
por lo que ha retirando del mercado internacional siendo sustituido por el producto
recombinante (Giraldo et al., 2003).

- Imiglucerasa (Cerezyme®): Producido por ingenieria genética, en cultivo de células CHO
(ovario de hamster chino). Es una glicoproteina monémerica de 497 aminodcidos que
difiere de la Alglucerasa en el aminodcido localizado en la posicion 495 donde la histidina
es sustituida por arginina.

- Velaglucerasa: Producido por ingenieria genética, en cultivo de fibroblastos humanos. Es
una glicoproteina monomérica de aproximadamente 63 kD. Los estudios clinicos fase III

han finalizado demostrando Velaglucerasa eficacia y seguridad.

Taliglucerasa alfa: Enzima recombinante producida por ingenierfa genética en células
vegetales. Los ensayos clinicos fase III ya han finalizado y el foirmaco estd pendiente de
aprobacién por la EMEA (Agencia Europea del Medicamento). A diferencia de otras
enzimas, tiene una vida media mas prolongada en plasma y la produccién en células

vegetales evita la contaminacion por gérmenes que afectan a las células de mamifero.

o Terapia de reduccién de sustrato (TRS): Esta basada en reduccién de la acumulacion de

sustrato mediante la inhibicién enzimatica de su sintesis. Desde 2002 se dispone en Europa
de una pequefia molécula, activa por via oral, un iminoazucar andlogo 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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sintesis y formacion de glucocerebrésidos, ya que interviene en los primeros pasos de la
ruta de biosintesis de los glucoesfingolipidos (581 PA, (Connock et al., 2006). En Espafia se
ha comercializado con el nombre de Miglustat (Zavesca®), y con la indicacién de tratamiento
para pacientes sintométicos con enfermedad leve o moderada que no desean o no pueden
recibir TES. Es un tratamiento eficaz con la ventaja de la administracién 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 irritacién de la pared intestinal
produciendo como consecuencia flatulencia y diarrea controlables con dieta pobre en
hidratos de carbono. También se encuentra en ensayo clinico fase III otra pequefia molécula
inhibidora de sustrato que es un andlogo de ceramida (Eliglustat: GENZ-112638), los
resultados preliminares del estudio en fase II ya han sido publicados (Lukina et al.), todavia
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 enzimatica

con pequefias moléculas (chaperonas farmacolégicas) cuyo mecanismo de accion consiste
en reconformar la molécula de enzima residual para que sea mas activa. Estas moléculas
consiguen el correcto plegamiento de la enzima en el reticulo endoplasmaético que permite
el transporte al aparato de Golgi y, por tltimo, la internalizacién de la glucocerebrosidasa
en el lisosoma. La ventaja de esta aproximacion terapéutica, ademds de ser activa por via
oral, es aplicable a cualquier enzima defectuosa y evita la posible contribucién de las
citoquinas proinflamatorias que parecen jugar un papel importante en la fisiopatologia de
la enfermedad (Grabowski, 2008b; Lieberman et al., 2009; Suzuki et al., 2009; Yu et al., 2007).

La propiedad restrictiva de la microcirculaciéon cerebral que constituye la BHE impide que
la enzima llegue al SNC por la via circulatoria. Asi, el curso de la enfermedad neurolégica
en los subtipos de EG asociados a afectacién primaria del SNC en principio no se modifica
con el TES. El TRS junto con las terapias con chaperonas farmacoldgicas, que permiten
aumentar la actividad de la enzima, pueden ser una nueva opcién terapéutica para los
pacientes de EG con afectacion del SNC. Existen estudios en modelos animales de
enfermedades lisosomales que indican que una pequefia porcién del fdrmaco inhibidor de
la sintesis de sustrato atraviesa la BHE y previene la acumulacién cerebral de
esfingolipidos, con el beneficio potencial de mejorar los sintomas neurolégicos de los

pacientes con EG (Connock et al., 2006; Giraldo et al., 2003).
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1.2

 Transplante de precursores hematopoyéticos: Los sintomas 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 anomalias en la funcionalidad de los macréfagos. 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, ademds de la comorbilidad asociada al procedimiento (Hobbs,

1987; Rappeport and Ginns, 1984).

» Terapia génica: Esta aproximacion terapéutica resulté muy atractiva hace unos afios, ya

que, tedricamente, supone la posibilidad de modificar el defecto genético para recuperar la
funcionalidad del gen y por tanto normalizar la actividad enzimética. La terapia génica
consiste en sustituir la fraccion del gen que sufre la mutacién mediante el transplante
autélogo 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 mas complicada (Choudary et al., 1986a; Choudary et al., 1986b;

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

ENFERMEDAD DE PARKINSON

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

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

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

y los trastornos de fijaciéon postural, equilibrio y enderezamiento.

1.2.1. Antecedentes histéricos

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

W
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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 describié el trastorno neuroldgico,
segun sus propias palabras, como una condicién consistente en “movimientos involuntarios de
cardcter tembloroso, con disminucién de la potencia muscular, que afectan a partes que estdn en reposo y
que incluso provocan una tendencia a la inclinacion del cuerpo hacia delante y a una forma de caminar a

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

A partir de 1880, Jean-Marie Charcot, pilar de la neurologia moderna, y Edme Felix Alfred
Vulpian describieron por primera vez la rigidez asociada a la Paralisis Agitante y rebautizaron
la “enfermedad de la Pardlisis Agitante” como “enfermedad de Parkinson”, haciendo asi honor
al nombre de su colega inglés. Fue uno de los discipulos de Charcot, Edouard Brissaud, el

primero que aludi6 a la afectacion del mesencéfalo (Goetz, 1986; Stern, 1989).

A principios del siglo XX, en 1913, casi un siglo después de las observaciones de
Parkinson, un patélogo aleméan llamado Friederich Lewy, descubri6 la presencia de inclusiones
de estructura redondeada que se tefifan de rosado en el citoplasma de las neuronas de pacientes
fallecidos con EP y supuso que podian ser un marcador para la patologia. En 1920, Tretiakoff
descubrié que la lesién bdsica se asentaba en la despigmentacion de la sustancia nigra,

asociacién que se confirmo posteriormente (Holdorff, 2002).

El gran paso para la comprension de la enfermedad comienza en 1960, cuando Ehringer y
Hornykiewicz hallan, en estudios postmortem, una marcada disminucién de dopamina en el
cuerpo estriado de cerebros de pacientes con EP idiopatica y parkinsonismos postencefalicos,
describiendo el déficit dopaminérgico estriatal como una de las principales causas de la EP
(Foley, 2003). Este hallazgo fue crucial en la btisqueda de tratamientos efectivos para la
enfermedad. Asi, a finales de los afos 60, George C. Cotzias et al. iniciaron la era moderna de la
terapia parkinsoniana al introducir la administraciéon de levodopa (L-DOPA), un precursor de
la dopamina, en el tratamiento de la enfermedad, mejorando espectacularmente la

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

La etiologia 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 etiologicos. El papel
desempeniado por los factores genéticos en la etiologia de la EP se convirtié en objeto de debate
desde la primera descripcién de Gowers, segtin el cual un ntiimero considerable de sus pacientes

con EP, tenia antecedentes familiares (Gowers, 1902).

8]
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1.2.2. Epidemiologia

La realizacién de estudios epidemiolégicos en la enfermedad de Parkinson conlleva una
gran dificultad debido a que el diagndstico se apoya fundamentalmente en los datos clinicos.
Debido a esto, la variacién observada en la incidencia y prevalencia de la enfermedad en
funcién del origen, edad, género y/o etnia de la poblacién analizada, ha sido una fuente de

controversia durante muchas décadas.

Aungque 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 restriccion a los estudios que utilizan una
metodologia parecida reducen la variacion entre las tasas de prevalencia a 102 - 190 por 100.000

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

En Espafa, la incidencia de la EP en poblaciéon general se calcula en 4,5-16 por 100.000
habitantes y afio, con una prevalencia entre 18-328 por 100.000 habitantes, aunque se han
realizado numerosos estudios epidemiolégicos 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 metodologia de los estudios (estudios puerta a puerta,
estimaciones segtn el consumo de farmacos y registros hospitalarios, entre otros), como por la
inclusién de todos los sindromes parkinsonianos, no sélo los referidos a la enfermedad de
Parkinson. Concretamente, en la comunidad auténoma de Aragén, se ha encontrado una
prevalencia de 121,9 por 100.000 habitantes, que alcanza unos niveles similares a los descritos

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

La incidencia y prevalencia de la EP son dependientes de la edad. En poblacion general la
incidencia es de 0,3%, mientras que ésta alcanza el 3% en los mayores de 65 afios (Disponible en:

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

Algunos estudios epidemiolégicos 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 mayoria 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 bisqueda de una relacién etiolégica
entre posibles factores ambientales y la aparicién de EP. Entre los distintos factores ambientales
que se han barajado como posible causa de la EP se encuentra el contacto con agentes téxicos
como los pesticidas o téxicos industriales. Cabe destacar entre todos ellos la 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP). La aparicion de cuadros de parkinsonismo secundarios a la
intoxicacién con MPTP supuso el punto de partida de la hipétesis toxico-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 excepcién del rapido
inicio de los sintomas, los pacientes presentaban un cuadro clinico similar al descrito en la
enfermedad de Parkinson, con respuesta a L-DOPA y aparicion de discinesias secundarias al
tratamiento. E1 MPTP atraviesa la BHE facilmente 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. EI MPP+ se concentra en la mitocondria e inhibe al complejo I
interfiriendo en la sintesis 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 téxico ambiental especifico como factor de
riesgo comun a los estudios realizados, aunque se ha demostrado en la mayoria de los estudios la
asociacion entre la exposicion 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 asociacion entre la utilizacién de empastes dentales de amalgama de mercurio y
la aparicién de patologias neuroldgicas, entre las que se encuentra la EP (Lauterbach et al., 2008;

Ratcliffe et al., 1996).

Asfi pues, la enfermedad de Parkinson constituye el segundo trastorno neurodegenerativo
mas 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 afios y de aparicion
excepcional por debajo de los 30 afios. Se considera EP de inicio precoz la que comienza antes

de los 50 anos (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, ademdas del envejecimiento, para el desarrollo de EP. En los tultimos afios, la
posibilidad de que existan factores genéticos predisponentes, o méas atin, 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% vy 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 patron de herencia de muchos de estos casos
es compatible con una herencia autosémica dominante con penetrancia reducida, siendo el
riesgo maximo de desarrollar la enfermedad de un 20% para los familiares de primer grado

(Payami et al., 1994).

Algunos estudios han demostrado ademads la existencia de una anticipacién genética, es
decir, que la enfermedad tiende a aparecer en una edad més temprana en los descendientes
(Bonifati et al., 1995; Plante-Bordeneuve et al., 1995). Sin embargo, no se han podido identificar
rasgos clinicos diferenciadores entre los casos familiares y los esporddicos en la mayoria de

estudios.

En contraposicién a los resultados de los estudios de casos-controles, los estudios clinicos
en gemelos no han sido capaces de concluir si los factores genéticos juegan algtin papel en la EP

(Johnson et al., 1990; Vieregge et al., 1992).

Se ha demostrado, sin embargo, la existencia de un vinculo entre la EP de tipo familiar y
varios genes que confieren propension a padecer la enfermedad. En el anexo II se muestran
algunos de los genes mds importantes que se han asociado con la enfermedad de Parkinson.
Estos genes presentan herencia autosémica dominante, herencia autosémica recesiva o bien se

comportan como factores genéticos de susceptibilidad para el desarrollo de la EP.
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« Herencia autésomica dominante

- PARK1/o-sinucleina y PARK4/o-sinucleina

Los genes PARK1/o~sinucleina y PARK4/o-sinucleina estan localizados en las regiones
cromosOmicas 4q21-q23 y 4p15, respectivamente. La a-sinucleina estd constituida por 140
aminodcidos. La proteina silvestre es un potente inhibidor de la fosfolipasa D2, que
contribuye a diferentes funciones en la transduccién de senales, en el trafico de vesiculas
de membrana y en la dindmica del citoesqueleto. También es un inhibidor competitivo de
la tirosin-hidrolasa, paso limitante en la biosintesis de la tirosina a la L-DOPA. El
equilibrio entre la a/-sinucleina asociada a lipidos y la citoplasmética proporciona un nexo
entre la dindmica vesicular y la produccién del neurotransmisor dopamina (Hope et al.,
2004).

Esta proteina se expresa en la totalidad del cerebro y tiene papeles potenciales en el
aprendizaje, plasticidad sindptica, dindmica de las vesiculas y la sintesis de la dopamina.
Histoquimicamente, la proteina a—sinucleina es el componente mayor de los cuerpos de
Lewy y de las neuritas de Lewy, en la enfermedad de Parkinson y en otras
o-sinucleinopatias.

Las mutaciones puntuales, duplicaciones y triplicaciones en el gen de o-sinucleina
(SNCA) causan una forma dominante rara de la enfermedad de Parkinson en casos
familiares y esporadicos. Las tres mutaciones puntuales encontradas encontradas en el gen
SNCA (A53T, A30P y E46K) son extremadamente raras (Berg et al., 2005).

Cabe destacar una comparacion realizada en familias con duplicaciones y triplicaciones en
el gen SNCA mostr6 que la dosis de este gen estd directamente relacionada con la edad de
inicio, la duracién y la gravedad de la enfermedad (Hope et al., 2004).

Los estudios en modelos de animales han sido esenciales para la comprensiéon de las
funciones de la o-sinucleina, observando que la sobreexpresién transgénica causa
neurotoxicidad con acumulacién y agregacion de a-sinucleina, mientras que la deplecién
total revela un fenotipo que no estd asociado a ninguna neuropatologia (Perez and
Hastings, 2004).

- PARKS/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 proteina, también denominada dardarina, que consta de 2527 aminoécidos con
multiples dominios y explica mas del 10% de los casos de enfermedad de Parkinson de
herencia autosémica dominante y el 3,6% de los casos enfermedad de Parkinson

esporddica.
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Las mutaciones en el gen LRRK2 se han asociado a parkinsonismo de herencia autosémica
dominante, aunque también han aparecido en casos esporadicos.

La proteina LRRK2 es una proteina predominantemente citoplasmatica que puede estar
asociada a diferentes organulos. A nivel proteico, la expresiéon de LRRK2 se ha detectado
tanto en cerebro como en otros drganos periféricos (Giasson et al., 2006). La proteina se
encuentra altamente expresada en las regiones dopaminérgicas del cerebro de mamiferos
(Biskup et al., 2006). A diferencia de la o—sinucleina que tifie los cuerpos de Lewy y la
proteina Tau que tifie los ovillos neurofibrilares, inmunohistoquimicamente la LRRK2 no
sefiala ninguna lesién neurodegenerativa especifica. Se especula que la proteina puede
jugar un papel importante en la regulacion del crecimiento de neuritas, ya que una
expresion disminuida en células cultivadas resulta en un incremento de la longitud y
ramificacién de las neuritas (MacLeod et al., 2006).

Se han identificado unas 40 variantes diferentes de la proteina, la mayoria de ellas
resultantes de mutaciones de cambio de aminoacido. La patogenicidad de muchas de estas
variantes no esté clara, debido a la reducida penetrancia de las mismas o a la ausencia de
andlisis de segregacion por el inicio tardio de la enfermedad y la no disposicién o
desconocimiento de los genotipos familiares.Existen 5 mutaciones en el gen LRRK2 que se
consideran definitivamente patogénicas (R1441C, R1441G, Y1699C, G2019S e 12020T).

La mutacién p.G2019S (c.6099G>A) es la mas frecuente en poblacién caucasiana, entre el 2
y el 8% de los casos familiares y entre el 0,5 y el 2% de los casos aparentemente
esporadicos (Farrer et al., 2005). También se ha observado la presencia de esta mutacién en
enfermedad de Parkinson de inicio temprano (< 50 afios) (Tan et al., 2008), asi como en
controles sanos (Farrer et al., 2005). La prevalencia de esta mutacién varia en funcion del

grupo étnico en el que se realice el estudio.

o Herencia autosémica recesiva

Se han identificado tres formas de parkinsonismo de herencia autosémica 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 ef al., 1998;
Valente et al., 2004). Todas son mutaciones raras, de pérdida de funcién que resultan en
enfermedad de Parkinson de inicio temprano (generalmente, a edades inferiores a los 40
afnos) y con buena respuesta a L-DOPA vy lenta progresiéon de la enfermedad (Mata et al.,

2004).
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- PARK?2 /Parkina

El gen PARK2 esta localizado en el cromosoma 6q25.2-q27 y comprende 12 exones con
estructura intrénica superexpandida de 1,3 Mb de DNA genémico, que codifica a una
proteina de 465 aminodcidos con un dominio N-terminal parecido a la ubiquitina. La
parkina tiene una funcién de E3 ligasa, marcando a las proteinas con ubiquitina para su
posterior degradacién por el proteosoma (Shimura et al., 2000). Se han descrito al menos 57
mutaciones puntuales, pero también existen reordenamientos exonicos, deleciones y
duplicaciones. Los datos epidemiolégicos disponibles son limitados, pero indican que
aproximadamente el 50 % de los casos familiares con inicio temprano (< 45 afios), asi como
una proporcion significativa de casos aparentemente esporadicos, son debidos a
mutaciones en PARK2.

Los pacientes con deleciones exénicas homocigotas que tienen una pérdida completa de
expresion de parkina muestran una pérdida selectiva de neuronas dopaminérgicas en la
sustancia nigra (Pramstaller ef al., 2005).

En estudios en modelos animales knock-out se observa la existencia una disfuncién
mitocondrial y un estrés oxidativo en la patogenia de la enfermedad. Por el contrario, la
sobreexpresion en estos modelos parece tener un factor neuroprotector que indica que la
regulacion al alza de este gen podria 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 proteina de 581 aminodacidos (Valente et al., 2004). Las mutaciones en el
gen PINKI1 tienen efectos diferenciales en la estabilidad, localizacién y actividad quinasa
de la proteina (Beilina et al., 2005). En estudios con cultivos celulares, la proteina silvestre
PINK1 parece proteger a las neuronas de la disfunciéon mitocondrial y de la apoptosis
inducida por el estrés (Deng et al., 2005).

La neuropatologia 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.

- PARKY?/Oncogen DJ1

El gen DJ1, localizado en la regién cromosémica 1p36, contiene 8 exones que se expanden
en 24 Kb y estd ubicado a 25 cM del telomero del gen PINKI (Bonifati et al., 2003). Se han
identificado deleciones y mutaciones de cambio de aminodcido que causan < 1% del

parkinsonismo de inicio precoz (Lockhart et al., 2004).
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La proteina DJ1, de 189 aminodcidos, es un miembro de la familia de las chaperonas
moleculares Thi]/Pfpl, que son inducidas durante el estrés oxidativo. En ratones, DJ1
parece tener un papel esencial en la transmisién neuronal dopaminérgica. El ratéon knock-
out para DJ1 muestra una mayor sensibilidad al estrés oxidativo, mientras que la

sobreexpresion proporciona un efecto protector (Goldberg et al., 2005).

o Factores de susceptibilidad genética en enfermedad de Parkinson: Gen de la

glucocerebrosidasa (GBA) y gen de la apolipoproteinaE
Las formas monogénicas representan menos del 10% de enfermedad de Parkinson en la
mayoria 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

progresion.

Como se ha comentado anteriormente, investigaciones previas muestran una asociacién 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 mayorfa de
pacientes con enfermedad de Gaucher y portadores heterocigotos de mutaciones en el gen
GBA no desarrollan parkinsonismo, las mutaciones en el gen GBA podrian constituir un
factor de riesgo en individuos que tienen otros factores de predisposicion 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 apolipoproteina E, es una proteina 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 sélo en forma débil a un lipido, y
uno C-terminal que se une a la superficie de las lipoproteinas pero carece de afinidad para el
LDLR. Se trata de una proteina de sintesis hepdtica, cuyo papel fundamental es encargarse de
la unién, la internalizacién y el catabolismo de quilomicrones y lipoproteinas por el higado.

El gen que codifica para apolipoproteina E (apoE) es un gen polimoérfico que estd localizado
en el brazo largo del cromosoma 19 en la regiéon q13.2-q13.3. Los alelos €2, €3 y €4 constituyen
los polimorfismos mas frecuentes encontrados en la poblacién, codificando para tres

isoformas (Emi et al., 1988). Las isoformas difieren entre si en la estructura primaria,
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implicando un intercambio cisteina-arginina en los aminoacidos situados en las posiciones
112 y 158 de la proteina (Weisgraber et al., 1981).

El alelo €4 de apoE implica una mayor susceptibilidad para el desarrollo de enfermedad de
Alzheimer, asociandose con una edad de comienzo inferior. Dado que la enfermedad de
Parkinson comparte caracteristicas biolégicas, clinicas y patoldgicas con la enfermedad de
Alzheimer, varios autores sugieren una posible asociacién entre el gen apoE y la EP (Huang et
al., 2006; Koller et al., 1995).

Respecto a la asociacién 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 €2 puede constituir un factor de riesgo para la enfermedad de
Parkinson, mientras que otros autores atribuyen un mayor riesgo de EP asociado al alelo €4
(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. Anatomia funcional de los ganglios basales y fisiopatologia de la enfermedad de

Parkinson

Los ganglios basales comprenden un grupo de ntcleos subcorticales, situados en la base
del cerebro, relacionados directamente con el inicio y el control de los movimientos voluntarios,
asi como el aprendizaje procedimental y acciones cognitivas y emocionales. Dentro de los
circuitos de los ganglios basales se pueden incluir los ntcleos con una relaciéon anatémica
clasica (el neoestriado: que comprende el nticleo caudado, el putamen y el nticleo accumbens; el
paleoestriado: que comprende el globo pélido interno y el globo pédlido externo, y ademads
afiadir ntcleos suplementarios con una relacién funcional (el ntcleo subtaldmico; la sustancia
negra pars compacta; la sustancia negra pars reticulata; el drea tegmental ventral y el drea peri y
retrorrubral; los ntcleos taldmicos, el coliculo superior, y el nicleo pedunculopontino y el 4rea

motora mesopontina).

Se establecen numerosas conexiones entre los distintos ntcleos que componen los

ganglios basales de manera que se forman grandes redes neuronales subcorticales.
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Los dos ntcleos efectores por excelencia de los ganglios basales son el globo pélido
interno y la sustancia negra pars reticulata, mientras que el estriado es la principal estructura

aferente junto con el ntcleo subtaldmico.

Las proyecciones mds 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 acido glutdmico (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 topografica hacia el
caudado y al putamen, pero no al ntcleo accumbens. La proyeccion dopaminérgica al ntcleo
accumbens se origina en el drea tegmental ventral. Otras proyecciones aferentes al estriado se
originan en los nucleos taldmicos intralaminares, centromediano y parafascicular, y en menor
grado proceden de los ntcleos ventral anterior, ventral lateral, mediodorsal y posteriores. Su
neurotransmisor, al igual que el de las fibras talamocorticales, es el dcido glutamico excitador,
aunque la actividad de las proyecciones estd mediada por diferentes neuropéptidos. Otros
nicleos que proyectan al estriado son: desde el tronco del encéfalo, ademds de la sustancia
negra de la pars compacta, el ntcleo dorsal del raphe, el ntcleo pedunculopontino, y el locus
coeruleus; el globo pdlido y el nicleo subtalamico también proyectan al estriado, aunque en

menor intensidad.

Tanto el globo pélido externo como el globo pélido interno reciben proyecciones del
estriado, del ntcleo subtaldmico, de la sustancia negra de la pars compacta y del drea tegmental
ventral, del ntcleo dorsal del raphe y del nticleo pedunculopontino (Parent and Hazrati, 1993).
Las conexiones aferentes mds numerosas se originan en el estriado. La transmision eferente de
las conexiones estriatales estd mediada por el neurotransmisor dcido y-aminobutirico (GABA),
esta proyeccion inhibe la actividad de las neuronas palidales, mientras que las proyecciones que
se reciben desde el ntcleo subtaldamico son glutamatérgicas excitatorias. Todas las proyecciones
desde el globo palido externo y globo pélido interno son de naturaleza fundamentalmente

gabérgica e inhiben los nicleos diana donde proyectan (Parent and Hazrati, 1995).

La sustancia negra estd 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 mds numerosas proceden desde la

corteza prefrontal, del ntcleo accumbens, del nicleo pedunculopontino, del nicleo subtaldmico
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y del globo pélido. La principal eferencia de la pars compacta origina el sistema de proyeccién

dopaminérgico nigroestriado.

Sobre la base de proyecciones aferentes y eferentes de los diferentes ntcleos de los
ganglios basales y las caracteristicas neuroquimicas de cada uno de ellos, pueden establecerse
tres circuitos bésicos diferentes e interrelacionados:

o Circuito hiperdirecto (corteza cerebral - ntcleo subtaldmico - globo paélido
interno/sustancia negra pars reticulata). La activacién de esta via produce una activacion del
ntcleo subtaldmico y, en consecuencia, de las neuronas del globo pélido interno y de la

sustancia negra pars reticulata.

Circuito directo (estriado - globo pélido interno/sustancia negra pars reticulata). Esta via se
origina en las neuronas de proyeccion estriatales gabérgicas que colocalizan con sustancia P
y dinorfina y expresan primordialmente el receptor de dopamina excitador DI1. La
activacion de esta via inhibe a las neuronas del globo pélido interno y a las de la sustancia

negra pars reticulata.

Circuito indirecto (estriado — globo pélido externo — ntcleo subtaldmico — globo pélido
interno/sustancia negra pars reticulata). Esta via tiene su origen en las neuronas de
proyeccion estriatales gabérgicas colocalizadas con metencefalinas (o preproencefalina) y
que expresan los receptores de dopamina inhibidores D2; éstas proyectan al globo pélido
externo y lo inhiben, y éste, a su vez, proyecta al nticleo subtaldmico y por medio de las vias
subtalamopalidales hacia el globo pélido interno y la sustancia negra pars reticulata. Las
neuronas del globo palido externo son gabérgicas inhibidoras, mientras que las neuronas
del ntdcleo subtaldmico contienen glutamato, resultando en una conexién excitadora

glutamatérgica.

Las eferencias de los nticleos de salida de los ganglios basales (globo pélido interno y
sustancia negra pars reticulata) se dirigen fundamentalmente hacia los ntcleos taldmicos
ventrales (ventral anterior y ventrolateral, respectivamente) y dorsomedial. Otras eferencias del
globo péalido interno y de la sustancia negra pars reticulata se dirigen al ntcleo
pedunculopontino y hacia el coliculo superior. Los nticleos del tdlamo proyectan a su vez hacia
la corteza prefrontal y a la corteza motora (promotora). La via talamocortical es excitadora y
utiliza como neurotransmisor el 4cido glutdmico. De esta forma se cierra el circuito que,
inicidndose en la corteza cerebral, transmite informacion 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 estimulacién de la via directa a nivel del cuerpo
estriado consiste en el incremento de la emisién de impulsos excitadores del tdlamo a la corteza,
mientras que la estimulaciéon de la via indirecta a nivel del cuerpo estriado reduce el flujo

excitador desde el tdlamo hacia la corteza cerebral.

Al realizar un movimiento voluntario, la influencia excitatoria de la corteza activa los tres
circuitos. La activacion del circuito directo da lugar a una inhibicion del globo pélido interno y
de la sustancia negra pars reticulata, disminuye la actividad ténica inhibidora que ambos ntcleos
ejercen sobre el tdlamo, eliminando la inhibicién de la accién deseada. Por el contrario, la
activacion de las vias indirecta e hiperdirecta acttia para inhibir los programas competitivos que

entorpecen la realizaciéon de la acciéon deseada.

Por tanto, la dopamina se descarga en el cuerpo estriado, tendiendo a incrementar la

actividad de la via directa y reducir la de la via indirecta.

Los ganglios basales se pueden considerar como un regulador del flujo de informacién
desde la corteza cerebral hacia las neuronas motoras de la médula espinal. La via
dopaminérgica nigroestriatal ejerce un control modulatorio sobre la actividad estriatal, de
hecho, la expresiéon de neuropéptidos en el estriado y sus dreas de proyeccién se encuentran

reguladas por las aferencias dopaminérgicas.

La deplecion dopaminérgica provocada por la degeneracion 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 nticleos de los ganglios basales. El aspecto
clave de este modelo de funcién de los ganglios basales, que explica los sintomas observados en
la EP, es un desequilibrio entre la via estriopalidal directa y la via indirecta, con un predominio
de la via indirecta, secundario a la pérdida de la inervacién dopaminérgica. El déficit de
dopamina provoca, en definitiva, una hiperactividad de las neuronas de salida de los ganglios
basales (globo pélido interno y sustancia negra de la pars reticulata), por estar reducida la
actividad inhibidora de las neuronas de proyeccion estriatales gabérgicas (que colocalizan con
sustancia P y dinorfina). Ademads, en paralelo, el déficit de dopamina conduce a una excesiva
inhibicién de las neuronas del globo pélido externo inducida por una hiperactividad de las
neuronas de proyeccion estriatales gabérgicas (que colocalizan metencefalina), provocando la

inhibicién de las neuronas del globo palido externo y, por tanto, la hiperactividad del ntcleo
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subtaldmico. La hiperactividad de las neuronas glutamatérgicas del nticleo subtalamico activa
las neuronas del globo pélido interno y de la sustancia negra pars reticulata, las cuales inhiben a
las neuronas talamocorticales y evitan la liberaciéon del movimiento deseado a nivel cortical

(Albin et al., 1989; Herrero et al., 2008).

Como consecuencia de la degeneracion del locus niger hay una reduccién de la dopamina
estriatal que fisiolégicamente ejerce un efecto inhibidor de las interneuronas estriatales que en
parte son colinérgicas. Esta disfuncion estriatal explica la mayoria de los sintomas de la
enfermedad de Parkinson. La degeneraciéon de otros sistemas ascendentes (noradrenérgicos,
serotoninérgicos y colinérgicos) puede estar especialmente implicada en la apariciéon de estados

depresivos y deterioro mental.

El sustrato anatomopatolégico de la enfermedad viene condicionado por Ila
despigmentacién de sustancia negra en el mesencéfalo. Existe una pérdida progresiva de
neuronas dopaminérgicas pigmentadas de la pars compacta de la sustancia negra, con aparicion
de inclusiones eosinofilicas 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 via
nigroestriatal; idénticas lesiones aparecen en otros nicleos pigmentados y no pigmentados del
sistema nervioso, entre los que destacan los siguientes ntcleos: ntcleo dopaminérgico
hipotaldmico, sistema noradrenérgico, sistema serotoninérgico y sistema colinérgico (Forno,
1996). En la sustancia negra, las lesiones predominan en la porcién ventral y lateral de la zona
compacta (la que se proyecta preferentemente al putamen) y en menor grado en la porcién

dorsal.

Los cuerpos de Lewy contienen proteinas de neurofilamentos, ubiquitina y a-sinucleina
insoluble, que se encuentra habitualmente en forma soluble, por lo que su transformacién y
deposito 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 cortex
en neuronas que poseen terminaciones dopaminérgicas y que pertenecen al sistema
mesocortico-limbico. También se localizan en el ntcleo basal de Meynert, que es colinérgico, y
en los nucleos del raphe, que son serotonérgicos, por lo que los cuerpos de Lewy no representan
una anomalia del citoesqueleto especifica de ningtin sistema de neurotransmision clasico.
Finalmente se encuentran cuerpos de Lewy en el nticleo motor dorsal del vago, drea tegmental,

ntcleo pedinculopontino, nicleo de Edinger-Westphal, hipotadlamo, columna intermediolateral
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de la médula, en los ganglios simpéticos y parasimpaticos, y en el plexo entérico. Dentro de un
contexto clinico adecuado y en conjuncién con el resto de hallazgos, los cuerpos de Lewy
permiten realizar el diagnoéstico de certeza de la EP (Fahn, 2003), sin embargo, los cuerpos de
Lewy no deben considerarse patognomoénicos de la EP, ya que se han descrito en otras

enfermedades neurodegenerativas (Anexo III).

1.2.5. Clinicay diagndstico

A pesar de los avances realizados en el conocimiento de la enfermedad no existen
marcadores biolégicos o técnicas de imagen de aplicacion universal y con especificidad y
sensibilidad suficientes para establecer un diagnéstico diferencial inequivoco, por lo que atn

hoy en dia el diagnoéstico de la EP se realiza basandose en aspectos puramente clinicos.

Los sintomas que constituyen la base para el diagnoéstico clinico de la patologia son
temblor de reposo, bradicinesia, rigidez y alteracién de los reflejos posturales. La marcha a
pequefios pasos, micrografia, pérdida de destreza manual, pérdida del braceo al andar, facies
hipomimica, disartria y/o disfagia son algunas de las manifestaciones de la hipo/bradicinesia.
La inestabilidad postural y los trastornos de la marcha tienen una etiologia multifactorial y se
relacionan con alteracién de los reflejos de enderezamiento, rigidez y acinesia, entre otros. La
marcha de los enfermos de EP es bastante tipica: el enfermo tiene dificultad para iniciarla y
finalmente consigue andar a pequefios pasos y con la tipica postura parkinsoniana (postura en

flexion del tronco) (Molina ef al., 2008).

Existen otra serie de manifestaciones no motoras en la EP entre las que se encuentran las
alteraciones cognitivas, alteraciones psiquidtricas y del suefio (incluyendo la depresion,
ansiedad, psicosis y alteraciones conductuales como trastornos habituales en la EP), alteraciones
oculomotoras, alteraciones de la voz y el lenguaje, alteraciones del sistema nervioso auténomo
que producen trastornos como el estrefiimiento, la hiperhidrosis, la impotencia sexual y la
urgencia miccional o incontinencia, alteraciones sensitivas y dolor, alteraciones dermatolégicas
y otros sintomas entre los que cabe destacar la alteracion 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 diagnéstico clinico de la enfermedad se refuerza con la existencia de una respuesta
clinica 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 diagnoésticos 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 prondstico, la progresion y la respuesta al tratamiento en la EP se han
ideado varias escalas. La escala clasica de Hoehn y Yarh (Hoehn and Yahr, 1967) se desarroll6
para proporcionar una idea global sobre el estado de gravedad del paciente con EP (Anexo V).
Otra escala rdpida para medir la capacidad funcional global y dependencia del paciente con EP
es la de Schwab e England. Sin embargo, para una evaluacion mas 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 (Martinez Martin et al., 2008).

La tomografia axial computerizada (TAC) y la resonancia magnética (RM) convencional
contribuyen a la realizacién de un diagnéstico diferencial entre la enfermedad de Parkinson y
otras patologfas con las que comparte sintomas. Las pruebas de neuroimagen funcional:
tomografia por emisién de positrones (PET), tomografia computerizada de emisién de fotones
(SPECT) y wultrasonografia son herramientas de gran ayuda, pero dados su coste y
disponibilidad, permanecen sélo como herramientas auxiliares que apoyan al diagnéstico

(Molina et al., 2008; Scherfler et al., 2007; Seibyl et al., 2004).

1.2.6. Terapéutica farmacoldégica

El tratamiento actual de la EP es exclusivamente sintomatico 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 evolucién neuropatolégica de la enfermedad y suplir el déficit
bioquimico 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 farmacos se orienta a
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terapias sustitutivas del déficit dopaminérgico. Se dispone de varias familias de fdrmacos,

siendo variable el grado de mejoria alcanzado con los diversos farmacos empleados:

Levodopa y farmacos dopaminérgicos: La L-DOPA constituye el tratamiento estdndar 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 acciéon de la enzima DOPA-descarboxilasa y la
catecol-orto-metil-transferasa (COMT), por lo que su administracién a pacientes con EP
corrige el déficit dopaminico que existe en el ntcleo estriado. Los metabolitos resultantes
son los causantes de los efectos secundarios sistémicos, por ello se administra asociada a un
inhibidor especifico de la DOPA-descarboxilasa (descarboxilasa periférica de los
aminodcidos aromaticos) (carbidopa en Sinemet® y benseracida en Madopar®), que no
atraviesa la BHE, permitiendo la biotransformacién de L-DOPA en el cerebro pero evitando
esta conversiéon en tejidos extracerebrales, reduciendo asi los efectos secundarios
cardiovasculares o gastrointestinales, frecuentes en el tratamiento con L-DOPA (Fahn et al.,
2004). El problema fundamental del tratamiento crénico con L-DOPA es el desarrollo de
complicaciones motoras, fluctuaciones y discinesias. Durante los ultimos afios, se han
desarrollado farmacos 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 degradacién metabélica de L-DOPA) (Parkison Study Group, 2002; Shoulson,
1998) y tolcapona 'y entacapona (inhibidores de la COMT) (Nutt and Fellman, 1984).

Agonistas dopaminérgicos: Estos formacos acttian estimulando directamente los receptores

dopaminérgicos (bromocriptina, lisuride, pergolida, cabergolina, ropirinol, pramiprexol y
rotigoting).

Medicamentos anticolinérgicos: Corrigen la hiperfuncién de las células colinérgicas del

ntcleo estriado y actian bloqueando los receptores muscarinicos centrales. Se han utilizado
en el tratamiento sintomético de la EP, sobre todo para controlar el temblor. Los
anticolinérgicos mds usados son trihexifenidil, biperideno y prociclina. Su utilizacién es cada
vez més discutida (Vaamonde Gamo and Folores Barragén, 2008).

Amantidina: El mecanismo de accién no estd del todo claro. Bloquea los receptores del
acido N-metil-D-aspartato de glutamato y probablemente actta a través de un mecanismo
anticolinérgico; otros estudios sugieren que tiene un mecanismo de accién estimulador de
liberacién de dopamina (Horstink ef al., 2006; Thomas et al., 2004).

Tratamiento quirdrgico: Las técnicas de cirugia funcional surgen debido a que una parte de

los enfermos de EP no encuentra una respuesta adecuada a los tratamientos convencionales.

Los procedimientos quirtrgicos para tratar la EP incluyen tres alternativas: ablaciéon o
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lesion, neuroestimulacion y terapia regenerativa (celular y génica). Dado que la mayoria de
las alteraciones presentes en la EP estdn ocasionadas por sefiales anormales emitidas desde
los ganglios basales hacia la corteza motora, se han realizado numerosos intentos de tratar a
estos pacientes mediante su bloqueo quirtrgico, provocando lesiones quirtrgicas en los
nucleos ventrolateral y ventroanterior del tdlamo. En cuanto a las técnicas de estimulacion
cerebral profunda, la neuroestimulacién sobre el ntcleo subtalamico ha terminado por

imponerse en el tratamiento de la EP (Benabid ef al., 1991; Linazasoro et al., 2002).
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Hipétesis

La enfermedad de Gaucher es una enfermedad de depésito lisosomal con un patrén de
herencia autosémica recesiva, que es debida, en la mayoria de los casos, a variantes en el gen
GBA, que codifica la enzima p-glucosidasa acida o glucocerebrosidasa. La actividad deficiente
de la glucocerebrosidasa resulta en la acumulaciéon del material glucolipidico no degradado en
el sistema reticuloendotelial, principalmente en los macréfagos. Se trata de una enfermedad
compleja, multisistémica y heterogénea en sus manifestaciones clinicas, que se caracteriza por la
aparicion de hepatomegalia y/o esplenomegalia, lesiones 6seas, trastornos hematoldgicos,
bioquimicos y afectaciéon neuroldgica (Grabowski, 2008a; Mehta, 2006). Dentro del extenso
espectro fenotipico observado en la enfermedad de Gaucher, se han descrito fenotipos inusuales
como epilepsia mioclonica, ataxia cerebelar y polineuropatia periférica, entre otros (Capablo et

al., 2008; King, 1975; Machaczka et al., 1999; Mehta, 2006; Miller et al., 1973).

En los tdltimos afios ha aparecido un ntimero creciente de publicaciones que revelan la
propensién de una minoria 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 aparicién de esta variante de
enfermedad de Parkinson de comienzo temprano en pacientes con enfermedad de Gaucher,
motivé la realizaciéon 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 caracteristicas clinicas 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 aparicién 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 asociacién en poblacién espafiola (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 esporadico, 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 progresion de la enfermedad (Farrer, 2006; Lesage
and Brice, 2009). Es conocido que la presencia del alelo €4 del gen de la apolipoproteina 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 asociacién 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 hipétesis 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 poblacién espanola.

 La presencia de determinados alelos del gen que codifica apolipoproteina E induce una
susceptibilidad genética para el desarrollo de enfermedad de Parkinson en poblacién

espafiola.

2.2.  Objetivos

Para corroborar esta hipétesis, en este trabajo se abordaron los siguientes objetivos:

1.- Conocer si alguna de las isoformas de la apolipoproteina E produce susceptibilidad para el
desarrollo de enfermedad de Parkinson en una poblaciéon de pacientes de la comunidad

auténoma de Aragon.

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 auténoma de Aragon.
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3.- Explorar si la presencia de variantes en los genes GBA y apoE influye en el

comportamiento clinico 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 METODOS

En el presente trabajo se analizo6 el gen GBA completo y el genotipo para las isoformas de
la apolipoproteina E en 221 sujetos segtin 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.
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Asimismo, para conocer la incidencia, en poblacién general aragonesa, de las mutaciones
mas frecuentes responsables de la enfermedad de Gaucher, se disponia de un Biobanco con un
total de 647 muestras de sangre de cordén umbilical, en las que se determiné la incidencia de las

mutaciones N370S y L444P.

El andlisis del genotipo para las isoformas de la apolipoproteina E se llevé a cabo segtn el

siguiente protocolo:
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+ Amplificacion, mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), de un fragmento del 4°
exon del gen apoE que contenia los codones 112 y 158 de la proteina que determinan las tres

isoformas de la proteina: €2, €3 y €4.

« Andlisis del genotipo de apoE mediante pirosecuenciacion.

La estrategia llevada a cabo para el andlisis del gen GBA incluy6 los pasos que se indican

a continuacion:

o Anélisis de las dos mutaciones mdés frecuentes asociadas a la enfermedad de Gaucher,
N370S y L444P, mediante pirosecuenciacion:

- Amplificacién, mediante reaccion de PCR, de un fragmento del gen GBA que
comprendia parte del exén 8, los exones 9 y 10 y parte del exén 11 (1954 pb), evitando la
amplificacion del seudogén de la glucocerebrosidasa (GBAP).

- Amplificacién, mediante reaccion de PCR, de dos fragmentos adyacentes a las
mutaciones N370S y L444P a partir del producto amplificado por PCR larga.

- Analisis de las mutaciones N370S y L444P mediante pirosecuenciacion.

 Andlisis de la variante c.(-203)A>G:
- Amplificacién, mediante reaccion 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
digestion del producto de PCR con la enzima de restriccion Bcll y posterior

electroforesis.

+ Analisis del gen GBA completo:
- Amplificacion del gen GBA completo mediante PCR larga, para la bisqueda de grandes
deleciones y eliminacién de GBAP.
- Amplificacién, mediante reaccién de PCR, de los 11 exones y los nexos exén-intrén del
gen GBA a partir del producto amplificado por PCR larga, seguida de la secuenciacién

automadtica de estos amplicones.
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3.1. Materiales

3.1.1. Pacientes y controles

Los objetivos propuestos en este trabajo conllevaron la utilizacién de dos grupos de
muestras. Por un lado, se disenié un estudio del tipo casos-controles, constituido por un total de
221 participantes. Entre marzo de 2007 y junio de 2008 se realiz6 la seleccion de los participantes
en el estudio y la recoleccion de muestras. Se incluyeron un total de 112 pacientes
diagnosticados de EP en los distintos Servicios de Neurologia de la Comunidad de Aragén
(Hospital Universitario Miguel Servet, Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa) y con la
colaboracién del Centro de Salud de Jaca y la Asociacién de Parkinson de Aragén. El muestreo
se realiz6 introduciendo restricciones para conseguir que los dos grupos fuesen homogéneos en
cuanto a las variables de confusién mds importantes. La seleccion 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 correspondié 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 si, de edad y sexo similar al
de los pacientes y provenientes de la misma region geografica de la cual fueron seleccionados

los casos.

En el estudio de casos y controles se incluyeron aquellas personas que cumplian los

siguientes criterios:

+ Criterios de inclusién de los casos:
- Individuos caucdsicos de origen no Ashkenazi.
- Edad mayor de 18 afios.
- Sujetos diagnosticados de EP por un especialista en Neurologia, de acuerdo con los
criterios de diagndstico clinico publicados (Hughes et al., 1992).
» Criterios de inclusién de los controles:
- Individuos caucdsicos de origen no Ashkenazi.
- Sujetos sin relacién de parentesco con los pacientes de Parkinson incluidos en el grupo
asos.

- No presencia de alteraciones de tipo neurolégico.
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Por otra parte, para conocer la incidencia, en poblacién general aragonesa, de las
mutaciones mds frecuentes responsables de la enfermedad de Gaucher, se incluyeron muestras
de sangre de cordon umbilical, procedentes de un Biobanco. Se recogieron 647 muestras de
recién nacidos anénimos, de los cuales s6lo se conocia el género y la procedencia. La recolecciéon
de muestras se realizé durante el afio 1997, en distintos centros de la comunidad auténoma de
Aragon, concretamente en los hospitales San Jorge (Huesca), Obispo Polanco (Teruel), Hospital
Clinico Universitario Lozano Blesa y Hospital Universitario Miguel Servet (Zaragoza). Para la
inclusién de las muestras de cordén umbilical en el estudio se establecieron los siguientes

criterios:

+ Todos los recién nacidos sanos en los hospitales citados anteriormente, representativos de la
poblacién aragonesa, recogidos de manera consecutiva durante un periodo de 6 meses.

« Se excluyeron los recién nacidos gemelos.

Los tres grupos seleccionados presentaban las siguientes caracteristicas:

+ Casos: formado por 112 pacientes con EP (66 varones y 46 mujeres). La mediana de edad

fue de 70 afios (amplitud intercuartil: 11,0).

» Controles: 109 sujetos (47 varones y 59 mujeres). La mediana de edad fue de 69 afos

(amplitud intercuartil: 20,5).

» Muestra de poblacién general de la comunidad auténoma de Aragoén: 647 recién nacidos

anénimos (350 varones y 297 mujeres).

Las caracteristicas antropométricas, datos demograficos, clinicos, antecedentes personales,
antecedentes familiares de EP u otras enfermedades neurolégicas, para cada uno de los
participantes en el estudio de casos y controles, fueron obtenidos por especialistas en las dreas
de Neurologia, Hematologia y Medicina de familia. Los datos se recogieron de manera
uniforme a través del uso de cuestionarios estructurados elaborados por la Fundacién Espafiola

para el Estudio y la Terapéutica de la Enfermedad de Gaucher (FEETEG) (Anexo VI).

Se informo a los controles y a los pacientes, o a sus tutores, verbalmente y por escrito de
los objetivos y metodologia a seguir en este estudio, aceptando de manera voluntaria su

participaciéon 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

investigacion de las muestras de sangre periférica que les fueron extraidas (Anexo VII).

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Instituto Aragonés de Ciencias de la
Salud (I+CS) de Zaragoza (Espafia) y la investigacion fue llevada a cabo segun los principios

de la Declaracion de Helsinki de la Asociaciéon Medica Mundial y sus posteriores revisiones.

3.1.2. Diseiio del estudio

En primer lugar se realizé una revisién bibliografica exhaustiva de manera sistematica,
haciendo uso de textos especializados y de las bases de datos ISI Web of Knowledge y Pubmed
fundamentalmente. Se excluyeron aquellos articulos publicados en un idioma distinto al

espafiol o al inglés.

Inicialmente se llevé a cabo la determinacién de la frecuencia alélica de las mutaciones
mas frecuentes del gen GBA (N370S y L444P) en poblacion general aragonesa, en 647 muestras
de sangre de cordén umbilical. Tras este estudio previo, se plante6 un estudio de casos y
controles en pacientes diagnosticados de enfermedad de Parkinson en la Comunidad
Auténoma de Aragén para analizar las dos mutaciones mas frecuentes en poblaciéon espafiola
(N370S, L444P) responsables de la EG, posteriormente se amplié el disefio al andlisis por

secuenciacion de todo el gen GBA.

Se disefi6 un estudio observacional, que comenzé con la identificacién de un grupo de
casos y un grupo de controles (compuestos por individuos que cumplian los criterios de
inclusién expuestos anteriormente para cada uno de los grupos). La determinacién del tamafio
de muestra se llevé a cabo mediante el software EPIDAT 3.1 (Servicio de Informacién sobre
Saude Publica, Xunta de Galicia; Area de Analisis de Salud y Sistemas de Informacién de Salud
de la Organizaciéon Panamericana de la Salud) y se realizé durante la fase de disefio del estudio
para establecer el nimero de sujetos que debian seleccionarse para participar en el mismo. El
abanico de criterios susceptibles de ser considerados para efectuar este calculo fue amplio, y la
eleccién concreta que se hizo dependio, entre otras cosas, de la informacién bibliogréfica de la
que se disponia inicialmente y de las caracteristicas del procedimiento estadistico utilizado para
analizar los datos. Debe enfatizarse, sin embargo, que la determinacién del tamafo de muestra

mediante recursos computacionales formales tiene un caracter orientador. Los resultados han
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de ser combinados con otros elementos cruciales a la hora de decidir un tamano muestral, tales

como los recursos materiales disponibles.

Se estim¢ el tamafio de muestra conociendo los tamafios de muestra usados en trabajos
similares (Eblan ef al., 2006; Sato et al., 2005) y que, segtn el estudio realizado en poblacién
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 disefio de este
estudio (casos y controles, grupos independientes), el tamafio 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%), seria de N=84; con correccion de Yates N=96. Por lo tanto planteamos la

realizacién del estudio con: Casos: 100 pacientes afectos de EP; Controles: 100 sujetos sanos.

Todos los procedimientos de extraccién y procesamiento de las muestras en el laboratorio

tienen la acreditacion de calidad segtn la norma ISO 9001:2000.

3.1.3. Obtencion de la muestra

Se recogieron muestras de sangre periférica de 112 pacientes de EP y 109 controles y
sangre de cordén umbilical de 647 recién nacidos para la realizacién de los estudios expuestos

en esta memoria.

La extraccién de sangre periférica se realiz6 mediante puncion de la vena cubital de forma
no traumatica. Se extrajeron entre 15 y 20 mL de sangre venosa en tubos Vacutainer® (Becton
Dickinson) que contenfan sal dipotasica del 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA) a una
concentraciéon de 1 mg/dL, como anticoagulante. Las muestras de sangre de cordén umbilical
se obtuvieron en el momento puntual de producirse el corte del cordén umbilical de los recién
nacidos. Se extrajeron entre 5 y 10 mL de sangre en tubos Vacutainer® (Becton Dickinson) con

EDTA a una concentracién de 1 mg/dL, como anticoagulante.

Todas las muestras fueron codificadas durante la extracciéon, de modo que todos los

estudios posteriores se realizaron de manera anénima.
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Se separ6 el plasma de las células sanguineas mediante centrifugacién a 3500 r.p.m a 4°C
durante 10 min en una centrifuga Allegra® X-15R (Beckman Coulter). Las células sanguineas se
resuspendieron en disolucién salina NaCl 0,9% (p/v) hasta alcanzar el volumen inicial,
evitando de esta forma la modificacién de la concentracién inicial de los elementos formes. Se

congelaron a -20°C para aislar posteriormente el DNA, o bien se procesaron inmediatamente.

El plasma se alicuot6 y se congel6 a -80°C.

3.2. Meétodos

3.2.1. Obtencién de DNA genémico

Para la extraccion de DNA genémico se utilizé el producto comercial “Illustra™ Nucleon
Blood and Cell Culture Genomic DNA Extraction Kit” (GE Healthcare). Este procedimiento
permite el aislamiento de DNA genémico de doble cadena a partir de diferentes tipos de
muestras bioldgicas. En este caso concreto, se obtuvo a partir de leucocitos en muestras de
sangre periférica y de cordén umbilical. Este método de extraccion aporta diversas ventajas
frente a las técnicas clasicas, puesto que se realiza un aislamiento rapido y eficiente obteniendo
al mismo tiempo un elevado rendimiento, evitando pasos de extraccién laboriosos que implican
el uso de disolventes orgénicos o digestion con proteasas (Miller et al., 1988; Mullenbach et al.,

1989).

El proceso de extraccion del DNA genémico comenzd con la lisis especifica de los
eritrocitos de la muestra. Un segundo paso consistié en una etapa de digestion, en la cual se
lisaron los leucocitos. Posteriormente se desproteinizé la muestra mediante precipitacion salina,
usando perclorato sédico. Las proteinas presentes como consecuencia de la degradacién previa
de las estructuras celulares fueron separadas del DNA genémico, que permanecié en
disolucion. Se realizé una extraccion del DNA mediante la adicién de cloroformo. Para la
separacion eficaz de las fases acuosa y organica se afiadié una resina, cuya funcién fue la unién
covalente a las proteinas y la formacién una interfase semisélida que facilit6 la separacion de la
fase acuosa, asegurando una buena recuperacion de DNA. Finalmente, se precipité el DNA
genémico y, tras la eliminacion de sales con etanol al 70% (v/v), fue resuspendido en una

solucion tamponada (TE 1x) para su posterior uso o almacenamiento. La solucion TE 1x acttia
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como disolucién amortiguadora y como agente de quelante de iones Ca?* y Mg?+ inactivando

las posibles DNAsas y RN Asas presentes.

La figura 3.2 ilustra, de manera esquematica, el procedimiento para la extraccion de DNA

a partir de las muestras de sangre.

FIGURA 3.2. Esquema de la extraccién de DNA.
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3.2.1.1. Reactivos necesarios:

« TE 1x (Tris-HCI 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 2H>O (Carlo Erba) en 900 mL de H»0 destilada. Se ajust6
la disolucién a pH = 8,0 y se enrasé a 1 litro con H,0 destilada. Una vez preparado se

autoclavé durante 15 min a 121°C, y posteriormente se almacen6 a 4°C.

Reactivo A (10 mM Tris-HCI, 320 mM sacarosa, 5 mM MgCly, 1% (v/v) Triton X-100, pH
8,0): suministrado por la casa comercial concentrado 4x, por lo que se requirié la dilucién
del reactivo A (1x) con agua destilada estéril. Posteriormente se autoclavé durante 25 min a

121°C, 15 psi y se almacené a 4°C.

Reactivo B: suministrado por la casa comercial. Se introdujo en un bafio termostatizado a
37°C para conseguir su disolucién completa en los casos en lo que no se encontraba

completamente disuelto para su uso.

Perclorato s6dico 5M: suministrado por la casa comercial.

Cloroformo (Panreac).

Resina Nucleon: suministrada por la casa comercial. Se asegur6 la completa disolucién de la

resina Nucleon antes de su uso.

« Etanol absoluto (Carlo Erba).

o Etanol al 70% (v /v).

3.2.1.2. Procedimiento:

1. Las muestras de sangre se recolectaron en tubos con EDTA. La extraccion de DNA
genomico se realiz6 partir de sangre almacenada a una temperatura de 2 a 8°C 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 extraccion,
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por lo que fueron descongeladas a temperatura ambiente previamente a la extracciéon de
DNA.

2. Se anadieron 7,5 mL de sangre total a un tubo de polipropileno de fondo cénico (Brand)
de 50 mL, marcado previamente con el nimero de identificacién correspondiente a la
muestra de sangre.

3. A continuacion, se afiadieron 4 volimenes de reactivo A (1x) al tubo, en condiciones de
esterilidad, y se mezcl6 en un agitador orbital (FALC F200) durante 10 min a temperatura
ambiente. Transcurrido este tiempo, se centrifugaron en una centrifuga refrigerada
modelo Allegra® X-15R (Beckman Coulter) a 1500 g durante 15 min.

4. Se eliminé el sobrenadante con una pipeta Pasteur, tomando la precaucién de no perder
el pellet formado en la parte inferior del tubo.

5. Se afiadieron 2 mL de Reactivo B y se agité mecdnicamente (Biovortex V1, BioSan)
durante 15 seg. En los casos en los que no se resuspendio el pellet, se introdujo el tubo en
un bafio termostatizado a 37°C hasta conseguir su resuspension completa. Se transfiri6 el
contenido a un tubo de polipropileno de fondo cénico (Brand) de 15 mL.

6. Se aftadieron 500 pL de perclorato sddico 5M y se agitéd por inversion al menos 7 veces.

7. Se afiadieron 2 mL de cloroformo y se agité por inversion entre 7 y 10 veces.

8. Se dejo reposar el tubo hasta que se observo, de manera clara, la formacién de dos fases.
A continuacién, se anadieron 300 pL de resina Nucleon y posteriormente, se centrifugé el
tubo a 1300 g durante 3 min.

Nota: En este paso fue importante extremar la precaucion para no producir agitacion,
minimizando la contaminacién debida proteinas presentes en la interfase.

9. Se transfiri6 el sobrenadante (fase acuosa) a un tubo de pared transparente (Deltalab) y se
afiadié el mismo volumen de etanol absoluto frio invirtiendo suavemente el tubo hasta
que se observé la precipitaciéon de hebras de DNA. Las hebras de DNA formadas se
recogieron con ayuda de una pipeta Pasteur.

10. EI DNA se lavé en 500 pL de etanol al 70% (v/v) frio, para eliminar el exceso de sales.

11. Posteriormente, se redisolvié el DNA en 300 pL TE 1x y se mantuvo el DNA en un
agitador orbital durante 24 horas hasta su completa hidratacion.

12. El DNA aislado se almacené congelado a -80°C.
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3.2.2. Cuantificacién e integridad del DNA genémico

Tras la hidratacion y homogeneizacion de las muestras de DNA genémico extraido, se

determiné su integridad, concentracién y pureza.

3.2.2.1. Analisis de la integridad del DNA en geles de agarosa:

La integridad del DNA se estim¢ inicialmente por electroforesis horizontal, en geles de
agarosa convencional (Ecogen) al 1% (Sambrook, 1989¢c). El tampén empleado tanto para la
preparacién 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 afiadié bromuro de etidio (Sigma) al gel,

alcanzando una concentracién final de 0,5 ug/mL.

Las muestras aplicadas al gel contenian 1 uL. de cada una de las muestras de DNA y 2 uL
tampon de carga (25% Ficoll 400 (Sigma), 0,25% Azul de bromofenol (Sigma) y dH0; diluido 1:5
en TAE 1x). Ademds de las muestras, se cargd en uno de los pocillos 1 pL. marcador de peso
molecular y concentracién conocidos “High Mass Ladder” (Invitrogen, rango 1000-10000 pb)

mezclado con 2 pL tampén TAE 1x.

La electroforesis se llevo a cabo durante 30 min a 90V. Se visualizaron las bandas en un
transiluminador Gel Doc 2000 (Bio-Rad) de luz ultravioleta (A= 302 nm) con la ayuda de la

herramienta informatica MultiAnalyst v.1.1 (Bio-Rad).
La integridad del DNA se estim6 observando la intensidad de fluorescencia emitida por
el bromuro de etidio intercalado entre las bases de DNA cuando fue irradiado con luz

ultravioleta; esta emisién fue directamente proporcional a la cantidad total de DNA (figura 3.3).

FIGURA 3.3. Anilisis de la integridad del DNA mediante electroforesis.
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Los pocillos 1 a 8 contienen muestras de DNA. El marcador de peso
molecular se cargo en el pocillo 9.
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3.2.2.2. Cuantificacién espectrofotométrica de la concentracién de DNA:

Todos los acidos nucleicos, por el hecho de estar constituidos por bases nitrogenadas,
presentan un maximo de absorciéon a una A=260 nm. Las proteinas, sin embargo, presentan un
maximo de absorcion caracteristico a 280 nm debido a la presencia de aminoacidos aromaéticos

en su estructura.

La cuantificaciéon de DNA en las muestras se realiz6 mediante espectrofotometria con el
espectrofotémetro NanoVue (GEHealthcare), midiendo la absorbancia a A=260nm. La
concentracién se obtuvo teniendo en cuenta que la unidad de absorbancia a 260 nm para el

DNA de doble cadena es de 50 pg/mL.

Se calcul6 la pureza de las muestras de DNA mediante el cociente de absorbancias
A260/A280, determinando la relacién de acidos nucleicos y proteinas en cada muestra. Una
relacion A260/A280 de 1,8 indica una méxima pureza del DNA. Por el contrario, un ratio
A260/A280 inferior a 1,8 es indicativo de la existencia de un exceso de proteinas en disolucién,

mientras que un valor superior a 1,8 refleja la presencia de RNA en la muestra.

En los casos en que esta relacién no estuvo comprendida entre 1,8 y 2,0 se procedi6 a su

purificacién mediante una extracciéon con fenol-cloroformo.

Por dltimo, las muestras se llevaron a una concentracién de trabajo de 100 ng/pL con

tampo6n TE 1x.

3.2.3. Purificaciéon del DNA genémico 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 afiadieron 250 pL de fenol saturado con Tris-HC1 0,1 M pH 8,0 sobre 250 uL. de DNA a
purificar. Se mezclé por inversion y se centrifugé en una ultracentrifuga Spectrafuge 24D

(Labnet) a 12.000 r.p.m durante 10 min.
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Se transfiri6 la fase superior acuosa a otro tubo y se afiadieron 125 pL de SEVAC
(cloroformo:alcohol isoamilico en proporcién 24:1 (Carlo Erba) y 125 uL de fenol saturado con

Tris-HCI. Se agit6 y se centrifugé en las mismas condiciones.

Posteriormente, el sobrenadante se transfiri6 a otro tubo y se anadieron 250 pL de

SEVAC. Se mezcl6 por inversion y se centrifugd de igual modo que en los pasos anteriores.

Finalmente, se recogi6 el sobrenadante y se afiadi6é 1/3 del volumen de acetato amoénico
10 M (Carlo Erba) con el objetivo de aumentar la concentracién salina y se precipité el DNA por
adicién de 2 volimenes de etanol absoluto frio invirtiendo suavemente. E1 DNA obtenido se
recogi6é con ayuda de una pipeta Pasteur y se lavé en etanol al 70% (v/v) frio. Se resuspendi6
en 250 pL de solucién tamponada TE 1x en un agitador orbital durante varias horas a

temperatura ambiente.

3.2.4. Amplificacién de fragmentos mediante la técnica de reaccién en cadena de la

polimerasa (PCR)

Se procedi6 a la amplificacion de las regiones especificas a estudiar mediante reaccién en

cadena de la polimerasa (PCR).

La reaccién en cadena de la polimerasa es una técnica que permite la amplificacion in vitro
de un segmento especifico de DNA situado entre dos oligonucle6tidos que sirven como
cebadores para una serie de reacciones de sintesis catalizadas por una DNA polimerasa (Mullis

et al., 1986; Mullis and Faloona, 1987; Saiki et al., 1985).

Los componentes de la reacciéon de PCR se optimizaron especificamente para cada

fragmento de DNA amplificado y se indican mds adelante.

3.2.4.1 Diseiio de cebadores para la amplificacion del DNA:

El correcto disefio de las parejas de cebadores utilizadas para la amplificaciéon de un
fragmento de DNA gendmico por PCR constituyé un punto esencial para la obtencion de un

producto altamente especifico.
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Los cebadores (Invitrogen) empleados se disefiaron mediante el programa informaético
Oligo v.6.0 (MBI). Las secuencias genémicas de los genes se obtuvieron de la base de datos

Ensembl (Disponible en: www.ensembl.org, [consultado 16/03/07]).

Tras el disenio de los cebadores, se realizé una buisqueda 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 homologia importante con otra regién del

genoma humano, evitando de este modo, la amplificacién de regiones no deseadas.

En las tablas 3.1 y 3.2 se especifican los cebadores utilizados para la amplificacion.

TABLA 3.1. Cebadores empleados para amplificar el gen GBA completo, un fragmento del
gen GBA y un fragmento del 4° exén del gen apoE.

Cédigo Tamafio

ID Secuencia cebadores

Ensembl (pb)

D:5"CTGCATCTGATGATGAAACAAGGG
Gen | ENSG0000 ACGCTGCAGAG3’ 7900
GBA | 0177628 | R:5'TCCCTGAGACAGATACTGGCCCTG

GTGACAGTGGZ’

Gen | ENSGO0000 | D: 5 CCTGCTGTGCCCTCTTTAGTCAC & 1954
GBA | 0177628 R:5"GGGGGTGGTGGTTCATGTAT3’
Gen | ENSGO0000 D: 5GCGGGCACGGCTGTCCAA3Z’ 305
apoE | 0130203 R: 5" Biot-GCACGCGGCCCTGTTCCAC3’

ID: Identificacion de los fragmentos amplificados; codigos 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); tamafo del producto
amplificado (pb).
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TABLA 3.2. Caracteristicas de los cebadores empleados

para la amplificacion de los exones del gen GBA.

1D Tamaio

fragmento Secuencia cebadores Tm

(pb)

amplificado

) D: 5CTCCAGAGTTTTATAGGGCA3’ .
Ex6n 1A R: 5 AGGATAGAGGATCCACTAAA3’ 220 | 98°C

) D: 5 TTTTTGTTTAGTGGATCCTCS’ )
Ex6n1B | ¢ o TCCAGTGCCAGGATTCCAGAS e

Exén o D: 5 AGGAGAGTAGTTGAGGGGTG3’ Y P
0 R: 5’ AGGGAGGCTCTGTGCTACCT3

Exén 3 D: 5 TGTCCATTCTCCATGTCTTCAT3’ 205 | ssc
xon R: 5°CATTTACCTCTAGGAGGACCC3”

Ex6n 4 D: 5’ AGTTTCCCGCTGGGTACTGAT3” 243 59°C
R:5"AAATGAAGAGTTTCAATGGCTCT3”

Exén 5 D: 5" GCAGAGTCCCATACTCTCCTAS3’ 257 58°C
R: 5TACCCTACAGTTTCTCAACCS3’

Exén 6 D: 5" GTGTTCCAACTCTGGGTGCT3” 266 58°C
© R: 5TAAATGGGAGGCCAGTCCTG3”

Exén 7 D: 5" GGTCTGGTCCACTTTCTTGG3” 338 58°C
R: 5" TTTGGATGCTGGATTTGAAGGS3”

Exén 8 D: 5 AGAAGCCTGTGTGCAAGGTCC3’ S
0 R: 5’ AGTAAGAGGTCTGAGGTCTGC3”

Exén 9 D: 5°CCAGTGTTGAGCCTTTGTCT3’ 250 58°C
R: 5" GAGATGATAGGCCTGGTATG3”

Exén 10 D: 5’ AGATGAGGGTTTCATGGGAGG3” 293 62°C
X0 R: 5" CCCACCGCTGTCTTCAGCCCA3’

) D: 5 TGCCAGTCAGAAGAACGACC3’ )
ECnpl R: 5°GCTGTGCCCTCTTTAGTCACS e

ID: Identificaciéon de los fragmentos amplificados del gen GBA; secuencia de cebadores directo (D) y
reverso (R); tamafio del producto amplificado (pb) y temperatura de hibridacion (Tm) de los cebadores.

3.2.4.2 Amplificacién del gen completo de la glucocerebrosidasa (GBA):

Se disefi6 la amplificaciéon para el gen GBA completo (7,2 Kb) mediante reaccion de PCR
larga, con la enzima Expand Long Template PCR System (Roche) con actividad a prueba de
errores, de manera que se realizé la busqueda de grandes deleciones eliminando a su vez la

presencia de un seudogén de alta homologia 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" exonucledsica y estd
almacenada en un tampén constituido por 20 mM Tris-HCl (pH=7,5), 100 mM KCl, 1mM
ditiotreitol (DTT), 0,ImM EDTA, 0,5% Nonidet P40 (v/v), 0,5% Tween 20 (v/v), 50% glicerol
(v/v). El tampén 10x contiene 17,5 mM MgCl,.

Para la amplificacion del gen GBA completo se sigui6 una estrategia basada en una
reaccion de PCR “Hot Start” que evité el comienzo de la amplificacién antes la separacion
completa de las hebras que constituyen la doble cadena de DNA. De esta manera, se asegur? la
méxima especificidad en la reaccién. Para ello, se afiadi6 la polimerasa una vez que el bloque
térmico alcanzo la temperatura de desnaturalizacién evitando la amplificacién del DNA al paso

por la temperatura de extension 6ptima de la enzima.

Los cebadores empleados para la reaccion de PCR han sido descritos anteriormente, y

estan detallados en la tabla 3.1.

Las condiciones térmicas utilizadas para la amplificacion del gen GBA mediante reacciéon

de PCR se indican en la tabla 3.3.

TABLA 3. 3. Condiciones térmicas utilizadas

para la amplificaciéon del gen GBA.

ETAPA TEMPERATURA TIEMPO CICLOS

Pe.es-naturahzacmn 94 °C 2 min 1
inicial
Desnaturalizacién 94°C 20 seg
e . 10
Hibridacién y 68°C 6 min
elongaciéon
Desnaturalizacién 94°C 20 seg
Hibridacién y 68°C 7 min + 20
elongacién 20 seg en
cada ciclo
sucesivo
Elongacién final 68°C 10 min 1
Enfriamiento 4°C 0
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La reaccién de PCR se llevé a cabo en un termociclador 2720 (Applied Biosystems).

Cada una de las amplificaciones se prepar6 en un volumen final de 50 uL. Las cantidades
y concentraciones finales de los reactivos utilizados para cada amplificacion se muestran en la

tabla 3.4.

TABLA 3.4. Cantidad y concentracién de los reactivos utilizados

para la amplificaciéon del gen GBA.

CANTIDAD CONCENTRACION

REACTIVO

(uL) FINAL
dH,0 estéril 33,25 uL
Tampé6n 10x 5uL 1x
dNTPs (2 mM) 4 uL 160 pM
Cebador directo (10uM) 1,5 uL 300 nM
Cebador reverso (10 pM) 1,5 uL 300 nM
DNA genémico (50 ng/pL) 4 uL 4 ng/uL

3.2.4.3 Amplificacién de un fragmento del gen de la glucocerebrosidasa (GBA):

Se disefi6 la amplificacién de un fragmento del gen GBA que comprendia parte del exén 8,
los exones 9 y 10 y parte del exén 11 del gen GBA (1954 pb), necesario para realizar
posteriormente el barrido de las mutaciones N370S y L444P mediante pirosecuenciacion. Los
cebadores empleados para la reaccién de amplificacion por PCR fueron descritos anteriormente,
y se recogieron en la tabla 3.1. Estos cebadores se disefiaron para evitar la amplificaciéon del

seudogén, de alta homologia con el gen estructural.

La reacciéon de amplificacion por PCR se llevé a cabo con la enzima Ecotaq DNA
Polimerasa (Ecogen), cuyas caracteristicas principales son la termoestabilidad y la actividad
exonucledsica 5-3". El tampén 10x y MgCl, 50mM para esta enzima fueron proporcionados por
el fabricante. La reaccion de PCR se prepar6 en un volumen final de 10 uL en las condiciones

indicadas en la tabla 3.5.
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TABLA 3.5. Cantidad y concentracién de los reactivos utilizados para la amplificacién de un

fragmento de 1954 pb del gen GBA.

CONCENTRACION
REACTIVO CANTIDAD (uL) FINAL
dH,O estéril 6,775 WL
Tampo6n 10x 1uL 1x
dNTPs (2 mM) 1uL 200 pM
MgCl, (50 mM) 0,3 uL 1,5 mM
Cebador directo
(10 uM) 0,2 uL 200 nM
Cebador reverso
200 nM
(10 pM) 0.2 uL
Ecotaq DNA
Polimerasa (5 U/uL) 0,025 uL. 0,013U/uL
DNA genémico
(50 ng/uL) 0,5 uL 2,5ng/uL

Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo en los termocicladores 2720 y Veriti

(Applied Biosystems).

El programa térmico utilizado se muestra a continuacién:

94°C2min —> 94°C20seg &> 60°C30seg > 72°C2min - 72°C5min & 4°Cx
N _

35 ciclos

3.2.4.4 Amplificacién de las regiones adyacentes a las mutaciones N370S y L444P del gen
GBA:

Se disefiaron amplificaciones para los fragmentos del gen GBA que contenian 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 amplificacién de los fragmentos
adyacentes a las mutaciones N370S y L444P del gen GBA se realiz6 mediante “Nested PCR” o
PCR anidada, que consisti6 en la realizaciéon de dos amplificaciones consecutivas. En primer
lugar se amplificé un fragmento del gen GBA, tal y como se indica en el apartado 3.2.4.3, y
posteriormente se realizé una segunda amplificacién empleando como molde una alicuota del

producto de PCR obtenido en la primera. En la segunda ronda de PCR se utilizaron dos nuevos
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cebadores para cada fragmento a amplificar (tabla 3.6), que hibridan en una region interna del
producto obtenido en la primera ronda de PCR, consiguiendo la amplificacién especifica de
estos fragmentos. Los cebadores reversos utilizados para conseguir la amplificaciéon contenian

biotina, condicién necesaria para realizar posteriormente la pirosecuenciacion.

TABLA 3.6. Cebadores utilizados para la amplificacién de los fragmentos

adyacentes a las mutaciones N370S y L444P del gen GBA.

Tamariio

MUTACION CEBADORES del
producto

D: 5 TCTTTGCCTTTGTCCTTACCC 3’
N370S R_Biot:5’ AAGTGGCCAAGGTGGTAGAA 3 185

L444pP D:5 GTTCCCACATTCAGCAAGTTCA 3’ 134
R_Biot : 5’CACCGGTTTAGCACGACS’

Cada amplificacién 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 tamarfios de 185 y 134 pb, donde las mutaciones a identificar
tenian una localizacion céntrica en el fragmento amplificado. La reacciéon de amplificaciéon por
PCR se llevé a cabo con la enzima Ecotaq DNA Polimerasa (Ecogen). El tampén 10x y MgCl,

50mM para esta enzima fueron proporcionados por el fabricante.

La reaccion de PCR se prepar6 en un volumen final de 20 puL en las condiciones indicadas

en la tabla 3.7.

TABLA 3.7. Cantidad y concentracién de los reactivos empleados para amplificar los

fragmentos adyacentes a las mutaciones N370S y L444P.

REACTIVO CANTIDAD (uL) CONC?T;;{S G
dH,O estéril 13,5 uL
Tampoén 10x 2 uL 1x
dNTPs (2 mM) 2 uL 200 pM
MgCl, (50 mM) 0,6 uL 1,5mM
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CONCENTRACION
REACTIVO CANTIDAD (uL) EINAL
Cebador directo 02 UL 100 nM
N370S (10 pM) ~H
Cebador reverso
Biot N370S (10 pM) 0,2 uL 100 nM
Cebador directo
L444P (10 pM) 0,2 uL 100 nM
Cebador reverso
Biot L444P (10 pM) 02 uL 100 nM
Ecotaq DNA
Polimerasa (5 U/uL) 01 pL 0,025 U/puL

Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo en los termocicladores 2720 y Veriti

(Applied Biosystems).

El programa térmico que se utiliz6 fue el siguiente:

9UCc > 9°C »> 60°C -»> 7°C -> 7rC -+ 4C

Zmin 2 seg 10 seg 15 seg 5 min =

3.2.4.5 Amplificacién de exones del gen GBA para su posterior secuenciacion:

Para el analisis del gen GBA completo mediante secuenciacién automaética se amplificaron
los 11 exones y las uniones exén-intrén a partir del producto amplificado por PCR larga,
previamente diluido 1:100, 1:200 6 1:300 en funcién de su concentracién. Se realiz6 una PCR
anidada, reduciendo de este modo los problemas derivados de amplificaciones inespecificas de

material genémico.

Se disefiaron amplificaciones para los distintos exones del gen GBA. Los cebadores

empleados para la reaccion de PCR fueron los descritos en el apartado 3.2.4.1 de este capitulo.

La reaccién de amplificacion por PCR se prepar6 en un volumen final de 20 puL y se llevé a
cabo con la enzima Ecotagq DNA Polimerasa (Ecogen), tampén 10x y MgCl, 50mM

proporcionados por el fabricante, segtin las condiciones descritas en la tabla 3.8.
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TABLA 3.8. Cantidad y concentracién de los reactivos utilizados

para la amplificaciéon de los exones del gen GBA.

CANTIDAD CONCENTRACION

REACTIVO (uL) FINAL
dH,O estéril 11,8 uL
Tampo6n 10x 2 uL 1x
dNTPs (2 mM) 2 uL 200 uM
MgCl; (50 mM) 1uL 2,5 mM
Cebador directo (10 uM) 0,5 uL 250 nM
Cebador reverso (10 pM) 0,5 uL 250 nM
Potimersaa (U | 024 005 U/uL

Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo en los termocicladores 2720 y Veriti

(Applied Biosystems).

El programa térmico que se utilizé para la amplificacién de los exones del gen GBA se
muestra a continuacién. Fue idéntico para cada uno de los exones a excepcion de la temperatura

de hibridacion (Tm), que se detall6 en la tabla 3.2:

oac > opCc > Tm°C - 72°C > 7°C » 4°C
2min 25 seg 30seg 1) seg 7 min oo
. v

30 ciclos

3.2.4.6 Amplificacién de la region adyacente a la variante c.(-203)A>G del gen GBA:

Se amplific6 mediante PCR la region que comprendia esta variante. La secuencia

genomica del gen se obtuvo de la base de datos Ensembl (www.ensembl.org). Los cebadores

utilizados (Invitrogen) se disefiaron mediante el programa informatico Oligo v.6.0 (MBI). Las
secuencias de los cebadores empleados para amplificar el fragmento de 278 pb son las que se

describen a continuacién:

D: 5-GCACAGTGAAGTTTTTTTTITITAA-3
R: 5-CACATGACACAGGAAGTGAGGTG*A -3’

Beatriz Garcia Rodriguez — Tesis Doctoral 75



3. Materiales y Métodos

El andlisis de la variante c.(-203)A>G se realiz6 mediante digestién con enzimas de
restriccion. La variante c¢.(-203)A>G, con respecto a la secuencia silvestre, no produce ninguna
alteracién que permita ser reconocida por las enzimas de restriccion disponibles en el mercado.
Por ello, se disefi¢ una amplificaciéon por PCR en la que se empleé un cebador degenerado
adyacente al nucleétido supuestamente mutado (*la secuencia del cebador reverso que aparece
subrayada se corresponde con el fragmento donde se ha introducido la degeneracién). El
cambio de nucledtido introducido por el cebador en el fragmento amplificado permiti¢ la
creacion artificial de un sitio de digestion para la enzima de restriccién Bcll en presencia del
alelo silvestre. De esta manera, la variante se puede analizar por digestion del fragmento del

gen amplificado por PCR, en funcién de la longitud de los fragmentos de restricciéon generados.

La reaccién de amplificacion por PCR se prepar6 en un volumen final de 20 puL y se llevé a
cabo con la enzima Ecotagq DNA Polimerasa (Ecogen), tampén 10x y MgCl, 50mM

proporcionados por el fabricante, segin las condiciones mostradas en la tabla 3.9.

TABLA 3.9. Cantidad y concentracién de los reactivos utilizados para la amplificacién de la

region adyacente a la variante c.(-203)A>G del gen GBA.

CANTIDAD CONCENTRACION

REACTIVO

(uL) FINAL
dH,0 estéril 12,5 uL
Tampo6n 10x 2 uL 1x
dNTPs (2 mM; dITP) 2 uL 200 pM
MgCl, (50 Mm) 0,5 uL 1,25 mM
Cebador directo (10 pM) 04 pnL 200 nM
Cebador reverso (10 pM) 04 uL 200 nM
Ecotaq DNA Polimerasa
(5 Ulul) 0,3 uL 0,075 U/uL
DNA genémico
(50 ng/uL) 2 uL 5ng/uL
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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:

[+ 7 el - [T Sl - [ = =§: T ) - g el . by el - A0
i 2 2N - o r F - L L L x
Zmin 20 seg 20seg 1min 7 min =
S s
35 ciclos

3.2.4.7 Amplificacién de un fragmento del ex6n 4 del gen de la apolipoproteina E (apoE):

Se amplificé una regién del gen apoE que comprendia los codones 112 y 158 de la
apolipoproteina E, que determinan las tres isoformas de la proteina: €2, €3 y 4. Los cebadores
empleados para la reacciéon de PCR se describieron en el apartado 3.2.4.1. El cebador reverso
utilizado para conseguir la amplificacién contenia biotina, condicién necesaria para realizar

posteriormente la pirosecuenciacién.

Para llevar a cabo la reacciéon de amplificacion por PCR se utiliz6 Taq DNA Polimerasa
(Ecogen), tampon 10x y MgCl, 50mM proporcionados por el fabricante. Ademdas de los
desoxinucleétidos trifosfato (dNTPs) habituales, se anadié desoxiinosina trifosfato (dITP),
andlogo de desoxiguanina trifosfato, que aparea mas débilmente con la citosina, de manera que
se reducen compresiones generadas por la presencia de estructuras secundarias. Se utiliz6
dimetil sulféxido (DMSO) como agente coadyuvante, que favorece la amplificaciéon de moldes

ricos en GCs o con alto grado de estructura secundaria al disminuir la Tm del DNA molde.

La reaccion de amplificacion por PCR del fragmento de 305 pb, que comprende los
polimorfismos de interés, se realiz6 en un volumen final de 20 uL y bajo las condiciones

recogidas en la tabla 3.10.

TABLA 3.10. Cantidad y concentracién de los reactivos utilizados para la amplificacién de un

fragmento del exén 4 del gen apoE.

CANTIDAD CONCENTRACION

REACTIVO (uL) FINAL

dH,O estéril 12,5 uL

Tampo6n 10x 2 uL 1x
dNTPs (2 mM; dITP) 2 uL 200 uM
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CANTIDAD CONCENTRACION

REACTIVO (uL) FINAL
MgCl, (50 mM) 0,6 uL 1,5 mM
Cebador directo (10 pM) 04 uL 200 nM
Cebador reverso
Biot (10 uM) 04 uL 200 nM
DMSO (5%) 1uL
DNA genémico
(50 ng/uL) ik 25 ng/uL
Ecotaq DNA
Polimerasa (5 U/uL) 0,1 ul 0,025 U/uL

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en los termocicladores 2720 y Veriti (Applied

Biosystems) con el siguiente programa térmico mostrado a continuacion

DEOM - QR0 £y EQ 0 . 7 - Ly Tl " AD™
A\ r T r JO o o LN L L o - A
N an N [y |~ c_ a0
Znmn U 56y Zuseg 42 seg < min -
BN ~ialan
s Clicios

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 amplificacién mediante la obtencién por PCR de una tnica
banda de tamafio adecuado. Se realizé una electroforesis en gel de agarosa de una alicuota de

cada amplicén y una alicuota de marcador de tamafio molecular (figura 3.4).
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FIGURA 3.4. Electroforesis de los amplicones obtenidos mediante PCR.
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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 exén 1B del gen GBA (163 pb),
mientras que en los pocillos marcados de 5 a 8 se observan amplificaciones del exén 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 4° exén del gen apoE. La calle 5 contiene el marcador de peso molecular “Low Mass Ladder” (M). En los pocillos
1,2,3,4,6y 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 concentracién final de de 0,5 ug/mL. Para comprobar la
eficiencia y especificidad de la amplificacion 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
amplificaciéon 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 funcién del tamafio de los fragmentos amplificados.

Las muestras aplicadas al gel contenian 2 pL. de cada uno de los productos amplificados
mezclados con 2 pL tampoén de carga. Ademads de las muestras se carg6 también una alicuota de

1 pL 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 funcién del tamafio del fragmento

amplificado.

Las electroforesis se realizaron se realizaron en una cubeta SCIE-PLAS con tampén 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 (A= 302

nm), tal como se especifica en el apartado 3.2.2.1.

3.2.6. Analisis de la variante c.(-203)A>G mediante digestién con enzimas de restricciéon

Se empled la digestion con enzimas de restricciéon para determinar el genotipo de los
sujetos control en relacién a la variante conocida c.(-203)A>G (g. 1256A>G). El mapa de
restriccion de los fragmentos de DNA se analiz6 haciendo uso del software FastPCR

(Universidad de Helsinki).

El andlisis de la variante c.(-203)A>G se llevé a cabo mediante la digestion del producto
de PCR de 278 pb con la enzima de restricciéon Bcll (New England Biolabs), tras la amplificacién
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 Bcll de manera que la digestion del producto amplificado con Bcll 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 realiz6 la digestién por incubacién de un volumen
final de 40 uL que contenia: 10 pL de producto de PCR, 3 puL de la enzima BcIl 10 U/uL en las
condiciones de concentracién salina 6ptimas para la actividad de dicha enzima, segtin las
recomendaciones del fabricante: 4 uL tampén NE Buffer 3 (pH 7,9, 25°C; 50 mM Tris-HCl, 10
mM MgCl,, 100 mM NaCly 1 mM DTT) y 23 uL. de H,O. La digestién se llevé a cabo incubando

en bafo seco a 50°C durante 3 horas.

Los productos de la digestién 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 (A= 302 nm).
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Se utilizaron geles de poliacrilamida de 20x20 cm, utilizando separadores de 1,5 mm, cuya

composicion se especifica en la tabla 3.11.

TABLA 3.11. Composicién de los geles de poliacrilamida

para el andlisis de la variante c.(-203)A>G.

Acrilamida:bisacrilamida (Bio-Rad) al 30% (29:1) 14,6 mL
TBE 10x 5,5 mL
H,O desionizada 34,5 mL
Persulfato amoénico 10% 400 uL
N-N,N’,N"-tetrametilendiamina (TEMED) (Sigma) 20 uL

Se mezclaron 10 pL del producto de la digestion con Bcll a analizar con 10 pL de tampén
de carga. En uno de los pocillos del gel se cargé una alicuota de marcador de peso molecular
“Low Mass Ladder” (Invitrogen, rango: 100-2000 pb). La electroforesis se realiz6 mediante el
sistema de electroforesis vertical Mini-PROTEAN® Tetra System (Bio-Rad) con tampoén de
electroforesis TBE 1x (Trizma Base 0,089 M, acido bérico 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 tifieron durante 20 min en TBE 1x con bromuro de etidio a una

concentracién final de 0,5 ug/mL, y se destifieron en TBE 1x durante 5 min.

Este procedimiento permiti¢ diferenciar entre individuos homocigotos AA, heterocigotos
y homocigotos GG segtn el patréon de bandas observado en la electroforesis (figura 3.5). Si el
sujeto es homocigoto para el alelo mutado G, no se produce escisiéon 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. Anélisis de la variante c.(-203)A>G mediante

digestion con la enzima de restriccién Bell.

Los pocillos 1 y 2 contienen muestras de individuos homocigotos para el alelo A, cuyo patrén 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
patron de bandas es de 278 + 252 + 26 pb (no visible en las condiciones de electroforesis utilizadas). No encontramos ningtin
individuo con genotipo GG. El pocillo 5 contiene el marcador de peso molecular “M; Low DNA Mass Ladder”.

3.2.7. Anadlisis de las mutaciones N370S y L444P en el gen GBA y genotipo del gen apoE

mediante pirosecuenciaciéon

La pirosecuenciacién es un método de secuenciaciéon por sintesis, donde el pirofosfato
liberado como resultado de la incorporacién sucesiva de nucleétidos se detecta mediante una
cascada de reacciones enzimadticas que conduce finalmente a la emisiéon de luz (figura 3.6)

(Ahmadian et al., 2000; Nyren, 2007; Ronaghi et al., 1996; Ronaghi et al., 1998).

FIGURA 3.6. Esquema del analisis mediante pirosecuenciacién.
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En un primer paso, se incub6 el cebador de secuenciacion con las enzimas DNA
polimerasa, ATP sulfurilasa, luciferasa y apirasa. Este cebador de secuenciacion hibridé con la
cadena sencilla de DNA molde. A continuacién, se produjo la dispensacién secuencial de
nucledtidos. En los casos donde existia complementariedad de secuencia, la enzima DNA
polimerasa incorporé el nucleétido a la cadena naciente generando la liberaciéon de un grupo
pirofosfato (PPi), en cantidad equimolar a cantidad nucleétido incorporado. Este PPi liberado
fue usado por la enzima sulfurilasa para producir una molécula de adenosin trifosfato (ATP) en
presencia de adenosin-5-fosfosulfato (APS). E1 ATP, a su vez, fue utilizado por la luciferasa para
emitir luz mediante la conversién 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 emisién de luz y
regenerando las condiciones para que pueda ser afiadido un nuevo nucleétido en la reaccién.
En la adicién de nucleétidos se sustituyé el dATP por dATPaS porque este sustrato es

reconocido eficientemente por la DNA polimerasa pero no por la luciferasa.

Con este método se obtuvo una Unica secuencia para cada variante alélica, que,

posteriormente, fue comparada con un patrén en forma de pirograma.

En primer lugar, se disefiaron las amplificaciones de los fragmentos que contenian los
cambios de nucleétidos de interés para los genes GBA y apoE, y posteriormente se comprobaron
las amplificaciones de los productos biotinilados, tal como se describi6 en los apartados 3.2.4 y
3.2.5 de este mismo capitulo. El requisito previo a la reaccién de pirosecuenciaciéon fue obtener
productos de PCR de cadena simple. Para ello, uno de cada par de cebadores usados para las
distintas reacciones de PCR contenia biotina en su extremo 5. La biotina permitié capturar el
producto de PCR mediante esferas de estreptadivina-sepharosa, que tras un proceso de

purificacién y desnaturalizacion, condujo a la obtencion de fragmentos de cadena simple.

Para cada una de las mutaciones se disefié una sonda que hibridaba en el entorno del
nucleétido 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 pirosecuenciacién .

GEN Variante CEBADORES

GBA N370S 5 - TTGTCCTTACCCTAG -3~

GBA L444P 5 - GGGCTGGTTGCCAGT -3°
apoE Posiciéon 112 5 - CGGACATGGAGGACG - ¥
apoE Posicién 158 5 — GATGCCGATGACCTG - 3%

Se tomaron 15 pL de cada producto de amplificaciéon y se mezclaron con 10 uL de H,O
destilada estéril. A continuacién, se afiadié una mezcla de 3 puL de estreptadivina-sepharosa con
37 uL de tampoén de unién y se dejé incubar a temperatura ambiente aproximadamente 15 min
en constante agitacion para conseguir la union de la cadena marcada con biotina a las esferas de
estreptadivina-sepharosa. Tras la incubacién, 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 soluciéon de NaOH, se lavaron y se resuspendieron en 40 uL de una mezcla de cada cebador
de secuenciacién (0,4 uM) y un tampén de hibridacién. Finalmente, se introdujeron las muestras
en el pirosecuenciador PSQ 96MA (Pyrosequencing™, Biotage) junto con un cartucho (Biotage)
que contenia los nucleé6tidos, las enzimas y los sustratos. El andlisis de los resultados se llevé a
cabo mediante el programa informdtico administrado por la casa comercial PSQ 96 Software

(Pyrosequencing™, Biotage).

3.2.8. Purificacién de los productos de PCR mediante ExoSAP-IT® (USB)

Previamente a la secuenciacion, 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 podrian interferir de forma negativa en la subsiguiente reacciéon de
secuenciacion. Los fragmentos de PCR obtenidos se purificaron mediante el producto comercial
EXOSAP-IT® (USB) consta de las enzimas exonucleasa I y fosfatasa alcalina de camarén (SAP)
formuladas en un tampoén especifico. La enzima exonucleasa I degrada los cebadores residuales
y el DNA de cadena tnica producidos durante la reaccion de PCR, mientras que la SAP

hidroliza los dNTPs remanentes de la mezcla usada para la preparacién de la reaccién 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 37°C durante 15 min, seguida de otra a 80°C durante 15 min para conseguir la
inactivaciéon de las enzimas. Posteriormente, se conservaron las muestras a 4°C para su

inmediata utilizacién y a —20°C para el almacenamiento hasta su uso.

3.2.9. Secuenciacién del gen GBA

Se secuenciaron los 11 exones que componen el gen, asi como los nexos exén-intrén con el
fin de analizar la presencia de mutaciones en el gen GBA. En primer lugar, se realiz6 la
amplificacién, mediante reacciéon 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 amplificacién obtenido fue adecuado, se purific6 con EXOSAP-IT® (USB) tal y
como se especifica en el apartado 3.2.8. Posteriormente, se realizaron dos reacciones de
secuenciacién, una secuenciacién directa y una reversa, para cada muestra usando los

cebadores empleados en la reaccién de PCR, descritos en la tabla 3.2.

Para llevar a cabo la reaccion de secuenciacién se empled el producto comercial
“DYEnamic™ ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit” (GEHealthcare), que contiene una
mezcla denominada “DYEnamic ET terminator reagent premix” que aporta DNA polimerasa
termoestable Thermo Sequenase™, dNTPs y didesoxinucleétidos trifosfato terminadores
(ddNTPs) marcados con fluoresceina, que acttia de donador, y un fluoréforo derivado de la
rodamina, uno diferente para cada ddNTP, que acttiia como aceptor y que permite la deteccion

automatica posterior.

Las reacciones se prepararon en un volumen final de 10 pL en las proporciones que se

indican en la tabla 3.13.

TABLA 3.13. Condiciones de la reacciéon de secuenciacion.

REACTIVO VOLUMEN

DYEnamic ET terminator reagent premix 3uL

Producto de PCR purificado 1uL
Cebador de secuenciacion (5 uM) 0,5 uL
dH.O 5,5 uL
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Las condiciones térmicas de la reaccién de secuenciacién fueron las siguientes:

9%5°C > 60°C  »  4°C
20 seg 1 min ®

35 ciclos

Los fragmentos obtenidos mediante las reacciones de secuenciacién contenian una mezcla
heterogénea de fragmentos amplificados especificos, cebadores, nucleétidos no incorporados,
enzima, sales, detergentes y, probablemente fragmentos amplificados inespecificos que
interfieren en la reacciéon de secuenciacion. Se purificaron por precipitacion alcohélica con el
objetivo de eliminar la mayor parte de estos interferentes. Para ello, se afiadié 1 uL de acetato
amoénico 7,5 M y 28,5 uL de etanol absoluto frio y se centrifugaron las muestras en una
centrifuga refrigerada Sigma 3-16K (Sartorius Stedim) a 3850 r.p.m durante 30 min y a 4°C.
Después se invirtié la placa que contenia las muestras para la eliminacion el sobrenadante
mediante centrifugacién a 300 r.p.m durante 1 minuto. A continuacién se anadieron 100 puL de
etanol al 70% (v/v) y se centrifugaron las muestras a 3850 r.p.m durante 5 min y a 4°C. De
nuevo se eliminé 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
evaporacion de los restos de alcohol. Finalmente, las muestras se resuspendieron en 10 puL de
una solucion de carga proporcionada por el fabricante denominada “Loading Solution” (70%

Formamida, 1 mM EDTA).

La electroforesis capilar y la detecciéon de fluoresceina se realiz6 en el secuenciador
automatico MegaBACE™ 500 (GEHealthcare). El procesado y analisis de los datos obtenidos se
llevé 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

secuenciacién automatica.

Sujeto heterocigoto GA para
la variante E326K del gen
10| GBA 120
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variante T369M del gen GBA

il

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. Anadlisis estadistico de los datos

Los datos se recogieron en formato Excel y el andlisis estadistico se llev6 a cabo mediante
el software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS Inc, version 15.0). El nivel de
confianza fijado para todos los andlisis es del 95%, considerando significacién estadistica un

valor de p <0,05.

« Estadistica descriptiva univariada:

Las variables cualitativas (sexo, contacto con téxicos, empastes de amalgama de mercurio,
antecedentes familiares de EP, antecedentes familiares de enfermedad neuroldgica, presencia de
variantes en el gen GBA, presencia del alelo €4 en el gen apoE) se presentaron mediante la

distribucién de frecuencias absoluta y en porcentajes de cada categoria. Para las variables
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cuantitativas (edad, edad al diagnostico, peso, talla) se determiné la bondad de ajuste a la
distribucién normal mediante la prueba de Kolgomorov-Smirnov, con la correcciéon de
Lilliefors, y se dieron indicadores de tendencia central (media o mediana) y de dispersion
(desviacion estandar o amplitud intercuartil) e intervalos de confianza del 95% para todas las

variables cuantitativas de la muestra, en funcion de su distribucién.

o Estadistica analitica:

- Andlisis bivariado: La asociacién entre las distintas variables se investigé mediante
pruebas de contraste de hipoétesis. 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 comparacion de proporciones cuando las variables a estudio eran cualitativas.
Para la comparacion de medias, cuando una de las variables a estudio era cuantitativa, se
utilizé: el test de la t de Student para variables con distribucién normal, y pruebas no
paramétricas (test de la U de Mann-Whitney) si las variables no seguian una distribucién

normal.

- Andlisis multivariado: Adicionalmente se construyeron modelos multivariantes de

regresion logistica.
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8 RESULTADOS

4.1. Caracteristicas generales de los sujetos incluidos en el estudio: grupo

Parkinson y grupo control

En este apartado se presentan a modo de tablas, las caracteristicas 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 caracteristicas
antropométricas de ambos grupos (ntimero de identificacién, edad en el momento de la toma

de muestra, peso, talla y, en el grupo casos, edad al diagndstico).

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: exposicién a agentes toxicos,
empastes dentales de amalgama de mercurio, antecedentes familiares de EP y antecedentes

familiares de enfermedad neurolégica.

4.2. Estudio descriptivo de la muestra

En este apartado se presentan los resultados del estudio descriptivo en el que se analizan
las caracteristicas antropométricas de los 221 sujetos que han participado en el estudio de casos

y controles.

En primer lugar, se determiné la bondad de ajuste de todas las variables cuantitativas
(edad, edad al diagndstico, peso, talla) mediante la prueba de Kolgomorov-Smirnov con la
correcciéon de Lilliefors, y posteriormente se determinaron indicadores de tendencia central
(media aritmética, mediana), indicadores de dispersiéon (desviaciéon estdndar, amplitud
intercuartil), e intervalos de confianza del 95% para todas las variables cuantitativas de la
muestra. Las variables cualitativas (sexo, exposiciéon a agentes toxicos, empastes dentales de
amalgama de mercurio, antecedentes familiares de EP, presencia de variantes en el gen GBA,
presencia del alelo €4 en el gen apoE) se presentaron mediante las frecuencias absolutas y/o en

porcentajes para cada categoria.
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« Sexo:

La distribuciéon de frecuencias segtn el sexo, en porcentaje, en ambos grupos se muestra

en la figura 4.1.

FIGURA 4.1. Distribucién de la muestra segtin el sexo.

Sexo
. Varon
B Mujjer

Grupo Parkinson

Grupo Control

La proporcién de varones y mujeres en el grupo de pacientes con EP y en el grupo control
fue similar. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos,

seguin indica la prueba de Chi cuadrado de Pearson (p=0,052).

 Edad, peso y talla:

En primer lugar, se determiné, para las variables edad, peso y talla, la bondad de ajuste a
la distribuciéon normal mediante la prueba de Kolgomorov-Smirnov con la correccion de
Lilliefors. Las distribuciones muestrales de la edad y el peso no siguieron una distribucién
normal en ninguno de los dos grupos a estudio (p<0,05), mientras que la talla se ajusté a una

distribucién normal en ambos grupos (p>0,05).

En la tabla 4.1 se detallan la media (+ desviacion estdndar), 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.
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TABLA 4.1. Distribucién de edad, peso y talla

en los grupos Parkinson y control.

EDAD (afios)

Media o . Amplitud
Grupo n (DE) IC 95 % Mediana intercuartil
. 68,1
Parkinson 112 (+8,89) 66,5 - 69,8 70 11,0
66,0
Control 109 (15,04) 63,1-68,8 69 20,5
Media o . Amplitud
Grupo n (DE) IC 95 % Mediana intercuartil
. 73,6
Parkinson 112 (13,13) 71,2-76,1 75 21,0
Control 109 70,9 68,3-73,5 70 21,5
(12,27) ’ ! ’
Media o . Amplitud
Grupo n (DE) IC 95 % Mediana intercuartil
. 165,1 163,3 -
Parkinson 112 9,69) 166,9 165 15,0
Control 100 | 1624 1625~ 165 12,0

(8,78) 166,2

DE: Desviacion esténdar. IC 95%: Intervalo de confianza al 95%.

Mediante la comparacion de medias a través de las pruebas estadisticas 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 observé que no existen diferencias significativas entre ambos grupos para las
variables edad (p=0,198), peso (p=0,170) vy talla (p=0,572), es decir, la edad, el peso y la talla

presentan valores homogéneos entre los pacientes con EP y los controles.
» Distribucién de la edad de inicio de la enfermedad de Parkinson:
En primer lugar, se determiné la bondad de ajuste a la distribucién normal mediante la

prueba de Kolgomorov-Smirnov con la correccién de Lilliefors. La edad de inicio de EP no

sigui6 una distribucién normal (p=0,048).
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La edad media de apariciéon de la enfermedad de Parkinson fue de 59,7 afos, con una
desviacién estdndar 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 afos.
En la figura 4.2 se muestra la distribucién de la edad de aparicién 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 afios en el 44% de los pacientes con EP.

FIGURA 4.2. Histograma: Edad de inicio de la EP.
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4.3. GenapoE

4.3.1. Determinacién del genotipo del gen apoE

El andlisis del genotipo del gen apoE en los grupos Parkinson y control se llevé a cabo
mediante la técnica de pirosecuenciacion, tal y como se describe en el apartado 3.2.7 del capitulo
Materiales y Métodos. En la figura 4.3 se muestra el esquema que representa el orden de adiciéon
de los nucledtidos y los patrones esperados para el andlisis del gen apoE mediante

pirosecuenciacion.
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FIGURA 4.3. Patrén esperado para el andlisis del

genotipo apoE mediante pirosecuenciacién.
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Se muestra el orden de adiccién de los nucleétidos 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 andlisis del genotipo apoE.
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El analisis del gen apoE mediante pirosecuenciacion permitié calcular las frecuencias

genotipicas y alélicas para las poblaciones Parkinson y control, recogidas en la tabla 4.2.

TABLA 4.2. Frecuencias genotipicas y alélicas de

apoE en los grupos Parkinson y control.

Frecuencia Frecuencia
Genotipos genotipica genotipica
CONTROL PARKINSON
€2/e2 0 0 0 0
€2/€3 0,175 19 0,152 17
€3/e3 0,651 71 0,723 81
€d/ed 0,009 1 0 0
€2/e4 0 0 0 0
€3/e4 0,165 18 0,125 14
TOTAL 1 109 1 112
Frecuencia Frecuencia
Alelos alélica alélica
CONTROL PARKINSON
€2 0,087 19 0,076 17
€3 0,821 179 0,862 193
€4 0,092 20 0,062 14
TOTAL 1 218 1 224

Como puede apreciarse en la tabla, entre todas las muestras analizadas, iinicamente se
encontré un sujeto perteneciente al grupo control con el genotipo €4/¢4. Cabe destacar que no
se encontré ningtn individuo que presentase los genotipos €2/¢2 y €2/€4 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 apolipoproteina E parece estar
asociada con un mayor riesgo de desarrollar EP. El alelo €3 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

poblacién control).
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4.3.2. Asociacién entre la presencia del alelo €4 del gen apoE y el riesgo de desarrollar EP

Se compararon las frecuencias genotipicas y alélicas de los grupos Parkinson y control
(figura 4.5) aplicando el test estadistico de Chi cuadrado de Pearson o la prueba exacta de Fisher

en funcién de la distribucién de los datos.

FIGURA 4.5. Frecuencias genotipicas y alélicas de apoE

en los grupos Parkinson y control.
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No se observaron diferencias significativas en cuanto a la distribucién de las frecuencias

genotipicas y alélicas de apoE entre ambos grupos (p>0,05).

Ademas de comparar las frecuencias genotipicas y alélicas encontradas en ambos grupos
mediante la utilizacién de pruebas de significacion estadistica y los correspondientes valores p,
se estim6 como medida de asociaciéon el odds-ratio (OR) y el intervalo de confianza al 95% (IC
95%). E1 OR permite cuantificar la asociacién entre la aparicién de alelo €4 y el riesgo de padecer
enfermedad de Parkinson. Se encontré 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 €4 en el grupo Parkinson es menos
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frecuente que en el grupo control, por lo que parece no existir asociacién positiva entre la

presencia del alelo €4 y la apariciéon de EP.

Paralelamente, se realiz6 la comparaciéon entre la edad de inicio de la EP entre los
pacientes que portaban el alelo €4 y aquellos que no lo portaban mediante la prueba estadistica
de la U de Mann-Whitney, y se comprobé que no existen diferencias estadisticamente

significativas (p=0,438) en la edad de inicio de la EP entre ambos grupos.

Puesto que no se encontr6 asociacién entre las isoformas de la apolipoproteina E y el

riesgo de desarrollar EP, no se evaluaron las manifestaciones clinicas asociadas.

44. Gen GBA

4.4.1. Incidencia de las mutaciones N370S y L444P en el gen GBA en poblacién general

aragonesa

Para conocer la incidencia de las mutaciones mds frecuentes responsables de la
enfermedad de Gaucher en poblacién general aragonesa, se determiné la frecuencia alélica de
las mutaciones N370S y L444P mediante la técnica de pirosecuenciacioén, tal y como se describe

en el apartado 3.2.7 del capitulo Materiales y Métodos.

El andlisis del gen GBA mediante pirosecuenciaciéon permitié calcular las frecuencias

genotipicas y alélicas en poblacién general aragonesa, que se muestran en la tabla 4.3.

La frecuencia alélica encontrada en la poblacién a estudio fue de 0,0023 para la mutacién

N370S y de 0,0008 para la mutacion 1.444P.
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TABLA 4.3. Frecuencias genotipicas y alélicas de las mutaciones

N370S y L444P en el gen GBA en poblacién general aragonesa.

FRECUENCIA
POBLACION GENERAL

AA 0,9954 644
GENOTIPOS | AG 0,0046 3
GG 0 0

A 0,9977 1291

ALELOS G 0,0023 3
TT 0,9985 646

GENOTIPOS | TC 0,0015 1
CC 0 0

T 0,9992 1293

ALELOS C 0,0008 1

4.4.2. Analisis molecular del gen GBA

Inicialmente, se realiz6 la amplificacion del gen GBA completo con objeto de identificar la
presencia de grandes deleciones y conseguir la amplificacion exclusiva del gen estructural,
evitando la amplificaciéon del seudogén. La amplificaciéon del gen completo no reveld la

presencia de grandes deleciones en ninguno de los sujetos incluidos en el estudio.

Para llevar a cabo el analisis del gen GBA se siguié un protocolo que incluia el andlisis las
mutaciones N370S y L444P del gen GBA mediante pirosecuenciacion, el anélisis de la variante
c.(-203)A>G en el gen GBA mediante digestion con enzimas de restricciéon y, por tdltimo,
secuenciacion de toda la regioén codificante y las uniones exén-intrén del gen que codifica la

glucocerebrosidasa.

El andlisis de las mutaciones N370S y L444P del gen GBA se llev6 a cabo mediante la
técnica de pirosecuenciacion, tal y como se describe en el apartado 3.2.7 del capitulo Materiales y
Meétodos. 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 andlisis de estos pirogramas permiti6 el

calculo de las frecuencias alélicas y genotipicas para las estas mutaciones (tabla 4.4).
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FIGURA 4.6. Pirogramas obtenidos mediante pirosecuenciaciéon

para el andlisis de las mutaciones N370S y L444P del gen GBA.
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TABLA 4.4. Frecuencias genotipicas y alélicas de las mutaciones

N370S y L444P en el gen GBA en los grupos Parkinson y control.

FRECUENCIA FRECUENCIA
CONTROL "  PARKISON
AA 0,982 107 1 112
GENOTIPOS | AG 0,018 2 0 0
GG 0 0 0 0
A 0,991 216 1 224
ALELOS G 0,009 2 0 0
GRUPO GRUPO
CONTROL " PARKISON "
TT 1 109 0,982 110
GENOTIPOS | TC 0 0 0,018 5)
CC 0 0 0 0
T 1 218 0,991 222
ALELOS C 0 0 0,009 2

No se encontré ningin paciente con EP portador de la mutacion N370S, sin embargo esta
mutacién aparecia en dos individuos pertenecientes al grupo control. No obstante, el anélisis de
las frecuencias alélicas y genotipicas para la mutacion N370S no revel6 diferencias significativas

entre los grupos Parkinson y control, segtin indica la prueba exacta de Fisher (p=0,242).

En cuanto a la mutaciéon L444P, a pesar de que la comparacién entre las frecuencias
genotipicas y alélicas en ambos grupos no mostré la existencia de diferencias significativas,

seguin indica la prueba exacta de Fisher (p=0,498), cabe destacar que esta mutacion se identificé

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
poblacién general aragonesa. Aplicando la prueba exacta de Fischer no se observaron
diferencias significativas (p=1,000) entre ambas frecuencias para la mutacion N370S. Por el
contrario, las diferencias entre las frecuencias alélicas encontradas para la mutacién L444P
practicamente alcanzaron significaciéon estadistica segtin indica la prueba exacta de Fisher
(p=0,0585). La frecuencia del alelo menor para la mutacion L444P en los pacientes con EP

result6 ser 23 veces mayor que la encontrada en poblacion general aragonesa.

En un trabajo realizado previamente por nuestro grupo, se encontré que la variante
¢.(-203)A>G, localizada en el ex6n 1 del gen GBA, estaba asociada a otra mutacion localizada en
el mismo alelo, en algunos de los pacientes diagnésticados de EG que mostraban un fenotipo
mas grave de la enfermedad y que, en algunos casos, incluia el desarrollo de EP (Alfonso et al.,
2007). Por ello, tras el barrido inicial de las mutaciones mads frecuentes en el gen GBA en nuestra
poblacién (N370S, L444P), se analiz6 la variante ¢.(-203)A>G del gen GBA mediante andlisis de
restricciéon con la enzima de restriccion Bcll, como se detalla en el apartado 3.2.6 del capitulo

Materiales y Métodos.

Las frecuencias genotipicas y alélicas obtenidas para cada una de las poblaciones a

estudio se detalla en la tabla 4.5.

TABLA 4.5. Frecuencias genotipicas y alélicas de la variante

¢.(-203)A>G del gen GBA en los grupos Parkinson control.

FRECUENCIA FRECUENCIA
caC20sla =G CONTROL ™  PARKISON
AA 0,054 104 0,973 109
GENOTIPOS | AG 0,046 5 0,027 3
GG 0 0 0 0
A 0,977 213 0,987 1
ALELOS | - 0,023 5 0,013 3

La variante c.(-203)A>G del gen GBA se encontrd, en heterocigosis, en el 2,7% pacientes
con EP y en 4,6% de los controles. Se efecttio la comparacion entre las frecuencias genotipicas y
alélicas para esta variante haciendo uso de la prueba exacta de Fisher, cuyo resultado evidencio

que no existen diferencias significativas entre los grupos Parkinson y control (p=0,495).
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Por ultimo, se efecttio el andlisis del gen GBA completo en las poblaciones estudiadas
mediante secuenciacién automatica con objeto de encontrar nuevas variantes que permitiesen
corroborar los resultados obtenidos. Se secuenciaron los 11 exones y los nexos exén-intrén del
gen GBA, tal y como se especifica en el apartado 3.2.9 del capitulo Materiales y Métodos. Tras
realizar la secuenciacién de toda la region codificante del gen GBA asi como las uniones exén-
intrén, se identificaron dos variantes adicionales en el gen GBA (E326K y T369M), ya descritas
y alélicas obtenidas para estas

previamente en la literatura. Las frecuencias genotipicas

variantes en ambos grupos se recogen en la tabla 4.6.

TABLA 4.6. Frecuencias genotipicas y alélicas de las variantes E326K

y T369M del gen GBA en los grupos Parkinson y control.

FRECUENCIA FRECUENCIA
CONTROL PARKISON
GG 1 109 0,991 111
GENOTIPOS | GA 0 0 0,009 1
AA 0 0 0 0
G 1 218 0,996 223
ALELOS A 0 0 0,004 1
GRUPO GRUPO
CONTROL PARKISON
CC 0,982 107 0,964 108
GENOTIPOS | CT 0,018 2 0,036 4
TT 0 0 0 0
C 0,991 216 0,982 220
ALELOS T 0,009 2 0,018 4

La variante E326K del gen GBA, que resulta de la sustitucion de G por A en el nucleétido
situado en la posicion gendémica 6195, se detecté en uno de los 224 alelos estudiados en los
pacientes diagnosticados de EP (0,4%), mientras que no se encontré en ninguno de los sujetos
control. Aplicando la prueba exacta de Fisher, no se observaron diferencias significativas en
cuanto a las frecuencias genotipicas y alélicas de la variante E326K (p=1,000) entre los grupos

Parkinson y control estudiados.

La variante T369M (c.1223 C>T) presenté doble incidencia en el grupo Parkinson con
respecto al grupo control, pese a ello no se encontraron diferencias significativas entre ambos

grupos, segtn indic6 la prueba exacta de Fisher (p=0,683).
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4.4.3. Asociacion 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 distribucién 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. Distribucion de las variantes encontradas

alo largo del gen GBA.
Crlqg2l .
GBA
E326K T369M
10 Kbs T / %
T 2 314 5 & 7 8 9 1w 11
c.(-203)A>G N3705 1444F

Los ntimeros 1-11 representan los diferentes exones. Las flechas indican la localizacién
de cada una de las variantes.

La figura 4.8 refleja la distribucién de las variantes encontradas en el gen GBA en los

grupos estudiados: Parkinson y control.

FIGURA 4.8. Distribucion de las variantes encontradas

en el gen GBA en los grupos Parkinson y control.
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Se confirmé la presencia de estas variantes resecuenciando de nuevo, mediante la
realizacién de una reaccién de PCR independiente. Todas las variantes detectadas habian 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 : : L
Cambio de Cambio de Efecto en la funciéon
(= 1i) nucleétido nucleétido de la proteina
N° ID P
PK42 Cambio de
PK107 cl448T>C L444p aminoéacido/ Grave
Desconocido/
PK88 c.1093 G > A E326K Posible variante
modificadora
gié? Desconocido/
PK79 c.1223C>T T369M Posible variante
PK90 modificadora
PK12 Desconocido/
PK14 c. ((203)A>G Posible variante
PK103 modificadora
Clmial e Cambio de Cambio de Efecto en la funciéon
(= 1E) nucleétido nucleétido de la proteina
N° ID P
C33 Cambio de
C36 GLG AT NS aminoacido/ Leve
c10 Desconocido/
c.1223C>T T369M Posible variante
C86 o
modificadora
C32
C44 Desconocido/
C46 c. ((203)A>G Posible variante
C69 modificadora
C84
N ID: Ntumero de identificacién 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 constituian el grupo control y los 112

pacientes con EP.

FIGURA 4.9. Frecuencias alélicas para las variantes

identificadas en el gen GBA en la poblacién control y Parkinson.
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Se calcul6 la frecuencia para todas las variantes identificadas en el gen GBA en ambos
grupos. No se incluy6 la variante c.(-203)A>G para el célculo de la frecuencia total de variantes
en el gen GBA, en base a la frecuencia encontrada para esta variante en poblacién control, asi
como a las hipétesis que sostienen otros autores, que consideran esta variante como un
polimorfismo frecuente en poblacién 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 encontr6 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 proporcién de portadores de variantes
en el gen GBA es mayor en los pacientes con EP, la comparacién entre las frecuencias obtenidas

para ambos grupos no revel6 diferencias significativas, segtin 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.

[0
VARIANTES VéEII\IAg;jS TOTAL
GEN GBA
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 asociacion existente entre padecer la enfermedad de Parkinson y
presentar alguna variante en el gen GBA, se calcul6 el odds-ratio y el intervalo de confianza al
95%. E1 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 mas frecuente en el grupo Parkinson que en el grupo control y
por lo tanto pone de de manifiesto una asociacion entre la presencia de variantes en el gen GBA

y la ocurrencia de EP. No obstante, esta asociacién no fue significativa.

Algunas de las comparaciones estadisticas realizadas estdn limitadas por el tamafio
muestral utilizado para el estudio y por la baja frecuencia de la mutacion en el gen GBA en
poblacién general. Es por ello que, a posteriori, tras la obtenciéon de los resultados en nuestros
grupos de estudio, se calculé tamafio muestral necesario que permitiria detectar diferencias
entre ambos grupos.El tamafio de muestra se estim¢é 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
disefio de este estudio (casos y controles, grupos independientes), el tamafio 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%), seria de N=1475; con correccién de Yates N=1551.
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4.4.4. Asociaciéon 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 calcul6 la
edad de aparicion de la enfermedad estratificada segtin la presencia de variantes en el gen GBA.
En la tabla 4.9 se presenta la media (+ desviacién estdndar), el intervalo de confianza para la

media al 95%, mediana y la amplitud intercuartil de la edad de aparicién de la EP.

TABLA 4.9. Edad de aparicién de EP estratificada segiin

la presencia de variantes en el gen GBA.

EDAD DE APARICION DE LA EP

(afios)
PRESENCIA DE X i
VARIANTES | n “f];%;a 12/95 NieFera 'Atmphtugl
EN EL GEN GBA ° intercuarti
58,24
No variante 105 (1600’220) - 61 14,0
/ 62,23
38,54
Variante 7 (1522 ’767) - 57 29,0
i 60,61

DE: Desviacion estdandar. IC 95%: Intervalo de confianza al 95%.

La enfermedad tuvo un comienzo mads temprano en los pacientes que presentaban
variantes en el gen GBA. Segtn los resultados que arroj6 la aplicacion del test de la U de Mann-
Whitney al comparar la edad de apariciéon de EP entre ambos grupos (p=0,065), la diferencia

encontrada no alcanza la significacién estadistica.

Se calcul6 la edad de comienzo de la enfermedad en los pacientes con enfermedad de
Parkinson y que eran portadores heterocigotos de la mutacién L444P, considerada grave para la
enfermedad de Gaucher. La edad media de apariciéon de la EP (+ desviacién estdndar)
encontrada fue de 40,5 (+ 4,95) afios, la mediana fue de 40,5 afios, con un rango de 7 afios. La
comparacion entre la edad de comienzo de la enfermedad para estos pacientes con el resto de
pacientes sin alteraciones en el gen GBA, evidencié diferencias estadisticamente significativas,

segtn el test de la U de Mann-Whitney (p=0,031).
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4.5. Manifestaciones clinicas en pacientes con enfermedad de Parkinson y

variantes en el gen GBA

Paralelamente al estudio centrado en el andlisis de las variantes del gen GBA en los
pacientes con EP, se estudiaron las manifestaciones clinicas asociadas a los pacientes portadores

de mutaciones en GBA.

Se revisaron los datos clinicos de los 10 pacientes con EP portadores de variantes en el gen
GBA. Se evaluaron las manifestaciones clinicas que presentaban estos pacientes al diagnoéstico y
en el momento de realizar la entrevista previa a la inclusiéon dentro del estudio. Las variables

clinicas 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

Estadio evolutivo Hoehn y Yahr (H&Y)

La edad al diagnostico fue analizada previamente, tal como se expone en el apartado 4.4.4
de este capitulo, puesto que la asociaciéon de la presencia de variantes en el gen GBA y el
desarrollo de enfermedad de Parkinson precoz constitufa por si misma un objetivo en este
estudio. Adquiere especial relevancia el hallazgo de que los dos pacientes heterocigotos para la

mutacion L444P debutan antes de los 50 afios y por lo tanto presentan EP de inicio precoz.

En cuanto a las manifestaciones clinicas 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 sintomas motores fundamentales de la enfermedad, sélo fue posible
disponer de los datos clinicos de 9 de los 10 pacientes con EP portadores de variantes en el gen

GBA. El sintoma més 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 tinicamente 2 pacientes (22%) presentaron
bradicinesia como hallazgo dominante en la exploracién. Ademads, 6 de ellos presentaron un
fenotipo clinico caracterizado por un inicio asimétrico de los sintomas 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 tenia un familiar de primer grado con EP.

Los 9 restantes presentan EP de tipo esporadico.

Todos los pacientes mostraron una respuesta favorable al tratamiento convencional de la
enfermedad con L-DOPA, a excepciéon de un paciente diagnosticado de enfermedad de

Parkinson juvenil, rdpidamente progresiva y refractario al tratamiento antiparkinsoniano.

El resultado de la evaluacién no revel6 la presencia de demencia en ninguno de estos

pacientes.

En lo referente a la distribucién del estadio evolutivo de la enfermedad segtn la escala de
H&Y, se observo gran heterogeneidad entre los pacientes en los cudles se conocia este dato (1
paciente en estadio II, 2 pacientes en estadio III, 1 paciente en estadio V). Este resultado indica
que no existe correlacién entre un estadio mds avanzado en la escala de H&Y y la presencia de
variantes en el gen GBA; asimismo evidencia la elevada variabilidad clinica presente entre estos

pacientes.

La figura 4.10 refleja esquemadticamente las manifestaciones clinicas presentes en los

pacientes portadores de variantes en el gen GBA.

Nuestros resultados ponen de manifiesto la existencia de una gran variabilidad clinica
puesto que no existe una relacién clara entre el fenotipo observado y el genotipo del gen GBA

entre los pacientes con EP.
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FIGURA 4.10. Manifestaciones clinicas en pacientes con EP

y variantes en el gen GBA.
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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
informacion relativa a cada uno de los sujetos control y pacientes diagnosticados de EP se
obtuvo de los datos recogidos mediante la realizaciéon 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.

: PARKINSON CONTROL
Factor de riesgo

(n=112) (n=109)
Contacto con agentes 16 (14,3 %) 546%) | 0014
toxicos
Empastes dentales de 24 (21,4%) 10092%) | 0012
amalgama de mercurio
Antecedentes familiares de o o
enfermedad de Parkinson LA, L) 0,002
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p: Grado de significacion estadistica segtin 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.

» Exposicion a agentes toxicos:

La variable exposicion a agentes toxicos se codificé como una variable dicotémica, en la
que se incluy6 el contacto con téxicos agricolas e industriales. La proporcién de individuos
expuestos a agentes toxicos fue superior en el grupo Parkinson que en el grupo control. Esta
diferencia fue estadisticamente significativa, segtin indic6 la prueba estadistica Chi cuadrado de

Pearson (p=0,014).

El odds-ratio calculado estima la asociacién existente padecer EP y la exposicion a agentes
toxicos. 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 exposiciéon a
agentes toxicos es mds frecuente entre los pacientes con EP y por lo tanto pone de de manifiesto

una asociacién entre la exposicion a agentes toxicos y el desarrollo de EP.

En la tabla 4.11 se presentan los datos estadisticos de la edad de aparicién de la
enfermedad de Parkinson estratificada en funcién de la exposicion a agentes téxicos de los

individuos que conforman el grupo Parkinson.

TABLA 4.11. Edad de aparicién de EP estratificada

en funcién de la exposicién a agentes téxicos.

EDAD (aiios)

Media | IC 95 . Amplitud
e n (DE) % sz intercuartil
No contacto 60,0 57,9 —
con téxicos 94 | (10,31) | 62,1 61 13,3
Contacto con 58,3 51,5 -
téxicos 16 | (12,77) 65,1 2 ol

DE: Desviacion estdandar. IC 95%:Intervalo de confianza al 95%.

La enfermedad comienza a una edad més temprana en los pacientes que han estado en
contacto con agentes toxicos en comparacién con los que no lo han hecho. Sin embargo,

comparando la edad de apariciéon de EP mediante la prueba estadistica de la U de Mann-
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Whitney, se observé que las diferencias entre ambos grupos para la edad de inicio de la EP no

son estadisticamente 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 existi6 una mayor proporcién de sujetos con empastes dentales de
amalgama de mercurio entre los pacientes con EP. Se realiz6 la comparacioén entre la proporcion
de sujetos con empastes dentales de amalgama de mercurio y la proporcién de sujetos que no
los presentaban, mediante la prueba estadistica de Chi cuadrado de Pearson y se observaron

diferencias estadisticamente 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
incremento el riesgo de aparicién de la enfermedad 2,7 veces con respecto a los individuos que

no tenfan empastes dentales de amalgama de mercurio.

En la tabla 4.12 se muestran los datos estadisticos para la edad media de aparicién de la
enfermedad en el grupo Parkinson estratificada en funciéon de la presencia de empastes dentales

de amalgama de mercurio.

TABLA 4.12. Edad de aparicién de EP estratificada en

funcién de la presencia de empastes dentales de amalgama de mercurio.

EDAD (afos)

Media | IC95 . Amplitud
s n (DE) % Res e intercuartil
No presencia 59,9 57,5 -
empastes 86 | (11,02) | 62,3 62 13,3
Presencia 59,3 55,3 —
empastes 24 | (9,42) 63,2 9 16,3

DE: Desviacion estdandar. 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 observé que la edad de comienzo de la enfermedad es
muy similar entre ambos grupos, y por ello no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas entre ambos grupos (p=0,781).

o 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 proporciéon de sujetos que presentaban antecedentes familiares de EP entre
los pacientes con EP en comparacién con el grupo control. La prueba estadistica de Chi
cuadrado de Pearson detecté diferencias estadisticamente 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 estadisticos para la edad de apariciéon de la
enfermedad en el grupo Parkinson estratificada en funcion de los antecedentes familiares de

enfermedad de Parkinson.

TABLA 4.13. Edad de aparicién de EP estratificada en funcién de

los antecedentes familiares de enfermedad de Parkinson.

EDAD (aiios)

Media | IC 95 . Amplitud
i n (DE) % Hifgt interIZuartil
No antecedentes 60,0 | 57,9- 61 143
Familiares EP 98 | (10,67)| 62,1 g
Antecedentes 57,7 | 50,8 - 61 145
Familiares EP 12 1 (10,82) | 64,5 !

DE: Desviacion estdandar. IC 95%:Intervalo de confianza al 95%.

Los pacientes con antecedentes familiares de EP debutaron con la enfermedad a una edad

mas temprana que los pacientes que presentaban una EP de tipo esporadico. No se observaron
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diferencias estadisticamente significativas (p=0,492) en la edad de aparicién de EP entre ambos

grupos, segtin indica la prueba de la U de Mann-Whitney.

A la vista de los resultados mostrados, se utilizo la regresion logistica para identificar qué
variables podrian incluirse como posibles predictores de ocurrencia de enfermedad de
Parkinson. Las variables candidatas a predecir la ocurrencia de EP son: exposiciéon a agentes
toxicos (toxicos agricolas e industriales), empastes dentales de amalgama de mercurio y
antecedentes familiares de EP. Se realiz6 un andlisis multivariado para evaluar de forma
simultdnea el efecto del sexo, la edad, la exposicion a agentes toxicos, la presencia de empastes

dentales de amalgama de mercurio y antecedentes familiares de EP, sobre la aparicién de EP.

Como resultado del anélisis multivariado se obtuvo que las variables sexo y edad no se
incluyeron como factores de riesgo de EP en el modelo de regresion logistica utilizado, mientras
que el resto de variables estudiadas si se incluyeron como variables modificadoras para la
aparicion de EP. Los individuos expuestos a agentes toxicos mostraron un riesgo
aproximadamente 4 veces mayor de padecer EP (exp (B)=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 (B)=2,17), y, por altimo, aquellos sujetos con antecedentes familiares de EP tenian

un riesgo aproximadamente 13 veces mayor de padecer la enfermedad (exp ($)=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
tenfan empastes de amalgama de mercurio y/o habfan estado en contacto con agentes t6xicos.
Esta observacion sugiere que estos factores de riesgo para el desarrollo de EP no estdn asociados

directamente con la presencia de variantes en el gen GBA.
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5.  DISCUSION

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 confusién de modo que a cada caso le corresponde su control, que en la
mayoria de los casos fue su cényuge. Con este disefio se intenté minimizar el posible sesgo
debido al sexo, edad y factores ambientales, ya que cada pareja caso-control habria estado
expuesta a los mismos factores ambientales. Para ello se establecieron dos grupos: control y
enfermedad de Parkinson, segtn los criterios de inclusién descritos en el apartado 3.1.1 del

capitulo Materiales y Métodos.

5.1. Andlisis de las caracteristicas generales de las poblaciones estudiadas

En el estudio de casos y controles realizado, las distribuciones de edad, peso y talla, asi
como la proporcién de varones y mujeres, no difieren de forma estadisticamente significativa
entre los pacientes con enfermedad de Parkinson y los controles puesto que la selecciéon de los
sujetos incluidos en el estudio se ha disefiado de manera que exista homogeneidad entre las dos

poblaciones a estudio.

En la literatura no se alcanza un consenso en cuanto a la consideracién 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 proporcion 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 podrian estar
implicados en el desarrollo de la enfermedad y modular la progresién de la misma. Trabajos
experimentales recientes llevados a cabo en modelos animales de enfermedad de Parkinson,
demuestran que los estrégenos pueden tener un efecto neuroprotector (Disshon and Dluzen,
1997; Miller et al., 1998) que podria 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 funcién del género no es valorable puesto que en el disefio de este trabajo no se consider6

como objetivo y carece de la metodologia adecuada para esta determinacion.

El histograma mostrado en la figura 4.2, que representa la distribucién 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 afios en casi la mitad de los casos. Este hallazgo coincide con lo descrito en
estudios previos, donde se recoge que los sintomas tipicos 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 razén se ha sugerido una relaciéon
entre la enfermedad de Parkinson y el envejecimiento. El envejecimiento provoca cambios en el
sistema nigroestriado, aunque estos son mdas marcados en los pacientes con enfermedad de
Parkinson. El aumento de prevalencia de la enfermedad de Parkinson en relaciéon con la edad
estd suficientemente demostrado (Lang and Lozano, 1998), puesto que la prevalencia de la
enfermedad sufre un incremento exponencial con la edad. Ademads, la influencia de la edad de
comienzo en la expresion de algunos sintomas de la enfermedad de Parkinson apoya el posible

papel que desempefia 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 progresion 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, considerandose que su desarrollo es dependiente de mdiltiples
factores ambientales y genéticos, dentro de los cudles se podrian encontrar las variantes
polimérficas de algunos genes como GBA y apoE. Por esta razén, en el presente estudio se ha
analizado la posible implicacién 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 andlisis del gen GBA en pacientes con enfermedad de Parkinson, el estudio se

ha completado con el andlisis del gen apoE. Dada la complejidad de la enfermedad de Parkinson
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y la disparidad en los resultados sobre la posible relacién entre la enfermedad de Parkinson y la
enfermedad de Gaucher descritos en la literatura, el trabajo realizado ha pretendido contribuir a

estudiar la relacion entre ambas enfermedades.

5.2.1. Asociacion entre enfermedad de Parkinson y polimorfismos genéticos en el gen apoE

Hasta la actualidad, existen discrepancias acerca de la asociacién 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 asociaciéon
entre un determinado genotipo de apoE y el aumento en el riesgo de padecer enfermedad de
Parkinson, aunque los resultados no alcanzan la significacion estadistica en la mayoria 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 €2 en los pacientes con enfermedad de Parkinson respecto a la
poblacién sana, sugiriendo de este modo, que el alelo €2 puede constituir un factor de riesgo
para la enfermedad de Parkinson. En cuanto al alelo €4, 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 relacién
existente entre la presencia de este alelo y la evolucién de la enfermedad de Parkinson no se ha
descrito, algunos autores han encontrado un comienzo mds temprano de la enfermedad en los
portadores del alelo €4 (Li et al., 2004; Pankratz et al., 2006; Troster et al., 2006). Sin embargo,
otros estudios no aprecian una relacién consistente entre el genotipo de apoE y la enfermedad

de Parkinson.

Como ya se adelanta en el capitulo Resultados, el alelo €3 en nuestra muestra es el més
frecuente, lo que concuerda con los hallazgos encontrados en estudios previos (Huang et al.,

2004).

En nuestro estudio, la relacion entre el alelo €4 y la presencia de enfermedad de Parkinson
no fue significativa. La estimacién del odds-ratio apunta hacia una asociacién negativa entre la
presencia del alelo €4 y la aparicion de enfermedad de Parkinson, corroborando lo descrito
anteriormente en otros estudios (Blazquez et al., 2006; Helisalmi et al., 1996; Huang et al., 2004).
Ademas, dentro de nuestra poblacién de pacientes con enfermedad de Parkinson, ninguna
combinacién de alelos tiene influencia sobre la edad de inicio de la enfermedad, conforme a la

conclusién de Parsian ef al. (Parsian ef al., 2002).
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5.2.2. Asociacion entre enfermedad de Parkinson y la presencia de variantes en el gen GBA

Dentro del extenso espectro fenotipico 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 andlisis de la asociaciéon 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 judia de origen Askhenazi posee la mayor incidencia de enfermedad de Gaucher
y en esta poblacién se ha descrito asociacién entre ambas entidades (Aharon-Peretz et al., 2004;
Clark et al., 2007; Gan-Or et al., 2008), lo cual podria ser casual o especifico de esta poblaciéon
concreta. Por este motivo es de interés conocer si la asociacién entre enfermedad de Parkinson y

enfermedad de Gaucher se produce en poblaciones de origen no judio.

Aunque no se ha realizado un metandlisis, 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 mds 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 apariciéon 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 predisposicion previa a desarrollar la enfermedad (Hruska et al.,

2006; Sidransky, 2005).

En algunos de estos trabajos se ha planteado, ademas, la hipétesis acerca de la implicacion

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 asociacién 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 mencién a
los métodos empleados para la deteccion 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 andlisis de algunas mutaciones especificas 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 poblacién a estudio es un factor a
tener en cuenta a la hora de disefiar el estudio. Algunos trabajos analizan exclusivamente un
numero determinado de mutaciones concocidas en el gen GBA de manera que se produce un
sesgo debido a la pérdida de informacion relativa al del resto del gen. Toft et al. (2006) y Tan et
al. (2007) analizaron tinicamente 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 realizacién de un estudio de casos y controles se requiere una especial atenciéon
respecto a la seleccion de la poblacién control para que exista homogeneidad entre las
poblaciones estudiadas. Socal et al. (2009) estudiaron las cuatro mutaciones méds frecuentes en su
poblacién en una cohorte pequefia de pacientes con enfermedad de Parkinson, pero no se
realizé el correspondiente estudio en una poblacién control adecuada, lo que limita las

conclusiones finales de su estudio.

El protocolo seguido en nuestro estudio para llevar a cabo el andlisis del gen GBA incluia
la amplificaciéon del gen GBA completo con objeto de identificar la presencia de grandes
deleciones, el barrido de las mutaciones més frecuentes en nuestra poblacién, N370S y L444P,
el anélisis 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 secuenciacion de toda la regién codificante y las

uniones exén-intrén del gen GBA.

La amplificaciéon del gen completo no revel6 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 permitié eliminar, a su vez, la presencia del seudogén, de alta homologia con el gen
funcional, que difiere del gen estructural debido a que posee varias deleciones en los intrones 2,
4,6y 7y en los exones 9y 4 y multiples mutaciones puntuales, localizadas tanto en los exones
como en los intrones correspondientes del gen estructural (Horowitz ef al., 1989). La presencia
de este seudogén complica la identificacion y caracterizacion de mutaciones en el gen
estructural. Algunos de los estudios previos en los cuales se analiz6 un ntimero 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 efectué un barrido para las dos mutaciones del gen

GBA més frecuentes en nuestra poblacién (Alfonso et al., 2007).

La estimacién de la incidencia de las dos mutaciones mads frecuentes responsables de la
enfermedad de Gaucher en poblacién general aragonesa nos permite conocer la verdadera
frecuencia alélica de estas mutaciones en nuestra poblacién. 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. Ademads, la estimacion de la frecuencia alélica de la
mutacién N370S calculada en base a la prevalencia de esta mutacién en los pacientes con
enfermedad de Gaucher puede ser erroneamente infravalorada ya que algunos homocigotos
para la mutacion N370S son asintomaticos y escapan a la deteccién (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 conclusion de que los pacientes homocigotos para la
mutacién N370S son especialmente vulnerables a sufrir retrasos diagnoésticos y, por tanto, a
sufrir complicaciones posteriores, debido a la poca expresividad con que las manifestaciones

clasicas de la enfermedad pueden aparecer en estos pacientes inicialmente (Mistry et al., 2007).

La frecuencia alélica de la mutaciéon N370S en poblacién general en la comunidad
aunténoma de Aragon fue de 0,0023. Esta estimaciéon es similar a la descrita en otras
poblaciones europeas. La frecuencia alélica determinada por Lacerda et al. en poblacién
potuguesa (Lacerda et al., 1994) fue de 0,0043 y en la poblacién griega la frecuencia alélica
encontrada fue de 0,0046 (Dimitrou, 2010). La frecuencia alélica para la mutaciéon L444P es muy
baja en poblacién general aragonesa (0,0008). Este resultado no se puede comparar con estudios

realizados en otras poblaciones, ya que no hemos encontrado bibliografia al respecto.

118 Beatriz Garcia Rodriguez — Tesis Doctoral



5. Discusion

La frecuencia alélica encontrada para la mutacién N370S en pacientes con enfermedad de
Parkinson no difiere estadisticamente de la frecuencia alélica observada para esta mutaciéon en
la poblacién control, ni tampoco de la frecuencia alélica de esta mutacion en nuestra poblaciéon
en la Comunidad Auténoma de Aragén. La mutaciéon N370S se detectd en el 1,83 % de los
controles, sin embargo, no se identific6 en ninguno de los pacientes con enfermedad de
Parkinson. Esta observacion parece descartar la relacién entre esta mutacién y la enfermedad de
Parkinson, corroborando los resultados obtenidos por otros grupos, que han encontrado una
incidencia muy baja de esta mutacion entre pacientes con enfermedad de Parkinson (Jmoudiak
and Futerman, 2005; Strasberg et al., 1994). Este hecho sostiene la teoria tradicionalmente
aceptada que asocia la mutaciéon N370S con la ausencia de afectacion neuroldgica en la
enfermedad de Gaucher. En contraposicién, varios estudios previos realizados en poblacién
Ashkenazi, han encontrado que la mutacién mds comtn entre los enfermos de Parkinson es la
N370S. La asociaciéon entre esta mutaciéon en el gen GBA y la enfermedad de Parkinson
tnicamente ha sido significativa en estudios realizados en poblacién judia Ashkenazi (Gan-Or
et al., 2008), en la cual la mutacién 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

poblacién se limité a individuos de ascendencia europea.

Respecto a la mutacion L444P, cabe destacar que solamente se identific6 en el grupo
Parkinson. Dos pacientes con enfermedad de Parkinson (1,78%) son portadores heterocigotos
para la mutacion 1.444P, mientras que esta mutacién no se encontré en ninguno de los controles
sanos. La mutacion 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 mutacion en la poblacién control, aunque ésta no logre alcanzar la significacion
estadistica. Considerando que la frecuencia alélica para la mutaciéon L444P es muy baja en
poblacién general aragonesa, este hallazgo constata la existencia de una posible asociaciéon entre
la enfermedad de Parkinson y la mutacién L444P, tal como se habia 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 poblacién control no es
frecuente encontrar variantes del gen GBA asociadas con enfermedad de Gaucher grave,

conforme a la conclusién de Bras et al. (2009) (Bras ef al., 2009).

La variante c.(-203)A>G, localizada en el exén 1 del gen GBA, que contiene gran cantidad

de elementos implicados en la regulacién del gen de la glucocerebrosidasa (Doll et al., 1995;
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Moran et al., 1997), podria ser candidata a modificar la expresiéon del gen GBA y la
funcionalidad de la proteina. El resultado del andlisis de esta variante muestra que,
paraddjicamente, el alelo mutado G es mads 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 poblacién 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 alteracién genética que
afecta a la funcionalidad de la proteina, provocando una disminucién 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 més
frecuentes, las que estan 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 asociacién llevados a cabo mediante el
andlisis de un nimero limitado de mutaciones en el gen GBA (Tan et al., 2007; Toft et al., 2006;
Wau et al., 2007). La secuenciacién 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
poblacién. En nuestro estudio se realizé una biasqueda exhaustiva de mutaciones a lo largo de
todo el gen y no sélo el barrido para las alteraciones mds frecuentes, obteniendo que el 6,3% de
los pacientes con enfermedad de Parkinson tienen alguna alteraciéon en el gen GBA. Esta
observacion corrobora lo expuesto en el estudio multicéntrico publicado por Sidransky et al.
(2009), donde 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 andlisis exhaustivo del gen GBA concluy6 con la identificaciéon de cinco variantes: c.(-

203)A>G, E326K, T369M, N370S y L444P, todas ellas descritas previamente en la literatura.

Las frecuencias alélicas y genotipicas 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 tnicamente 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 consideracion de las variantes E326K y T369M del gen GBA como
polimorfismos presentes en la poblacién 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 cudl 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).

Segtn 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 mutacion patogénica en el mismo alelo es
responsable tultima de la enfermedad (Lwin ef al., 2004; Park et al., 2002). Sin embargo, en
nuestro trabajo se examiné cuidadosamente el resto del gen para los pacientes portadores de las
variantes E326K y T369M y en ningtn caso existe otra mutacién que co-ocurra junto con estas
variantes. Por todo ello, hemos considerado las variantes E326K y T369M como variantes que
podrian 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 detect6 en la poblacién 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 respald6 la decisién 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 poblaciéon 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 aparicién de la
variante E326K refleja una tendencia hacia la asociaciéon con la demencia con cuerpos de Lewy

(Farrer et al., 2009).

En un estudio realizado por nuestro grupo, se observo que todos los portadores de la
variante E326K en uno de los alelos, presentaban algtin tipo de alteracién neurolégica (Alfonso
et al., 2007). Ese hallazgo ratifica el posible incremento en el riesgo de padecer alteraciones

neurolégicas entre los heterocigotos compuestos para E326K.

El andlisis funcional sugiere que la mutaciéon 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 expresion in vitro y de eficiencia catalitica, que la enzima
mutada E326K tenfa una actividad residual del 30% respecto a la proteina salvaje (Grace et al.,
1999). Estos datos fueron corroborados por nuestro grupo en un estudio posterior, mostrando
una actividad residual especifica similar (Torralba et al., 2001). Chabas et al. (2005) también
consideran la variante E326K como una variante modificadora debido a que el estudio de
expresion 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 predisposicién previa a padecer la
enfermedad (Lesage and Brice, 2009; Sidransky, 2005). La observacién de que las variantes en el
gen GBA podrian constituir un factor comin 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 significacién patogénica de una mutacion heterocigota simple en el gen GBA permanece sin
clarificarse, no puede considerarse un estado absolutamente asintomatico (Aharon-Peretz et al.,

2004).

La naturaleza de la asociacién entre la enfermedad de Gaucher y la enfermedad de
Parkinson permanece sin esclarecerse completamente. Se han formulado varias hipétesis que
plantean la existencia de mecanismos convergentes que contribuyen a la neurodegeneracion
con objeto de desentrafiar la relacién entre ambas enfermedades. Los estudios experimentales
respaldan la idea de que existe un nexo biolégico entre la enfermedad de Gaucher y la
enfermedad de Parkinson debido a la existencia de multiples mecanismos que conducen al
desarrollo de enfermedad de Parkinson entre los portadores de variantes en el gen GBA, entre
los que se incluyen alteraciones lipidicas, acumulacién de proteinas aberrantes o mal plegadas,
disfucién lisosomal, deterioro del sistema ubiquitina proteasoma, disfuncién 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 més estudios para elucidar la el mecanismo

fisiopatolégico convergente implicado en ambas enfermedades
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Aharon et al. (2004) proponen que la mayoria 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 depésito y la acumulacién de glucocerebrésido en
las neuronas dopaminérgicas o que degrada eficazmente el glucocerebrésido depositado en

ellas (Aharon-Peretz et al., 2004).

En nuestra poblacién, en la comunidad auténoma de Aragén (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 asociacién 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 poblacion de origen no Ashkenazi, dénde la proporcién 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 mas
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 mds de cinco veces superior a la
frecuencia de mutaciones GBA encontrada en los dos grupos control utilizados: poblacién sana
y pacientes con enfermedad de Alzheimer. Cabe destacar que la eleccién de los grupos control
dista mucho de ser ideal debido a la posible superposicién clinica existente entre la enfermedad
de Alzheimer y la enfermedad de Parkinson. Ademads, los sujetos incluidos en el grupo control
de poblacién de origen Ashkenazi tienen edades muy heterogéneas y no se determiné la

ausencia de alteraciones neurolégicas 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 llegé a diferir
significativamente de la razén 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
andlisis de nuestros datos implica una asociacién entre la presencia de mutaciones en el gen
GBA y la apariciéon de enfermedad de Parkinson. Sin embargo, no proporciona una asociacion
significativa, y por lo tanto concluyente, entre la ocurrencia de enfermedad de Parkinson y las

alteraciones en el gen GBA.

Q
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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 andlisis de mutaciones en el gen GBA, como ya se ha
comentado anteriormente. Estas diferencias pueden deberse, ademds, al origen de las
poblaciones analizadas y al tamafio 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 asociacion.

En estudios cuya poblacién es predominantemente de la etnia judia Ashkenazi, se observé
una fuerte asociacién 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 asociaciéon
encontrada es menos concluyente o en los que no existe asociacién. Esto puede deberse a que la
frecuencia de variantes en el gen GBA en otras poblaciones, concretamente en poblaciéon
aragonesa y en Espafia, es mucho menor que en poblaciéon 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 limitacion mdas importante de nuestro estudio es el tamafio de muestra. Aunque a
priori parecia suficiente para identificar la asociacion, los resultados obtenidos evidencian que
es necesario un mayor tamafio muestral para la identificacion de variantes GBA en poblaciones

de ascendencia no Ashkenazi (Bras et al., 2009).

Por ultimo, es importante destacar que los resultados de los distintos estudios realizados
exponen que la mayoria de los portadores de un alelo mutado en el gen GBA nunca desarrollan
signos clinicos de enfermedad de Parkinson, por lo que sin duda existen otros modificadores
esenciales para el desarrollo de la enfermedad, incluyendo la interaccion 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

predisposicién previa a padecer la enfermedad (Hruska et al., 2006).

5.3.  Asociacién 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 describfan el desarrollo sintomas parkinsonianos a partir de la cuarta o quinta
década de la vida, presentando un comienzo mads temprano que el de la mayoria de los
pacientes con enfermedad de Parkinson esporadica (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
comparé la edad de comienzo de la enfermedad en los pacientes que presentaban alguna
alteracion en el gen GBA con la edad de inicio en los pacientes que no presentaban variantes en
el gen GBA. El andlisis demostr6 que la enfermedad tiene un comienzo mds 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 sintomas motores es entre 1,7 y 6 afios més 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 maés 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 observacién coincide con lo observado
en nuestro estudio en que los pacientes diagnosticados de enfermedad de Parkinson y
portadores heterocigotos de la mutacion L444P presentaban enfermedad de Parkinson de inicio

precoz.

5.4. Andlisis de las manifestaciones clinicas en pacientes con enfermedad de

Parkinson y variantes en el gen GBA

El primer estudio que describe la existencia de una relacién entre la enfermedad de
Gaucher y la enfermedad de Parkinson referia 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

asociacién entre la enfermedad de Gaucher y una forma de enfermedad de Parkinson de

(S ]
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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 clinico, a menudo deterioro cognitivo y refractariedad al tratamiento convencional

de la enfermedad de Parkinson, sin que exista asociacién con un genotipo concreto.

A pesar de estas publicaciones iniciales, existen publicaciones mads recientes en las que se
describe una elevada variabilidad en cuanto a la edad de inicio, progresién 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 clinica entre los pacientes con
enfermedad de Parkinson y variantes en el gen GBA. La edad de inicio, sintomas motores al
inicio, progresion de la enfermedad, respuesta al tratamiento con L-DOPA, demencia, estadio
evolutivo segtn la escala de Hoehn y Yahr, asi como los antecedentes familiares de enfermedad

de Parkinson varfan considerablemente entre estos pacientes.

En la mayoria de los pacientes de nuestro estudio existi6 un inicio asimétrico de los

sintomas 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

evaluacién no revel6 la presencia de demencia en ninguno de estos pacientes.

Estudios realizados anteriormente apuntan hacia el predominio de enfermedad de
Parkinson esporddica 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 sintomas parkinsonianos
refractarios al tratamiento con L-DOPA (Tayebi et al., 2003), la mayoria 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 mayoria de los estudios realizados, no detectamos diferencias
significativas en las manifestaciones clinicas y/o en la progresiéon de la enfermedad entre
portadores de variantes en el gen GBA y controles aplicando la escala de evaluacion clinica 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 esporadica. Esta variabilidad en la presentaciéon clinica puede atribuirse a los
procesos toxicos relativos a diferentes metabolitos, que pueden causar distinto grado de dafio al

sistema dopaminérgico.

No existen diferencias respecto a las manifestaciones clinicas 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 poblacién general y los
pacientes que no portaban variante en el gen GBA. Este hecho sugiere que el curso clinico de la
enfermedad no se puede predecir a través del genotipo (Goker-Alpan et al., 2008; Goker-Alpan
et al., 2004). Ademads, la heterogeneidad genotipica encontrada en pacientes con caracteristicas

clinicas 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, serian necesarios andlisis

epidemioldgicos y clinicos extensivos en grandes cohortes de pacientes.

5.5. Evaluacién de la influencia de factores ambientales en la aparicion de

enfermedad de Parkinson

A pesar de los avances producidos en las tdltimas décadas en el conocimiento de los
mecanismos fisiopatolégicos de la enfermedad de Parkinson, la etiologia de la enfermedad es
todavia desconocida en la inmensa mayoria de los casos, si bien se cree que la enfermedad de

Parkinson resulta de complejas interacciones entre factores ambientales y genéticos.

La apariciéon de cuadros de parkinsonismo secundarios a la intoxicacién 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) estimul6 la biisqueda de posibles factores ambientales causales de la enfermedad
de Parkinson, y existen numerosos estudios encaminados hacia la busqueda de una relacién

etioldgica entre posibles factores ambientales y la aparicién de enfermedad de Parkinson.

En nuestro trabajo se estudi6 la influencia de tres factores que se han asociado con
incremento del riesgo de padecer enfermedad de Parkinson como son: exposiciéon a agentes
toxicos (toxicos agricolas e industriales), empastes dentales de amalgama de mercurio y
antecedentes familiares de enfermedad de Parkinson. En el andlisis univariante la proporcién
de individuos expuestos a estos factores de riesgo fue significativamente superior en el grupo
Parkinson respecto al grupo control, lo que corrobora la asociacion existente entre estos factores
y la aparicién de enfermedad de Parkinson. Este hallazgo es corroborado por los resultados
obtenidos en el anélisis 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 regresién
logistica utilizado, mientras que el resto de variables estudiadas si se incluyeron como variables
modificadoras para la aparicién de la enfermedad y muestran significacién como factores de

riesgo para la aparicién de la misma.

Existen multitud de estudios epidemiolégicos en referencia a la exposicién a agentes
toxicos 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 asociacién entre el contacto con agentes toxicos de origen agricola e industrial y la
apariciéon de enfermedad de Parkinson, coincidiendo con lo ya descrito en anteriores estudios
epidemioldgicos, que avalan, con suficiente evidencia, que la exposicién crénica 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 téxico ambiental especifico como factor de riesgo
comln a los estudios realizados. Pese a que la mayoria de los estudios concuerdan en la
asociacion entre la exposicién a pesticidas y un mayor riesgo de padecer la enfermedad, no se
ha relacionado un inicio mas temprano de la enfermedad y el contacto con agentes téxicos

(Stern et al., 1991; Tsai et al., 2002).

A pesar de que la utilizacién de amalgamas de mercurio en los empastes dentales ha sido
muy discutida a lo largo de las ultimas décadas, se han realizado pocas investigaciones
epidemioldgicas al respecto (Bates et al., 2004). Los resultados comunicados en la literatura

respecto al papel desempefiado por los empastes dentales de amalgama de mercurio en la
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aparicién de patologias de origen neurolégico 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 aparicién de enfermedad
de Parkinson, aunque estd variable no estd asociada con la apariciéon de enfermedad de

Parkinson de inicio temprano.

El papel desempefiado por factores genéticos en la etiologia de la enfermedad de
Parkinson se ha discutido desde la primera descripcién de Gowers, segtin el cual un nimero
considerable de sus pacientes con enfermedad de Parkinson, tenia 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, cifrandose 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 hipétesis de
que la enfermedad, o al menos la susceptibilidad para desarrollarla, podria estar genéticamente
determinada en algunos casos. Pese a que la mayorfa de los estudios concuerdan en la
asociacion entre la presencia de antecedentes familiares de enfermedad de Parkinson y un
mayor riesgo de padecer la enfermedad, no se produce el fenémeno de la anticipacién 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 anélisis de las isoformas de la apolipoproteina E demuestra que éstas no constituyen

un factor de susceptibilidad para el desarrollo de enfermedad de Parkinson.

2. La incidencia de la mutacién N370S en el gen GBA en poblacién aragonesa es 0,0023,
mientras que la incidencia de la mutacién L444P es 0,0008. Ambas representan las
mutaciones mads frecuentes responsables de la EG en Esparia y su incidencia es similar

a la observada en otras poblaciones de origen no Ashkenazi.

3. Laincidencia 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 poblacion

general.

4. Entre las variantes encontradas en el grupo de pacientes con enfermedad de Parkinson,
la variante T369M present6 doble incidencia respecto al grupo control, mientras que
las variantes 1.444P y E326K se han detectado exclusivamente entre los pacientes con
enfermedad de Parkinson. La incidencia de la mutaciéon L444P en el grupo de pacientes

con EP ha sido tres veces superior a la encontrada en poblaciéon aragonesa.

5. Enel grupo de pacientes con EP analizado no se ha encontrado la mutacién N370S. Por
el contrario, la incidencia de esta mutaciéon en el grupo control es similar a la

encontrada en poblacién 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 poblacion general, lo que demuestra que es un polimorfismo. No se ha
encontrado relaciéon de este polimorfismo con la aparicion de enfermedad de

Parkinson.

7. Los resultados encontrados en poblacién 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.

10.

Nuestros resultados indican que la presencia de la mutaciéon L444P en el gen GBA
constituye un factor de susceptibilidad genética para inicio precoz de la enfermedad de

Parkinson.

Nuestros resultados ponen de manifiesto la existencia de una gran heterogeneidad en
las manifestaciones clinicas de los pacientes portadores de variantes en el gen GBA. No
existe una relacion clara entre el genotipo del gen GBA y el fenotipo observado en los

pacientes con enfermedad de Parkinson.

En nuestro estudio, la exposicién a agentes toxicos, 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: Clasificacion clinica de la enfermedad de Gaucher (Cox and Schofield,
1997; Lee, 1995):

Manifestacion

Edad de inicio

Visceromegalias

Enfermedad
Osea

Enfermedad
valvular

cardiaca

Afectacion
SNC

Apraxia
oculomotora

Opacidad
corneal

Supervivencia

Raza étnica

Adultos/
adultos jévenes

+a+++

+a+++

60 anos

Judios
Ashkenazi

+++

NE

< 3 anos

SpP

NE

2% a 3°
década

Norte de
Suecia

< 5 anos

+4++

+4++

NE

2% a 3°
década

sp

2-20 afios

+++

H

22 a 3°
década

SpP

NE: no evaluado; SP: sin preferencia étnica.
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ANEXO II: Genes y loci mas importantes implicados en la enfermedad de Parkinson

de tipo familiar:

Gen / Locus
(posicién
cromosomica) /
Tipo de herencia

Edad de comienzo = Mutaciones  Fenotipo clinico

Parkinsonismo
SNCA con respuesta
Sustituciones progresiva a
PARK1 (4921-g23) |30 - 65 afios | A53T, A30Py L-DOPA,
(duplicaciones)/ E46K. asociado con
PARK4 (4p15) 24 — 48 anos deterioro
(triplicaciones) Duplicaciones, cognitivo,
triplicaciones disfuncién
AD genOmicas autonémica y
demencia
o Parkinsonismo
Sustituciones .
dominantes: consistente f:on
LRRK2/DARDARINA Arg1441Cys/ EP e§pora,d.1ca,
Cly/His: distonia;
PARKS . y ! desarrollando
(12q12-12p11q13) 20-70 afos Tyr 1699CYS: | amiotrofia
1 P Dle2012Thr; aralisis dé
AD Gly2019Ser; D
11e2020Thr Y
demencia
ocasional
Mutaciones Parkinsonismo,
PARKINA missense que cursa con
(homocigotos, distonia, con
PARK? ) heterocigotos ﬂuc‘tuacmnes
30 afios compuestos) y diurnas;
(6925.2-q27) . .
deleciones tipicamente
exonicas, responde a dosis
AR o .
duplicaciones, muy bajas de
triplicaciones L-DOPA
PKIN1 Parkinsonismo
Mutaciones que progresa
PARK6 - missense y lentamente y
(1p35-p36) 20-40 afios deleciones responde a dosis
exonicas bajas de
AR L-DOPA
. Parkinsonismo
Homocigotos
DJ1 ‘ que progresa
ssense lentamente
PARK? . (Leu16§Pro) Y| ocasionalmente
(1p36) 20-40 anos deleciones orturbaciones
(DelEx1-5) y perturbac
heterocicotos | Psiquidtricas o
AR & de
compuestos .
comportamiento

AD: Autosémica dominante; AR: autosémica recesiva.
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ANEXO III: Enfermedades con formacién de cuerpos de Lewy:

Enfermedad de Parkinson

Enfermedad difusa por cuerpos Lewy (Kosaka y cols., 1984)

Parélisis supranuclear progresiva (Gearing y cols, 1994)

Esclerosis lateral amiotréfica familiar y esporddica (Takahashi y cols, 1972, Maruyama y cols.,
1989; Sasaki y Maruyama, 1991)

Sindrome de Hallervorden-Spatz (Arawaka y cols., 1998)

Panencefalitis crénica

Ataxia-telangectasia

Atrofia multisistémica.
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ANEXO IV: Criterios clinicos diagnésticos del Banco de Cerebros de la Sociedad de
la enfermedad de Parkinson del Reino Unido (UK Parkinson's Disease Society Brain

Bank):
a) Diagnéstico de parkinsonismo:
e 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 exclusién

¢ Accidentes cerebrales vasculares de repeticion

e Traumatismos craneales de repeticién

e Historia de encefalitis o crisis oculégiras

e Tratamiento con neurolépticos al inicio de los sintomas

*Mas de un familiar afecto

® Remision sostenida o estrictamente unilateral después de 3 afios

* Oftalmoplejia supranuclear, signos cerebelosos o piramidales

*Signos disautonémicos severos

*Demencia precoz severa con alteraciéon de la memoria, lenguaje y praxis

¢ Signo de Babinski

®Presencia de un tumor cerebral o una hidrocefalia en la tomografia axial computerizada
(TAC)

* Ausencia de respuesta a L-DOPA

® Exposicion 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP)

C) Criterios de apoyo para el diagnoéstico de la EP (tres o mds son requeridos para el
diagnéstico definitivo de enfermedad de Parkinson):

e Inicio unilateral

*Presencia de temblor de reposo

e Trastorno progresivo

¢ Asimetria persistente, afectando més al lado donde se inici6 la enfermedad

® Excelente respuesta a L-DOPA (70-100%)

*Corea inducida por L-DOPA.

*Respuesta a L-DOPA durante més de 5 afios.

e Curso clinico de 10 afios 0 mas
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ANEXO V: Estadios de evolucién de la Enfermedad de Parkinson segiin de Hoehn y
Yahr:

« Estadio 1
Signos y sintomas en un solo lado
Sintomas leves
Sintomas molestos pero no incapacitantes
Presencia de sintomas con temblor en alguna extremidad
Amigos notan cambios en la postura, expresion facial y marcha
« Estadio 2
Sintomas bilaterales
Minima discapacidad
La marcha y la postura estan afectadas
« Estadio 3
Significante enlentecimiento de los movimientos corporales
Dificultad para mantener el equilibrio tanto de pie como al andar.
Disfuncién generalizada moderadamente severa
« Estadio 4
Sintomas severos
Todavia 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:

o

ESTUDIO PARKEG

RECOGIDA DE DATOS DE SCREENING
NOMBRE DEL PACIENTE

FECHA DE NACIMIENTO

FECHA DE DIAGNOSTICO DE E PARKINSON
TRATAMIENTO

NEUROLOGO QUE LO TRATA
LUGAR DONDE LO VISITAN. HUMS

ey

or
U

: CERyC  CEST
SEXO VARON MUJER

PESO kg . TALLA
DATOS CLINICOS
ESPLENECTOMIA s

ESPLENOMEGALIA
(ecografica)

HEPATOMEGALIA
(ecografica)

‘DOLORES OSEOS ST

FRACTURA DE CADERA SI
OTROS
DATOS ANALITICOS

Hemoglobina g/aL
Leucocitos . x10°/L,

Plaquetas x10%/L

QUITOTRIOSIDASA nMol/mL.h
CCL18 meg/L

MUTACIONES

cm (por debajo del reborde costal)

cm (por debajo del reborde costal)

s

< N
\4 FIIvVado (ceveevaen

CEGC

cm

NO

NO

NO
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RIESGOS PERSONALIZADOS
Derivados de la situacion particular de cada paciente (cumplimentar si procede):

DECLARACIONES Y FIRMAS:

. Declaracién del enfermo:
* Que el médico después mencionado me ha informado sobre:
- La finalidad de los estudios a realizar con las muestras de sangre, liquidos biologicos y tejido de
mi obtenidos
- las garantias que se me ofrecen para asegurar su correcta utilizacion.
- que en cualquier momento puedo revocar mi consentimiento
* He comprendido la informacién recibida y podido formular todas las preguntas que he creido
opoertunas

NEmIbre: . vmsnmmmnnnnns s daas Eirma: soamsimemmass

NBTBEE! covcna o s s i Fiffidsewaanmnsmmnnnmnms

- Declaracion del familiar, persona allegada o representante legal en su caso, de que han recibido la

informacién por incompetencia del paciente

NBTBEE! covcna o s s i Fifa s cwasamsmmnnnmnms

- Declaracién de testigo en su caso.

Nombre ...




ANEXO VII: Documento de consentimiento informado:

i -
1°C5
) FEETEG

Estudio epidemiologico y genético-molecular en pacientes con Enfermedad de Parkinson.

“DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO”

Apellidos :.
Nombre : ...

N2 Historia ClifiGa:. . o s s FEEHA! oo sass s

UTILIZACION DE SANGRE, LiQUIDOS BIO'LC’)GICOS', TEJIDOS Y DNA /RNA PARA
LA INVESTIGACION BIOMEDICA

- Como Vd bien conoce padece una enfermedad neurodegenerativa por la cual precisa realizar tratamiento
y seguimiento por un especialista en Neurologia. En los Ultimos afios se ha relacionado esta enfermedad
con otras alteraciones asociadas y puede identificarse el defectos en los genes que los originan.
Pretendemos conocer si Vd y otros pacientes con esta misma enfermedad tienen alguno de estos
marcadores.

- Solicitamos su consentimiento para participar en un estudio de la enfermedad que padece realizado en la
Comunidad Auténoma de Aragén. Se trata de un estudio epidemiolégico y genético para conocer si en su
sangre tiene marcadores genéticos caracteristicos de otra enfermedad de origen genético con la cual
podria estar relacionada.

- Los datos demograficos quedaran almacenados en un archivo protegido y sometido a la confidencialidad
establecida por |a legislacién vigente.

Los datos genéticos se obtendran a partir de muestras de sangre periférica y quedaran almacenados de
forma segura en un Banco de muestras biolégicas destinado a almacenar en él las muestras relacionadas
con el estudio y ubicado en el Laboratorio de Investigacién del HUMS de Zaragoza

- Las muestras de sangre seran obtenidas a la vez que son utilizadas para realizar las pruebas
diagnésticas y de seguimiento relacionadas con su enfermedad

- Las muestras de sangre son necesarias para establecer el diagnéstico y seguimiento de su enfermedad
y ademas valorar la respuesta al tratamiento.

- Para establecer dicho diagnéstico y valorar la respuesta no suele ser necesario emplear todo el material
obtenido, y normalmente la parte de las muestras no utilizada es almacenada o destruida.

- Para avanzar en la Investigacién Biomédica es fundamental el poder estudiar muestras de sangre,
liquidos biclogicos y tejidos de pacientes con diversas enfermedades. Por ello, seria de gran utilidad que
nos permitiera emplear la parte sobrante de sus muestras una vez completado el proceso diagnéstico.

- En caso de autorizarnos podemos garantizarle que:
1. Todo el material se tratara con la mayor confidencialidad posible.
2. Nunca se le sometera a punciones o biopsias con la unica finalidad de obtener material para
a investigacion; se empleara Unicamente el material sobrante.
3. En todo momento cumplimos con la legislacién vigente sobre la materia.

- En el caso que de la investigacién realizada obtuviéramos alguna informacién importante para su salud o
la de sus familiares nos comprometemos a comunicarselo de forma inmediata.
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ANEXO VIII: Caracteristicas antropométricas:

Tabla 1. Grupo control:

(Mujer=M; Peso (Kg) Talla (cm)
Varén=V)

C1 72 \Y 83 168
C2 70 \Y% 80 170
C3 86 M 53 160
C4 69 \Y% 73 172
C5 60 \Y 76 177
Cé6 75 M 52 162
C7 70 \Y 78 159
C8 70 \Y% 71 157
C9 76 \4 83 165
C10 69 \Y 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 \Y% 89 174
C17 48 M 93 161
C18 42 M 57 163
C19 65 M 86 165
C20 25 M 59 165
C21 58 \Y 70 170
C22 55 M 79 152
C23 46 M 90 169
C24 70 \Y 92 180
C25 80 M 55 152
C26 65 \Y 85 170
Cc27 67 M 81 165
C28 81 \ 70 170
C29 61 M 91 170
C30 74 M 69 165
C31 52 M 60 169
C32 70 M 70 155
C33 60 \4 89 170
C34 58 M 60 150
C35 62 M - -
C36 72 M 55 160
C37 82 \Y 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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Edad Sexo
N° ID (afios) (Mujer=M; Peso (Kg) Talla (cm)
Var6n=V)

C42 71 M 70 160
C43 44 M 60 160
C44 41 \Y 84 182
C45 87 A% 68 172
C46 47 M 60 167
C47 75 \Y% 69 169
C48 58 M 75 163
C49 77 A% 73 172
C50 83 M 56 150
Ch1 65 M 76 168
C52 79 Vv 82 170
C53 44 M - -

Ch4 66 \Y 83 174
C55 75 A% - -

C56 45 M - -

C57 79 M - -

C58 51 M - -

C59 77 M 70 158
C60 48 M 48 155
Ce61 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 - -

Ce67 67 M 52 150
C68 67 Vv 67 172
C69 53 M 84 165
C70 66 M 50 155
C71 47 M 69 154
C72 75 M 52 150
C73 88 \Y% 70 170
C74 72 Vv 78 165
C75 26 M 64 155
C76 70 M 77 169
Cc77 76 M 80 152
C78 72 Vv 85 167
C79 66 M 68 150
C80 61 \Y 67 162
C81 72 M 83 158
C82 67 Vv 92 172
C83 76 M 57 157
C84 76 Vv 72 174
C85 51 M 51 150
C86 66 M 49 150
C87 63 M 80 159
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dl'C

C88 63 \ 78 170
C89 53 M 60 158
C90 82 \ 59 182
C91 86 \4 55 170
C92 83 \ 89 180
C93 82 \4 75 183
C94 81 \ 87 175
C95 84 \4 - -
C96 82 \Y 82 173
C98 83 \4 80 174
C99 80 \ 71 172
C100 83 \4 - -
C101 69 \Y - -
C102 84 \4 - -
C103 87 \Y - -
C104 81 \4 - -
C105 86 \Y% - -
C106 83 \4 - -
C107 85 \Y - -
C108 74 \4 - -
C109 73 \Y - -
C110 84 \4 - -

N°ID: Ntmero de identificacion del sujeto.

Tabla 2. Grupo Parkinson:

Edad  Fdadal SeX0  peso  Talla
N° ID (afios) diagnéstico (Mujer=M; (Kg) (cm)
(afios) Varén=V)
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 Vv 73 155
PK6 73 60 \Y 78 170
PK7 69 58 M 55 150
PK8 71 61 M 60 160
PK9 59 56 \4 80 185
PK10 74 70 \Y 99 167
PK11 70 64 M 63 166
PK12 63 57 M 75 160
PK13 60 55 \Y 85 165
PK14 63 61 \Y 83 172
PK15 81 79 \4 74 177
PK16 66 62 \Y 95 170
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N° ID

Edad

(afios)

Edad al
diagnéstico (Mujer=M;

Sexo

Peso Talla
(Kg) (cm)

(afios) Varé6n=V)

PK17 77 54 M 60 162
PK18 50 40 \Y% 53 160
PK19 58 49 M 57 149
PK20 67 64 A% 78 164
PK21 71 69 \Y 74 165
PK22 50 47 A% 72 170
PK23 74 73 M 88 160
PK24 81 63 \Y% 66 170
PK25 67 52 M 47 148
PK26 68 66 A% 81 171
PK27 80 72 M 59 153
PK28 72 63 A% 94 176
PK29 70 70 M 60 156
PK30 72 54 \Y% 84 180
PK31 72 66 M 60 150
PK32 70 58 M 52 151
PK33 55 53 \Y 107 170
PK34 45 39 \Y% 85 180
PK35 74 64 \Y 81 168
PK36 60 52 M 86 163
PK37 55 49 \% 75 180
PK38 56 47 M 95 160
PK39 63 49 \% 105 178
PK40 44 30 \Y 95 195
PK41 67 58 \% - -

PK42 58 44 M 75 156
PK43 63 58 \Y 84 174
PK44 62 48 \Y% 83 162
PK45 71 64 \Y 72 170
PK46 73 61 \Y% 60 163
PK47 76 72 \Y 85 175
PK48 58 55) \Y% 80 175
PK49 68 63 \Y 70 178
PK50 70 40 \Y% 84 170
PK51 66 57 A% 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 \Y% 90 168
PK58 74 64 M 60 162
PK59 62 54 A% 67 161
PK60 74 59 M 79 165
PK61 81 78 A% 81 170
PK62 81 71 \Y 94 182
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Edad

(afios)

Edad al
diagnéstico (Mujer=M

Sexo

Peso
(Kg)

Talla
(cm)

(afios) Varé6n=V)

PK63 74 69 M 60 150
PK64 71 63 M 90 150
PK65 75 67 \Y 56 155
PK66 71 56 M 55 155
PK67 78 72 Vv 78 170
PK68 55) 38 \Y 68 168
PK69 78 76 M 60 158
PK70 74 72 Vv 75 181
PK71 60 56 Vv 74 172
PK72 77 73 Vv 86 175
PK73 68 63 \Y 90 168
PK74 51 38 Vv 82 179
PK75 67 53 \Y 62 165
PK76 65 61 M 57 157
PK77 71 - \% - -

PK78 68 61 \Y 80 172
PK79 57 31 A% 97 168
PK80 48 41 \% 90 179
PK81 65 61 \Y 75 165
PK82 75 70 A% 70 165
PK83 64 54 M 70 154
PK84 79 68 M 47 145
PK85 68 51 M 70 163
PK86 72 66 A% 73 164
PK87 67 59 M 85 152
PK88 82 69 M 54 150
PK89 72 59 \% 72 167
PK90 84 66 \Y 78 170
PK91 65 62 \% 90 176
PK93 85 83 \Y 79 176
PK94 74 69 Vv 75 170
PK95 72 57 M 70 159
PK96 67 64 \Y 59 160
PK97 84 75 \Y 70 174
PK98 57 56 M 52 152
PK99 75 61 \Y 75 178
PK100 68 60 M 60 146
PK101 70 68 M 77 165
PK102 79 77 \Y 85 165
PK103 71 68 \Y 82 174
PK104 71 69 M 69 155
PK105 58 50 M 65 157
PK106 65 63 \Y 75 165
PK107 40 37 M 41 150
PK108 67 67 Vv 74 165
PK109 73 67 \Y 85 169
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Edad al Sexo

(Eggg) diagnéstico (Mujer=M; flisg()) Ff;g)a

(afios) Varén=V)
PK110 67 67 \Y 78 175
PK111 73 69 M 75 162
PK112 63 58 M 77 165
PK113 78 75 M 68 157

N° ID: Ntumero de identificacién del sujeto.
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Anexo IX: Factores de riesgo para el desarrollo de EP:

Tabla 1. Grupo control:

Contacto Empastes  Antecedentes Antecedentes
N° ID o dentales Enfermedad  enfermedad
Toéxicos . Ao
amalgama Parkinson neurolégica*
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
Cl4 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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Contacto Empastes = Antecedentes Antecedentes
N° ID o dentales Enfermedad  enfermedad
Téxicos c 2t
amalgama Parkinson neuroldégica*
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
Col 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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Contacto Empastes = Antecedentes Antecedentes
N° ID o dentales Enfermedad  enfermedad
Toéxicos g 2ot
amalgama Parkinson neuroldégica*
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 - - - -

N° ID: Numero de identificacién del sujeto.

* Los antecedentes familiares de enfermedad neuroldgica incluyen la EP.

Tabla 2. Grupo Parkinson:

Contacto Empastes = Antecedentes Antecedentes
N° ID o dentales Enfermedad  enfermedad
Toéxicos . L.
amalgama Parkinson neurolégica*
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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Empastes = Antecedentes Antecedentes

Contacto

N° ID o dentales Enfermedad enfermedad
Téxicos : 2
amalgama Parkinson neuroldégica*
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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Contacto Empastes = Antecedentes Antecedentes
P dentales Enfermedad  enfermedad
Toéxicos g 2ot
amalgama Parkinson neurolégica*
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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Empastes = Antecedentes Antecedentes

Co}nt.acto dentales Enfermedad enfermedad
Toéxicos : o
amalgama Parkinson neuroldgica
PK110 NO NO SI SI
PK111 NO NO NO NO
PK112 NO SI NO NO
PK113 NO NO NO NO

N°ID: Ntmero de identificacion del sujeto

* Los antecedentes familiares de enfermedad neurolégica incluyen la EP.
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