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El estilo del texto. ;Ubicuitina o ubiquitina?

El texto se ha escrito siguiendo la normativa de la Real Academia
Espafiola (www.rae.es).

Enelcasodel plural de SNP, pese a que el uso parece haber gene-
ralizado el término SNPs, se ha preferido la recomendacion de la
RAE de no afhadir la letra s.

Se han evitado en la medida de lo posible los anglicismos, segln
las indicaciones del Diccionario critico de dudas inglés-espafol de
Medicina (Navarro FA. Madrid 2001. McGraw Hill Interamericana).
Sin embargo, en los casos de nombres de proteinas y genes solo se
han utilizado los términos en espanol de los nombres mas comunes
como parkina, ciclina, septina o culina. Los nombres mas complejos
se han mantenido en inglés, p.ej. LAMP A2 (lysosome associated
membrane protein A2).

Se ha preferido el término ubicuitina a ubiquitina. Se trata de una
traduccién del inglés ubiquitin, pronunciado /jubikwitn/. Inicial-
mente la molécula se denomind ubiquitous immunopoietic poly-
peptide (Goldstein et al, 1975), haciendo referencia a su ubicuidad
en la célula. La palabra en inglés ubiquitous (/ju’bikwitas/) y la pala-
bra en espafol ubicuo derivan ambas del adverbio latino ubique,
pronunciado /u'bikwe/. La RAE admite tanto ubicuidad como ubi-
quidad. Principalmente por razones fonéticas, se ha elegido ubicui-
tina. En cuanto a las palabras derivadas se ha adaptado
ubucuitinacidén y ubicutinar del inglés ubiquitination y ubiquitinate.

Para el plural de locus se ha empleado locus, en lugar del original
en latin loci, siguiendo el ejemplo de virus. Ambos derivan de nom-
bres en latin masculinos de la segunda declinacidn, virus, -i, y locus,
-i. Los plurales terminados en —i no se dan en espafol.

Se ha evitado el anglicismo splicing. El verbo splice, probable-
mente derivado del holandés antiguo, se utilizo inicialmente para
definir el acto de pegar manualmente los fragmentos de peliculas
(cintas) de cine. Posteriormente se adoptd en genética para deno-
minar el proceso de maduracién del ARN, del que se eliminan los
fragmentos de intrones transcritos. No hay un verbo alternativo en
espafol. Navarro recomienda utilizar la locucidn corte y empalme,
que es lo que se ha empleado en este trabajo.
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|. Introduccidn. Justificacidon del estudio

La enfermedad de Parkinson (EP) es un trastorno degenerativo de
varias areas neuronales que da lugar a sintomas motores (temblor,
rigidez, bradicinesia, alteraciones del equilibrio...) y no motores (al-
teraciones autondmicas, psiquiatricas, digestivas, olfatorias).

La incidencia y la prevalencia de la EP var{an segtn la poblacidn
estudiada. Tomando como referencia estudios epidemiolégicos re-
alizados en otros lugares de Espafa, en Galicia podria haber entre
4000y 7000 afectados. El gasto sanitario ocasionado es elevado.
Solo en medicacidn, sin incluir los tratamientos de infusidn, el cos-
te medio puede estar en torno a los 5000€ (Richy et al, 2013). En el
caso de EP avanzada tratada con medicacion en infusién (apomor-
fina o levodopa intraduodenal) el total anual es de entre 15 000 y
60 0O00<€. El coste de la colocacidn del dispositivo de estimulacidn
subtaldmica en los casos de EP avanzada quirdrgica se estima en
30 000<€. A ello hay que ahadir las complicaciones derivadas de las
limitaciones producidas por la EP (caidas, infecciones, acciden-
tes..).

La causade la EP se desconoce enla mayor{a de los casos. Enuna
minor{a de pacientes, la enfermedad es monogénica. Estas varian-
tes de EP son enfermedades genéticas mendelianas y se clasifican
dentro de un grupo denominado con la abreviatura PARK, seguida
de un nimero ordinal (PARK1 a PARK18, hasta la fecha). La utilidad
de una nosologia basada en el locus génico es objeto de debate, ya
que no todas estas formas responden a los criterios diagndsticos
de la EP clasica. La mayor{a de los casos de EP, sin embargo, no tie-
nen causa monogénicay se incluyen en las llamadas enfermedades
complejas o comunes. Estas enfermedades ocurren por la accién
conjunta de unaserie de genes o variaciones genéticas que interac-
cionan con factores ambientales.

En cualquier caso la divisidn clasica entre gen y ambiente proba-
blemente es cada vez mas difusa. Hay que tener en cuenta que en
las enfermedades mendelianas la penetrancia depende en ocasio-
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nes del ambiente o de la interaccidn con otros genes. Sucede lo
mismo con la distincidn entre herencia mendeliana (enfermedades
raras, genéticas) y multifactorial (enfermedades comunes, comple-
jas). De esta manera las herramientas habituales para estudiar las
primeras (ligamiento, andlisis gen a gen) y las segundas (estudios
de asociacidn) deben considerarse como un continuo.

El descubrimiento de las formas monogénicas de EP, ademads de
confirmar la existencia de heterogeneidad genética en la EP, ha
permitido profundizar en el conocimiento de la fisiopatologia mo-
lecular de esta entidad. Asi la alfasinucle{na (ASN) mutada o en ex-
ceso, cuyo gen SNCA se altera en PARKI, da lugar a la formacién de
precipitados toxicos para la neurona. La parkina, cuyo gen es
PARKZ2, tiene funcién de ligasa de ubicuitina. Las mutaciones de
PARKZ son la causa de la EP homdnima. La ubicuitina es necesaria
para la degradacion de proteinas mediante el proteasoma, un com-
plejo de proteasas. La propia parkina interviene, junto con PINK1
(proteina alterada en PARK®G), en la mitofagia. Diversos trabajos
basados tanto en cultivos celulares, modelos animales como en el
estudio de los propios pacientes con EP han mostrado la alteracidn
de diversas vias o estructuras en la EP. En la actualidad se han im-
plicado de una u otra manera el estrés oxidativo, la funcién mito-
condrial, el sistema ubicuitina proteasoma (UPS) y la via lisosomal.

Los estudios de asociacion son la herramienta clave para poder
relacionar una enfermedad compleja, en este caso la EP, con genes
de susceptibilidad. El conocimiento de los factores genéticos rela-
cionados con una determinada enfermedad es importante para me-
jorar el diagndstico, el tratamiento y la prevencién de dicha
enfermedad. Los estudios de asociacidn se basan en el anélisis de
polimorfismos de los genes en cuestidn, principalmente los SNP
(polimorfismos de base Unica). Se compara si hay diferencias signi-
ficativas en las frecuencias alélicas o gendmicas de los SNP en ca-
sos (pacientes) y en controles (sujetos sanos). En general los
estudios de asociacidn genética se han basado en la premisa enfer-
medad comun - variante comun (la variante genética que confiere
susceptibilidad a cierta enfermedad comdn es la misma -una va-
riante frecuente- en la mayor parte de los pacientes con dicha en-
fermedad). Los resultados obtenidos hasta la fecha, no obstante,
parecen contradecir en muchos casos esta premisa, pues la fre-
cuencia e intensidad de las asociaciones han sido menores de lo es-
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perado. Sin embargo, entre las asociaciones genéticas significati-
vas con la EP esporadica, confirmadas en mdltiples poblaciones y
estudios independientes, se encuentran genes causantes de enfer-
medades mendelianas como SNCA, MAPT o GBA. Esto incide en
que la divisidn entre enfermedades monogénicas y complejas pro-
bablemente no refleja una clara diferencia de mecanismos etiopa-
togénicos. Por esto, al abordar la investigacidn integral de series
de casos con una enfermedad determinada puede ser necesario
utilizar de forma combinada aproximaciones metodoldgicas dife-
rentes: el analisis de mutaciones de elevada penetrancia (analisis
monogénicos) y de variantes de susceptibilidad (estudios de aso-
ciacién genética).

Es importante tener en cuenta que el que se asocie un SNP de un
determinado gen a la EP no implica una relacién causa-efecto, ya
que dicho polimorfismo puede formar parte de un locus que se he-
reda en bloque con un gen que si es la variante causal. De este mo-
do el SNP ser{a solo un marcador. Hay dos tipos de estudios de
asociacion: los estudios de todo el genoma (GWAS) y los que anali-
zan genes candidatos de una o varias vias fisiopatoldgicas relacio-
nadas con la enfermedad. Los GWAS son habitualmente
multicéntricos debido a que requieren muestras muy grandes e im-
portantes recursos econémicos. Estos estudios permiten identifi-
car factores de susceptibilidad incluso con riesgo relativo
asociado no muy alto, pero también presentan limitaciones como la
heterogeneidad en la aplicacién de criterios de inclusién (a veces
valoraciones subjetivas dependientes del examinador o de los usos
clinicos en el lugar de reclutamiento) o la estratificacion (heteroge-
neidad) poblacional.

Este trabajo se diseid como un estudio de asociacidn en pobla-
cién gallega de factores genéticos de susceptibilidad de EP. Ade-
mas se llevd a cabo una blsqueda directa de mutaciones causales
en los genes PARKZ, LRRKZ y SNCA en aquellos pacientes que
cumplian ciertos criterios. En el momento de plantear el presente
estudio no se disponia de los recursos (econémicos, nimero de
muestras, participacidn en un gran consorcio de EP) para abordar
un GWAS, por lo que se optd por investigar la posible asociacion
con genes candidatos relacionados con vias implicadas en la pato-
genia molecular de la EP. Para esta aproximacién habia dos venta-
jas: 1) la poblacién gallega, con inmigracion y mestizaje minimos
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durante siglos y sin estratificacion genética poblacional significa-
tiva para polimorfismos frecuentes, 2) la mayoria de los pacientes
pertenecian al drea sanitaria tratada por un solo centro (Complejo
Hospitalario Universitario de Santiago) y se evaluaron por el mis-
mo neurdlogo. Buscar la mayor homogeneidad posible en la aplica-
cidén de los criterios de reclutamiento y protocolos de evaluacion
de los sujetos de estudio es especialmente critico en la investiga-
cién de sindromes clinicos frecuentes como el sindrome parkinso-
niano, ya que, ademds de la EP, existen otras causas de
parkinsonismos.

El estudio de poblaciones muy concretas o con caracter{sticas
clinicas muy determinadas tiene la desventaja, sin embargo, de que
los resultados obtenidos podrian no ser generalizables a la mayo-
r(a de los pacientes con la misma enfermedad de otras poblacio-
nes. Por ello, en una segunda fase, los polimorfismos con resultado
positivo se analizaron en una muestra de replicacion perteneciente
a una poblacién independiente, de origen muy diferente a la inicial
de estudio. Se trataba de una poblacion mestiza del area de Ciudad
de México.

La parte clinica de este trabajo se realizé principalmente en la
Unidad de Trastornos del Movimiento (UTM) del Hospital Clinico de
Santiago. En la actualidad la UTM estd formada por 3 neurdlogos,
uno de ellos el autor de este trabajo y otro uno de los directores. Es
centro referencia nacional de cirugia de trastornos del movimiento
y cuenta con una amplia casuistica y experiencia en diagndstico y
tratamiento de EP. Esto ha permitido que los criterios de seleccidn
fuesen razonablemente homogéneos.

La parte de analisis genético y estadistico se llevd a cabo en co-
laboracién con el Grupo de Medicina Gendmica de la Universidad
de Santiago de Compostela (USC), seccién Neurogenética, del que
forma parte la otra directora de este trabajo. Se trata de un grupo
de referencia nacional para el estudio del componente genético de
las enfermedades neuroldgicas.

El ndmero final de muestras incluidas en el analisis estadistico
fue de 267 pacientes y 274 controles en la muestra inicial, y 260
pacientes y 273 controles en la muestra de replicacion. La selec-
cion de genes candidatos se realizé centrdndose en el sistema ubi-
cuitina proteasoma. As{ se incluyeron los genes que codifican cada
una de las subunidades del proteasoma, junto con los genes que co-
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difican la mayor{a de los sustratos conocidos de parkina. Ademas,
como control de calidad del estudio se incluyeron los genes MAPT
y SNCA, cuya asociacién con EP se hab{a descrito ampliamente en
la literatura. La seleccién de SNP y genotipado resultd menos com-
pleja por la larga experiencia del Grupo de Medicina Gendmica en
este campo, tanto en la aplicacidn de criterios de seleccién como
enelempleo de las grandes bases de datos de variantes genéticas-
disponibles en la red (dbSNP, HapMap, FEES, 1000Genomes y
otras). Ademas el nodo CeGen en Galicia tiene su sede en el Hospi-
tal Clinico de Santiago. En este nodo disponen de varias platafor-
mas de analisis como MassAARRAY* (Sequenom), SNPlex® (Applied
Biosytems) y GeneChip®microarrays (Affymetrix), que permiten
adoptar el protocolo mas adecuado segun el disefio del estudio.

Por dltimo, cabe destacar que este proyecto de investigacion se
desarrolld al tiempo que nacia el grupo de Neurogenética del Insti-
tudo de Investigacidn Sanitaria de Santiago (IDIS). El desarrollo de
este trabajo contribuyd a fortalecer una estructura y dindmica de
colaboracidn entre el servicio de Neurologia y los investigadores
basicos (genetistas, estadisticos), potenciando asi la complemen-
tacidn en conocimientos, recursos, bases de datos compartidas en-
tre los sectores clinico y basico, condiciones imprescindibles para
continuar estudiando no sélo la EP sino en general las bases gené-
ticas de enfermedades neuroldgicas en nuestro entorno. Esta
interaccion se ha materializado en los Ultimos afos en la obtencién
de financiacidn en convocatorias publicas para proyectos coordi-
nados entre la Fundacién de Medicina Gendmica y el Servicio de
Neurolog(a del CHUS, entre ellos los que sustentaron econdmica-
mente la presente tesis doctoral (FIS PI050393, Red REGENPSI
Xunta de Galicia 2006/XA062)






ll. Hipdtesis

En la EP idiopdtica existen variantes o polimorfismos genéticos
que influyen en el riesgo de desarrollar la enfermedad individual-
mente. Es posible identificar estos polimorfismos mediante el ge-
notipado masivo de SNP con la tecnologia disponible en la
actualidad. El conocimiento de esos polimorfismos es relevante
paramejorar la comprension de los mecanismos moleculares impli-
cados en la fisiopatologia de la EP, as{ como para el desarrollo de
nuevos métodos diagndsticos y nuevas estrategias terapéuticas y
de prevecion.

Las colecciones de pacientes y controles bien caracterizados cli-
nica y genéticamente, recogidas a través de estrecha colaboracién
entre investigadores médicos y basicos en zonas geograficas defi-
nidas, son herramientas fundamentales para la investigacion de la
enfermedad comun. Estas colecciones proporcionan una aproxima-
cién complementaria a los grandes estudios internacionales de mi-
les de casos y controles

HIPOTESISB7






[Il. Objetivos del estudio

Elobjetivo general de este estudio es contribuir al conocimiento de
los factores genéticos de susceptibilidad a la EP idiopatica que
puedan servir para mejorar la comprensién de los mecanismos
etiopatogénicos de la EP, proponer nuevas dianas terapéuticas o
desarrollar pruebas diagndsticas de utilidad clinica.

Para ello nos hemos propuesto los siguientes objetivos espec(fi-
cos:

1. Construir una coleccién bien caracterizada de pacientes y
controles, representativa de la poblacion gallega, que sirva
para dar continuidad a una linea estable de investigacion en
el futuro.

2. Validar en poblacidn gallega la asociacion de factores de
riesgo genético a EP descritos en otras poblaciones.

3. Averiguar si genes del sistema ubicuitina proteasoma y pro-
te(nas identificadas como sustratos de la parkina pueden es-

tar involucrados en la susceptibilidad a la EP idiopatica.

4. Conocer las formas monogénicas y sus caracteristicas en los
pacientes de la muestra que cumplian ciertas condiciones.

OBJETIVOS DEL ESTUDIO RS






|V. Antecedentes y estado actual del tema. Revisién bibliografica

i. La enfermedad de Parkinson: definicion,
diagnéstico e importancia epidemioldgica

La EP es un trastorno degenerativo que clinicamente se caracteri-
za por: 1) una combinacidn de bradicinesia con rigidez o temblor, 2)
que se suele presentar de forma asimétrica, 3) muestra una nota-
ble respuesta al tratamiento con medicacién dopaminérgica, y 4) la
respuesta se mantiene durante algunos afios (Fahn y Jankovic,
2007). Histopatolégicamente muestra: 1) pérdida neuronal pro-
gresiva en la parte compacta de la sustancia negra (SNpc) y en
otras &reas neuronales (bulbo olfatorio, locus coeruleus, niicleos
del rafe, ndcleo motor dorsal del vago, corteza cerebral, sistema
nervioso auténomo), y 2) inclusiones intracitoplasmaticas eosino-
filicas que desplazan el resto de los componentes celulares, deno-
minadas cuerpos de Lewy (Jellinger, 2005).

Algunas de las formas monogénicas de la EP no se ajustan exac-
tamente a la definicidn clasica. Por ejemplo, en la mayoria de los ca-
sos secundarios a mutacion de gen PARKZ y en algunos por
mutacién del gen LRRK2 no se observan cuerpos de Lewy (Shulman
et al, 2011). Las manifestaciones clinicas y la evolucién en estos
casos también pueden ser diferentes de la EP idiopatica. El descu-
brimiento de estas formas monogénicas, junto con la variabilidad
evolutiva que muestran los paciente con EP idiopatica, ha llevado a
pensar que lo que se llama EP sea en realidad un grupo de enferme-
dades con un mecanismo patogénico similar.

El diagndstico de la EP se basa en los hallazgos clinicos. Aunque
en la actualidad se siguen empleando los criterios de UK Parkinson’s
Disease Society Brain Bank (Hughes et al, 19923, Hughes et al,
1992b), especialmente en los ensayos clinicos, con el advenimien-
to de las formas monogénicas de la enfermedad han perdido cierta
precision. Para el diagndstico de la EP, tal vez los criterios de Gelb
(Gelb et al, 1999) sean més adecuados de acuerdo con el conoci-
miento actual de la enfermedad.

ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL DEL TEMA. REVISION BIBLIOGRAFICAR 11
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Por el momento no existe ningiin marcador bioldgico con la espe-
cificidad y sensibilidad suficientes para realizar el diagndstico con
razonable seguridad. Desde hace algunos afos se dispone del
SPECT (single photon emission computed scan) con BCIT (2R-car-
bometoxi-3R-4-iodofenil tropano), que permite determinar si exis-
te degeneracién de la vi{a nigroestriada. Sin embargo, este
fendmeno no es patognomdnico de la EP puesto que sucede en
otros parkinsonismos degenerativos. Ademds en numerosos estu-
dios se ha descrito un grupo de pacientes, los llamados SWEDD
(subjects without evidence of dopaminergic degeneration), que
cumplen los criterios clinicos de la enfermedad pero muestran una
SPECT normal (Sixel-Déring et al, 2011).

La precision diagndstica resulta mas complicada en las primeras
fases de la enfermedad, puesto que otros parkinsonismos degene-
rativos (atrofia multisistema, paralisis supranuclear progresiva, en-
fermedad por cuerpos de Lewy) pueden cursar inicialmente con
manifestaciones clinicas y respuesta al tratamiento similares a la
EP. Al cabo de un tiempo estas enfermedades evolucionan de mane-
ra diferente a la EP. En unos pocos casos este periodo puede ser de
varios anos. El diagndstico diferencial mejora con el seguimiento de
los pacientes durante meses o afos.

La EP es la segunda enfermedad neuronal degenerativa en impor-
tancia epidemioldgica, tras la enfermedad de Alzheimer. La preva-
lencia de la enfermedad varia segln las dreas estudiadas. En 2
revisiones exhaustivas de estudios epidemioldgicos en diferentes
poblaciones se obtuvo una prevalencia global de entre 18 y 418
(Zhang et al, 1993) y de entre 57 y 230 casos por 100 000 habitan-
tes (Muangpaisan et al, 2011) respectivamente para todas las eda-
des. La disparidad entre las cifras tal vez se deba a diferencias
metodoldgicas. La prevalencia se asocia con la edad. Alrededor del
1 % de los mayores de 60 afios padecen EP (Nussbaum et al, 2003).
El porcentaje se incrementa al 5 % en los mayores de 85 (Fahn,
2003).

Los estudios sobre la incidencia también han dado cifras muy dis-
tintas, entre 7,9y 19 nuevos casos anuales por 100 000 habitantes
en la poblacidn general (Muangpaisan et al, 2011), con diferencias
entre 0,8 en los menores de 29 afos y 304,8 en los mayores de 65
(Bower et al, 1999). Algunos estudios sugieren que la incidencia es
ligeramente superior en varones (de Lau y Breteler, 2006).
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Los estudios realizados entre la poblacién espanola de diferen-
tes lugares han hallado prevalencias de entre 166y 270 casos por
100 000 en la poblacién general (Artacoz Sanz et al, 1995; Criado
Alvarez et al, 1998; Martinez Suérez y Blazquez Menes, 2000). Es-
to significar{a un nimero total de pacientes en Espana de entre 80
y 120 000. En Galicia existe un estudio de prevalencia de la enfer-
medad en la Isla de Arosa. Se trata de un estudio puerta a puerta
realizado en sujetos mayores de 65 afios (Seijo-Martinez et al,
2011). Elresultado fue una prevalencia del 2% (prevalencia ajusta-
da 1,7%), mayor que en otras zonas estudiadas. Si se extrapolan
los datos anteriormente indicados de prevalencia en toda Espafa,
en Galicia habr{a entre 4000 y 7000 afectados.

ii. Etiologia de la enfermedad de Parkinson

Clasicamente, las causas de las enfermedades se solian dividir en
genéticas y ambientales. Ambos tipos se consideraban comparti-
mientos estancos. Las enfermedades genéticas suelen dividirse
entre enfermedades mendelianas y las comunes o complejas. Las
enfermedades mendelianas suceden por una mutacién en un gen.
En las enfermedades complejas, la accidn conjunta de una serie de
genes, junto con interacciones ambientales, da lugar a una mayor
susceptibilidad para padecer la enfermedad. En la actualidad, la EP
esporadica se incluye, como la hipertensidn arterial o la diabetes
mellitus tipo Il, dentro de las llamadas enfermedades complejas,
cuyo origen se atribuye a la interaccidn entre factores ambientales
y factores intrinsecos del individuo. Esta categori{a no incluye las
formas monogénicas de EP, que representan menos del 5% de to-
das las EP.

Los métodos empleados para investigar las causas de estas tres
categor(as de enfermedad de acuerdo con su patogenia son dife-
rentes: estudios epidemioldgicos en el caso de enfermedades am-
bientales, andlisis de ligamiento en enfermedades monogénicas y
estudios de asociacion en las enfermedades complejas o comunes.
Lo cierto es, sin embargo, que los limites entre estas tres categori-
as son cada vez mas difusos.

La patogenia de la EP tan solo se conoce parcialmente. Se han
descrito diferentes mecanismos implicados, como el estrés oxida-
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tivo, la inflamacidn, la disfuncidn mitocondrial, las alteraciones del
sistema ubucuitina proteasoma (UPS) en relacién con el estrés
proteico, y, en los dltimos anos, las alteraciones lisosomales
(Przedborski, 2007). Se desconoce si todos ellos operan en todos
los casos de EP. Si bien se han descrito relaciones de estos meca-
nismos entre s{, tampoco se sabe cudl es el que desencadena la en-
fermedad, o si son todos ellos consecuencia de un fendmeno
desconocido que los precede.

1. FACTORES AMBIENTALES RELACIONADOS CON LA ENFERMEDAD DE
PARKINSON

Los factores ambientales mas estudiados en la EP son los tdxicos.
Algunos estudios han relacionado la EP con la polucién industrial,
profesiones como la de soldador o minero, el agua de pozo o cier-
tos pesticidas. Hay mas evidencia de la asociacion inversa entre la
enfermedad y el consumo de tabaco, café o té (Wildefeldt et al,
2011). Se conocen una serie de toxinas neurales que acttdan sobre
el sistema dopaminérgico.

La 1-metil- 4-fenil-1, 2, 3, 6-tetrahidropiridina (MPTP) se descu-
brié como componente de una droga de disefo. Sumetabolito acti-
vo, el MPP+ destruye el sistema dopaminérgico nigroestriado,
mediante dano selectivo mitocondrial. Provoca un parkinsonismo
agudo, que responde a la levodopa, pero cuyo curso es muy diferen-
te del crénico y progresivo de la EP (Langston et al, 1983, Ballard
etal, 1985).

El herbicida paraquat tiene una estructura molecular semejante
al MPP+. Interfiere en la cadena respiratoria, de modo que da lugar
a un incremento del estrés oxidativo y de la muerte celular. Produ-
ce parkinsonismo en la rata (McCormack et al, 2003). Se ha sugeri-
do una relacidn entre el uso de este herbicida y la incidencia de
enfermedad de Parkinson en granjeros (Tanner et al, 2011).

La rotenona, utilizada como insecticida, provoca en ratas intoxi-
cadas crénicamente la degeneracidn del sistema nigroestriado,
con inclusiones parecidas a los cuerpos de Lewy. Actda producien-
do daho mitocondrial, mediante la unién al complejo I. Para conse-
guir este efecto, la administracidn ha de hacerse mediante infusién
continua. No afecta al sistema nervioso por via oral (Sherer et al,



Tabla 1. Genes
alterados que dan
lugar a las formas
monongénicas PARK
deEPo
parkinsonismo que
responde a
medicacién
dopaminérgica
(explicacidnalo
largo del texto)
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2003). Pese a esto y a que se degrada facilmente en el suelo, se ha
mostrado que, como el paraquat, puede tener algln papel en la in-
cidencia de EP en trabajadores del campo (Tanner et al, 2011).

La exposicién continuada en el tiempo al manganeso puede cons-
tituir un factor de susceptibilidad para padecer EP esporadica (Lu-
chinni et al, 2007, Squitti et al, 2009). En los ultimos afos se ha
relacionado el manganeso con la agregacién de ASN (Cai et al,
2010).

El uso de estas sustancias es relativamente restringido por lo
que solamente podr{an, en al mejor de los casos, explicar una pe-
quena parte de los casos esporddicos de EP. Ademas puede haber
diferencias interindividuales en sujetos expuestos a estos toxicos.
Se ha mostrado en una poblacidn expuesta a pesticida que los indi-
viduos con una actividad baja o nula de CYP2D6 (citocromo P450
2D6) tenian el doble de riesgo de padecer EP, mientras que sujetos
no expuestos con este déficit presentaban el mismo riesgo que la
poblacion general (Elbaz et al, 2004).

PARK Gen Locus Herencia Inicio

PARK1 SNCA 4g22.1 Dominante Temprano

PARK2 PARK2 6g25-q27  Recesiva Juvenil/Temprano

PARK3 SPR 2pl3 Dominante Tard(o

PARKS5 UCHL1 4l Dominante Tardio

PARK6 PINK1 1p35-p36  Recesiva Temprano

PARK?7 PARK7 1p36 Recesiva Temprano

PARKS LRRKZ2 12ql12 Dominante Tard(o

PARK9 ATPI3A2 1p36 Recesiva Enfermedad Kufor Rakeb
EP temprana

PARK10 USP24 1p32 Dominante Tardio

PARK11  [GiGYF2? 2q36-g37 Dominante Tardio

PARK12 Desconocido Xg21-g25  Recesiva Tardio

PARK13 Omi/HTRA2 2pl2 No determinada Tardio

PARK14 PLA2G6 22ql3.1 Recesiva Diston{a parkinsonismo juvenil
conrespuesta a levodopa

PARK15  FBXO7 22ql23 Recesiva Si{ndrome piramidal de inicio
temprano con parkinsonismo

PARK16 Desconocido 1g32 No determinada No determinado

PARK17 VPS35 16ql3 Dominante Tard(o

PARK18  EIF4GI 3q27 Dominante Tard(o
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Otros genes relacionados con EP/parkinsonismo monogénico

Gen Locus Herencia

GBA 4q22.1 Aumenta susceptibilidad en heterocigosis
ATXN2 12q24.1 Dominante

ATXN3 14q21 Dominante

DNAJC6 1p31.3 Recesiva

POLG1 15q26.1 Dominante

2. FORMAS MONOGENICAS DE LA ENFERMEDAD DE PARKINSON

Hasta finales de los afios 90, la hipdtesis ambiental era la mas
aceptada para explicar el origen de la EP. Aunque alrededor de un
15 % de los pacientes tenian antecedentes familiares, se interpre-
taba que compartian algun factor ambiental causante de la enfer-
medad. Esto cambid notablemente a partir de 1997, cuando se
describié que una mutacién de la proteina sinucleina o (ASN) cau-
saba una forma de EP muy poco frecuente que se transmitia de for-
ma autosémica dominante (Polymeropoulos et al, 1997).

En los afos siguientes se fueron describiendo nuevas formas mo-
nogénicas de la enfermedad. En la actualidad estas formas mende-
lianas se incluyen dentro de las PARK, de las que hay 17 formas,
numerados del 1 al 18. En ocasiones el nombre de la enfermedad
genética coincide con el del gen, como en el caso de PARKZ o
PARK7. PARK4 ha pasado a incluirse dentro de PARK1, ya que co-
rresponde a una triplicacidn del gen SNCA, que codifica la ASN.

Probablemente la clasificacidn necesite algun tipo de revision,
pues el PARK9 o sindrome de Kufor-Rakeb no cumple los criterios
de EP, si bien quiza tampoco PARKZ2 los cumpla, al menos de forma
estricta, puesto que la histopatolog{a no muestra cuerpos de Lewy.
En los casos de PARK1, PARK2, PARKG, PARK7, PARKS8, PARKS,
PARK13, PARK14, PARK15, PARK17 y PARK18 se ha determinado
cudl es el gen mutado (tabla 1). En los casos de PARK3, PARK 5,
PARK10 y PARK11 la asociacién con EP de los genes atribuidos no
parece tan clara. En otros casos (PARK12 o PARK16) solo se cono-
ce el locus.

Ademés de las formas PARK, mutaciones de otros genes (tabla 2)
pueden dar lugar a cuadros similares, al menos clinicamente, a la
ER.

Inicio
Temprano
Tardio
Tardio
Juvenil
Tardio

Tabla 2. Otros genes
que dan lugar a
formas monogeénicas
deEPo
parkinsonismo que
responde a
medicacidn
dopaminérgica
(explicacidn a lo largo
del texto)
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2.1 Enfermedad de Parkinson de herencia autosémica
dominante

2.1.1 PARK1. Mutaciones del gen SNCA

La primera mutacion patogénica de la EP fue la descrita en el gen
SNCA (Synuclein alpha), situado en el locus 4g22.1 (4: 90645250 -
90759447). Codifica la proteina ASN. Este gen contiene 6 exones y
ocupa 117 Kb. Elexdn 1 no se traduce. El gen contiene un promotor
en laregién 5’ llamado REP1. La regulacidn de la sintesis de la ASN
se lleva a cabo: 1) a través de este promotor, 2) mediante corte y
empalme alternativo (splicing) y 3) mediante la accidon de micro-
ARN (revisado en Venda et al, 2010)

La alteracidn de este gen es una causa muy poco frecuente de EP.
Se han descrito 4 mutaciones puntuales: AT53 (Polymeropoulos et
al, 1997), A30P (Kriiger et al, 2001), E46K (Zarranz et al, 2004) y
probablemente H50Q, hallada inicialmente en el cerebro de un pa-
ciente (Proukakis et al, 2013) y posteriormente en un paciente con
EP familiar (Appel-Cresswell et al, 2013). El fenotipo de la enfer-
medad es similar a la esporadica si bien la edad de inicio es mas
temprana, alrededor de los 50, y el deterioro cognitivo ocurre con
mas frecuencia. De hecho, en el caso de la familia con la mutacién
E46K, coexisten individuos con fenotipo EP e individuos con feno-
tipo enfermedad con cuerpos de Lewy. La penetrancia de la muta-
cién del gen SNCA es de alrededor del 85% (Nuytemans, 2010).

Ademas el gen SNCA puede producir EP familiar por duplicacidn
(Ibafez et al, 2004) o triplicacién (Singleton et al, 2003). En el pri-
mer caso el fenotipo es similar a la EP idiopatica, con un ligero ade-
lanto en la edad de comienzo. Cuando hay triplicacién la
enfermedad comienza de forma temprana con trastorno autondmi-
co y deterioro cognitivo precoz. Previamente las duplicaciones y
triplicaciones se inclutan en PARK4.

La ASN es una proteina de 140 aminoacidos perteneciente a la
familia de las sinucleinas. Contiene un extremo N-terminal consti-
tuido por dos regiones helicoidales a interrumpidas, una regién
central hidrofdbica y una regién C-terminal rica en prolinay en re-
siduos acidicos de glutamato y aspartato. El extremo N-terminal
tiene un motivo hexamérico anfipatico, que sirve de unidn a los l{pi-
dos de la membrana. Contiene varias repeticiones de 11 aminodci-
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Regidn Anfipatica  Dominio NAC  Cola Acidica

N-Terminal ~~ S Tl

. C-Terminal

¥1_/

Agregacion

dos con el motivo KTKEGV. La regidn central se conoce como el
componente no amilodeo R de la placa (NACP) y es la parte que
tiende a agregarse (figura 1) (Dev et al, 2003). Las 4 mutaciones
puntuales descritas se localizan en la regién anfipatica (Venda et
al, 2010).

La ASN se expresa en neuronas corticales, neuronas dopaminér-
gicas, noradrenérgicas, células endoteliales y plaquetas. Se locali-
za en el citoplasma o unida a la membrana. Existe un equilibrio
entre ambas formas (Farrer, 2006). En el citoplasma carece de es-
tructura secundaria. La que se une a los lipidos de la membrana
adopta una estructura helicoidal a (Olanow y McNaught, 2011). Se
une de forma preferente a liposomas fosfolip{dicos que contienen
grupos acidicos (Davidson et al, 1998). Se colocaliza con las prote-
(nas y los lipidos de las balsas lipidicas, estructuras clave en la for-
macidén de organelas membranosas (Fortin et al, 2004).

Ala ASN se le atribuyen funciones de unién a acidos grasos, regu-
lacién de enzimas, transportadores y neurotransmisores, as{ como
un papel en la supervivencia neuronal (Dev et al, 2003). En cultivos
celulares protege las gotas lipidicas de la hidrélisis (Cole et al,
2002). Se ha descrito que la ASN se une a la proteina SNARE (solu-
ble N-etylmaleimide sensitive factor attachment protein). Esta
molécula interviene en la fusidn de las vesiculas con la membrana
plasmatica (Burre et al, 2010, Chandra et al, 2005). Ademéas ASN
inhibe la hidroxilasa de tirosina (TH) (Pérez et al, 2002) y la descar-
boxilasa de aminodcido aromético (AADC) (Tehranian et al, 2006),
enzimas clave en la sintesis de dopamina. En cultivos de neuronas
mesencefélicas inhibe el transportador vesicular de monoaminas
(VMAT2) (Lotharius et al, 2002). También se ha mostrado que en
condiciones normales reduce la formacién del transportador de

Figura 1. Estructura
de la sinucleina alfa.
Explicacidn en el
texto




Figura 2. Algunas
funciones atribuidas
ala ASN: 1) reduce la
formacidn de DAT, 2)
inhibe laTHYy la
AADC, 3) inhibe
VMTA2, 4) se une al
complejo SNARE, que
permite la fusién de
la membrana de las
vesiculas con la
membrana plasmatica
(modificado de Venda
etal, 2013)
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dopamina (DAT) (figura 2). La mutacion A30P impide esta accidn,
con lo que se incrementa el DAT presindptico y aumenta la entrada
de dopamina en la neurona (Sidhu et al 2004). La ASN libre inhibe la
fosfolipasa 2 (Jenco et al, 1998, Payton et al, 2004), enzima que fa-
vorece latransmisidn de senales, el trafico de vesiculas y la dindami-
ca del citoesqueleto.

Las mutaciones que afectan al lugar de unién de la ASN con los l{-
pidos o las que incrementan su cantidad aumentan el componente
plasmatico. El exceso de prote(na citoplasmatica hace que su con-
formacidn cambie a . Esto favorece la formacidn de oligémeros,
que resultan téxicos, quiza por la formacién de poros en la mem-
brana celular, a la manera de bacterias. La sobreexpresidn de la
prote{na normal condiciona su cambio conformacional a oligéme-
ros y protofibrillas que muestran estructura 3. Finalmente la ASN
se asocia formando fibrillas parecidas al amiloide (Uversky, 2003).
Las tres formas, oligdmeros, protofibrillas y fibrillas son insolubles
y téxicas (Farrer, 2006). Los agregados de ASN, que forman parte
de los cuerpos de Lewy, parece que actian como mecanismo pro-
tector en el inicio del proceso patogénico contra el efecto téxico
de estas formas de ASN (Olanow et al, 2004, Schulz et al, 2004) (fi-
gura 3).

Se desconoce por qué la agregacién de la ASN es mayor en el ce-
rebro. Algunos datos que podrian explicarlo son que en el cerebro
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1) se expresa més, 2) hay una mayor concentracién de macromolé-
culas, 3) el estrés oxidativo es mayor o 4) la dopamina estabiliza los
oligémeros (Cookson, 2005)

La ASN también se agrega en la EP esporadica. No se conoce el
mecanismo por el que la ASN normal se agrega. Algunos factores
favorecen este proceso: 1) estrés oxidativo (Giasson et al, 2000),
2) interaccidn con tau (Giasson et al, 2003) o con amiloide B (Mas-
liah et al, 2001), 3) cambios postraduccién (Hasegawa et al, 2002),
4) inhibicién del proteasoma (McNaught et al 2002a).

El papel patogénico de la ASN en la EP, tanto PARK1 como espo-
radica, solo se conoce parcialmente. Existen numerosos datos que
establecen unarelacién entre ambos, aunque se ignora el mecanis-
mo primario:

1. Las inclusiones de ASNy los cuerpos de Lewy se localizan en
las regiones encefalicas funcionalmente dafadas en la EP y
otras sinucleinopatias alfa (Braak et al, 1995).

2. Las formas toxicas de ASN son las fibrillas, protofibrillas y
oligémeros, que se han descrito en cerebros con EP (Farrer,
2006).

3. La expresidn de ASN en las células facilita la muerte celular,
favorece la disfuncién mitocondrial y aumenta la susceptibi-

Figura 3. Formas que
puede adoptar la
ASN. En condiciones
normales ocurre la
forma monomérica.
Elresto de las
formas aparecen

en situaciones
patoldgicas
(modificado de
Moore et al, 2005).
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lidad al estrés oxidativo o a la toxicidad in vitro mediada por
MPTP (Lotharius y Brundin, 2002).

4.La ASN mutada o agregada se une al proteasoma y altera su
funcidn (Lindersson et al, 2004)

5.La ASN mutada o agregada puede producir alteraciones de la
autofagia mediada por lisosomas (Martinez-Vicente et al,
2004).

6. Los agregados de ASN estdn presentes en las neuronas de
modelos animales de EP con téxicos (Kowall et al, 2000).

7.Los agregados de ASN aparecen con la inhibicidn y desapare-
cen tras la restauracidn de la funcidn de la mitocondria (Lee
M et al, 2001).

8. El incremento de ASN en ratones o moscas transgénicas da
lugar a alteracidn y pérdida neuronal y a dafo de organelas
(Masliah et al, 2000, van der Putten et al, 2000).

Aunque la mutacidn del gen SNCA, que codifica la ASN, es muy
poco frecuente como causa de EP, su descubrimiento ha permitido
establecer la importancia de esta proteina en la patogenia de la EP
esporadica

2.1.2 PARKS8. Mutaciones del gen LRRK2

El gen LRRK2 se sittia en el locus 12p12 (12: 40618813 -
40763087). Codifica la proteina homdnima, leucine repeat rich ki-
nase 2, también llamada dardarina (Paisén Ruiz et al, 2004). Se tra-
tadeungende 144 Kb, que constade 51 exones. La proteina posee
2517 aminoacidos (Zimprich et al, 2004). Contiene varios dominios
funcionales importantes: ARM (armadillo domain), ANK (ankyrin
repeat domain), LRR (leucine repeat rich), ROC (Ras of complex
proteins), COR (carboxy terminal of ROC), cinasa o MAPKKK (mito-
gen-activated protein kinase kinase kinase) y el dominio C-termi-
nal WD40, rico en aspartato y triptdfano (Gandhi PN et al, 2009,
Cookson, 2010, Mills et al, 2012) (figura 4).

Las caracteristicas clinicas de la EP PARK8 son similares a las de
la EP clasica, con inicio tardio de los sintomas. Parece que el tem-
blor es algo més frecuente que en la forma esporadica (Paisan Ruiz
et al, 2004, Nuytemans et al, 2008). Al menos en el caso de la mu-
tacion p.G2019S, la gravedad de la enfermedad es menor, la pro-
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gresion mas lentay la tendencia a desarrollar demencia es baja. La
presencia de diston{a ocurre, sin embargo, con mayor frecuencia.
(Healy et al, 2008). La mutacidn del gen LRRKZ2 se encuentra en el
3 % de los pacientes con EP familiar y en el 1 % de EP esporédica
(Clark et al, 2006, Kay et al, 2006). La histopatologia es variable.
La mayori{a de los pacientes muestran la clasica de pérdida neuro-
nal con cuerpos de Lewy, pero hay casos con pérdida neuronal sin
inclusiones o con inclusiones tau (Cookson, 2010).

Elmecanismo de herencia de esta forma de EP es autosdmico do-
minante. La penetrancia en la mayoria de los estudios es baja, del
35 % en algunas poblaciones (Clark et al, 2006). Otros estudios la
elevan hasta el 85 % (Kachergus et al, 2005). Un fenémeno curioso
de PARK8 es que se han descrito pacientes homocigotos con un fe-
notipo similar a los heterocigotos, hecho poco frecuente en genéti-
ca. En estos casos la penetrancia es mayor, aunque también se han
descrito casos asintométicos de edad avanzada (Ishihara et al,
2006). Se han comunicado casos de octogenarios portadores de la
mutacidén que estaban asintomaticos (Kay et al, 2005, Carmine Be-
lin et al, 2006).

No se conoce con exactitud cudl es la funcién de la LRRKZ. Es
probable que se trate de una prote(na parecida a la cinasa de tiro-
sina (Mata et al, 2006). Este efecto cinasa se ejercer{a mediante el
dominio MAPKKK (Ito et al, 2007, Cookson, 2010). El dominio ROC
tiene actividad GTPasay también puede unirse a la parkina (Smith
et al, 2005). Los dominios LRR y WD40 intervienen en la interac-
cion con otras proteinas. El dominio COR es necesario para la dime-
rizacién de la proteina (Gandhi PN et al, 2009). Otras funciones que
se le atribuyen a LRRK2 son modulacién de la autofagia, tréfico de
ves{culas, regulacion de la inflamacidn y modulacidn de la funcidn
mitocondrial (Rideout y Stefanis, 2014)

La LRRKZ se localiza en la membrana plasmatica, vesiculas si-
napticas, aparato de Golgi, microtibulos, lisosoma, citoplasmay en

Figura 4. Estructura
de la prote{na LRRK2.
Explicacidn enel
texto
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la membrana externa de la mitocondria (Biskup et al, 2006). En el
sistema nervioso central se halla en el sistema nigroestriado, en
mayor cantidad en los ganglios de la base que en la sustancia negra.
También forma parte de los cuerpos de Lewy en cerebros de pa-
cientes con EP esporadica (Higashi et al, 2007).

Se han descrito 127 mutaciones sin sentido o de cambio de sen-
tido. 6 de ellas se han relacionado inequivocamente con la patoge-
nia de la enfermedad mediante analisis de segregacion. p.R1441C,
p.R1441G y p.R1441H se localizan en el dominio ROC (exén 31),
Y1699C en el dominio COR (exdn 35), y, por dltimo p.G2019S y
p.12020T se ubican en el dominio cinasa (MAPKKK) (exdn 41). Las
mutaciones descritas fuera de los lugares enzimdticos no parecen
transmitirse de forma mendeliana (Cookson, 2010). Globalmente,
la mutacidn mas frecuente es p.G2019S, que muestra una pene-
trancia variable. En los analisis de dosis génica (Gasser et al, 2011)
no se han detectado mutaciones por deleciones, ni por duplicacio-
nes de material genético. Se ha sugerido que las mutaciones
p.G2019S y p.I2020T pueden aumentar la actividad cinasa de la
proteina. Se desconocen las implicaciones de este hecho, si se con-
firma (West et al, 2007). Algunas de las mutaciones de cambio de
sentido también se han hallado en sujetos control. Su significado
es incierto (Cruts et al, 2012, Nuytemans et al, 2010).

2.1.3 Otros sindromes parkinsonianos monogénicos con
herencia autosémica dominante

PARK 5 se ha asociado a la alteracion del gen UCHLI, localizado en
4pl4 (4: 41258898 - 41270446), de 9 exones y 9 kb. Codifica la
prote{na homdnima, ubiquitin c terminal hydrolase L1, de 230 ami-
nodcidos. Es un enzima desubicuitinador, que reduce las cadenas
de poliubicuitina en mondmeros u oligémeros (Liu et al, 2002). Se
ha descrito una Unica mutacidn, I93M, transmitida de forma domi-
nante en dos hermanos alemanes. El cuadro era superponible a la
EP clasica, con edad de comienzo algo temprana (49 y 51 afios). La
histopatologia en uno de los casos mostrd cuerpos de Lewy (Leroy
et al, 1998). No se han encontrado més familias afectadas por el
momento. Dado que al menos otro de los miembros de la familia
afectada era portador de lamutaciény no hab{a desarrollado EP, se
cuestiona el papel patogénico de esta mutacion.
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PARK11 se habia identificado con el gen GIGYF2 (GRB10 interac-
ting GYF protein 2), localizado en 2q37.1 (2: 233562015 -
233725287) (Lautier et al, 2008). El gen codifica la proteina homani-
ma que se une al receptor Grb10 (growth factor receptor-bound pro-
tein 10), de modo que modula la actividad de la insulina y del factor de
crecimiento parecido a lainsulina (IGF1) (Giovannone et al, 2003). Es-
tudios de asociacién posteriores han cuestionado la relacion de
PARK11 con el gen GIGYF2 (Nichols et al, 2009, Tan et al, 2009).

PARK13 ocurre por alteracién del gen HTRAZ (high temperature
requirement A2), localizado en 2p12 (2: 74756532 - 74760683),
de 8 exones y 3,8 kb. Codifica la proteina HTRA serine peptidase 2.
La mutacion de este gen da lugar a una forma de EP similar a la cl&-
sica, aparentemente esporadica. Previamente se hab{a relacionado
el locus PARK13 con una forma de EP autosdmica dominante
(Strauss et al, 2005). La proteina HTRAZ2 localizada en el espacio
intermembranoso de la mitocondria se libera al citosol y promueve
la apoptosis (Hegde et al, 2002).

PARK3 se harelacionado con el gen SPR (sepiapterin reductase),
localizado en 2p13.2(2: 73114512 -73119289), que codificalare-
ductasa de sepiapterina. Esta enzima interviene en la sintesis de
tetrahidrobiopteina (BH4), cofactor de la hidroxilasa de tirosina
(TH) (Sharma et al, 2006).

PARK10 se ha asociado al gen USP24 (ubiquitin specific peptida-
se 24), localizado en 1p32.3 (1: 55532032 - 55681039), que codi-
fica la peptidasa especifica de ubicuitina 24. Esta molécula actta
como una enzima desubicuitinadora (Haugarvoll et al, 2009).

PARK17 se ha asociado al gen VPS35 (Vacuolar protein sorting
35, yeast, homolog of) localizado en 16ql11.2 (16:46,693,588 -
46,723,143). Codifica una proteina homdloga relacionada con el
transporte de endosomas. Causa EP de herencia autosémica domi-
nante de inicio tardio (Zimpritch et al, 2011).

PARK18 se ha asociado al gen EIF4G1 (Eukaryotic translation in-
itiation factor 4-gamma), localizado en 3926-q28 (3: 184032283 -
184053146), descrito en familias con EP familiar de herencia auto-
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de la parkina.
Explicacion en el
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sémica dominante. El gen codifica una proteina homdnima que ejer-
ce de factor de iniciacidn para la traduccidn de diversos genes rela-
cionados con la mitocondria, la supervivenciay el crecimiento celular.
La clinica es similar a la EP esporadica, con progresion més lenta y
funciones cognitivas conservadas (Chartier Harlin et al, 2012).

Las mutaciones de los genes ATXNZ2 (ataxina 2, 12q24.1, 12:
111890018 - 112037480) y ATXN3 (ataxina 3, 14q21, 14:
92524896 - 92572965), causantes de las atrofias espinocerebelo-
sas SCA2y SCA3 pueden dar lugar a un sindrome parkinsoniano cli-
nicamente idéntico al de la EP esporddica (Socal et al, 2009,
Bettencourt et al, 2011).

2.2 Enfermedad de Parkinson de herencia autosémica recesiva
2.2.1 PARKZ2. Mutaciones del gen de la parkina

El gen PARKZ se ubica en el locus 6q25.2-27 (6: 161768590 -
163148834) (Matsumine et al, 1997). Consta de 12 exones sepa-
rados por grandes regiones intrdnicas. En total el gen contiene
1,53 Mb. Codifica la parkina, una proteina de 465 aminoacidos (52
Kd) muy conservada en las especies (Equipoada et al, 1998). Cons-
ta de un dominio UBL (ubiquitin like) en el fragmento N-terminal y
2 dominios dedo RING (Really interesting new gene), que flanquean
un dominio IBR (in between ring), en el extremo C-terminal (Beasley
et al, 2007) (figura 5). Parece que UBL es importante en el recono-
cimiento de sustratos. Los dominios dedo RING se unen al cinc y
con mucha frecuencia se relacionan con las rutas de ubicuitinacién
(Joazeiro y Weissman, 2000). El promotor de este gen también re-
gula el gen inmediatamente anterior, llamado PACRG (PARKZ2 co-
regulated), cuya funcidn es desconocida (West et al, 2003).
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La enfermedad se transmite de forma autosdmica recesiva, con
una penetrancia proxima al 100 % (Klein et al, 2007). EL 50 % de la
EP juvenily el 10 % de EP de comienzo tard{o con historia familiar
presentan mutaciones en parkina (Liicking et al, 2000). También
se han descrito en casos sin historia familiar (Liking et al, 2000).
Algunas familias con parkina mutada no responden al modelo de
herencia recesiva, lo que sugiere un mecanismo de haploinsufi-
ciencia (Farrer et al, 2001). Las mutaciones pueden afectar a cual-
quier tramo del gen, y sus consecuencias son similares, lo que
significa que toda la proteina es necesaria para cumplir su funcidn.
Se han descrito multiples mutaciones del gen PARKZ: eliminacio-
nes parciales de uno o varios exones, desplazamiento del marco
de lectura, mutaciones puntuales tanto de parada como de cambio
de sentido, duplicaciones o triplicaciones de exones. (Bekris et al,
2010).

La clinica de la enfermedad puede ser similar a la EP cl3sica, so-
bre todo siel comienzo es después de los 40. No obstante un nime-
ro importante de pacientes presenta algunas caracteristicas
particulares: diston(a del pie, hiperreflexia en las extremidades in-
feriores, fluctuaciones diurnas y mejor{a con el suefo, muy buena
respuesta a la levodopa mantenida durante el tiempo, discinesias
precoces y progresion lenta. Se han hallado mutaciones con fenoti-
pos de paralisis supranuclear progresiva, EP con temblor esencial o
sindrome de piernas inquietas (Nuytemans et al, 2010)

La histopatologia de la EP por mutacidn de PARKZ también difie-
re de la EP clasica. En general no se producen cuerpos de Lewy. La
pérdida neuronal ocurre exclusivamente en la parte compacta de la
sustancia negra (SNpc)y en el locus coeruleus (Mori et al, 1998). Se
ha descrito una mutacidn con cuerpos de Lewy, en la que la parkina
tiene una actividad parcial (Farrer et al, 2001). No hay parkina en
los cuerpos de Lewy (Pawlyk et al, 2003).

Figura 6. La parkina
actda como ubicuitina
ligasa, permitiendo la
unién de ubicuitina al
sustrato proteico.

La ubicuitina ejerce
el papel de marcador
para que el sustrato
entre en el
proteasoma.

La ubicuitina se
monomeriza antes
de entrar en el
proteasoma
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La parkina se localiza predominantemente en el citoplasma, pero
también se ubica en las vesiculas sindpticas, el aparato de Golgi, el
reticulo endopldsmico y la membrana externa de la mitocondria (Be-
kris et al, 2010). Se le atribuye funcién de ligasa de ubicuitina (Imai et
al, 2000, Shimura et al, 2000, Zhang et al, 2000) (figura 6). La ubicui-
tina es una proteina que actia com marcador de otras proteinas a las
que se une. Las ligasas de ubicuitina (E3) son un grupo de unas 75 en-
zimas que catalizan el Gltimo paso de la unidn de la ubicuitina a la pro-
tefna diana. La funcién de la ubicuitinacion es multiple. La mas
frecuente y conocida tiene que ver con la degradacién proteica. Las
prote(nas ubicuitinadas de este modo entran en el proteasoma, don-
de se reducen a pequenos péptidos (Glickman y Ciechanover, 2002).

Cada una de las ligasas de ubicuitina actta sobre un nimero de
proteinas que le sirven de sustrato. La parkina se ha relacionado
con varias proteinas a las que presumiblemente ayudaria a ubicuti-
nar. Se ha pensado que la acumulacion de estos sustratos en la neu-
rona podria dar lugar o contribuir sumuerte, si bien por el momento
esto no se ha podido confirmar. La parkina interacciona con las en-
zimas conjugadoras de ubicuitina (E2) UbcH7 y UbcH8, y también
con las E2 asociadas al reticulo endopldsmico UBC6 y UBC7 (Imai
et al, 2001). Las E2 intervienen en el paso previo a la ubicuitina-
cién. Ademas de las E2, hay un ndmero sorprendentemente alto de
proteinas que se han relacionado con la parkina. Ser{a de esperar
que una ligasa de ubicuitina interaccionase con unas pocas prote(-
nas, por lo que es probable que algunas de estas moléculas no sean
verdaderos sustratos o que la parkina tenga alguna otra funcidén
como se describe mds adelante. Las proteinas que se han asociado
a la parkina son (tabla 3):

1. Sinfilina 1: se desconoce su funcidn. Interactda con la ASN
(Engelender et al, 1999) y forma parte de los cuerpos de
Lewy (Wakabayashi et al, 2000). Se ha encontrado en
SNCAIP, el gen que codifica esta proteina, una mutacién de
cambio de sentido en 2 pacientes con EP esporadica (Marx et
al, 2003). La parkina ubicuitina la sinfilina 1, cuando se sobre-
expresa con ASN (Chung et al, 2001). La sinfilina 1 también
interacciona con la subunidad PSMC4 (S6ATPasa) del prote-
asoma (Marx et al, 2007), estructura muy relacionada con la
patogenia de la EP (ver mds adelante).
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Posibles sustratos de la parkina

Proteina Funcién

Sinfilina 1 Desconocida

CDCrel-1 Ciclo celular

GPR37 Sefalizacién celular

aSp22 ASN glicosilada

Sinaptotagmina 11 Inhibicién de la exocitosis

AIMP2 Traduccidn proteica

Ciclina E Ciclo celular

Septina 5 Ciclo celular Tabla 3. Posibles
FUPB1 Desarrollo de oligodendrocitos sustratos de la
PARIS Represor de PGC-1a parkina

2. CDCrel-1 (cell division control related protein 1): pertene-
ce a una familia de GTPasas llamada septinas, que intervie-
nen en el ciclo celular. Se expresa principalmente en el
sistema nervioso, donde se asocia a las vesiculas sinapticas
(Zhang et al, 2000, Dent et al, 2002). Se han hallado actimu-
los de esta proteina en cerebros de pacientes con EP por
mutacion de PARK2 (Choi et al, 2003). En ratones transgé-
nicos en los que la proteina se sobreexpresa se ha observa-
do degeneracién neuronal (Dong et al, 2003). Se ha
mostrado en modelos de Drosophila que la sobreexpresion
de la septina 4, prote{na homdloga de la humana CDCrel-1,
resulta toxica para las neuronas dopaminérgicas (Mufoz
Soriano y Paricio, 2007).

3. GPR37 (Probable G-protein coupled receptor 37): también
llamada Pael-R (Parkin-associated endothelin receptor-like
receptor). Actda en la sefalizacidn celular. Se expresa sobre
todo en los oligodendrocitos, pero también en neuronas de la
parte compacta de la sustancia negra (SNpc) y neuronas ca-
tecolaminérgicas. En cultivos tiende a agregarse y provocar
la muerte celular. En estas condiciones, parece que parkina
actla a través del reticulo endopldsmico inhibiendo este fe-
némeno. Es probable que GPR37 regule la cantidad de dopa-
mina en las neuronas de la sustancia negra. Un aumento de su
expresion da lugar a toxicidad neuronal mediada por dopami-
na. Se ha hallado GPR37 en el cerebro de pacientes con mu-
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taciones de PARK?2 (Imai et al, 2001). Su sobreexpresidn en
modelos murinos da lugar a muerte neuronal por estrés del
reticulo endopldsmico y toxicidad dopaminérgica. Este feno-
meno es mayor si no se expresa parkina (Equipoao et dl,
2007). En el modelo Drosophila produce degeneracién de
neuronas dopaminérgicas (Yang et al, 2003). Se ha detectado
en los cuerpos de Lewy, pero no en las inclusiones oligoden-
drogliales de la atrofia multisistema (Murakami et al, 2004).

4. aSp22: ASN glicosilada. Interacciona con la parkina y se ha
encontrado en cerebros de pacientes con mutaciones de
PARKZ2 (Shimura et al, 2001).

5. Sinaptotagmina XI: Se ha relacionado con la inhibicién de la
exocitosis (Wang et al, 2009). Su expresion disminuye con par-
kina. Forma parte de los cuerpos de Lewy (Huynh et al, 2003).

6. AIMP2 (aminoacyl-tRNA synthetase complex interacting
multifunctional protein 2): También conocida como p38. For-
ma parte de un complejo clave para la traduccidn proteica. Su
sobreexpresion dalugar a muerte celular o formacidn de agre-
somas (Corti et al, 2003). Se ha descrito en los cuerpos de
Lewy. Se incrementa en ratones defectivos para parkina y en
cerebros de sujetos con mutacidn en el gen PARKZ. Ejerce su
papel toxico activando la PARP1 (Poly ADP-ribose polymera-
se 1), una proteina inductora de la apoptosis (Lee et al, 2013).

7. Ciclina E: modula el ciclo celular, mediante la regulacién de
las cinasas dependientes de ciclina (CDK). Forma parte del
complejo parkina-hSel-10-Cullin-1. Se ha encontrado en ce-
rebros de pacientes con EP (Staropoli et al, 2003).

8. SEPT5 v2/CDCrel2: pertenece al grupo de las septinas, de
estructura muy similar a CDCrel-1 (Choi et al, 2003).

9. FUPBL1 (far upstream element (FUSE)-binding protein 1): se
harelacionado con el desarrollo de los oligodendrocitos (Bet-

tegowda et al, 2011). Se acumula en ratones defectivos para
parkina (Ko et al, 2006)
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10. PARIS (parkin interacting substrate): en modelos de rato-
nes defectivos para parkina se ha mostrado acumulacién en
el cerebro de esta proteina. En condiciones normales se ubi-
cuitina y degradada mediante parkina. Si esto no ocurre, se
produce degeneracién neuronal. PARIS se une aPGC-1a (pro-
liferator-activated receptor gamma (PPAR-y) coactivator
1a), que impide su transcripcidn y favorece la pérdida neuro-
nal (Shin et al, 2011).

Ademas de la funcién de ubicuitinacién, formando cadenas de
ubicuitina que se unen en el residuo Lys48 para la degradacidn del
sustrato por el proteasoma, la parkina tiene capacidad de ligar ubi-
cuitina en otras posiciones. Se ha mostrado que interviene en la
monoubicutinacién maltiple (Hampe et al, 2006), as{ como en la po-
liubicuitinacidn en Lys63 (Doss-Pepe et al, 2005). La poliubicuiti-
nacion en Lys63 de sinfilina 1 (Lim et al, 2005) o de DJ1 (Olzmann
et al, 2007) mal plegada podr{a contribuir a su estabilizacién y a su
inclusidn en los cuerpos de Lewy.

La parkina interacciona con las tubulinas a y 3. Los heterodime-
ros formados por estas dos prote{nas forman los microtdbulos
(Heald y Nogales, 2002). Con el exceso de parkina se vuelven ines-
tables (Ren et al, 2003). La parkina se une fuertemente a la tubuli-
na y a los microtdbulos, donde se ha propuesto que realiza
funciones de estabilizacidn ante tdxicos como el MPP+y la roteno-
na, de ubicuitinacién de proteinas transmembrana como el trans-
portador de dopamina (DAT) y de fijacidn citopldsmica de factores
de transcripcidn que regulan prote{nas como la monoaminooxidasa
(MAO) (Di Napoli M et al, 2007)

En los dltimos afos se ha descrito que la accién conjunta de PINK1
y de parkina interviene en la mitofagia. La mitofagia consiste en la
autofagia de las mitocondrias dafadas. Una de las primeras sefales
que indican un mal funcionamiento de la neurona es la pérdida del
potencial de membrana (Kim et al, 2007). En cultivos de células He-
La (Narendra et al, 2008) y en la Drosophila (Ziviani et al, 2010), a
los que se ha alterado quimicamente el potencial de membrana, se
ha mostrado un transporte masivo de parkina desde el citoplasma a
la mitocondria, donde mediante el sistema ubicuitina proteasoma
degrada numerosas proteinas de la membrana externa mitocon-
drial. Para que ocurra este desplazamiento de parkina es necesaria
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Funcidn celular de la parkina

Actividad de ligasa de ubicuitina
Ubicuitinacion Lys48 para degradacién mediante UPS
Ubicuitinacién Lys63
Monoubicuitinacién mualtiple

Estabilizacion de los microttbulos

Degradacion de mitocondrias dafiadas

mediante autofagosomas (junto con PINK1)

Represion de p53 (proteina proapoptética)

Potenciacion de la actividad del proteasoma

la presencia de PINK1, que también se acumula en la membrana des-
polarizada (Narendra et al, 2010). Posteriormente la mitocondria
dafada mediante el transporte microtubular alcanza la regién peri-
nuclear, rica en lisosomas, donde se degrada mediante autofagia
(Vives-Bauza et al, 2010, Vives Bauza y Przedborski, 2011).

Otra funcidn que se ha asignado a la parkina es la de represion de
la expresion del gen de la proteina proapoptotica p53, mediante la
unién directa enelnicleo al promotor de esta proteina (da Costa et
al, 2009).

Se ha mostrado que la parkina interacciona con subunidades del
proteasoma como PSMD4 (Rpn10), PSMC5 (Rpt6) y PSMA7 (a4).
La sobreexpresion de parkina potencia la actividad del proteasoma
(Um et al, 2010).

Las principales funciones de la parkina se resumen en la tabla 4.

No se sabe de qué manera la parkina protege la neurona dopami-
nérgica, aunque hay algunos indicios 1) inhibe la hiperexcitabilidad
provocada por el kainato en cultivos celulares, probablemente por
aceleracién del metabolismo de la ciclina E (Staropoli et al, 2003),
2) degrada la GPR37 y la AIMP2 en casos de exceso de estas pro-
teinas (Corti et al, 2003; Imai et al, 2001), 3) se une a la tubulina y
a los microtubulos estabilizandolos (di Napoli M et al, 2007), 4) su
aumento en cultivos produce resistencia a estimulos que activan la
apoptosis (Darios et al, 2003).

2.2.2 PARK6. Mutaciones del gen PINK1

El gen PINK1 se encuentra en el locus 1p35-p36 (1: 20959948 -
20978004). Codifica la proteina homdnima, llamada phosphatase
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and tensin homolog (PTEN)-induced putative kinase. Contiene 8
exones, con una extension de 1,8 Kb. La proteina, de 581 aminodci-
dos, posee un dominio de unidn a la mitocondria (MTS en el extre-
mo N-terminal y un dominio serina / treonina, con actividad cinasa
en el extremo C-terminal (Valente et al, 2001) (figura 7). Se locali-
zaen lamatriz mitocondrial y en el espacio intermembranas (Valen-
te et al, 2004, Silvestri et al, 2005).

La mutacién de este gen da lugar a una forma de EP que se he-
reda de forma autosdmica recesiva, con penetrancia casi com-
pleta. Las caracter{sticas clinicas son similares al PARK2, si bien
se han descrito casos aislados con demencia. Suponen entre el 1
y el 3 % de las formas de EP de inicio temprano de ascendencia
europea (Valente et al, 2001, Valente et al, 2004, Bonifati et al,
2005).

PINK1 se localiza en la mitocondria. Se trata de una proteina que
interviene en larespuesta de la mitocondria al estrés celular y oxida-
tivo, de modo que ejerce un efecto protector mediante la fosforila-
cién de ciertas proteinas mitocondriales (Valente et al, 2004). Se ha
propuesto su intervencién en el trafico mitocondrial (Weihofen et al,
20009), el estrés oxidativo, la eficacia de la respiracién mitocondrial
(Liu et al, 2009) y su permeabilidad (Gandhi S et al, 2009). Ya se ha
sefialado que junto con la parkina, PINK1 interviene en la mitofagia.
Ademas PINK1 regula la actividad ligasa de ubicuitina de la parkina
mediante su fosforilacién (Sha et al, 2010).

Se han descrito 28 mutaciones patogénicas de forma concluyen-
te, de cambio de sentido, sin sentido y de cambio de lectura de mar-
co (Cruts et al, 2012, Nuytemans et al, 2010)

2.2.3 PARK7

El gen PARK7 (parkinson protein 7) se encuentra en el locus
1p36.23(1: 8021714 - 8045342). Consta de 7 exones, que ocupan

Figura 7. Estructura
de la prote(na PINK2
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0,949 Kb. Codifica la proteina DJ1, de 189 aminoacidos (Bonifati et
al, 2003). La mutacién de PARK7 causa una variedad de la EP, que
se hereda de forma autosomica recesiva, de inicio antes de los 40
anos. Pueda ademas cursar con sintomas psiquidtricos o demencia
(Abou-Sleiman et al, 2004)

DJ1 es una protelna predominantemente citoplasmatica, tam-
bién se localizada en la mitocondria (Zhang L et al, 2005). Parece
que actua como antioxidante, mediante la formacidn de puentes di-
sulfuro en el residuo de ciste(na de la posicién 106 (Canet Avilés et
al, 2004). Se piensa que inhibe la agregacion de ASN (Canet Avilés
etal, 2004) y que representa un papel neutralizador de radicales li-
bres (Taira et al, 2004). También se le ha atribuido funcién de liga-
sa de ubicuitina en un complejo formado con parkina y PINK1
(Xiong et al,2009). La proteina se expresa en todo el organismo. En
el sistemanervioso se localiza en las neuronas y en las células de la
glia (Bandopadhyay et al, 2004).

En la actualidad se han descrito 6 mutaciones de cambio de sen-
tido, una por delecién y otra por duplicacion parcial (Cruts et al,
2012, Nuytemans et al, 2010).

2.2.4 Otros sindromes parkinsonianos monogénicos herencia
autosdémica recesiva.

PARK?9 se produce por una alteracidn del gen ATPI3A2, localiza-
doen1p36(1:17312453 - 17338467). Este gen codifica la prote-
(na homdnima, una ATPasa tipo P que se ubica en la membrana
lisosomal. Se le ha atribuido un papel protector contra los metales
pesados mediante transporte lisosomal (Gitler et al 2009, Schmidt
et al, 2009). La mutacién de este gen en ambos alelos da lugar al
sindrome de Kufor Rakeb, una forma muy infrecuente de parkinso-
nismo que comienza en la segunda década y se asocia a demencia,
piramidalismo y paralisis supranuclear de la mirada. Larespuesta a
la levodopa es buena. (Williams et al, 2005).

PARK14 ocurre por la mutacién del gen PLA2G6 (phospholipase A2
group VI), que codifica una fosfolipasa A2 independiente de calcio. Se
localiza en 22q13.1 (22: 38507502 - 38577857). La mutacién de es-
te gen da lugar a un sindrome de parkinsoniano de inicio temprano,
progresion rapida, con diston{a y demencia (Yoshino et al, 2010).
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PARK15 ocurre por la mutacidn del gen FBXO7, que codifica la
proteina homdnima F-box only protein 7, en el locus 22q12.3 (22:
32870707 - 32894818). Da lugar al llamado sindrome piramidal
parkinsoniano, con parkinsonismo que responde a la levodopa, es-
pasticidad, distonia e hiperreflexia. Las funciones cognitivas son
normales (Zhao et al, 2011).

PARK12 es la Unica forma de EP hereditaria que esta ligada al
cromosoma X. Se conoce el locus, Xq21-g25 (Pankratz et al, 2003).

En una familia con parkinsonismo juvenil se ha identificado una
mutacién en homocigosis en el gen DNAJC6 (DnaJ (Hsp40) homo-
log, subfamily C, member 6), localizdo en 1p31.3 (1: 65720133 -
65881552) que codifica la chaperona auxilina, perteneciente a la
familia HSP40 y cuya funcidn es facilitar la actividad ATPasa (Ed-
vardson et al, 2012)

3. ALTERACIONES GENETICAS QUE INCREMENTAN LA SUSCEPTIBILIDAD
DE PADECER ENFERMEDAD DE PARKINSON

En la actualidad, tanto los estudios de genes candidatos como los
analisis de asociacion de todo el genoma (GWAS), basados en la
busqueda de polimorfimos espaciados a lo largo de todos los cro-
mosomas sin hipdtesis previas, han permitido confirmar el efecto
de algunos genes en la susceptibilidad de padecer EP (tabla 5). Se
han encontrado asociaciones que implican un aumento de suscep-
tibilidad para los portadores, y otras de proteccién. Los cuatro ge-
nes que han mostrado una mayor consistencia en su relacién con la
EP son GBA, SNCA, LRRKZ y MAPT.

Los familiares de pacientes con enfermedad de Gaucher tienen
mayor riesgo de padecer enfermedad de Parkinson. La enfermedad
de Gaucher se engloba dentro de las llamadas enfermedades de
depdsito lisosomal. Se hereda de forma autosémica recesiva. Se
produce por mutaciones del gen GBA (1g21, 1: 155204239 -
155214653), que codifica la glucocerebrosidasa. Esta enzima de
497 aminoécidos metaboliza la glucosilceramida, un l{pido que for-
ma parte de la membrana plasmatica. La enfermedad afecta a las
visceras y al sistema nervioso central (Neumann et al, 2009).
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Alteraciones genéticas que incrementan la susceptibilidad de padecer EP

Gen /Locus
GBA
SNCA

LRRK2

MAPT

Tabla 5. Alteraciones
genéticas que
incrementan la
susceptibilidad de
padecer EP

Forma de asociacion con EP

Incrementa en 5-7 veces el riesgo de EP en heterocigotos
Polimorfismo en el promotor (REP1-0, D453481),
polimorfismo 3'UTR rs356219

Polimorfismos p.R1628P, p.G2385R, p.A419V

(poblacidn asiatica); p.M1646T

Haplotipo H1

Diversos estudios han mostrado que la prevalencia de mutacio-
nes de GBA en heterocigosis es significativamente mayor en pa-
cientes con EP que en controles. En el caso de ascendencia judia la
diferencia es aun mayor. Se estima que los sujetos que presentan
un alelo mutado del gen GBA tienen un riesgo de padecer EP entre
5y 7 veces mayor que la poblacion general (Neumann et al, 2009,
Sidransky et al, 2009).

Las manifestaciones clinicas de la EP en pacientes con mutacio-
nes en GBA son similares a la forma idiopatica, si bien la edad de
inicio es mas temprana y la incidencia de demencia mayor (Goker-
Alpan et al, 2008). La histopatologia muestra cuerpos de Lewy que,
en esta forma, son muy frecuentes en la regién CA, del hipocampo
(Hruska et al, 2006).

La prevalencia de mutaciones en el gen GBA en pacientes con EP
es similar a la del gen LRRK2 (3,6 % en poblacién europea) (Neu-
mann et al, 2009, Sidransky et al, 2009). Se desconoce el mecanis-
mo por el que la mutacién aumenta la susceptibilidad de padecer
EP. Se ha sugerido interferencia con la ASN, de modo que favore-
cerialaformacion de fibrillas téxicas, la inhibicion del proteasoma
y la inhibicidn del receptor lisosémico LAMPA2 (Hruska et al,
2006).

En el caso de SNCA, ademés de las mutaciones descritas ante-
riormente, que se transmiten de forma autosémica dominante, se
han descrito polimorfismos en regiones no codificantes, que incre-
mentan la susceptibilidad para padecer EP (Lill et al, 2012). Uno de
los polimorfismos mas estudiado en poblacidn caucdsica es un di-
nucledtido de repeticién (REP1, D453481) alojado en el promotor
del gen SNCA, que favorece la sobreexpresién de ASN (Maragano-
re et al, 2006, Kay et al, 2008). Otra asociacién descrita con fre-
cuencia en caucdsicos corresponde a un polimorfismo de la regidn
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no traducida 3' (3'UTR), rs356219, (Mueller et al, 2005, Mata et al,
2010, Nalls et al, 2011). Probablemente induce a la sobreexpresién
de ASN (Sotiriou et al, 2009). Este polimorfismo se ha relacionado
con un comienzo mas temprano de la EP (Brockmann et al, 2013).

Algunos polimorfismos del gen LRRKZ también han mostrado un
aumento de susceptibilidad para padecer EP. Los que estdn mejor
caracterizados son p.R1628P y p.G2385R en poblacién asiatica
(Ross et al, 2008, Di Fonzo et al, 2006). Un estudio posterior hallé
asociacion con el polimorfismo p.G2385R y con los polimorfismos
p.-A419Vy p.M1646T en poblacidn asidtica. No se observd asocia-
cién con p.R1628P (Ross et al, 2011).

Elgen MAPT (microtubule-associated protein tau), localizado en
17q21.31(17:43971702-44105700) codifica la proteina tau, que
desempefa un papel determinante en la estabilizacion celular me-
diante su unidn a los microtdbulos (Abel et al, 1993). Se trata de
una proteina con 6 isoformas, de 352 a 441 aminoacidos (Goedert
et al, 1999). Debido a una inversién cromosdmica ancestral, este
gen se encuentra en un bloque en completo LD y presenta 2 haplo-
tipos H1 y H2, que no muestran ninglin dato de recombinacidn en-
tre s{ (Donnelly et al, 2010). Las alteraciones de esta proteina se
relacionan con diferentes enfermedades degenerativas como la
enfermedad de Alzheimer, la parélisis supranuclear progresiva, la
degeneracion corticobasal. En todas ellas hay inclusiones tau en la
histopatologia (Ballatore et al, 2007). En la enfermedad de Parkin-
son se han llevado a cabo multiples estudios de asociacién con va-
riantes genéticas en el bloque de LD del cromosoma 17 que,
ademds del gen MAPT, incluye el gen adyacente CRHR1 (codifican-
te para el receptor de la hormona liberadora de corticotropina). En
todos ellos se ha visto que el haplotipo H1 aumenta la predisposi-
cién a padecer EP (Nalls et al, 2011).
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iii. Fisiopatologia molecular de la enfermedad
de Parkinson

1. EL SISTEMA UBICUITINA PROTEASOMA Y EL ESTRES DEL RETiCULO
ENDOPLASMICO.

1.1 El proceso de ubicuitinacion proteica

Las protelnas son un componente bdsico de las células. Forman
parte de la estructura celular y en este caso permanecen sin cam-
bios durante un tiempo largo. Otras poseen un papel regulador, por
lo que supresencia es necesaria solamente durante un tiempo muy
corto. Una vez cumplida su funcidn se degradan. Por otro lado algu-
nas proteinas se sintetizan de forma defectuosa o sufren altera-
ciones por el concurso de factores externos. Por todo ello, es
necesario un sistema de reciclaje proteico extremadamente preci-
so y especifico que debe realizar las siguientes funciones (Bau-
meister et al, 1998):

1. mantenimiento de la estructura celular, sobre todo durante su
crecimiento y respuesta a estimulos externos.

2. eliminacidn de proteinas sintetizadas de forma defectuosa

3. eliminacidn de las proteinas mutadas o alteradas por la oxida-
cién o el calor.

4. eliminacién de proteinas reguladoras cuando ya no son necesa-
rias, como las ciclinas, los factores de transcripcién o los com-
ponentes de las vias de sefalizacion

5. capacidad para degradacidn y presentacidn antigénica

Uno de los principales mecanismos de degradacidn de prote(nas
es el sistema ubicuitina proteasoma (UPS). Desempefia esta fun-
cidn mediante proteasas contenidas en una estructura denominada
proteasoma (ver mds adelante). Los sustratos proteicos se unen
previamente a una cadena de poliubicuitina, que actia como mar-
cador de degradacidn. UPS no funciona Unicamente como basurero
celular (Hershko et al, 2000) sino que también interviene en funcio-
nes clave como el crecimiento y la diferenciacién celular, la regula-
cién de la transcripcion y la replicacidn del ADN, el ciclo celular, la
reparacidn del ADN, la embriogénesis, la sehalizacién del transpor-
te celular, la apoptosis, la endocitosis, la respuesta al estrés celu-
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lar, el transporte transmembrana o la presentacidn del antigeno (Di
Napoliy Wéjcik, 2007).

La produccidn de proteinas por minuto var{a segun la célula. En
las células Hela esta cifra es de 5 x 10°. La tercera parte de este
ndmero lo constituyen proteinas defectuosas (llamadas DRIP, por
defective ribosomal products), que se degradan inmediatamente.
Ademds UPS actua sobre las proteinas estructurales deterioradas
y las proteinas reguladoras de vida corta (Di Napoliy Wajcik, 2007).

Las prote(nas mal sintetizadas o defectuosas constituyen una im-
portante amenaza para la viabilidad de la célula. El sistema UPS no
es el Unico encargado de la degradacion de estas prote{nas. También
intervienen las chaperonas y la autofagia (ver mas adelante)

La ubicuitina es una proteina de 76 aminoacidos, con una masa
molecular de 8,5 Kd. El gen que codifica la prote(na precursora de
la ubicuitina, llamado UBC (ubiquitin C), se localiza en 12q24.3 (12:
125396192 -125399587). El precursor se transforma en ubicuiti-
na mediante la accidn de las enzimas desubicuitinadoras (DUB) (Ki-
mura y Tanaka, 2010). La ubicuitina se encuentra en todas las
células eucariotas, pero no en las procariotas (Hegde, 2004). Es
muy abundante en la célula donde supone del 0,1 al 5 % de todas
las proteinas (Kimura y Tanaka, 2010).

Una proteina que se va a degradar mediante UPS (sustrato) se
une de forma covalente a la ubicutina. La unidn se hace entre un
grupo ¢ amino de un residuo de lisina del sustrato a la glicina
(Gly76) del extremo C-terminal de la ubicuitina. A continuacidn, el
resto de lisina Lys48 de la primera molécula de ubicuitina se une a
Gly76 del extremo C-terminal de la siguiente molécula de ubicuiti-
na.Laaccidn serepite hasta formar una cadena de ubicuitina, gene-
ralmente de 4 moléculas. Si la ubicuitinacién es monomérica o la
cadena se forma mediante un resto de lisina que ocupe otra posi-
cion (6,11, 27, 29, 33,48y 63), el sustrato no se degrada (Pickart,
2000). La unidn a estos restos de lisina diferentes de Lys48 da lu-
gar a otras funciones (figura 8):

1. La unidn de uno o varios monémeros (en multiples restos de
lisina) de ubicuitina (monoubicuitinacién) sefala un cambio
conformacional en la proteina. Esta modificacidn proteica in-
terviene en al menos tres procesos celulares diferentes: la
regulacién de las histonas (la ubicuitinacion puede ser nece-



Figura 8. Diferentes
modalidades de
ubicuitinacidn
proteica: 1)
monoubicutinacién
(regulacién de
histonas, endocitosis
modificacién de
proteina Gag viral, 2)
ubicuitinacién en
lys63 (endocitosis y
reparacién de ADN),
3) ubicutinacién en
lys48 (sistema UPS);
4) ubicuitinacidn en
lys11 (posible funcidn
de senal).
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CADENAS DE UBICUITINA
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saria para la meiosis), la endocitosis y en los brotes de virus

en células infectadas modificando la proteina Gag (Hicke,

2001).

2. Las cadenas de ubicuitina unidas mediante el resto de lisina
en posicion 63 se relacionan con funciones como la endocito-
sis o la reparacién de ADN (Matiuhin y Glickman, 2007).

3. Las proteinas marcadas con ubicuitina mediante el resto de
lisina 11 entran en el proteasomay no se degradan. Es proba-

ble que la cadena de ubicuitina sirva en este caso como sefal
de algun tipo (Alberti et al, 2002).

OO

(]

W\,

La formacidn del complejo ubicuitina-sustrato esté regulada por
los enzimas E1, E2 y E3 (figura 9).

E1 (activadora de ubicuitina) esta codificada por un solo gen, que
produce dos isoformas, por traduccidn alternativa de los sitios de
iniciacion. La proteina pesa unos 105 Kd y reconoce la glicina
(Gly76) del extremo C-terminal de ubicuitina. La reaccién esta me-
diada por ATP, que se hidroliza en AMP y da lugar a un éster tiol de
ubicuitina (ubicuitina activada) (Hershko y Ciechanover, 1998). E1
tiene una sefal de localizacidn nuclear. Se encuentra en el ndcleo y
en otros compartimentos celulares, ademas del citoplasma (Han-
dley et al, 1991).



401 ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL DEL TEMA. REVISION BIBLIOGRAFICA

ATP
C:ADP+Pi

E2, enzimas conjugadoras o transportadoras de ubicuitina, trans-
fieren la ubicuitina activada, mediante otro enlace de éster tiol, de
E1 aE3, aunque en alglin caso transfieren la ubicuitina directamen-

Figura 9. Proceso de
ubicuitinizacién
proteica, con las
funciones de los
enzimas E1,E2y E3.
Explicacidn en el
texto (modificado de
Woelk et al, 2007)
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te al sustrato (Glickman y Ciechanover, 2002). Habitualmente es-
tan en el citoplasma (Weissman, 2001).

La E3, o ligasa de ubicuitina, une la ubicuitina activada al sustra-
to. Si se precisa una cadena de poliubicuitina, sucesivos mondme-
ros se van uniendo al resto de lisina correspondiente del
mondmero anterior, siguiendo la ruta enzimatica descrita (Glick-
man y Ciechanover, 2002). En algunos casos la proteina que catali-
zalaunidn de varias cadenas de ubicuitina es diferente ala E3. Este
grupo de proteinas se denominan E4 (Koegl et al, 1999). La ubicui-
tina se libera antes de entrar en el proteasoma y se monomeriza
mediante las DUB (Glickman y Ciechanover, 2002).

E3 pueden ser prote(nas unicas o complejos proteicos. Las pri-
meras, a su vez, se dividen en HECT (homologous to the EGAP car-
boxyl terminus) y RING (really interesting new gene). Pueden
transportar la cadena de ubicuitina al sustrato o unirse a ambos y
facilitar la unidn (Glickman y Ciechanover, 2002)

Dentrode los complejos E3, uno de los mejor caracterizados es el
grupo SCF (SKP1-culina-proteina FBox), que ubicuitina IkBa (nu-
clear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells in-
hibitor, alpha), 1kBR, ciclina E, p27 y otras proteinas que
intervienen en la regulacion del ciclo celular (Nakayama y Nakaya-
ma, 2005). Esta proteina se ha mostrado que disminuye en la parte
compacta de la sustancia negra (SNpc) de los pacientes con EP
(Griinblatt et al, 2004). Este fenémeno podria explicar la suscepti-
bilidad de la SNpc a diferentes tipos de estrés como el metabolis-
mo del hierro, el metabolismo de la dopamina, la acumulacién de
proteinas, la inhibicién del proteasoma (Griinblatt et al, 2004). Se
ha disefado un modelo murino de EP mediante el silenciamiento
del gen SKP1A (Fishman-Jacob et al, 2009)

Existenunas 25-30 E2 y unas 1000 E3. La combinacién de ambas
enzimas puede ser especificas para cada uno de los genes del ge-
noma (Hegde et al, 2004).

1.2 El proteasoma
El proteasoma es un conjunto de complejos proteoliticos multiméri-
cos celulares. En la célula puede existir en forma de 20S y de 26S. El
20s es la parte catalitica del complejo (Hegde y Upadhya, 2011). Se
une a diferentes reguladores. El mds importante es el 19 S 0 P700,
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Nomenclatura en mamiferos de las subunidades del proteasoma 20S

Subunidad Mamiferos Subunidad Mamiferos
oy PSMAG Ch PSMB6
a5 PSMA2 B> PSMB7
o5 PSMA4 Ry PSMB3
Oy PSMA7 Ry PSMB2
O PSMAS Re PSMB4
Og PSMA1 Rg PSMB1
ay PSMA3 e PSMB4

con el que forma el proteasoma 265 (figura 10). Otros complejosre-  Tabla 6.
guladores son el PA28a/13 (0 11S), PA28y 0 PA200 (Cook y Petruce-  Nomenclatura en
i, 2009). Ademas de la funcidn catalitica, tanto los proteasomas  mamiferos de las
20S (Petit et al 1997) como los 26S tienen actividad ARNasa (Ku-  subunidades del
lichkova et al, 2010), que se regula especificamente durante la dife-  proteasoma
renciacion celular y la apoptosis (Konstantinova et al, 2008).
El proteasoma constituye el 1 % del total de las proteinas de la
célula. Su concentracion varia segun la actividad metabélica pro-
teica dela célula. Se localizan en el citoplasma y en el ndcleo funda-
mentalmente, aunque en menor medida también en el
citoesqueleto y en el reticulo endoplasmico (Coux et al, 1996).
Elproteasoma 20S es una estructura proteica que tiene forma de
barril de 14,8 nm de longitud y 1,3 nm de didmetro (Amici y Eleute-
ri, 2007). Esta constituido por 28 subunidades a.y B dispuestas en
4 anillos de 7 unidades cada uno ordenados como a-3-[5-a. En las
células eucariotas cada una de las 7 unidades a o [s es diferente y
estd codificada por un gen especifico. Las subunidades a se nume-
rande al aa”.Las subunidades 3 también se numeran de 31 a 7.
En los mamiferos el proteasoma por accién del interferdn y se
transforma en inmunoproteasoma, que interviene en el procesado
del antigeno. En estos casos las subunidades 81,32 y 85 se ven re-
emplazadas por B1i, 32iy [55i. Las subunidades a también se deno-
minan PSMA (proteasome subunit alpha-type), seguidas del
correspondiente nimero del 1 al 7, que no coincide con el de a. Las
subunidades 8 también se denominan PSMB (proteasome subunit
betatype) (tabla 6). Los genes que codifican estas proteinas tienen
su mismo nombre (Sorokin et al, 2009).
La estructura de 4 anillos del proteasoma 20S permite la forma-
cién de 3 camaras: 2 antecdmaras que limitan una camara central



Figura 10. Estructura
del proteasoma de
265, formado por el
complejo core de
205, con 2 anillos
internos By 2
externos a, y el
complejo regulador
195, asuvez
compuesto de base y
cubierta
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formada por los 2 anilos 3, donde se localiza la parte catalitica de
la estructura (Coux et al, 1996). Los extremos del proteasoma,
constituidos por los anillos o, forman un canal central muy estre-
choy limitado por las terminaciones N de las 7 subunidades a (Groll
et al, 2000).

La parte catalitica del proteasoma es una proteasa de treonina,
situada en el extremo N-terminal de la subunidad B (Léwe et al,
1995). El antibidtico lactacistina inhibe el proteasoma uniéndose a
la treonina del N terminal R (Imajoh-Ohmi et al, 1995).

En el proteasoma 20S se han descrito tres clases de actividades:
1) actividad parecida a la quimotripsina (ChT-L), que lisa los resi-
duos hidrofdbicos, 2) actividad parecida a la tripsina ((T-L), que lisa
los residuos basicos, y 3) actividad hidrolizadora de los péptidos
peptidilglutamina (PGPH) o actividad parecida a la caspasa, que li-
salos residuos acidicos Estas actividades se han atribuido respec-
tivamente aR1, 32y B5 (Amiciy Eleuteri, 2007). En el proteasoma
de los mamiferos se han descrito 2 actividades adicionales, prefe-
rentemente sobre aminodcidos ramificados (BrAAP) y sobre pe-
quefnos aminodcidos neutros (SNAAP) (Orlowski et al, 1993). La
parte catalitica rompe las proteinas en péptidos de 3 a 32 aminoé-
cidos (Kisselev et al, 1998).

Las poblaciones de 20S existen de forma independiente del pro-
teasoma 265. Se localizan en el citoplasma y en el nidcleo. Degra-
dan algunas proteinas (de vida corta, mutadas, defectuosas)
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independientemente de la ubicuitina y del ATP (Sorokin et al,
2009). En el ndcleo el proteasoma 20S regula el catabolismo de las
histonas (Ullrich y Grune, 2001).

19S es el principal complejo regulador. Se une al proteasoma
20S, formando el proteasoma 26S, del que existen 2 isoformas,
RP1CP y RP2CP, segin 19S se una a uno o a ambos extremos del
proteasoma 20S (Brooks et al, 2000). El complejo 195 es clave pa-
ra el reconocimiento selectivo del sustrato unido a la ubicuitina y
su posterior transporte al proteasoma 20S (Wdjcik y de Martino,
2007).

La estructurade 195 contiene unas 17 subunidades, que se agru-
pan en dos divisiones llamadas base y cubierta. La base consta 6
unidades ATPasa (pertenecientes a las AAA, ATPasas asociadas
con actividades celulares diversas), denominadas Rpt (regulatory
particle tripleA-ATPasa), numeradas del 1 al 6. En los mamiferos,
estas subunidades se nombran como PSMC (proteasome 265 su-
bunit ATPase). Se numeran del 1 al 6, pero estos nimeros no coin-
ciden con los asignados a Rpt (Sorokin et al, 2009). Las 6
subunidades PSMC se colocan en forma de anillo alrededor de las
subunidades no ATPasicas Rpn (requlatory particle non-ATPase) 1
y 2 (Da Fonseca y Morris, 2008, Rosenzweig et al, 2008), denomi-
nadas en los mamiferos PSMD (proteasome 265 subunit non-AT-
Pase) 2 y 1 (en este caso tampoco coinciden los ndmeros) (ver
figura 10). Rpn10 (PSMD4) ejerce de intermediario entre la base y
la cubierta (Riedinger et al, 2004). Estas tres unidades no ATP4&si-
cas (PSMD) de la base contienen los dominios KEKE (Realini et al,
1994) y LRR (Lupas et al, 1999), que estén implicados en la unién
prote(na-proteina.

La cubierta esta formada por otras 8 unidades, todas ellas no AT-
Pésicas: PSMD3 (Rpn), PSMD12 (Rpn5), PSMD11 (Rpn6), PSMD6
(Rpn7), PSMD7 (Rpn8), PSMD13 (Rpn9), PSMD14 (Rpnll) y
PSMD8 (Rpn12). Otras subunidades, como PSMD10, PSMD11 o
SHFM1 se pueden unir al proteasoma en determinadas circunstan-
cias (Sorokin et al, 2009) (tabla 7). Las subunidades de la cubierta
comparten una secuencia de unos 200 aminodacidos llamada domi-
nio PCl (proteasome, COP9, iniciation factor 3) (Hofmann y Bucher,
1998). Ademads tienen un dominio, de 120 aminoacidos, llamado
MPN (Mprlp/Padlp N-terminus), importante para la funcion de
PSMD7 y PSMD14 (Glickman y Ciechanover, 2002).
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Nomenclatura en levaduras y en mamiferos de las subunidades del proteasoma 19S

Levaduras Mamiferos Levaduras Mamiferos
Rptl PSM(C2 Rpnl PSMD2
Rpt2 PSMC1 Rpn2 PSMD1
Rpt3 PSMC4 Rpn3 PSMD3
Rpt4 PSMC6 Rpn4
Rpt5 PSMC3 Rpn5 PSMD12
Rpt6 PSMC5 Rpn6 PSMDI11
Rpn7 PSMD6
Rpn8 PSMD7
Rpn9 PSMD13
Rpnl0 PSMD4
Rpnll PSMD14
Rpnl2 PSMD8
Rpnl3
Rpnl5 SHFM1
S5b PSMD5
p28 PSMD10
p27 PSMD9
Tabla 7. El acoplamiento entre el complejo regulador 19S5 y el proteaso-
Nomenclatura en ma 20S depende de ATP. Las subunidades de labase PSMD2 (Rpn1)
levaduras y en y PSMD1 (Rpn2) se unen al anillo . (da Fonseca y Morris, 2008). En
mamiferos de las la célula hay un equilibrio dindmico entre los proteasomas 20S 'y
subunidades del 265 (Hendil y Hartmann-Petersen, 2004)
proteasoma 195. El complejo regulador 19S actiia como intermediario entre el

sustrato proteico ubicuitinizado y el complejo proteolitico 20S.
Sus funciones son las siguientes:

1. reconocimiento de la ubicuitina, mediante PSMD4 (Rpn10)
principalmente, a través del motivo LALAL (Riedinger et al,
2010).

2. unidén al sustrato, a cargo las subunidades de la base, que
ademas retienen el sustrato en el proteasoma para su poste-
rior desdoblamiento y correcta orientaciéon, de forma que
pueda entrar en el proteasoma 20S (Braun et al, 1999)

3. desdoblamiento y translocacidn del sustrato, para esto es
necesaria la hidrdlisis del ATP, que realizan las subunidades
PSMC (Rpt) (Lee Cet al, 2001)
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4. desubicutinacidn, la cadena de ubicuitina se libera del sus-
trato antes de entrar en el proteasoma 20S. El primer paso se
realiza a través de PSMD14 (Rpnl1), que necesita el concur-
so del ion Zn*2 (Yao y Cohen, 2002). Después intervienen
otras DUB que se unen al proteasoma, rompen el enlace con
el sustratoy dividen la cadena de polibicuitina en mondémeros
listos para reutilizar (Amerik y Hochstrasser, 2004)

Las DUB rompen las moléculas de ubicuitina en el extremo C-ter-
minal del dltimo resto de glicina en la posicién Gly76 (Oh et al,
2007). Permiten mantener una cantidad adecuada de moléculas de
ubicutina para que pueda ejercer sus funciones bioldgicas (Amerik
y Hochstrasser, 2004).

Ademas del complejo regulador 195, existen otras proteinas que
pueden unirse al proteasoma 20S y modificar su actividad. Las mas
importantes son la familia PA28 o, Ry y (11SREG @, B yvy) y la pro-
tefna P200. Ambas son independientes del ATP y permiten la hidré-
lisis de pequefios péptidos (Dubiel et al, 1992, lwanczyk et al,
2006). PA28a.y B se han relacionado con la presentacién antigéni-
ca (Rechsteiner et al, 2000). Se han descrito proteasomas hibridos
con 20S unido a 19S5 enun extremo y a P28 en el opuesto (Tanahas-
hiet al, 2000). P200 parece que también desempena un papel en la
reparacion del ADN (Ustrell et al, 2002).

Algunas subunidades del proteasoma modifican su actividad al
fosforilarse mediante la cinasa A de proteina (PKA). Este proceso,
que afecta a PSMA2 (a2), PSMA4 (a.3), PSMAG (al), PSMB3 (23),
PSMB4 37 y PSMB7 (32), incrementa la actividad parecida a la qui-
motripsinay parecida a la caspasa (Zong et al, 2006). En el caso de
PSMAZ2 (a.2) la fosforilacién es necesaria para que el proteasoma
se localice en el nicleo (Benedict et al, 1995).

Por tanto, para que ocurra una degradacion proteica a través de
UPS, es necesario que se verifique la union del sustrato a una cade-
na de poliubicuitina. El complejo regulador 195 del proteasomare-
conoce al sustrato unido al marcador, desdobla la proteina y la
transfiere a la cdmara proteolitica del proteasoma 20S (figura 11).
Antes de que esto Ultimo suceda la ubicuitina se desprende del
sustrato mediante las DUB. En general, este proceso sirve para de-
gradar las prote(nas en péptidos cortos. En algunos casos, sin em-
bargo, el producto resultante es la forma activa de la proteina,
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Figura 11. Proceso como ocurre con la familia de factores de transcripcidn NF-xB. Las
de unién delsustrato  formas activas de estas proteinas se producen tras la accidn del
a la cubierta del sistema ubicutina proteasoma sobre sus precursores (Coux y Gold-
proteasoma 265, berg, 1998).
con monomerizacion
de la ubicuitinay
entrada y posterior 1.3 Estrés proteico y formacion de agresomas
degradacién del Las prote(nas se secretanen el reticulo endoplasmico rugoso por la
sustrato (modificado ~ accién de multiples ribosomas. Recién formadas, las protei{nas no
de http://info. tienen estructura secundaria. Se pliegan con la ayuda de las chape-
agscientificcom/adv  ronas, sobre todo de la familia Hsp70 (heat shock protein) y Hsp90,
ancing-biochemical- que, entre otras funciones, impiden su agregacion evitando la ex-
research/) posicion de superficies hidrofébicas o restos de cisteina no parea-

dos de las cadenas proteicas. Algunas modificaciones de las
cadenas polipeptidicas, como la N-glicosilacién o la formacién
transitoria de puentes disulfuro, facilitan el plegamiento proteico.
Las proteinas plegadas adecuadamente se transfieren al aparato
de Golgi, donde contindan su maduracién. Las proteinas mal plega-
das se quedan retenidas durante un tiempo en el reticulo endoplas-
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mico, donde continuara la accidn de las chaperonas. En caso de que
estas no consigan su objetivo, la cadena mal plegada se transporta
al citoplasma (retrotransposicién), donde se degrada mediante
UPS (revisado por Benyair et al, 2011).

Cuando en el reticulo endopldsmico hay un exceso de proteinas
mal plegadas, defectuosas, mutadas o agregadas se produce el lla-
mado estrés del reticulo endoplasmico. Las causas son diversas:
envejecimiento celular, alteraciones del metabolismo del calcio, in-
fecciones virales, mutaciones, déficit de glucosa o hipoxia. Para
evitar el colapso del sistema, se pone en marcha la respuesta a las
proteinas mal plegadas (UPR, unfolded protein response) que con-
siste en: 1) incremento de la retrotransposicidn al citoplasma para
que UPS actue sobre las proteinas defectuosas, 2) aumento de la
actividad de las chaperonas, buscando una mejor{a del plegamien-
to proteico, y 3) disminucién de la traduccién proteica (revisado
por Chakrabarti et al, 2011).

En caso de que la UPR no sea suficiente para mantener la viabili-
dad celular pueden ocurrir 3 fenémenos: 1) induccidn de autofagia
(Bernales et al, 2006) 2) formacién de agresomas (ver a continua-
cién), 3) activacién de proteinas apoptéticas que dan lugar a la
muerte celular (Shore et al, 2011) (figura 12)

Los agresomas estan formados por inclusiones proteicas que se
localizan en el centro organizador de los microtibulos (o centroso-
ma en las células animales). Se forman mediante el transporte re-
trégado de los agregados proteicos a través de los microttibulos
hasta el centrosoma (Johnston et al, 1998). En células Hel a la inhi-
bicion del proteasoma da lugar a la formacién de agresomas (Woj-
cik et al, 1996). Por otro lado, la despolimerizacién de los
microtibulos frena la formacién del agresoma (Johnston et al,
1998, Garc{a Mata et al, 1999). El agresoma esta compuesto entre
otras estructuras por chaperonas, fragmentos de proteasoma, fila-
mentos intermedios tipo lll, especialmente la prote(na acidica fi-
brilar glial (GFAP) y la vimentina. Esta dltima forma una capa
externa que rodea al resto de la estructura (Thibodeau et al, 2007).
Los agresomas ejercen un efecto protector sobre la célula, aislan-
do agregados proteicos que de otra manera resultar{an toxicos.
Una vez formado el agresoma puede persistir en la célula o degra-
darse, probablemente por mecanismos de autofagia (Janen et al,
2010).
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1.4 Agregacion proteica, sistema ubicutina proteasomay

enfermedad de Parkinson
Los sistemas de control de calidad de las proteinas son especial-
mente activos en el sistema nervioso central. Las neuronas solo
pueden obtener energia mediante el ciclo de Krebs. La presencia de
oxigeno da lugar a metabolitos que oxidan neurotransmisores y a
un aumento de radicales libres. Esta situacién puede incrementar
la cantidad de prote(nas dafnadas. Para evitar dafio celular actta el
sistema de degradacidn de proteinas. El funcionamiento correcto
de este sistema es ademas necesario para mantener las neuronas
estructuralmente viables (Keller et al, 2004).

En la EP se han observado agregados proteicos sobre todo de
ASN. Estos agregados ocurren bien por alteraciones del gen SNCA
(mutaciones, duplicaciones o triplicaciones), bien por modificacio-
nes de la proteina por otras causas. En la EP esporadica se desco-
noce por qué la ASN se agrega. La ASN no se degrada
habitualmente mediante el sistema UPS (Shimura et al, 2001). El
exceso de ASN interacciona con la cubierta 19S y altera la funcidn



50 1 ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL DEL TEMA. REVISION BIBLIOGRAFICA

del proteasoma 2685, en concreto de la subunidad PSMC3 (Rpt5)
(Snyder et al, 2003).

En las mutaciones de parkina se han constatado acumulaciones
de algunos de sus sustratos como GPR37 (Pael-R) (Imai et al,
2001), CDCrel (Choi et al, 2003), ciclina E (Staropoli et al, 2003),
AIMP2 (p38) (Ko et al, 2005) o FUBP1 (Ko et al, 2006). Estos acu-
mulos ocurren en otras células ademds de las neuronas dopaminér-
gicas. Dado que solo estas Ultimas degeneran, deben existir otros
factores coadyuvantes. AIMP2 (p38) también se ha hallado en acu-
mulos en cerebros de pacientes con EP idiopatica (Ko et al, 2005).
La parkina ejerce un importante efecto protector celular ante di-
versas agresiones como en la disfuncién del proteasoma (Tsai et al,
2003), el exceso de ASN (Petrucelliet al, 2002) o la excitotoxicidad
inducida por el kainato (Starlopoli et al, 2003)

Otra proteina que se agrega en la EP es la sinfilina 1. Forma par-
te de los cuerpos de Lewy y puede formar inclusiones por s{ misma
en su forma ubicuitinada. Se une tanto a la parkina como a la ASN
(Eyal y Engelender, 2006). También interacciona con el proteaso-
ma, en concreto con la subunidad PSMC4 (Rpt3) (Marx et al, 2007)

Los agregados proteicos mas caracteristicos de las neuronas de
los pacientes con EP son los cuerpos de Lewy. No se han observa-
do en los casos de mutacion de PARKZ y en algunos pacientes con
mutacién de LRRKZ. Se han descrito en cerebros de ancianos sin
enfermedades degenerativas. Se trata de unas estructuras eosino-
filicas de 8-30 pm de didmetro formadas por material granular que
se dispone centralmente y una capa externa formada por filamen-
tos en forma radial. Aunque el componente principal de los cuerpos
de Lewy es la ASN, estan formados por otras muchas proteinas:
neurofilamentos, ubicuitina, sinfilina 1, torsina A, enzimas ubicuiti-
nadorasy desubicuitinadoras, proteinas ubicutinadas, proteinas de
golpe de calor (sobre todo Hsp70 y Hsp90) o fragmentos de prote-
asoma (Olanow et al, 2004). Algunas de las proteinas que compo-
nen estas estructuras forman parte del sistema de regulacién
proteico de la neurona. En la actualidad se cree que los cuerpos de
Lewy desempenan el papel de agresomas. De este modo secues-
trarian los agregados proteicos neurotdxicos y los aislar{an del am-
biente celular. Los cuerpos de Lewy muestran tincion positiva para
tubulina-y y pericentrina, ambos marcadores especificos de los
agresomas (Olanow et al, 2004).
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La agregacidn proteica en la EP puede deberse a diferentes me-
canismos. Se han considerado la disfuncién mitocondrial, el estrés
oxidativo, la inflamacidn, la excitotoxicidad y las alteraciones del
proteasoma (McNaught et al, 2006).

El papel del proteasoma en la EP se ha investigado exhaustiva-
mente por el grupo de McNaught. Inicialmente mostraron disminu-
cion de la actividad hidrolizadora del proteasoma en
homogeneizado de sustancia negra de 10 pacientes con diagndsti-
co histopatoldgico de EP respecto a 7 controles sin la enfermedad
(McNaught et al, 2001). Este hallazgo se confirmd poco después y
se describi6 que en dreas del cerebro que no degeneraban la activi-
dad del proteasoma era mayor que en condiciones normales (Furu-
kawa et al, 2002). En cultivos celulares de neuronas de
mesencéfalo ventral de rata incubadas con lactacistina, un inhibi-
dor del proteasoma, se observo pérdida de células dopaminérgicas
y alteraciones morfoldgicas en las supervivientes, con disminucién
de la captacidn de dopamina. También se describid la formacidn de
cuerpos de inclusién con ASN y fragmentos de ubicuitina
(McNaught et al, 2002a).

A continuacion se disend un modelo de EP. Consistié en adminis-
trar de forma local lactacistina en el estriado de ratas. Se compro-
bé toxicidad selectiva para las neuronas dopaminérgicas
estriatales, con apoptosis retrdgrada en la sustancia negra
(McNaught et al, 2002b). En un modelo posterior (McNaught et al,
2004) administraron epoxomicina, un inhibidor natural del protea-
soma, de forma sistémica a un grupo de ratas. Al cabo de 1 0 2 se-
manas, los animales desarrollaron un sindrome bradicinético rigido
con temblor y alteraciones posturales que mejoraba con apomorfi-
na o con levodopa. La histopatologia mostré agregados intracito-
plasméticos eosinofilicos de ASN y ubicuitina y degeneracidn
neuronal en la sustancia negra, locus coeruleus, nicleo motor dor-
sal del vago y nucleo basal de Meynert. También mostraron que la
actividad enzimatica del proteasoma estaba disminuida en la sus-
tancia negray en la parte inferior del tronco cerebral (en la regidén
del locus coeruleus y el nticleo dorsal motor del vago), pero se en-
contraba incrementada en areas que no degeneraban.

La contundencia de estos estudios parec{a abrir una nueva via de
investigacion sobre la etiopatogenia de al menos parte de la EP. Sin
embargo, los resultados de los trabajos que trataron de reproducir



521 ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL DEL TEMA. REVISION BIBLIOGRAFICA

Réplicas a los estudios de McNaught et al
sobre el proteasoma en la patogenia de la EP

Autores Resultado
Fornai et al, 2003 Positivo
Miwa et al, 2005 Positivo
Bové et al, 2006 Negativo

Kordower et al, 2006 Negativo
Mannig-Bog et al, 2006  Negativo
Schapira et al, 2006 Parcial
Zeng et al, 2006 Parcial

el modelo de McNaught han sido muy desiguales (tabla 8). Solo 2
estudios han mostrado resultados similares (Fornai et al, 2003, Mi-
wa et al, 2005). Otros 2 trabajos solo han conseguido reproducir
parcialmente los resultados de McNaught (Zeng et al, 2006, Scha-
pira et al, 2006) Sin embargo, otros experimentos con un disefo si-
milar no mostraron resultado alguno (Bové et al, 2006, Kordower et
al, 2006, Manning-Bog et al, 2006).

El grupo de McNaught tratd de analizar las causas de estas dife-
rencias experimentales, argumentando: 1) variacién en las propie-
dades del inhibidor del proteasoma aplicado, incluso en diferentes
lotes del mismo fabricante, 2) factores ambientales (dieta, exposi-
cién a agentes microbianos, temperatura, humedad, estrés), 3) di-
ferencias en dosis y biodisponibilidad cerebral del inhibidor. En el
mismo art{culo mostraron los resultados de un trabajo similar en
ratas a las que administraron PSI, otro inhibidor del proteasoma.
Los resultados fueron superponibles al anterior estudio. Incluso
anadieron un estudio histopatoldgico con microscopia electrdnica,
en la que observaron cuerpos de inclusién y vértices membranosos
reactivos para ASN y ubicuitina (McNaught et al, 2006). Posterior-
mente los propios autores corrigieron estos ultimos hallazgos, que
hab{an interpretado erréneamente por causas técnicas (McNaught
y Olanow, 2009).

Desde esta controversia los avances en esta linea de investiga-
cién han sido menores. No obstante se han publicado algunos resul-
tados resenables. As{, un modelo de ratdn defectivo para el gen del
componente de 195 PSMCI en las neuronas de la sustancia negra
y del telencéfalo mostrd inclusiones parecidas a los cuerpos de
Lewy ricas en ubicuitina, ASN y componentes de la mitocondria

Tabla 8. Réplica a los
estudios de
McNaught et al sobre
en proteasoma en la
patogenia de la EP
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(Bedford et al, 2008). En otro trabajo, a un grupo de ratones
C57BL/6 se les inyectd en el fasciculo telencefalico medial un inhi-
bidor del proteasoma, que podia ser lactacistina, PSI o MG-32. Los
resultados fueron similares a la histopatologia y la clinica de la EP:
1) degeneracién de las neuronas dopaminérgicas de la parte com-
pacta de la sustancia negra, en mucha mayor cuantia que las del
area tegmental ventral, 2) acumulacidn de proteinas en las neuro-
nas dopaminérgicas de la sustancia negra (SNpc), entre ellas ASN,
3) reaccidn glial y acumulacidn de hierro, 4) alteraciones motoras
que responden a agonistas (Xie et al, 2010). El mismo grupo mos-
tré posteriormente en un modelo in vitro de células dopaminérgi-
cas tratadas con lactacistina que la destruccidn del proteasoma
daba lugar muerte celular probablemente mediada por alteracio-
nes en el metabolismo del hierro (Li XP et al, 2012).

2. LA MITOCONDRIA Y EL ESTRES OXIDATIVO EN LA ENFERMEDAD DE
PARKINSON

La principal funcidn de la mitocondria es la realizacién del ciclo de
Krebsy la generacién de ATP, mediante la cadena respiratoria. Ade-
mas desempefa un papel clave en la apoptosis celular y en la regu-
lacién de calcio citoplasmatico y de la propia mitocondria. (de
Castro et al, 2011). El calcio es necesario para la activacion de al
menos 3 enzimas del ciclo de Krebs, las deshidrogenasas de piruva-
to, cetoglutarato e isocitrato (McCormack et al, 1990).

Las neuronas dependen casi exclusivamente del ciclo de Krebs
para obtener energia, por tanto poseen un gran nimero de mito-
condrias. Las mitocondrias se forman en el cuerpo neuronal y de ah
se transportan al axon. Las que estan deterioradas vuelven al axon
para su degradacién mediante autofagia. Las terminales sinadpticas
poseen una alta actividad energética y un constante movimiento de
calcio, funciones ambas que realiza la mitocondria. (de Castro et al,
2011)

El primer indicio de relacién entre la EP y la mitocondria se ob-
servo con el descubrimiento del MPTP. Esta molécula se transfor-
ma en MPP+ en el sistema nervioso mediante la gl{a. MPP+ alcanza
las neuronas dopaminérgicas a través del transportador de dopa-
mina (DAT), e inhibe el transporte de electrones uniéndose al com-
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plejo | de la mitocondria (Langston et al, 1983, Ballard et al, 1985).
Posteriormente se describié que en los pacientes con EP la activi-
dad de este complejo | mitocondrial estd disminuida en las neuro-
nas de la sustancia negra, linfocitos y en las plaquetas (Schapira et
al, 1990). La sustancia negra posee una actividad metabdlica alta,
lo que implica un gran consumo de ox{geno. Esto da lugar a la pro-
duccién de sustancias oxidantes como el perdxido de hidrégeno
(H,0,)y los radicales superdxido (O,"). El coenzima Q10, en concre-
to su forma reducida ubicuinona, forma parte de la membrana de la
mitocondria y actia como antioxidante. El citocromo c, que forma
parte del complejo IV de la membrana mitocondrial ejerce un papel
similar. La mitocondria dahada puede, por tanto, producir un incre-
mento de radicales oxidados y el consiguiente deterioro celular
(Bogaerts et al, 2008). Por otro lado, la propia edad incrementa el
estrés oxidativo en la sustancia negra y disminuye la actividad an-
tioxidante (Venkateshappa et al, 2012). Las neuronas de la sustan-
cia negra de los pacientes con EP han mostrado un aumento
significativo de deterioro del ADN mitocondrial (ADNmt), respecto
a controles sanos (Bender et al, 2006).

Ademas del MPTP, otras toxinas como la rotenona o el paraquat
provocan parkinsonismo uniéndose a prote(nas de la mitocondria,
especialmente al complejo | (McCormack et al, 2003, Sherer et al,
2003). Es posible, sin embargo, que estos tdxicos produzcan dege-
neracion neuronal mediante algin otro mecanismo adn desconoci-
do Se sabe que los ratones defectivos para el gen Ndufs4 (NADH
dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 4, mitochondrial),
que codifica una prote(na necesaria para la integridad del comple-
jo |, no estan protegidos contra el efecto de estas sustancias (Choi
et al, 2008)

Se ha mostrado que las neuronas que degeneran en la EP presen-
tan actividad marcapasos por la presencia de canales de calcio tipo
L. Estas neuronas requieren una gran actividad metabdlica, lo que
podr{a explicar la vulnerabilidad selectiva por estrés oxidativo y el
consecuente dafio mitocondrial. Ademds la mitocondria desempefa
un importante papel en la homeostasis del calcio intracelular, por lo
que cualquier alteracion en su integridad romperia el equilibrio de
este ion, incrementando el dano neuronal (Surmeier et al, 2011)

El descubrimiento de las formas monogénicas de la enfermedad
ha renovado el interés por la relacidn entre la mitocondria y la EP.
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Ya se ha indicado que algunas de las protelnas mutadas, como
LRRKZ, parkina, DJ1 o PINK1, se localizan en la mitocondria. Esta
ultima regula algunas actividades mitocondriales. También se ha
tratado el fendmeno de la mitofagia en el que intervienen las pro-
te(nas parkina y PINK1. También se ha mencionado la mutacidn del
gen HTRAZ, identificado con PARK13, que codifica una proteina
mitocondrial relacionada con la apoptosis.

De forma poco frecuente se ha descrito la presencia de parkinso-
nismo con respuesta a la dopa en algunas enfermedades mitocon-
driales: MELAS (mitochondrial encephalopathy with lactic
acidosis and stroke-like episodes) (De Coo et al, 1999), enferme-
dad de Leber (Nikoskelainen et al, 1995) y MERRF (myoclonic epi-
lepsy with ragged red fibers) (Horvarth et al, 2007).

El gen POLGI (polymerase DNA gamma), situado en el locus
15g26.1 (15: 89859536 - 89878026) interviene en la replicacion
del ADN mitocondrial (Chan y Copeland, 2009). Algunas mutacio-
nes de este gen provocan una enfermedad mitocondrial que puede
cursar con ataxia, neuropat(a, epilepsia, oftalmoplejia progresiva o
parkinsonismo, ademas de hipogonadismo o insuficiencia hepatica
aguda inducida por valproato (Horvath et al, 2006). El ocasiones el
parkinsonismo puede dominar el cuadro clinico. La histopatologia
confirma la pérdida neuronal en la sustancia negra, sin la presencia
de cuerpos de Lewy. La edad de comienzo suele ser alrededor de
los 50 y el modo de herencia es en general autosémica dominante
(Mancuso et al, 2004).

3. LA VIA LISOSOMAL Y LA ENFERMEDAD DE PARKINSON

La autofagia es un mecanismo de degradacién proteico mediado
por lisosomas. Degrada proteinas de origen extracelular e intrace-
lular, contenido masivo citoplasmatico y organelas dafadas. Se
puede dividir en (revisado por Lee et al, 2012) (figura 13):

1. Macroautofagia (o autofagia): se forman unas vesiculas de
doble membrana llamadas autofagosomas o vacuolas auto-
fagicas, que engloban la materia que se va a degradar. Poste-
riormente se unen mediante su membrana externa a los
lisosomas, formando los autolisosomas, para la degradacidn
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de su contenido en un medio acido. En este proceso intervie-
nen mas de 30 proteinas Atg (autophagy related).

2.Microautofagia: los lisosomas engloban directamente al sus-
trato proteico en el citoplasma sin la intervencién de autofa-
gosomas.

3. Autofagia mediada por chaperonas (CMA): las chaperonas,
sobre todo Hcs70, se unen a proteinas que contengan el mo-
tivo KFERQ o similar. El complejo formado se una al receptor
LAMP A2 (lysosome associated membrane protein A2), en
los lisosomas, que internalizan este complejo y lo degradan.
Este subtipo de autofagia solo afecta a proteinas (no organe-
las) y es mucho mas selectivo que los anteriores. Las prote(-
nas a las que afecta esta modalidad de degradacion
representan el 30 % de todas las citoplasmaticas, incluyendo
la mayoria de las sintetasas de aminoacil ARMt (Dice, 2007).

En los dltimos afos se ha mostrado que alteraciones de la auto-
fagia pueden contribuir, al menos parcialmente, a la patogenia de la
EP. La ASN se degrada mediante autofagia y CMA (Webb et al,
2003, Vogiatzi et al, 2008). También se ha observado que la sobre-
expresion de Beclin 1 (o Atgb), una proteina que interviene en el

Figura13.Las
diferentes
modalidades de
autofagia: 1)
macroautofagia: se
forman vesiculas,
autofagosomas, que
engloban el material
que se va a degradar.
Se fusionan con los
lisosomas, formando
los autolisosomas, 2)
microautofagia: el
propio lisosoma se
encarga de fagocitar
material de desecho,
3) CMA: mediante el
receptor LAMP2Ay
con la colaboracidn
de las chaperonas se
captan algunos
sustratos proteicos
(modificado de
Cheung et al, 2009)
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proceso de macroautofagia, disminuye la agregaciéon de ASN
(Spencer et al, 2009). Por el contrario, la inhibicién de CMA favore-
ce las formas insolubles de ASN (Vogiatzi et al, 2008). La sobreex-
presion de ASN mutada inhibe la CMA (Xilouri et al, 2009). La
sobreexpresién de PINK 1 incrementa la autofagia (Michiorri et al,
2010). La mutacién p.G2019S de LRRK2 aumenta las vacuolas au-
tofagicas (Plowey et al, 2008). En cerebros de pacientes con EP hay
acumulacion de autofagosomas (Mizushima et al, 2008). Los cuer-
pos de Lewy pueden degradarse mediante autofagia (Fortun et al,
2003)

Ya se ha tratado la mayor susceptibilidad que presentan los por-
tadores heterocigotos de mutaciones en el gen GBA, relacionado
con alteraciones lisosomales para padecer enfermedad de Parkin-
son. Recientemente se ha sugerido que polimorfismos del gen
SCARBZ (scavenger receptor class B, member 2) podrian consti-
tuir un factor de riesgo para la EP. SCARBZ2 (localizado en 4g21.1)
codifica LIMP2 (lysosomal integral membrane protein 2), una pro-
tefna transmembrana ubicua, con fuerte presencia en los endoso-
mas y lisosomas (Michelakakis et al, 2012). También se ha
observado que UCHL1 interacciona con Hecc70, Hsp90 y con LAMP
AZ2. En cultivos celulares la mutacién 193M de UCHLI inhibe la
CMA, via a través de la que se degrada, al menos parcialmente ASN
(Kabuta et al, 2008).

iv. Los estudios de asociacion en enfermedades
complejas. Los polimorfismos genéticos.

La EP esporadica se incluye dentro de las enfermedades comunes
o complejas. Las enfermedades complejas ocurren por la accién
combinada de genes ubicados en miltiples locus. El efecto indivi-
dual de cada uno de ellos es pequeno. Estos genes interaccionan
entre sy a su vez lo hacen con factores ambientales.

El componente genético de las enfermedades complejas, mucho
mas frecuentes que las mendelianas, se estudia en poblaciones no
emparentadas mediante los estudios de asociacidn. Los estudios
de asociacion se basan en el andlisis de locus de ADN polimérfico.

En la mayor parte del genoma, la secuencia de ADN es idéntica
para todos los seres humanos. Estos locus que no var{an son locus
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monomorficos. En una proporcién de locus
se han detectado una serie de variantes que
tienden a mantenerse a lo largo de genera-
ciones. Consisten en cambios de bases o re-
peticiones en las secuencias de ADN. Este o
hecho da lugar a que para un determinado

locus existan 2 o mas alelos que se expre- Jy f

san de forma diferente en diferentes indivi-
1
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El analisis de asociacidn genética consis-
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te en la comparacion de las frecuencias alé-
licas de estos polimorfismos entre casos
(pacientes)y controles (sujetos sanos). Una
diferencia estadisticamente significativa
en la frecuencia de un determinado poli-
morfismo entre los casos y los controles
significa una posible relacién (factor de
riesgo o factor protector) del locus que
contiene el polimorfismo con la enferme-
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dad o rasgo fenotipico en estudio. Puede

suceder que dicho locus no se relacione directamente con la enfer-
medad pero se herede en bloque con el verdadero locus causal (ver
mas adelante)

Los estudios de asociacidn tratan de explicar la heredabilidad de
unrasgo o de una enfermedad, que se define como la parte de la va-
riacién fenotipica que se debe a la variacion genética aditiva (Viss-
cher et al, 2008). Su valor varia entre 0 y 1. De forma ideal, los
estudios de asociacidn deberi{an identificar todos los locus impli-
cados y caracterizar las complejas relaciones que se establecen
entre ellos.

Los SNP (Single Nucleotide Polymorphisms) son los polimorfis-
mos mas simples y mas empleados en los estudios de asociacidn
(Hartwell et al, 2011a) (figura 14). Consisten en el cambio de una
Unica base nucleot{dica, de modo que el locus resultante presenta
Unicamente 2 alelos La frecuencia del alelo menor (MAF) ha de ser
mayor del 1 %. Sies inferior se hablara de variante rara, no de SNP.
Los SNP representan la mayor parte de la variabilidad genética en-
tre individuos. Sus principales ventajas son su simplicidad, que fa-
cilita el analisis automatizado a gran escala, su estabilidad, su

Figura 14. SNP
consistente en un
cambio de adenina (A)
por timina (T)
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abundancia (aproximadamente uno cada 1000 pares de bases) y su
distribucién homogénea por todo el genoma.

La mayor parte de los SNP no alteran la funcién génica por encon-
trarse en regiones que no se expresan. Algunos pueden localizarse
en secuencias codificantes (cSNP) (Cargill et al, 1999) o en regio-
nes reguladoras (rSNP) (Hudson, 2003). Los analisis genémicos de
los genetistas James Watson y Craig Venter mostraron respectiva-
mente 1 096 873y 924 333 SNP., de los que 2641 y 2374 respecti-
vamente dieron lugar a cambios en los aminodcidos de las
proteinas implicadas (Hartwell et al, 2011a).

La figura 15 (en la pagina siguiente) representa de forma muy es-
quematica el fundamento de los estudios de asociacion. El sujeto
sano y el sujeto que presenta una enfermedad compleja tienen la
misma estructura en los genes A, B, D y E. Los alelos de los SNP de
estos genes muestran una frecuencia similar. Las frecuencias de los
alelos del SNP del gen C son muy diferentes. Si se demuestra que
esta diferencia entre sujetos sanos y enfermos es estadisticamen-
te significativa existe una alta probabilidad de que el gen C esté re-
lacionado con la patogenia de la enfermedad o esté asociado a un
factor patogénico.

Segln el nimero de SNP analizados y la hipdtesis de partida los
estudios de asociacion pueden dividirse en (Zondervan, 2011):

1. Estudios de genes candidatos. Se analizan aquellos genes
que forman parte de una ruta bioldgica sobre la que existe
cierta evidencia experimental de su implicacién en el des-
arrollo de una determinada enfermedad. Se seleccionan va-
rios SNP que cubren toda la extension del gen en estudio. En
muchos casos varios SNP forman bloques haplotipicos (ver
mas adelante). De cada bloque solo se estudia un SNP, el lla-
mado tagSNP. Este es el tipo de estudio con el que se ha he-
cho este trabajo.

2. Genome Wide Association Studies (GWAS). Son estudios de
asociacion de todo el genoma. En este caso no hay hipdtesis
previa. Se emplean mddulos de genotipado genéricos que cu-
bren parte o la totalidad del genoma, con mayor o menor co-
bertura 500k - varios millones de SNP. El genoma humano
comprende aproximadamente 3200 Mb, de modo que se pue-
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Figura 15. Fundamento de los estudios de asociacidn. Se basan en las
diferencias de frecuencias de ciertos SNP entre los sujetos sanos y los
pacientes con enfermedades complejas. Explicacién en el texto
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de capturar gran parte de la variabilidad del genoma median-
te el concepto de bloques de desequilibrio de ligamiento (ver
mas adelante).

De los 20 000 genes que posee el genoma humano, 8000 se ex-
presan en todas las células y tejidos y 6000 dnicamente en el cere-
bro. Es decir, en el cerebro se expresan un total de 14 000 genes
(Purves et al, 2013).

1. PROBLEMAS DE LOS ESTUDIOS DE ASOCIACION

1.1.Lahipdtesis enfermedad comun variante comun
Los estudios de asociacidn suelen asumir la hipdtesis enfermedad
comun - variante comun (Lander, 1996, Chakravarti, 1999). Es de-
cir, las variantes comunes (SNP con frecuencias superiores al 1 %
de la poblacion) modifican el riesgo en la mayoria de enfermedades
complejas. Los resultados de los estudios de asociacion realizados
hasta la fecha, sin embargo, han sido poco concluyentes y parecen
cuestionar esta hipdtesis. Aunque los estudios de asociacidn, es-
pecialmente los GWAS, han identificado gran cantidad de polimor-
fismos de numerosos rasgos, tan solo han permitido explicar una
pequena parte de la heredabilidad (Mahen, 2008). En general, iden-
tifican variantes con efectos muy pequefos, con un cociente de
probabilidades (Odds ratio, OD) de entre 1,1y 1,3, es decir los por-
tadores del SNP analizado incrementan el riesgo de padecer la en-
fermedad en 10 - 30 % respecto al riesgo de los no portadores. Es
probable que haya otras variantes no detectadas porque aumentan
el riesgo en valores mds pequefios, quizads menores del 1 %. Por
tanto, tal vez las enfermedades complejas estén causadas por una
conjuncién de variantes comunes y raras (Pritchard, 2001, Cirulli y
Goldstein, 2006).

Un ejemplo muy ilustrativo es la estatura de los individuos. Aun-
que se trata de unrasgo, se analiza de forma similar a las enferme-
dades complejas mediante estudios de asociacidn. Se sabe que la
heredabilidad de la altura es muy grande, en concreto de 0,8. Es de-
cir el 80% de la variacidn fenotipica depende de factores genéti-
cos aditivos (Silventoinen, 2003). Diversos GWAS, sin embargo, no
han conseguido explicar mas del 0,16 de la variacidn fenotipica
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(Visscher et al, 2011). Aplicando un método de analisis en que se
consideran en conjunto todos los SNP implicados el valor se incre-
menta a 0,45. Aun asi, no se detecta el 0,35 de variacidn fenot{pica
que depende de factores genéticos (Yang et al, 2010). Esta propor-
cidn de la heredabilidad que los GWAS no pueden explicar se deno-
mina heredabilidad perdida.

Existen por lo tanto, serias dificultades para descifrar el compo-
nente genético de las enfermedades complejas. Algunas de las ra-
zones de las limitaciones de los estudios de asociacién para
detectar factores genéticos de susceptibilidad, para detectar la
heredabilidad perdida, son las siguientes (Manolio et al, 2009):

1. Variantes comunes. Cada una de ellas con un efecto muy pe-
quefio, de modo que se necesita identificar una gran cantidad
para determinar la asociacion

2. Variantes raras. Que las variantes de susceptibilidad aparez-
can en menos del 1 % de la poblacion.

3. Epistasis. La expresidn de un determinado genotipo viene con-
dicionada por la accidén de determinados alelos pertenecientes
aotros genes, bien en heterocigosis (epistasis dominante) o en
homocigosis (epistasis recesiva).

4. Interacciones gen-ambiente. Determinados gen o genes tie-
nen efecto solo en presencia de determinados factores am-
bientales.

5.Infraestimacion del ambiente compartido por una misma fami-
lia

6. Posible papel de otros polimorfismos que, hasta ahora, no se
valoraban como los CNVs (copy-number variations).

En la figura 16 se expresa graficamente el problema para deter-
minar la parte genética de las enfermedades complejas. Las varian-
tes comunes implicadas en las enfermedades complejas tienen un
efecto en la OR muy pequefo, al contrario que las mutaciones cau-
santes de enfermedades mendelianas, de muy baja frecuencia, pe-
ro con una enorme probabilidad de causar la enfermedad. Como se
planteara en la discusidn, puede que algin alelo al que se le atribu-
ye un papel patogénico en enfermedades mendelianas, sea, tal vez,
una variante de baja frecuencia con efecto intermedio alto (OR in-
termedio alta) sobre la enfermedad.
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Figura 16. Relacién
entre la frecuencia
alélicay el efecto
(OR) sobre la
enfermedad
estudiada.
Explicacion en el
texto (modificado de
Manolio et al, 2009).

1.2. La maldicidn de la dimensidn
Otras limitaciones de los estudios de asociacién tienen que ver con
la metodolog{a. Uno de los principales problemas de estos estu-
dios, principalmente GWAS, es la maldicidn de la dimensidn (curse
of dimensionality) (Bellman, 1961) Existe un elevado nimero de
variables predictoras en relacién al nimero de observaciones. Es-
tas variables estan potencialmente correlacionadas y ademas pue-
den interactuar (en un sentido bioldgico o estadistico) en su
asociacion con la variable respuesta.

En los dltimos afos se han desarrollado nuevas técnicas o adap-
tado otras existentes para este tipo de datos, que permiten abor-
dar el problema de la dimensién: Clasification and Regression
Trees (CART), Randomforest, Logic Regression, Multifactor Di-
mensionality Reduction (MDR)... Estos métodos se basan en la re-
duccién de la dimensidn, la seleccién de variables o el analisis
directo de un gran ndmero de variables.
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Una de las aproximaciones para abordar este problema la consti-
tuyen las técnicas de seleccidn de variables. Esta seleccién de va-
riables se puede hacer empleando métodos univariantes o
multivariantes (Urrea, 2009).

1. Univariantes. Es la aproximacién mas habitual en este tipo
de estudios. Se establecen unos criterios para medir la aso-
ciacién de cada una de las variables predictoras con la res-
puesta y se determinan las mas significativas segln un
umbral preestablecido. Esta aproximacién univariante de se-
leccién de variables presenta varios inconvenientes:

I No permite considerar la existencia de posibles correlacio-
nes. Por tanto no es posible medir el efecto combinado de
diferentes locus y se infraestima la contribucidn genética
en presencia de interacciones (Heidema et al, 2006)

I El problema de las comparaciones mdltiples. Al estudiar la
asociacion de diferentes marcadores de manera indepen-
diente la probabilidad de error tipo | se incrementa y hay
que realizar ajustes para corregir el nivel de significacidn:
Bonferroni, False Discovery Rate (FDR)... Esta correccion
implica que la probabilidad de detectar un efecto cuando
realmente esta presente disminuya, de modo que se pue-
den estar perdiendo asociaciones débiles.

2. Multivariantes. Las variables predictoras se consideran en
un contexto dindmico. Permiten incorporar interacciones en-
tre las variables.

1.3. La subestructura poblacional
Las poblaciones estudiadas pueden ser genéticamente homogéne-
as, de modo que los individuos se cruzan al azar con cualquier otro
individuo de la poblacién (panmixia) o puede estar dividida en dife-
rentes subpoblaciones, cada una con una estructura genética pro-
pia por diferente origen, en las que los individuos de cada
subpoblacidn tienden a cruzarse entre si. En este dltimo caso se di-
ce que la poblacion estd estructurada o estratificada. Las diferen-
cias étnicas de estos tipos de poblacidn representan un factor de
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confusidn para los estudios de asociacidn, puesto que las diferen-
cias de frecuencias en un polimorfismo entre los casos (pacientes)
y los controles puede deberse a estas diferencias y no a la enfer-
medad que se estudia (Astle y Balding, 2009).

Una forma de evitar este factor de confusién consiste en utilizar
para los estudios de asociacidn poblaciones genéticamente homo-
géneas de un tamafio no demasiado pequefo. En caso contrario
puede surgir como otro factor de confusidn el parentesco oculto,
que se trata mds adelante. Han de ser, por tanto, poblaciones con
tasas de inmigracidn bajas. Las poblaciones europeas son, en gene-
ral, bastante homogéneas genéticamente (Lao et al, 2008). Hay
que tener en cuenta que las inmigraciones son un fendmeno relati-
vamente reciente, que comenzo a mediados del siglo XX. Tradicio-
nalmente eran los europeos los que emigraban a otros continentes.

No siempre se dispone de la posibilidad de estudiar poblaciones
homogéneas genéticamente. Si la poblacidn estudiada no presenta
esta caracter(stica se pueden aplicar diversos métodos estadisti-
cos, como la prueba de Armitage (Devlin y Roeder, 1999), para cal-
cular el factor de inflacidn (), es decir, la variacion en los
resultados de los estudios de asociacion que se debe a la estructu-
ra poblacional y no a la enfermedad que se estudia.

La poblacidn gallega se incluye dentro de las genéticamente ho-
mogéneas, debida a la baja incidencia de imigracidn. La historia de
la poblacidn gallega comenzd con la llegada del hombre moderno a
la Peninsula Ibérica, hace unos 40 000 anos, procedente en su ma-
yor{a de Oriente Préximo (Bosch et al, 2001, Salas et al, 1998). La
segunda gran oleada de migraciones a Europa, ocurrida en el Neol{-
tico, procedente de Oriente Medio, tuvo menor importancia en la
Peninsula Ibérica, especialmente en el Norte y Oeste (Bosch et al,
2001, Salas et al, 1998).

Las colonizaciones posteriores de los celtas, procedentes del
Norte de Europa, y de los romanos tuvieron relativamente poca im-
portancia en el acervo genético de la poblacidn gallega, puesto que
el nimero de invasores siempre fue muy bajo respecto a la pobla-
cién autdctona (Salas et al, 1998).

Esta tdnica se mantuvo en la Edad Media, en la que Galicia se vio
invadida por los suevos (unos 30 000 sujetos), visigodos (unos
200 000 en toda la Peninsula Ibérica poblada por unos 4 000 000
habitantes) y los musulmanes procedentes del Norte de Africa que
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apenas ocuparon Galicia durante 50 afhos. Otras migraciones suce-
didas en esta época fue la de bretones que hufan de los invasores
germanicos en el siglo VI, judios y francos a través del Camino de
Santiago (Pallarés, 2005).

Algunos estudios de genética de poblaciones han mostrado, sin
embargo, la presencia de haplogrupos en la poblacidn gallega pro-
cedentes del Norte de Africa e, incluso, de Africa subsahariana.
Una parte se atribuye al intercambio de poblacién durante la roma-
nizacidn, la invasién musulmana (mayoritariamente de etnia bere-
ber) y el comercio de esclavos. El resto de los haplogrupos se
remontan a finales del Paleolitico, hace unos 11 000 afos (Cerezo
etal, 2012)

Sobre la inmigracion en la Edad Moderna, en el periodo entre
1480 y 1835 se han realizado diversos estudios que concluyen
que desde el punto de vista demografico las inmigraciones tuvie-
ron una importancia minima. En 1791 se contabilizaron 649 cabe-
zas de familia extranjeros (Salas Ausens, 2004), sobre una
poblacion de 1 345 805 (Fernandez Cortizo, 1997).

A finales del siglo XVIII comenzaron a establecerse comercian-
tes catalanes que iniciaron la industria de la salazdn. Llegaron a ser
unos 15 000 si bien no todos vivian permanentemente en Galicia
(Meijide Pardo, 1969). Ademéds entonces habia algunas industrias
florecientes como el papel, el textil y los astilleros, que atraian ma-
no de obra fordnea (Rey Castelao, 1994). La caida de esta industria
en los afos 1830 cortd de raiz la inmigracién y dio lugar a una emi-
gracion masiva, que durd 150 anos, primero a Iberoaméricay a par-
tir de la Segunda Guerra Mundial a Europa Central hasta los afos
1970 (de Juana Lopez y Vézquez Gonzélez, 2005).

En los dltimos 25 anos Galicia ha visto un aumento de la pobla-
cidn extranjera, que en la actualidad es de 97 863 personas, lo que
supone un 3,56 % de la poblacién total (datos del Instituto Nacio-
nal de Estadistica, 1 de enero de 2014). Dado que es un fendmeno
histdricamente reciente su influencia en el acervo genético gallego
es nula.
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1.4. El parentesco oculto
El parentesco oculto constituye otro factor de confusidn en los es-
tudios de asociacién. Consiste en la posibilidad de que individuos
incluidos en los casos o en los controles tengan parentesco no co-
nocido. Cuando realmente los pacientes comparten un factor gené-
tico, la probabilidad de parentesco oculto es mayor que en los
controles. Devlin y Roeder en 1999 plantearon que este fenémeno
representaba un importante factor de confusion.

En 2005, Voight y Pritchard disefaron un método estadistico pa-
ra hallar el factor de inflacidn (8) que se debia al parentesco oculto.
Se basaron en el factor de coalescencia, es decir, el nimero de ge-
neraciones (T) necesarias para que 2 cromosomas concretos de 2
individuos compartan un atepasado comdn.

Llegaron a la conclusidn de que, en general, el parentesco oculto
distorsiona poco los estudios de asociacidn, salvo que se den cier-
tas condiciones: 1) poblaciones pequefas, 2) poblaciones que han
crecido rdpidamente en poco tiempo, 3) excesiva endogamia.

Finalmente destacan que en caso de que los afectados por la en-
fermedad en estudio tengan menor descendencia que en condiciones
normales, tendran menos posibilidades de parentesco oculto que los
controles. En ocasiones, puede suceder que la seleccidn de pacientes
y controles no se haga de forma independiente, pues los familiares
de pacientes pueden consultar mas que la poblacion normal.

2. L0oS BLOQUES HAPLOTIPICOS. EL DESEQUILIBRIO DE LIGAMIENTO
(LD)

Los polimorfismos se agrupan en bloques que se heredan juntos
(bloques haplotipicos). La razén de la formacién de los bloques hay
que buscarla en la recombinacién cromosdmica. Si la recombina-
cién cromosdmica durante la meiosis dependiese Unicamente del
azar, la probabilidad de que 2 alelos de diferentes locus se hereda-
senjuntos serfade 0,5. Esto sucede en locus que ocupan diferentes
cromosomas o en los que estan muy separados dentro del mismo
cromosoma. Sin embargo, para distancias menores de 500 kb la
probabilidad de que dos alelos que ocupan diferentes locus se he-
redenjuntos se incrementa seglin estén mas proximos fisicamente.
Este fendmeno se conoce como desequilibrio de ligamiento (linka-
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ge disequilibrium LD). Cuanto mas proxi-

mos estdn 2 alelos mayor serd el LD. Si am-

bos estan suficientemente cerca, la

recombinacién ocurrird a una tasa tan baja [ mutacion ]

que se heredardn juntos (cosegregacion) *

(Dick, 2008) (figura 17). -
AGCCTGAACTTCAGGATCC

Las recombinaciones no ocurren de for-
ma uniforme en todo el genoma, sino que se

multiplican en una serie de localizaciones

[ recombinacion ]

(puntos de alta actividad) (Jeffreys et al,
2004). Este fendmeno implica una diferen-
cia entre la distancia de desequilibrio de li-
gamiento segun la parte del genoma

GCCTGAACTTCAGGATC

considerada (Gabriel et al, 2002, Reich et

[ recombinacion ]

al, 2002)

El concepto de LD es clave en los estu-
dios de asociacion genética, ya que signifi-
ca que no se tiene que llegar a genotipar la

v

CTGAACTTCAGGAT

variante causal para detectar asociacidn.

[ recombinacion ]

Es suficiente con genotipar un marcador *

- AACTTCAGG

que se herede con el locus causal, (figura
18). También resulta muy util determinar si
un grupo de polimorfismos estdnenLD.Si 2

omads SNP forman un bloque haplot{pico, es
suficiente con analizar uno de ellos (tagSNP).

Una herramienta indispensable para los estudios de asociaciény
para la determinacién de bloques haplotipicos es el proyecto Inter-
nacional HapMap (www.hapmap.org) (Altshuler et al, 2010). Ha
identificado mas de 10 000 000 de variantes comunes de ADN, so-
bre todo polimorfismos. En este proyecto se genotiparon inicial-
mente 269 individuos de 4 poblaciones con diferente origen étnico
(Yoruba de Nigeria, japoneses de Tokio, chinos Han de Pekin y esta-
dounidenses de origen europeo de Utah). Posteriormente el estu-
dio se extendid a 1184 muestras que incluyeron otras 7
poblaciones (sujetos de origen africano del suroeste de Estados
Unidos, chinos del area metropolitana de Denver, Colorado (EUA),
indios Gujatari de Houston, Texas (EUA), luhya de Kenia, masai de
Kenia, sujetos de origen mexicano de Los Angeles (EUA) y sujetos
de Toscana, Italia. Se ha mostrado que poblaciones de diferente

Figura 17.Sucede una
mutacion, una guanina
(G) se sustituye

por una timina (T).
Tras varias
recombinaciones
cromosodmicas, el
material genémico
mas proximo es el
que se hereda en
bloque junto a la
mutacidn.
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Figura 18. El
marcador contenido
en el locus tipado
(izquierda) estd en LD
con el locus causal
(ambos se heredan
conjuntamente). El
locus causal da lugar
al fenotipo de la
enfermedad
estudiada. La
asociacidn entre el
marcador y el
fenotipo resulta de la
doble relacién entre
ambos y el locus
causal (modificado de
Balding et al, 2006)

origen comparten la mayor(a de los SNP. HapMap proporciona un
mapa de LD de millones de SNP a lo largo del genoma y permite, a
la hora de disefar un estudio de asociacidn, seleccionar para una
region del genoma de interés tagSNP que cubran un bloque haplo-
tipico. Se ha calculado que los 10 000 000 de SNP de un individuo
dado se pueden estudiar con 500 000 tagSNP (Gabriel et al, 2002)

Elndmero de polimorfismos requeridos dependid en parte de las
diferentes regiones gendmicas, en particular del grado de desequi-
librio de LD existente. La existencia de LD significativo a lo largo
de una regién gendmica extensa reduce considerablemente el nd-
mero de polimorfismos que es necesario analizar en dicha regién
hasta un SNP cada 50 o0 100 Kb.

3. CALCULO ESTADISTICO DEL DESEQUILIBRIO DE LIGAMIENTO

El célculo del LD es necesario para determinar si un grupo de SNP
que han mostrado asociacidn con una enfermedad forman un blo-
que haplotipico. Existen diferentes estadisticos para calcular LD.
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Si consideremos dos locus bialélicos, de modo que el primer locus
tiene los alelos Ay ay el segundo locus los alelos B y b, existen 4
haplotipos posibles: AB, ab, Aby aB.

Las frecuencias haplotipicas se muestran en la tabla. Esta tabla
refleja las frecuencias para cada haplotipo en el caso de que los lo-
cus fuesen independientes, donde

pAB =pApB pAb=pApb
paB=papB pab=papb

representan la probabilidad de observar cada haplotipo y pA, pa,
pBy pb representan la frecuencia de cada alelo. Las desviaciones
de esta tabla constituyen una evidencia de correlacion.

A a
B pAB paB pB
b pAb pab pb
pA pa 1

Lewontin y Kojima en 1960 propusieron el coeficiente de des-
equilibrio de ligamiento o covarianza D como:

D =pAB - pApB

(para dos alelos que ocupan diferentes locus)

D = pABpab - pAbpaB

(para dos pares de alelos, cada par ocupa diferentes locus)

Sila probabilidad de herencia de cada uno de los alelos (que ocu-
pan diferentes locus) fuese independiente, pAB seria igual a pApB,
por lo que D ser{a igual a 0. Cuanto mayor sea D, mayor es la proba-
bilidad de que ambos alelos se hereden juntos. También puede ocu-
rrir que D sea negativo, lo que significa que la probabilidad de
heredar ambos alelos juntos es menor de la esperada.

D expresa la diferencia entre la frecuencia observada de heren-
cia de 2 o més alelos que ocupan diferentes locus y la frecuencia
esperada si se heredasen de forma independiente.

El estadistico D presenta el inconveniente de que su magnitud
depende de las frecuencias de los alelos en los locus considerados.
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Por este motivo Lewontin en 1964 estandarizé D al maximo valor
posible que puede tomar:

D
D=—
Dmax

donde Dméx es el maximo valor de D para las frecuencias alélicas
dadas.

Dmax = (min pApB, papb) siD < 0y (min pApB, papb)siD > 0

D’toma valores entre -1y 1 y permite establecer el grado de des-
equilibrio de ligamiento relativo al maximo valor posible que puede
tomar. Normalmente se emplea el valor absoluto de D, es decir |D/|

Otra medida de desequilibrio de ligamiento la proporciona r?, co-
eficiente de correlacién (Hill y Robertson, 1968):

DZ
pA pa pB pb

2=

r? varia entre 0y 1, r2=1 implica LD perfecto, lo que indica una
relacidn determinista. Si, por el contrario, su valor es 0, ambos mar-
cadores con completamente independientes. Por lo tanto es im-
portante conocer el grado de desequilibrio en el que se encuentran
2 6 més alelos dados, pues si el grado es alto el analisis de mas de
uno de los SNP es redundante.

4. CARACTERISTICAS DE LA POBLACION DE ESTUDIO. EL EQUILIBRIO DE
HARrDY WEINBERG (EHW)

Para poder hacer un estudio de casos y controles en una poblacién
es necesario que esté en equilibrio de Hardy Weinberg (EHW). La
ley de Hardy Weinberg (HW) es una ecuacién binomial que se aplica
a ciertas poblaciones para calcular las frecuencias genotipicas
(Hartwell et al, 2011b). Las poblaciones a las que se puede aplicar
esta ecuacién han de cumplir unos criterios. Se dice entonces que
esa poblacidn estd EHW. Los criterios son:
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1. Se trata de una poblacidn infinita

2.Los entrecruzamientos ocurren al azar

3. No hay mutaciones en la poblacién

4. No hay migraciones en la poblacidn

5. Las diferentes variantes alélicas de un locus no influyen en la
capacidad de supervivencia del individuo

Pese a que estas asunciones no se cumplen en la préctica, la
ecuacién resultante de la ley de HW resulta muy robusta en pobla-
ciones grandes durante unas pocas generaciones.

Aplicando la ley de HW, si se considera un locus con dos alelos
posibles Ay a cuyas frecuencias sonpA=pypa=1-p=q,elnd-
mero de copias del alelo A sigue una distribucién binomial
Bin(2,p). Por lo tanto las probabilidades de los genotipos (fre-
cuencias genotipicas) AA, Aa y aa seran p2, 2pq y g2 respectiva-
mente. La probabilidad de que un alelo aparezca en un homélogo
es independiente de que alelo esté presente en el segundo homd-
logo.

De este modo p2+ 2pq +q2= 1. En el siguiente ejemplo, se atribu-
yeapA=p=08ypa=q=0,2 Apartir de las frecuencias alélicas
se pueden calcular las frecuencias genotipicas:

P q
08 0.2
P 08 AA Aa
64 % 16%
q 0,2 aA Aa
16% 4%

Genotipos de la primera generacion
de dos individuos heterocigotos Aa
p = frecuencia del alelo A
q = frecuencia del alelo a

En este ejemplo, p2 (0,64) + 2pq (0,32) + g2 (0,04) = 1

Es decir, en una poblacidn que cumpla las caracteristicas anterio-
res, las probabilidades de heredar cada uno de los alelos se mantie-
ne de una generacion a otra.

Dados los genotipos, las frecuencias alélicas observadas y espe-
radas se pueden comparar empleando diferentes estadisticos (x?,
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prueba de Fisher,..). De este modo se comprueba si la poblacidn
considerada esta en equilibrio de HW.

En los estudios de asociacidn es necesario verificar que los SNP
genotipados se encuentran en equilibrio de HW en la poblacién con-
siderada. Si esto no se cumple, las comparaciones entre casos y
controles resultan muy complicadas ya que no se podrd determinar
siuna asociacién dada tiene que ver con la enfermedad o con la he-
terogeneidad de la poblacion.

5. ESTUDIOS DE ASOCIACION ALELICA. MODELOS DE HERENCIA

El genotipo de un individuo para un determinado marcador viene
dado por la combinacidn de los dos alelos en el locus considerado.
Si se denominan los dos posibles alelos como Ay a, asumiendo a
como el alelo mas frecuente o natural (wild type) y A el alelo menos
frecuente, existen tres posibles genotipos: el genotipo AA sera el
homocigoto para el alelo menos frecuente, Aa el heterocigoto y aa
el homocigoto para el alelo més frecuente.

Por lo tanto, para cada SNP hay tres posibles genotipos. Basédndo-
se en este hecho, se pueden evaluar diferentes modelos genéticos
para describir la relacidn entre el genotipo de un individuo y el feno-
tipo o rasgo. En el contexto de los estudios de asociacidon genética,
el fenotipo se refiere la presencia o ausencia de una determinada
enfermedad. En una escala binaria se denomina Y, de modo que

1 afectados (casos)
0 no afectados (controles)

Y =
Y

En el caso de enfermedades mendelianas los modelos genéticos
son determin(sticos: el genotipo determina el fenotipo. En el caso
de las enfermedades complejas, la relacidn entre el genotipo y el
fenotipo es méds compleja. Se establece unarelacidn probabilistica,
el genotipo influye en las probabilidades de desarrollar la enferme-
dad.

Dado el genotipo de un individuo (G), el efecto probabilistico del
locus en el fenotipo Y viene descrito por P(Y|G), que se denomina
funcién de penetrancia y define la probabilidad de enfermedad
condicionada al genotipo (Laird y Lange, 2011)
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Los cuatro modelos de herencia mds empleados en genética es-
tadistica son los siguientes:

1. Modelo codominante. Es el mas general. Se consideran los
tres genotipos por separado suponiendo que cada uno pro-
porciona un riesgo de enfermedad diferente. No se hacen
otras consideraciones

P(Y=1|AA) = P (Y=1|Aa) # P (Y=1]|aa)

2. Modelo dominante. Solo es necesaria una copia del alelo de
riesgo para tener un efecto sobre el genotipo. Supone que una
Unica copia del alelo A es suficiente para modificar el riesgo y
poseer dos copias del alelo lo modifica en igual magnitud.

P (Y=1|AA) =P (Y=1]Aa) = 1 y P (Y-1]aa) = 0

3.Modelo recesivo. Son necesarias dos copias del alelo de ries-
go A para modificar el riesgo de enfermedad.

P(Y=1laa)=P(Y=1|Aa)=0yP(Y=1]|AA)=1
4. Modelo aditivo. Dependiendo de la escala, la probabilidad
del genotipo heterocigoto estan entre la de los dos homoci-
gotos. Elriesgo asociado al heterocigoto es intermedio entre
los dos homocigotos.
En escala lineal:

P (Y=1]Aa) = 0,5 [(Y=1]AA) + (Y=1]aa)]

En escala log (multiplicativa):

P(Y=1|Aa)=VP(Y=1-AA) P(Y=1|aa)

Estos genotipos, que constituyen variables categdricas se reco-
difican como variables numéricas o indicadoras. A continuacién se
muestra la codificacion de los genotipos segun los diferentes mo-
delos genéticos.
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Genotipo Codominante Dominante  Recesivo Aditivo
aa 00 0 0 0
Aa 10 1 0 1
AA 11 1 1 2

6. EL CONTROL DE CALIDAD DE LAS MUESTRAS

Antes de proceder al anélisis estadi(stico de la muestras obtenidas
han de aplicarse una serie de controles de calidad que descarten la
eventual existencia de sesgos (Anderson et al, 2010). El control de
calidad se aplica tanto a los individuos como a los marcadores.

En el caso de los individuos, deben determinarse para su posible
descarte:

1. individuos con informacién discordante en cuanto al sexo,

2. individuos que sobrepasan un umbral (entre 3-7 %) de genoti-
pos perdidos,

3. individuos duplicados o emparentados,

4. individuos con diferentes or(genes genéticos.

En cuanto a los marcadores, ha de considerarse la exclusion de:

1. SNP con un exceso de genotipos perdidos,

2.SNP que se desvien del equilibrio de Hardy Weinberg en el gru-
po control,

3. SNP con diferencias importantes en cuanto a genotipos perdi-
dos entre los casos y los controles,

4. marcadores con una frecuencia del alelo menor (MAF) muy baja.

Los genotipos perdidos se determinan mediante programas ma-
tematicos denominados algoritmos de determinacidn del genotipo,
que estiman la probabilidad de los posibles genotipos en un deter-
minado marcador (p.e. AA, AT, TT). Se establece un umbral. Sila pro-
babilidad de alguno de los genotipos no supera este umbral, serd un
genotipo perdido.

Para un determinado genotipo (G) se aplica la proporcién dela ta-
sa de determinacion por muestra (call rate per simple) para calcu-
lar los genotipos perdidos por cada SNP.
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o n° de individuos con G perdido
Tasa de determinacién por muestra=

n° total de individuos

Para el célculo de la proporcién de genotipos perdidos en un indi-
viduo dado:

n® de SNP con genotipos perdidos

Genotipos perdidos por individuo=
n° total de SNP analizados

(Sullivan y Purcell, 2010)

7. IMPUTACIONES DE DATOS NO OBTENIDOS

Los métodos de imputacidn se basan en la comparacidn de los po-
limorfismos de una localizacién cromosémica pertenecientes a una
muestra de individuos de una poblacidn genéticamente homogénea
con un panel de referencia formado por individuos genotipados en
locus similares de una poblacidn genéticamente similar (Howie et
al, 2009). El panel de referencia mas empleado es el proyecto in-
ternacional HapMap.

Estos métodos se basan en dividir los SNP genotipados en dos
grupos:

1.tipados (T), que se encuentran en la muestra y en el panel de re-
ferencia,

2.no tipados (U), que no se encuentran en la muestray si en el pa-
nel de referencia.

Se asume que los haplotipos que muestran coincidencias en T,
también las mostrardn en U. De este modo se extrapolan los resul-
tados de los marcadores de la muestra a los marcadores de refe-
rencia del panel, con lo que se incrementa el nimero de marcadores
del haplotipo de la muestra.

Los métodos de imputacion emplean algoritmos matematicos y pue-
den estimar con gran exactitud genotipos no observados, de modo que
la probabilidad de encontrar asociaciones verdaderas es mayor.



V. Material y metodos

i. Seleccion de pacientes y controles
1. POBLACION DE ESTUDIO Y CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA

La poblacidén del estudio la constituyeron pacientes diagnostica-
dos de EP, originarios de la Comunidad Auténoma de Galicia (pobla-
cion 2 747 559 habitantes, datos del Instituto Nacional de
Estadistica, 1 de enero de 2014). Por razones logisticas, la mayoria
de ellos pertenecian al drea sanitaria de Santiago de Compostela.
No existen estudios epidemioldgicos sobre el nimero de pacientes
con EP en el drea sanitaria de Santiago. Aplicando estudios de pre-
valencia en la poblacion general realizados en otras dreas de Espa-
fia (Artacoz Sanz et al, 1995; Criado Alvarez et al, 1998; Martinez
Sudrez y Blazquez Menes, 2000) se puede estimar un nimero entre
750y 1000 personas con la enfermedad. Esta prevalencia permitio
garantizar que se alcanzar{a un ndmero minimo de 200 casos para
incluiren la presente investigacidn.

La diversidad genética de la poblacién de estudio es muy baja
(Flores et al, 2004). La situacion geografica de Galicia, en el nor-
oeste peninsular y aislada por cadenas montafosas del resto de la
Peninsula ha hecho que las inmigraciones fuesen, hasta tiempos re-
cientes, irrelevantes como se expuso anteriormente (Brion et al,
2004). Esta caracteristica socio-geografica de Galicia hace que,
para polimorfismos autosémicos comunes, no exista estratifica-
cidn genéticarelevante en la poblacidn gallega. Por ello se trata de
una poblacién adecuada para estudios genéticos basados en un di-
sefno de de casos y controles con marcadores autosémicos fre-
cuentes, aunque en este tipo de poblaciones es necesario tener
mas cautela cuando se usan marcadores genéticos poco frecuen-
tes oraros (MAF < 5%) debido a la posible existencia de parentes-
co oculto.

MATERIAL Y METODOS 1 77
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2. GRuPO DE ESTUDIO. CRITERIOS DE INCLUSION

El diagndstico de la enfermedad de basa exclusivamente en crite-
rios clinicos. Para minimizar sesgos de seleccién solamente se in-
cluyeron los pacientes que cumplieron los criterios de Gelb et dl,
1999, para el diagndstico probable de EP (Anexo Il). Se descarta-
ron los criterios de la UK Parkinson’s Disease Brain Bank Society
(Hughes et al, 1992b) porque excluye la enfermedad en el caso de
tener mas de un familiar afectado (Anexo Il1). El que los criterios de
Gelb para diagndstico probable de EP requiera un minimo de 3 afios
de evolucidn de la enfermedad disminuye la probabilidad de incluir
otros parkinsonismos degenerativos. La inclusidn se realizd de
acuerdo a los siguientes criterios:

a. Diagndstico de EP probable segtin los criterios de Gelb (Ane-
xo 11).

b. Almenos 3 abuelos de padres gallegos

c. Obtencidn de consentimiento informado (Anexo 1V)

No se incluyeron en el estudio de asociacién miembros de la mis-
ma familia. Tampoco se incluyeron pacientes con mutaciones cono-
cidas de los genes PARKZ o LRRKZ, ya que su patogenia es
diferente de la EP idiopética.

No se considerd limite de edad.

Las variables clinicas que se midieron en estos pacientes figuran
enlatabla 9.

3. GRUPO CONTROL. CRITERIOS DE INCLUSION

Se analizd un grupo control de sujetos sin EP. Para evitar sesgos de
seleccidn se tratd de minimizar la posibilidad de que los sujetos de
este grupo desarrollasen EP, por lo que se aplicaron los siguientes
criterios de inclusion:

a. Edad mayor de 60 afos

b. Ausencia de datos de parkinsonismo en la exploracién neurold-
gica

c. Almenos 3 abuelos de padres gallegos
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Variables clinicas que se evaluaron en el grupo de pacientes.

Variable Definicién Escala

Edad Edad en el momento Afos cumplidos
del diagndstico

Sexo Hombre / Mujer

Sintoma predominante Sintoma que domina inicialmente T/BR*

Aiios de evolucion Anos desde el inicio de la EP Afos

Complicaciones precoces Discinesias o fluctuaciones Si/No

en los 3 primeros anos
Antecedentes familiares EP o demencia en Si(1°/2°grado) / No
familiares de 1° 0 2° grado
*T: temblor; BR: bradicinesia-rigidez

Tabla 9. Variables d. Ausencia de antecedentes de parkinsonismo por farmacos
clinicas que se e. Ausencia de antecedentes familiares de EP

evaluaron en el grupo f. Ausencia de historia de depresion

de pacientes. g. Ausencia de otra enfermedad neuroldgica relevante

h. Obtencidn de consentimiento informado (Anexo V)

El criterio a. se incluyd porque la posibilidad de desarrollar la en-
fermedad disminuye conforme decrece la esperanza de vida. Por
esta razon solamente se incluyeron personas de edad media avan-
zada (mayores de 60 afos).

El criterio c. se justifica para igualar la variable origen geografico
al grupo de pacientes y minimizar un posible efecto de estratifica-
cién genética poblacional en las presumibles diferencias observa-
das.

Los criterios d.y e. se establecieron con el fin de excluir a sujetos
que tienen una mayor predisposicion a padecer la EP. También se ha
constatado que en pacientes con EP la depresién puede formar
parte de la enfermedad y anteceder a los problemas motores, por
lo que se prefiere excluir a sujetos con este trastorno psiquidtrico
(criterio f).

En cuanto a los datos de los sujetos control tan solo se incluyd el
sexo y la edad en el momento en que se tomd la muestra.
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4. RECLUTAMIENTO Y TOMA DE MUESTRAS

La mayori{a de los pacientes (73,7%) se reclutaron de las consultas
de laUnidad de Trastornos del Movimiento del Hospital Clinico Uni-
versitario de Santiago de Compostela. E| 26,3% restante de los pa-
cientes se enviaron del Hospital General de Vigo, del Hospital de
Pontevedra y del Hospital San Rafael de La Coruna, donde se eva-
luaron por otros neurdlogos del equipo investigador. Los criterios
de seleccidn para los pacientes se disefaron buscando la mayor es-
pecificidad posible, por lo que no se realizd la inclusidn de ningtin
paciente en el caso de que hubiese duda o informacién incompleta.
Elobjetivo de esta seleccion fue evitar incluir en la medida de lo po-
sible pacientes que no tuviesen realmente EP.

La Unidad de Trastornos del Movimiento (UTM) del Servicio de
Neurologia del Hospital Clinico comenzo a finales de los 80 como
una consulta semanal monografica a cargo de uno de los directores
de este trabajo. En dicha consulta se veian pacientes con EP y otros
trastornos del movimiento y se infiltraba toxina botulinica. En los
anos siguientes la UTM fue creciendo con un aumento progresivo
del nimero de consultas semanales. En 2001, en colaboracidn con
los servicios de Neurocirugia y Neurofisiologia, se comenzd con el
tratamiento quirdrgico de la EP avanzada y otros trastornos del
movimiento. Desde 2004 la UTM esta formada por 3 neurélogos,
entre los que estdn uno de los directores de este trabajo y el autor.
Ademas de la colaboracidn permanente con miembros de los servi-
cios de Neurocirugiay Neurofisiolog(a para la realizacién de cirugia
de estimulacion cerebral profunda, la UTM cuenta también con una
neuropsicdloga.

En la actualidad se realizan 3 consultas semanales de trastornos
del movimiento, 3 consultas de EP avanzada, 2 de valoracidén prequi-
rdrgica y seguimiento posquirlrgico, 2 consultas para tratamiento
con toxina botulinica. Cada mes se consultan 80 - 100 pacientes
con EP. La UTM es centro de referencia nacional para cirugia de EP
y otros trastornos del movimiento. A finales de 2013 se hab(an lle-
vado a cabo 206 cirugfas de estimulacion cerebral profunda. Ade-
mas se tratan de forma rutinaria EP avanzada con tratamientos de
infusién (apomorfinay levodopa duodenal). A finales de 2013 se ha-
bian colocado 163 infusores de apomorfina, de los que 69 estaban
activos, y 6 infusores de levodopa intraduodenal, 4 activos.
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Por lo tanto se trata de una unidad con una amplia experiencia en
el diagndstico y tratamiento de la EP en todas sus fases evolutivas.

Durante el perfodo de abril de 2005 a febrero de 2007 en las con-
sultas de la UTM, a los pacientes, evaluados por el autor, que cum-
plian los criterios previamente establecidos se les propuso
participar en el estudio. Aunque se dispon{a de bases de datos de
pacientes, no fue necesario recurrir a este método para el recluta-
miento. El elevado volumen de consulta de pacientes con EP lleva-
do a cabo mensualmente en la UTM garantizaba alcanzar el nimero
de casos previstos en un tiempo razonable, con un reclutamiento
prospectivo. Todos los pacientes candidatos para el estudio ya se
hab(an diagnosticado previamente al dia del reclutamiento, pues
uno de los criterios de inclusién era que llevasen un minimo de 3
anos con sintomas motores. El diagndstico de la EP fue clinico, ba-
sandose en la presencia de bradicinesia conrigidez o temblor, afec-
tacion asimétrica y respuesta mantenida a la medicacion
dopaminérgica. No se realizaron pruebas complementarias diag-
nosticas ya que no son necesarias segln los criterios aplicados en
la actualidad internacionalmente para el diagndstico de la EP. Si
bien a alguno de los pacientes se le hab{a realizado un SPECT BCIT
en fases anteriores de la enfermedad, cuando el diagndstico no era
tan claro. Se incluyeron algunos pacientes que cumplian los crite-
rios, vistos por primera vez en la UTM, previamente diagnosticados
en otras areas sanitarias.

Los pacientes con algln sintoma que no encajase con el tiempo
de evolucién de la enfermedad (p.e. disfagia, alteraciones autond-
micas, caldas frecuentes u oftalmoplejia en estadios intermedios)
o con sintomas atipicos (p.e. sindrome cerebeloso) no se incluye-
ron. La falta de respuesta al tratamiento en estadios muy avanza-
dos no fue criterio de exclusidn, ya que es una manifestacién de la
evolucién natural de la EP.

En las entrevistas se explicd a los pacientes en qué consistia el
estudio, su objetivo principal, metodologia y riesgos, y si estaban
de acuerdo en donar una muestra de ADN, previa firma de un con-
sentimiento informado especificamente disefiado y aprobado por
el Comité de Etica de Investigacion Clinica de Galicia (Anexo V). Se
recalcd que la participacidn era completamente voluntaria, que no
se beneficiarian directamente del estudio, que solamente el equipo
investigador conoceria el origen de las muestras y que no se les co-
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municar(a ningtn resultado a t{tulo individual, salvo en aquellos ca-
sos en que se identificase la presencia de una mutacidn patogénica
(es decir, que se diagnosticase una forma mendelianas de la enfer-
medad).

A los pacientes que refirieron antecedentes familiares de EP se
les solicitd una informacidn mas detallada de sus relaciones fami-
liares y de los parientes afectados para poder realizar un arbol ge-
nealdgico. Los datos clinicos de los pacientes, codificados, junto
con las variables clinicas consideradas (ver apartado 2), se introdu-
jeron en una base de datos construida especificamente para esta
investigacion mediante el programa Microsoft Excel®.

Los controles se reclutaron, siguiendo los criterios del apartado
3, en diversos centros de Galicia, la mayoria de ellos en el drea sa-
nitaria de Santiago de Compostelay algunos en el drea de La Coru-
fa. Se siguieron diferentes estrategias:

1. Cényuges de los pacientes del estudio

2.Sujetos sin datos de enfermedad degenerativa ni otras pato-
loglas relevantes que acudieron a la consulta de Neurologia
por otros motivos o como acompanantes

3. Visitas programadas a centros de salud, asociaciones y resi-
dencias de mayores.

Alos posibles controles se les explicd en qué consistia el estudio
y si estaban de acuerdo en donar una muestra de su ADN previo
consentimiento informado (Anexo V). Como en el caso de los pa-
cientes, se insistid en la voluntariedad, confidencialidad de los da-
tos y ausencia de beneficio directo para ellos y de comunicacién de
resultados. Los datos codificados de los sujetos control, se intro-
dujeron en la base de datos construida con el programa Microsoft
Excel®.

Tanto para los pacientes como para los sujetos control, la toma
de muestra se hizo en la propia consulta (o en los centros que se vi-
sitaron). Se extrajeron 20ml de sangre periférica por venopuncién
en 2 tubos con 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA) de 10 ml.
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ii. Andlisis genético
1. ESTUDIO DE ASOCIACION

1.1 Seleccidn de genes candidatos
La seleccidén de genes se basd en los que codifican proteinas que
intervienen en la patogenia de la enfermedad, detallada en Antece-
dentes. También se incluyeron algunos en los que previamente se
hab{a demostrado asociacidn, con el objetivo de validar la metodo-
logia del estudio.

Se emplearon las bases de datos Genetic Association Database
(http://geneticassociationdb.nih.gov/), PDGene (http://www.pdge-
ne.org) y PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) de NCBI (National
Center for Biotechnology Information) para una répida seleccidn
de genes asociados a EP en estudios previos. Utilizando el progra-
ma Excel® se elabord una base de datos preliminar de genes candi-
datos, agrupados en categor{as segtn la ruta bioldgica implicada.
Posteriormente la seleccidn se redujo y se centrd principalmente
en los genes implicados en los mecanismos de degradacidn intrace-
lular de las prote(nas, especialmente en el sistema ubicuitina pro-
teasoma. En concreto se analizaron los componentes del
proteasoma y proteinas relacionadas junto con los sustratos de la
parkina. Ademas se incluyeronen la seleccidn del presente estudio
genes que ya habfan mostrado previamente asociacién con la EP
(MAPT, SNCA) asi como genes con resultado de asociacién positivo
en un estudio de asociacién de todo el genoma que se acababa de
publicar cuando se llevé a cabo este trabajo (Maraganore et al,
2005)

Ellistado de la seleccion final de genes es el siguiente:

1.1.1 Genes para los que previamente se habi{a mostrado
asociacién con EP: SNCA (synuclein, alpha non A4 component
of amyloid precursor; 4q21.3-q22); MAPT (microtubule-
associated protein tau; 17q21)

Aparte estos SNP, se incluyeron otros 13 que en un estudio de
todo el genoma realizado en 2005 por Maraganore et al
mostraron asociacién con la EP. De esos 13 SNP, 4 se
encontraron en locus ocupados por genes conocidos:
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I SEMAS5A (semaphorin 5A; 5p15.31): se ha mostrado que la
proteina homdnima, semaforina 5A, estd sobreexpresada en
la sustancia negra pars compacta (SNpc) de pacientes con EP
(Griinblatt et al, 2004). Interviene en el desarrollo neuronal
ejerciendo de gu{a de los axones. Inicia la apoptosis neuronal

1 GALNT3 (UDP-GalNAc transferase 3; 2q24.3): codifica la prote-
{(na homonima, enzima que transfiere grupos N-acetilgalactosa-
mina. Se ha mostrado que determina el grado de diferenciacidn
y agresividad de algunos tumores (Taniuchi et al, 2011).

I PRDMZ2 (PR domain zinc finger protein 2; 1p36.21): la protei-
na homdnima, también llamada RIZ (retinoblastoma protein-
interacting zinc-finger), se une al cinc, interviene en la
transcripcion, tiene funcidn de supresor tumoral, interviene

en la diferenciacion celular y se une al receptor de estroge-
nos (Abbondanza et al, 2012) .

1 PASD1 (PAS domain-containing 1; Xq28): la proteina homani-
ma es un transductor de sefal (Liggins et al, 2004).

Los 9 SNP restantes ocupaban locus no codificantes.
1.1.2 Genes que codifican las subunidades del proteasoma 26S:
a. Proteasoma 20S

I Subunidades a: PSMAI (11p15.1), PSMA2 (7p13), PSMA3
(14923), PSMA4 (15q25.1), PSMA5(1p13), PSMAG6 (14q13),
PSMA7(20q13.33).

I Subunidades p: PSMB1(6q27), PSMB2 (1p34.2), PSMB3
(17q12), PSMB4 (1q21), PSMB5 (14q11.2), PSMB6 (17p13),
PSMB7(9q34.11)

b. Proteasoma 195
I Subunidades ATPé&sicas: PSMCI (14q32.11), PSMC2

(7q22.1-22.3), PSMC3 (11p13), PSMC4 (19q13.11-13.13),
PSMC5 (17q24-q25), PSMC6 (14q.22.1).
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I Subunidades no ATPé&sicas: PSMD1 (2q37.1), PSMD2
(3g27.1), PSMD3 (17q21.2), PSMD4 (1g21.2), PSMD5
(9934.11), PSMD6 (3pl4.1), PSMD7 (16g22.1), PSMD10
(Xq22.3), PSMD11 (17q12), PSMD12 (17q24.3), PSMD13
(11p15.5), PSMD14 (2q14.3).

c. Genes que codifican otras proteinas relacionadas con el pro-
teasoma

1 NOB1I (NIN1/RPN12-binding protein 1, S cerevesiae homolog
of; 16q22.3): previamente llamado PSMD8 binding protein 1.
Codifica una proteina homénima implicada en la maduracién del
ARN ribosémico. Se une al proteasoma (Zhang Y et al, 2005).

1.1.3 Genes que codifican sustratos de la parkina (ver PARK2.
Mutaciones del gen de la parkina en la seccion Antecedentes),
otras proteinas con funcion de ligasa de ubicuitina y proteinas
relacionadas con el estrés proteico.

a. CCNE1 (Cyclin E1; 19.q12): codifica la ciclina E1.

b.GPR37 (Probable G-protein coupled receptor 37; 7q31): co-
difica la proteina homdnima, llamada también Pael-R (Parkin-
associated endothelin receptor-like receptor)

c.SEPT5 (septin 5; 22q11.2): codifica la proteina homdnima
septina 5, lamada también CDCrel-1 (cell division control re-
lated protein 1)

d.SNCAIP (synuclein alpha interacting protein; 5q23.2): codifi-
ca lasinfilina 1.

e.SYT11 (synaptotagmin 11;1q22): codifica la sinaptotagmina
XI.

f.SKP1A (S-phase kinase-associated protein 1; 5q31): codifica
la proteina homdnima. Forma parte del complejo SCF (Skp,
Cullin, F-box containing complex).

g.HSPB2 (heat shock 27kDa protein 2; 11q22.3-q23.1): codifi-
ca la cristalina aB (CRYAB), una chaperona molecular que for-
ma parte de los cuerpos de Lewy. En condiciones normales
evita la agregacidn proteica, proceso que, sin embargo, favo-
rece en caso de sobrexpresidn, dando lugar a la formacién de
fibras de amiloide (Meehan et al, 2007)
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1.2 Seleccion de SNP
La seleccidn de SNP en los genes diana para este trabajo se llevd a
cabo utilizando las bases de datos publicas dbSNP (www.
ncbi.nlm.nih.gov) y HapMap (www.hapmap.org). También se empled
la base Functional Element SNP database (FESS;
http://combio.kribb.re.kr/FESD). Esta pagina ya no esta disponi-
ble, puesto que existe una nueva version (FESD II; http://sysbio.
kribb.re kr:8080/fesd/). Para su utilidad en el estudio de asocia-
cidn, las caracteristicas que debieron cumplir los SNP selecciona-
dos fueron: 1) una frecuencia MAF > 10%; 2) los SNP debian
haberse validado en poblaciones caucasicas; 3) r2 <0,85.

Con los requisitos anteriores, se dio prioridad a SNP con posible
efecto funcional. Se consideran SNP potencialmente funcionales
aquellos que se localizan en exones y cambian el sentido de lectu-
ra, los SNP de regiones promotoras, posibles sitios de unién de fac-
tores de transcripcion o sitios de corte y empalme (splicing) y
aquellos situados en regiones muy conservadas entre especies.
Para esta finalidad estd disponible el programa PupASNP
(http://pupASNp.bioinfo.cnio.es) desarrollado por el grupo de
bioinformatica del Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgi-
cas (CNIO) para ayudar en la bisqueda de SNP con potencial efec-
to funcional en la regién gendmica de interés (Conde et al., 2004).
Los SNP de mayor valor son los que se encuentran en regiones con-
servadas en la escala filogénica. Para comprobar silaregion del ge-
noma estudiada cumple estas caracteristicas se puede utilizar la
aplicacién USCS Genome Bioinformatics (http://genome.uscs.
edu)

Otra herramienta Util que se empled para la seleccién de SNP en
los genes candidatos es el Genome Browser mantenido por el Ins-
tituto Sanger (http://www.ensembl.org). Este buscador permite, en
cada gen de interés, una visualizacidn esquematica de su estructu-
rayunresumen de los SNP enlaregidn. La informacién obtenida en
dbSNP se complementd con la utilizacion del programa SNPbrow-
ser 2.0° de distribucidn gratuita por Applied Biosystems, as{ como
las bases de datos privadas de CELERA (www.celeradiscoverysis-
tem.com)y SEQUENOM (www.realsnp.com).

Para seleccionar los SNP informativos en regiones mas polimdr-
ficas (tagSNP) se utilizd informacién de poblacién caucésica depo-
sitada en HapMap (www.hapmap.org). El programa Haploview
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(Barret et al, 2005) se empled para identificar los tagSNP a partir
de conjuntos de SNP en desequilibrio de ligamiento, en cada regidn
génica candidata.

En el Anexo VI se explica con mds detalle el método seguido para
seleccionar los SNP. Las versiones de los programas utilizados han
cambiado, por lo que las capturas de pantallas presentadas son di-
ferentes a las disponibles actualmente.

Se seleccionaron 5-10 SNP por cada gen candidato, dependiendo
del tamafio del gen y grado de desequilibrio de ligamiento en la re-
gion. Este objetivo en algunos casos no se pudo alcanzar, ya que la
densidad de SNP identificados y depositados en las bases de datos
publicas es variable de unas regiones a otras del genoma.

Enelanexo Vll se detalla el listado completo de SNP genotipados
en el conjunto de todos los genes estudiados.

1.3 Extraccion del ADN

A partir de las muestras de sangre periférica obtenidas de pacien-
tes y controles se extrajo el ADN gendmico mediante un procedi-
miento de centrifugacion y purificacion a través de una membrana
de silica gel. Se aplicé el Wizard Genomic DNA Purification Kit®
(Promega Corporation, Madison, WI, USA), siguiendo las especifi-
caciones del fabricante. La purezay concentracién de ADN se cuan-
tificaron mediante un espectrofotémetro Nano Drop ND-1000
(Thermo Scientific). Se prepararon alicuotas de trabajo a 50-100
ng/ul, a partir de las cuales se prepararon las muestras en formato
de placas de 96 pocillos, en cantidad y concentracidn requeridas
para las diferentes plataformas de genotipado.

1.4 Genotipado
Para llevar a cabo el genotipado se contratd el servicio del CeGen.
El nodo de CeGen en Galicia tiene su sede en el Hospital Clinico de
Santiago. En este nodo disponen de las plataformas de analisis
MassArray (Sequenom®) y SNPlex™ (Applied Biosytems). Mien-
tras esta tltima plataforma es apropiada para proyectos a gran es-
cala como el propuesto, la tecnologia Sequenom es adecuada para
proyectos de media-gran escala, con menor ndmero de SNP. En es-
te estudio basicamente se ha empleado la plataforma SNPlex™
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(Applied Biosystems). La produccidn de genotipos se completd con
MassArray (Sequenom®) para algunos SNP que presentaron difi-
cultades técnicas en SNPlex. Una vez seleccionados los SNP para
analizar se hizo llegar al CeGen el listado completo. En el CeGen se
disenaron los plexes de polimorfismos (conjunto de SNP analiza-
dos en una misma reaccién).

1.4.1 Genotipado por SNPlex®

La técnica de SNPlex™ (Sobrino et al, 2005) se realiza en placas de
384 pocillos (una muestra de ADN por pocillo), con la posibilidad de
andlisis de hasta 48 SNP simultaneamente. La capacidad potencial
semanal es de 70.656 genotipos, con una precisidn mayor del
99,5% y un porcentaje de éxito mayor del 95%. La alta capacidad
de discriminacion alélica se debe a unareaccion de ligacion especi-
ficade alelo (OLA, oligonucleotide ligation assay), en la que a la re-
gion adyacente al SNP se unen un oligonucledtido comdn y un
oligonucledtido complementario al SNP en el extremo 3! La liga-
cidn, se produce Unicamente cuando hay una complementariedad
perfecta de los dos oligonucledticoss con el ADN gendmico.

La ligacidn se sigue de una purificacion con exonucleasa que eli-
mina todas las moléculas de ADN de la muestra, excepto las resul-
tantes de la ligacidn especifica del alelo. En cada pocillo se
comienza el ensayo con cantidades inferiores a un nanogramo de
ADN gendmico por SNP. Una vez obtenidos los productos de la liga-
cién se amplifican por PCR (reaccién en cadena de la polimarasa)
con cebadores (primers) universales, cuya secuencia es comple-
mentaria a las regiones externas de los productos de ligacién espe-
cificos del alelo. Uno de estos cebadores universales estd marcado
enelextremo 5 “ con biotina, cuya afinidad por la estreptavidina se
emplea para la fijacién de la molécula de ADN en una placa.

Posteriormente se lleva a cabo la hibridacién de sondas ZipChu-
te, que contienen una secuencia Unica complementaria a una por-
cion especifica del producto de PCR de cadena simple. Tras un paso
de lavado se realiza la elucidn de las sondas a una placa. Las sondas
ZipChute contienen fragmentos modificadores de la movilidad y
estdn marcadas con un fluorocromo (FAM™, dR6G o LIZ®), lo que
posibilita una deteccidn multiplex cuando las muestras se separan
por electroforesis capilar en un analizador de ADN ABI3730x! (Ap-
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plied Biosystems), con una resolucidn inferior a 2 nucleétidos. Los
lecturas de los genotipos se generan con el software GeneMapper
v3.5.

1.4.2. Genotipado por MassArray (Sequenom®)

MassArray (Sequenom?®) es una plataforma para analisis cuantita-
tivo de frecuencias alélicas mediante espectrometria de masa, que
alcanza un alto nivel de eficiencia a través del analisis multiplex de
SNP (potencialmente hasta 10-12 por reaccidén) y de mezcla (poo-
ling) de muestras de ADN (Bansal et al., 2002). En cada reaccién se
utilizan 25 ng de ADN, dos cebadores especificos para el locus de
interés disefiados con el software MassARRAY" Assay Design y un
cebador universal marcado con biotina. Los productos de PCR se
inmovilizan sobre particulas paramagnéticas cubiertas con estrep-
tavidinay se obtiene de cada producto mediante desnaturalizacién
una cadena Unica que sera utilizada para la reaccién de extension
del primer (MassEXTEND). Para esta reaccidn se utiliza un cebador
especifico y unamezcla de terminacion de tres dideoxinucledtidos.

Los productos as{ obtenidos se resolubilizan del soporte sélido y
15 nl de muestra se transfieren con un pipeta piezoeléctrica a un
chip de silicona sobre el que tiene lugar el andlisis mediante (3ser
con el espectrémetro de masa MassARRAY® de SEQUENOM®. El
analizador MassARRAY® utiliza una técnica de espectrometria de
masa con deabsorcidn/ ionizacién ldser asistida por matriz - tiem-
po de vuelo (MALDI-TOF). En cada ensayo se pueden analizar dos
chips, cada uno con 384 productos. Un software incluido con el sis-
tema (MassARRAY® Typer) se utiliza para la recogida y el analisis
de los datos.

Para la determinacidn de frecuencias alélicas se procesan los es-
pectros de masa y se calcula el area bajo cada pico individual (re-
presentando un alelo) dividida por la suma total de &rea de los
picos. Estas dreas representan la estimacion de frecuencias aléli-
cas. Se havalidado este método de mezcla de muestras para el cal-
culo de frecuencias alélicas y se ha estimado que el margen de
error es de un 4 % (Bansal et al., 2002).
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1.5 Métodos y analisis estadistico
Elanalisis del poder estadistico se realizé empleando del software
Quanto v.1.2.4 (Gauderman et al, 2006). Mediante un modelo loga-
ritmico aditivo, este estudio presenta un poder estadistico de 0.80
para detectar tamanos de efecto moderados (OR =1,7 conunerror
tipo | de 0,05) para SNP con MAF> 0,10. Con el mismo modelo ge-
nético, considerando que muchos SNP alcanzan MAF hasta de 0,40
el tamafio del efecto detectado podr(a llegar a OR = 1,4 para de-
tectar tamanos de efecto menores, la muestra de este estudio es
escasa.

El control de calidad de los datos de genotipado se realizd si-
guiendo las recomendaciones para estudios de asociacion de ge-
nes candidatos (Anderson et al, 2010). Las diferencias
significativas en los genotipados entre casos y controles se valora-
ron mediante la prueba exacta. La tasa de determinacidn (call rate)
m{nima para pasar el control de calidad se establecid en 0,80 por
muestra y 0,95 por SNP, respectivamente. Es decir, las muestras
que no superaron un 80% de SNP genotipados, as{ como los SNP
que no superaron un 95% de muestras genotipadas, no se incluye-
ron en el analisis final. Ademas, se excluyeron todos los marcado-
res con MAF < 0,10 as{ como los SNP que no estuviesen en
equilibrio de Hardy Weinberg en controles (p < 0,01).

El andlisis de asociacién se llevd a cabo utilizando el paquete
SNPassoc R package, perteneciente al programa de estadistica R.
Se aplicé unaregresion logistica (Gonzélez et al, 2007) con un mode-
lo logar({timo aditivo. La regresidn logistica se basa en la ecuacion:

Yi=a + BX

donde Y representa el genotipo (en este caso EP), X; corresponde
al genotipo de cada individuo (en este caso el alelo menor), B indica
coémo varia Y segin Xy aes el valor que tomaria Y si X fuese 0. Otra
manera de calcular laregresion logistica es con el cociente de pro-
babilidades (odds) entre la probabilidad del genotipo, p(Y,), y la
probabilidad de su ausencia, 1 - p(Y)):

P :
0DDS = ———— = ga + X
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Con el modelo logar{tmico aditivo se considera que el riesgo de
los heterocigotos es intermedio entre ambos homocigotos.

La significacion estadistica se valoré mediante la prueba de ra-
z6n de verosimilitud (likelihood ratio test, LRT), aplicando la ecua-
cion:

In (o log) es el logaritmo neperiano o natural (logaritimo cuya ba-
se es al nimero e), siendo

= i 1)\"
e=lim(1+1)

Lik,,, es la probabilidad de que X = 0, es decir de que el genotipo
considerado no se relacione con el fenotipo. Likj,gqqgitive €5 1@ Pro-
babilidad de que X tome el valor que le atribuye en este caso el mo-
delo log-additive.

Las pruebas de correccién multiple se realizaron mediante el Fal-
se Discovery Rate (FDR) con el paquete informatico gvalue R (Sto-
rey et al, 2003).

LD y el anélisis de los bloques haplotipicos, tanto en la muestra
como en los datos de HapMap se llevaron a cabo con Haploview 4.2
(Barret et al, 2005)

Para los genes que mostraron SNP con asociacién nominal
(p< 0,05) se realizé una imputacion de variantes en regiones can-
didatas mediante el programa IMPUTE v2.2° y un panel de referen-
cia de mdltiples poblaciones (Howie et al, 2009). El analisis de
asociacion de las variantes imputadas —junto con las genotipadas—
se llevd a cabo con SNPTESTvZ2® (Marchini et al, 2007).

Se realizaron dos analisis estad(sticos de forma independiente,
con sus correspondientes pruebas de correccion multiple. Por un
lado se consideraron los resultados obtenidos en los polimorfis-
mos de los genes del proteasoma y por otro lado se agruparon el
resto de los polimorfismos.

Los resultados obtenidos tanto en el genotipado como en la im-
putacidn de marcadores se compararon mediante un metanalisis
con PDGene (http://www.pdgene.org/) con asociaciones previa-
mente descritas en poblacién espafola. PDGene es un recurso muy
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util para comparar los resultados obtenidos con las asociaciones
descritas previamente. Presenta los resultados ya publicados por
separado o en metanalisis que incluyen tanto genes como polimor-
fismos.

1.6 Estudio de replicacion
Una vez obtenidos los resultados, el estudio de asociacidn se repli-
cd en una muestra perteneciente a otra poblacidn completamente
diferente. Esta muestra consist{a en 260 controles y 273 pacien-
tes con EP de Ciudad de México y dreas préximas. Los pacientes se
reclutaron en la Unidad de Trastornos del Movimiento del Instituto
de Neurologia y Neurocirugia (INN). Se diagnosticaron segtn los
criterios de UK PD Society Brain Bank. Los controles no ten{an his-
toria familiar de trastornos del movimiento. Tanto los pacientes co-
mo los controles pertenecian al grupo étnico mestizo mexicano de
al menos 3 generaciones. El estudio se aprobd por el comité de éti-
cadel INNy todos los pacientes firmaron un consentimiento infor-
mado.

Los genes con asociacién nominal significativa, ain no validados
en poblacién espanola, se analizaron en la muestra de replicacion.
Elmétodo de anélisis de las variantes genotipadas e imputadas fue
el mismo que se aplicd en la muestra de estudio. Con el fin de no
desestimar regiones potencialmente asociadas, se consideraron
también marcadores sugestivos de asociacidn aunque no hubiesen
alcanzado significacidn estadistica.

2. ESTUDIO DE FACTORES MONOGENICOS

Los pacientes portadores de mutaciones en alguno de los genes
responsables de formas mendelianas de EP no se incluyeron en
el estudio de asociacion. Estos casos se caracterizaron con ma-
yor detalle, tanto desde el punto de vista clinico como
familiar/genealdgico. El analisis de determinantes monogénicos
consistid en el despistaje de mutaciones en genes causantes de
EP y se llevd a cabo en pacientes con historia familiar de EP o
edad de inicio juvenil. Este analisis directo se realizd para los si-
guientes genes:
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a. PARKZ: se llevd a cabo la bisqueda de mutaciones puntuales
en toda la regidn codificante por secuenciacién directa, as{
como analisis de dosis génica con MLPA®.

b. SNCA: se realizd secuenciacidén directa y analisis de dosis
con MLPA®.

c. LRRK2 (PARKS8): se efectud la secuenciacion de los exones
31 (p.R1441C, p.R1441G, p.R1441H) y 41 (p.G2019S,
p.12020T), para la deteccidn de las mutaciones mas frecuen-
tes.

d. PINK1, DJI, UCHL1 y ATP13A2: se llevd a cabo analisis de
dosis génica con MLPA®.

Las técnicas de analisis genético para la blsqueda de mutaciones
en los genes citados fueron las siguientes:

2.1 Anilisis de mutaciones por secuenciacion

El protocolo de secuenciacién comprende la amplificacidn por PCR
de los exones codificantes, en algunos casos toda la regién codifi-
cante (PARK2) y en otros solo algunos exones en los que se hayan
descrito mutaciones frecuentes. Para el disefo de cebadores flan-
queantes se utilizé el software Primer3 (http://www.genome.
wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3 www.cgi). Para excluir la posi-
bilidad de amplificacién inespecifica, los cebadores se alinearon
con las secuencias de ADN depositadas en las bases de datos pu-
blicas en NCBI utilizando BLAST (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/blast/blast.cgi). Los productos de PCR se purificaron me-
diante digestidn por ExoSapIT® y se procedid a continuacidn a las
reacciones de secuenciacién con quimica BigDye® Terminator v3.1
(Applied Biosystems®). Las sales contaminantes y los terminadores
no incorporados se eliminaron mediante filtracién con el equipo
Montage- SEQ96° (Millipore). Los productos se separaron por
electroforesis capilar en un ABI3730x| (Applied Biosystems®). Los
electroferogramas se analizaron con el paquete informédtico Sta-
den.
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2.2. Anélisis de dosis génica por MLPA® (multiplex ligation-

dependent probe amplification) (Shouten et al., 2002)
Mediante MLPA® es posible realizar una cuantificacion relativa si-
multédnea de mas de 40 fragmentos diferentes de ADN. Esta técni-
ca, similar en muchos aspectos a SNPlex®, consiste en una
combinacién de 1) ligacién selectiva de un par de sondas especifi-
cas cuando estan hibridadas a una diana a la que son 100 % com-
plementarias, 2) posterior amplificacién de los productos de la
ligacidn mediante PCR con un dnico par de cebadores complemen-
tarios a los extremos de las sondas ligadas, 3) separacién de los
productos amplificados por electroforesis capilar y 4) detecciény
cuantificacién de los productos mediante fluorescencia. Existen
multiples equipos comerciales (MRC Holland) que contienen son-
das disefiadas contra dianas de interés agrupadas en funcién del
sindrome clinico (por ejemplo, el equipo para EP contiene sondas
dirigidas a genes causantes de esta enfermedad) con un nivel de re-
solucion particularmente apto para la deteccion de deleciones, du-
plicaciones y triplicaciones. La cuantificacidn se realiza mediante
la comparacién de superficies bajo los picos de fluorescencia gene-
rados por los cebadores marcados e incorporados en cada produc-
to. Lassondas se disefiana contra dianas de 50-70 nucledtidos, lo
que permite interrogar la dosis de un exén determinado. Por cues-
tiones de econom(a y eficiencia del disefo, no todos los exones de
los genes asociados a cierta enfermedad estdn incluidos en un
equipo comercial determinado, generalmente se incluyen todos los
exones de los genes mas relevantes o de mayor prevalencia.

Se empled el equipo SALSA® MLPA® P051-C1/P052-C1 (MRC-
Holland) disefiado especialmente para EP. Este equipo permite
identificar las siguientes alteraciones en los genes causantes de
EP:

a. SNCA: el equipo comercial utilizado detecta cambios de do-
sis en los 6 exones codificantes del gen. Este equipo contie-
ne, ademas, una sonda especifica para detectar la mutacidn
p.A30P.

b. PARKZ: el equipo permite detectar alteraciones de dosis en
cualquier regién del gen de la parkina, pues contiene dos son-
das diferentes para cada uno de los 12 exones del gen.
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c. LRRKZ: el equipo incluye sondas solamente para 7 de 51 exo-
nes. Ademas, tiene una sonda especifica para detectar la mu-
tacién mas frecuente p.G2019S.

d.PINKI:elequipo utilizado permite detectar cambios de dosis
en cada uno de los 8 exones de este gen.

e.DJ1: se detectan 4 de 7 exones de este gen.

f. UCHL1: se analizan 4 de los 9 exones codificantes mediante
el equipo empleado.

g. ATP13A2: el equipo de MLPA® utilizado contiene sondas pa-
ra analizar 4 de los 29 exones del gen.

h. Ademas de las sondas para los genes PARK indicados, el
equipo SALSA® MLPA® P051-C1/P052-C1 contiene algunas
sondas para el gen GCHI, implicado en la diston(a que res-
ponde a levodopa.

2.3. Caracterizacion clinica y genealdgica de familias con

formas monogénicas
En el caso de aquellos pacientes en los que se identificaron muta-
ciones causales en genes de EP se procedid a citarlos para darles el
resultado, explicandoles en qué consistia su enfermedad, por qué
se producia y las repercusiones familiares a la luz de los conoci-
mientos actuales. Ademas se realizd una revision detallada de la
historia, una nueva exploracidn clinica mas detallada y se profundi-
z6 en la historia familiar. Una vez informados, aquellos familiares
que lo deseasen pudieron realizarse un analisis genético predicti-
vo, previa explicacion de que no hay ningun tratamiento preventivo
para la EP. Se usé el programa Progeny® para construir los &rboles
genealdgicos.
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iii. Aspectos éticos

El estudio se autorizé por parte del Comité de Etica del Complejo
Hospitalario Universitario de Santiago de Compostela. Las princi-
pales consideraciones éticas que se han tenido en cuenta en este
estudio son las siguientes:

1. Relativas a la utilizacién y almacenamiento de muestras de
origen humano. Se han respetado la declaracién de la UNES-
CO sobre el genomay los derechos humanos, as{ como la De-
claracién de Helsinki con respecto a la investigacion en
humanos. En adaptacidn al Real Decreto 1716/2011, de 18
de noviembre, de tratamiento de muestras con fines de in-
vestigacion biomédica, una vez concluido el estudio las
muestras han pasado a incorporarse en la coleccidn regis-
trada C.0001360 para la linea de investigacién de enferme-
dades neuroldgicas, cuya responsable es la Dra. Mar{a Jesus
Sobrido.

2. Relativas a la realizacidn de andlisis genéticos con fines de
investigacion y de diagndstico. Se respetaron los preceptos
establecidos en la Ley 14/2007, de 3 de julio, de investiga-
cién biomédica.

3. Relativas a la confidencialidad de la informacidn personal y
clinica. Dado que el estudio implica la recogida de datos per-
sonales (edad, sexo), as{ como datos referidos a la enferme-
dad, es necesario garantizar la confidencialidad del manejo
de estos datos (Ley Organica 15/99 de Proteccidn de Datos
de cardcter Personal). Para ello, el formulario de recogida de
datos clinicos para cada sujeto del estudio estuvo codificado,
cddigo que se aplicé también a sumuestra de sangre. Solo los
miembros del equipo de investigacion involucrados en el re-
clutamiento del paciente han tenido acceso a la informacidén
que correlacionaba el cddigo con la identidad del sujeto.

4. Relativas a la voluntariedad y confidencialidad de la partici-
pacion. A fin de solicitar su consentimiento expreso para la
participacion en el estudio, tanto a los pacientes como a los
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controles se les informd de manera sencilla y comprensible
sobre el objetivo y procedimiento de la investigacion (anexo
1). Especificamente, se les resalté que no recibirian remune-
racién alguna y que la decisién o no de participar no influir(a
en la asistencia médica que fuesen a recibir. Se tuvo especial
cuidado de no ejercer ningun tipo de influencia en la libre de-
cision de participar.

5. Relativos a los resultados del estudio. Se informé a los pa-
cientes y se incorpord a su historia clinica el resultado de los
estudios de genes causales conocidos. En el caso del estudio
de asociacidn se mantuvo la confidencialidad sobre el resul-
tado del analisis genético de los sujetos estudiados, resulta-
do que no se incorpord a la historia clinica.






VI. Resultados

i. Construccion de una coleccion de casos y
controles para investigacion en EP

Como resultado del reclutamiento y caracterizacién de los pacien-
tes y de los controles, cuyas muestras se analizaron genéticamen-
te, se ha construido una coleccién con aproximadamente 300
muestras y 300 controles, todos ellos pertenecientes a la pobla-
cion gallega que, como se ha indicado anteriormente, no tiene
subestructura poblacional significativa desde el punto de vista ge-
nético. ELRD 1716/2011 de 18 de noviembre, de biobancos exige
que, una vez finalizados los estudios concretos para los que se do-
naron, las muestras que no se destruyan pasen a incorporarse bien
a un biobanco o bien a colecciones de muestras. Estas Ultimas de-
ben responder a un objetivo o linea de investigacion determinaday
deben tener uninvestigador responsable. La coleccién de muestras
de pacientes y controles utilizados en el presente estudio se en-
cuentra depositada en las instalaciones de la Fundacién Publica
Gallega de Medicina Gendmica, formando parte de la coleccidn re-
gistrada C.0001360 en el Instituto de Salud Carlos Il para la linea
de enfermedades neuroldgicas, cuya responsable es la Dra Maria
Jesus Sobrido. Los datos clinicos correspondientes, codificados y
encriptados, se han recogido en una base de datos construida con
el programa Microsoft Access®. Los datos recogidos en dicha base
de datos figuran en la tabla 9. Ademds de la edad de inicio, la dura-
cion de la enfermedad y el sexo también se han registrado los ante-
cedentes familiares y datos clinicos relevantes de la enfermedad
como son la forma de inicio y la presencia de complicaciones pre-
coces. De este modo se podran caracterizar subgrupos en ulterio-
res investigaciones.

Los datos clinicos y genealdgicos de las familias con formas men-
delianas de EP se almacenaron en una base de datos construida con
el programa Progeny®. Esta base de datos, accesible mediante cla-
ve, a los investigadores del grupo, podra ampliarse en el futuro, lo
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que serd un valioso apoyo para dar continuidad a una linea de traba-
jo sobre la base genética de la EP.

Esta coleccidn de muestras con su correspondiente base de da-
tos quedara de este modo disponible para futuras investigaciones.
La coleccidn y el conjunto de datos también podrén incrementarse
y perfeccionarse progresivamente con nuevas aportaciones y pro-
yectos, completando as{un recurso estratégico para mantener una
linea estable de investigacion molecular en EP en nuestro entorno.

ii. Estudio de asociacion

De la coleccidn de casos reclutada pertenecientes a la poblacidn
gallega se retiraron los pacientes con algin determinante monogé-
nico conocido (9 pacientes que se describen mas adelante). Tras es-
tas correcciones la muestra final genotipada fue de 287 casos y
293 controles.

Tras la aplicacion de los filtros de control de calidad, descritos en
la seccidn de material y métodos, el nimero de individuos analiza-
bles se redujo a 274 pacientes (45,9% mujeres) y 267 controles
(56,2% mujeres). La edad media de inicio de EP en los casos fue de
60,66 afios (x11,27). La edad media de los controles en el momen-
to de la toma de la muestra fue de 72,18 afos (+11,19). De los ca-
sos 36 pacientes (13,09%) tenian antecedentes familiares de
primer grado de EP.

En cuanto a los SNP, la seleccidn inicial fue de 374, pertenecien-
tes a 46 genes. En esta muestra superaron los controles de calidad
312 SNP pertenecientes a 43 genes (Anexo VII). Ningdn SNP de
PSMA4 pasé el control de calidad. De los 13 SNP del estudio de
Maraganore, 7 tampoco superaron el control de calidad, entre ellos
rs/7878232 (perteneciente a PASD1) y rs16851009 (pertenecien-
tea GALNT3).

Para el estudio de replicacidn, realizado con la muestra de pobla-
cién mestiza mexicana referida anteriormente, se aplicaron los
mismos criterios de calidad. De este modo en la muestra de repli-
cacidn resultaron 273 pacientes (47,3% mujeres) y 260 controles
(70,0% mujeres). La edad media de inicio de EP fue de 55,38 afos
(+11,63). La edad media de los controles en el momento de la toma
de la muestra fue de 58,20 afnos (+ 12,36). En esta muestra se ana-
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Caracteristicas de las muestras inicial y de replicacién

Muestra inicial Muestra de replicacién
Controles  Casos Controles  Casos
N 267 274 260 273
% Mujeres 56.2 459 700 473
Edad media de inicio (DT) NA  60.66(11.27) NA  55.38(11.63)
Edad mediade toma 72.18(11.19) NA 58.20(12.36) NA
de muestra (DT)
Tabla 10. lizaron los SNP que hab{an mostrado asociacion con EP en la mues-
Caracteristicas delas  tra inicial. En la tabla 10 se resumen las caracteristicas de las
muestras inicial y de muestras inicial y de replicacién.
replicacion El estudio de asociacidn se realizé en dos partes de forma inde-
DT: desviacidn tipica pendiente, aplicando también de forma independiente las pruebas
NA: no aplicable de correccion multiple. Por un lado se analizaron 246 SNP pertene-

cientes a 31 genes que codifican subunidades del proteasoma y
proteinas relacionadas. Por otro lado se analizaron 66 SNP perte-
necientes a los 12 genes que no codifican las subunidades del pro-
teasoma, incluyendo MAPT y SNCA.

Se encontraron varias asociaciones nominales (ver tablas 11, 12
y 13) en SNP de MAPT y SNCA, asi como en algunos genes que co-
difican subunidades del proteasomay en SYTI1, cuyo producto es
sustrato de la parkina. La asociacién con el SNP rs2435207 de
MAPT mantuvo significacidn estadistica tras aplicar la correccidn
para comparaciones multiples multiples con FDR (p = 0,00037, OR
= 1,60, valor q=0,0273).

Los resultados del estudio de asociacién se presentan en 3 par-
tes: 1) genes en los que previamente se hab{a demostrado asocia-
cién, 2) genes que codifican las subunides del proteasoma y
proteinas relacionadas y 3) genes que codifican sustratos de la
parkina, otras proteinas con funcién de ligasa de ubicuitinay prote-
(nas relacionadas con el estrés proteico

1. GENES EN LOS QUE PREVIAMENTE SE HABIA DEMOSTRADO
ASOCIACION coN EP

En este apartado se incluyen MAPT, y suregién que abarca CRHRI,
y SNCA. De los genes MAPT / CRHR1 se analizaron 9 SNP. De ellos,
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4 pertenecientes aMAPT mostraron asociacion nominal: rs242562
(p=0,0366, OR=1,32), rs 1800547 (p=0,0039, OR=0,65),
rs2435207 (p=0,0003,0R=1,60) yrs2471738(p=0,035,0R=1,61).
La asociacion con rs2435207 continud siendo significativa al apli-
car pruebas de correccién multiple con FDR (g=0,0273).

Ademas, se pudieron imputar en los individuos estudiados los geno-
tipos del SNP rs1052553 (p =0,0027, OR (alelo A) = 1,54), utilizado
previamente como definitorio del haplotipo H1 tau (alelo A-H1) enes-
tudios de asociacidén con EP (Wider et al, 2010, Elbaz A et al, 2011).

56204 _
s3sg18e
12502363
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rsfSIN e
2737008
He 1
re2619361
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=
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Figura 19A. Bloques
haplotipicos de MAPT
calculados segtn el
valorde D’

Figura 20A. Bloques
haplotipicos de SNCA
calculados segtn el
valor de D’



Figura 19B. Bloques
haplotipicos de MAPT
calculados segun el
valor de r?

Figura 20B. Bloques
haplotipicos de SNCA
calculados segun el
valor de r?
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También se hallaron 2 polimorfismos asociados con EP en el gen
CRHR1 (Corticotropin releasing hormone receptor 1), contiguo a
MAPT:rs3418 (p =0,0039,0R = 0,65) y rs 8072471 (p =0,0062, OR

-0,67).

Varios de los polimorfismos que mostraron asociacién formaron
un bloque haplotipico como se muestra en las figura 19A y B, calcu-

lados respectivamente segtin los valores de D'y r2.

En el caso de SNCA, se analizaron 13 SNP vy se hallé asociacién
nominal con rs356204 (p=0,168, OR=1,35) y rs356164 (p=0,046,

rs356204
C€asos Q
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N
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2619304
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SNP pertenecientes a MAPT / CRHR1 y SNCA que han mostrado

SNP Gen Posicion G/1! Alelos Alelo menor MAF
rs3418 CRHR1/MAPT 17:43723462 G A/G A 0,239
rs8072451 CRHR1/MAPT 17:43893716 G C/T T 0,241
rs242562 MAPT 17:44026739 G A/G A 0,302
rs1800547 MAPT 17:44051846 G A/G G 0,240
rs2435207 MAPT 17:44058928 G A/G A 0,287
rs10525532 MAPT 17:44073889 | A/G G
rs2471738 MAPT 17:44076063 G C/T T 0,179
rs356219 SNCA 4:90637601 I A/G G
rs356204 SNCA 4:90663542 G A/G A 0,458
rs356164 SNCA 4:90693476 G C/G C 0,150
1 Genotipado / Imputado 2 SNP imputado. La asociacidn significa que el genotipo de los
A Tabla 11.SNP pertenecientes a MAPT / WV Tabla 12. Resultados nominales positivos

CRHRI y SNCA que han mostrado en el estudio obtenidos en los genes de las subunidades del
asociacién significativa con la EP proteasoma

Resultados nominales positivos obtenidos en los genes de las subunidades del proteasoma

Posicién Alelo OR (95 % IC)

SNP Gen (GRCh37/hgl9) Alelos menor Valorp (alelo menor)
rs2597220 PSMA1 11:14529527 /T C 0,0375 0.69(0.49 - 0.98)
rs6573194 PSMA3 14:58712914 /T C 0,0269 0,75 (0,58-0,97)
)

rs/156944 PSMA6 14:35790467 G/T 0,0189 0,72(0,55-0,95
rs10838708 PSMC3 11:47441513 A/G 0,0013 0,68(0,53-0,88)
rs/7948705 PSMC3 11:47447955 C/G 0,0063 1,52(1,12-2,07)
rs3781625 PSMC3 11:47443080 A/G 0,0129 0,73 (0,56 - 0,94)
rs11600581  PSMC3 11:44051846 /T 0,0161 0.74 (0,57 - 0,95)

rs6748332 PSMD1 2:231914845 /T
rs6436998 PSMDI 2:231918591 /T
rs17440378  PSMD1 2:231979355 /T
rs3731783 PSMDI  2:31913056 A/G
rs10510901  PSMD6 3:64013062 A/G
rs12497119  PSMD6 3:64014640 A/G
rs12448188 PSMD7 16:74313430 A/G
rs12921488 PSMD7 16:74325131 A/G

0,0161 0,71 (0,53 -0,94)
0,0209 0,73 (0,56 - 0,96)
0,0277 0.69 (0.50 - 0.96)
0,0415 0.73(0.54-0.99)
0,0395 0.70 (0.49 - 0.99)
0,0444 0.69 (0.50 - 0.96)
0,0272 0.73(0.55-0.97)
0,0251 0,70 (0,51 - 0,96)

>0 606> 40 406060 >0
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en el estudio asociacidn significativa con la EP

Metanilisis Mata (2011)
con PdGene Asturias
Valor p Valor q OR (IC 95%) valor p /OR Valor p /OR
0,00395 0,0734 0,65 (0,49-0,88) 0,0002 /<1
0,00624 0,0927 0,67 (0,50-0,89) 0,0017 /<1
0,03667 0,3168 1,32(1,02-1,73) NS
0,00390 0,0735 0,65 (0,49 -0,88) <5E-08/0,78 0,0003/0,79
0,00037 0,0273 1,60 (1,23 -2,08) NS
0,0027 = 0,65 (0,49 -0,87) <5E-08/0,79
0,00357 0,0735 1,61 (1,16 -2,23) NS
0,0099 1,34(1,04-1,71) <5E-08/1,28 0,0006/1,23
0,01687 0,2090 1,35(1,05-1,73) <5E-08/1,27
0,04688 0,3168 0,70(0,50 - 1,00) <5E-08/0,78
pacientes con EP en la muestra es H1/H1 IC 95 % Intervalo de confianza 95%

OR=0,70). El polimorfismo rs356219, previamente asociado a EP
en poblacidn asturiana (Mata et al, 2011), pudo imputarse en la
muestra de este estudio, con valor p=0,0099y OR =1,34.

Los SNP que mostraron asociacidn junto con el imputado forma-
ron un bloque haplotipico como se muestra en las figuras 20A y B,
calculados respectivamente segtn los valores de D'y r2.

Los resultados de los SNP que mostraron asociaciéon con MAPT /
CRHR1 y SNCA se muestran en la tabla 11. Se incluye una columna
con los resultados del metandlsis de PDGene para cada polimorfis-
mo.

2. GENES QUE CODIFICAN LAS SUBUNIDADES DEL PROTEASOMA

En la muestra de poblacidn gallega, se encontraron asociaciones
nominales (p < 0,05) para 14 SNP pertenecientes a 7 genes que
codifican subunidades del proteasoma PSMA1, PSMA3, PSMAG,
PSM(C3, PSMD1, PSMD6 y PSMD7 (ver tabla 12). La asociacién
mas destacada correspondid al polimorfismo rs10838708 perte-
neciente a PSMC3 (p =0,0013, OR = 0,68).

Segun los calculos realizados con los genotipos obtenidos, los
SNP de este gen que mostraron asociacién nominal formaron un
bloque haplotipico (fig 21A y B).
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En este caso, ninguna de estas asociaciones permanecid signifi-
cativa tras aplicar FDR.

Las variantes obtenidas se analizaron en la muestra de replica-
cién pero no se obtuvieron en ella resultados de asociacidn
estadisticamente significativa. Tampoco los resultados correspon-
dientes al metandlisis de PDGene para estos polimorfismos mos-
traron asociacidn alguna.

3. GENES QUE CODIFICAN SUSTRATOS DE LA PARKINA, OTRAS
PROTEINAS CON FUNCION DE LIGASA DE UBICUITINA Y PROTEINAS
RELACIONADAS CON EL ESTRES PROTEICO

El estudio de asociacidn con el resto de los genes analizados fue
negativo para los polimorfismos de CCNE1, GPR37, HSBP2, NOBI,
SEP5, SKP1 y SNACIP. Tampoco se encontrd asociacién con los 6
polimorfismos analizados que en el estudio de Maraganore habian
mostrado asociacién con EP. Se hallé asociacién, nominal, con
SYT11.Deeste gense analizaron en la muestrainicial 3 SNP que no
se habian descrito previamente en la literatura.

De estos 3 SNP analizados, 2 de ellos mostraron asociacién no-
minal con EP: rs3820594 (p = 0,0378, OR = 1,32) y rs729022 (p =
0,0384, OR = 1,30). El tercer SNP analizado, rs12563627 no llegé
a alcanzar significacién estadistica (p = 0,06541, 0R = 1,27 (0,98 -
1,63)). Estos SNP estan en LD relativamente fuerte en esta mues-
trainicial (-2 = 0,77). Sin embargo, haciendo el célculo con los datos
de HapMap Il estos SNP podrian pertenecer a diferentes bloques
haplotipicos en la poblacidn caucdsica. rs3820594 se sitda en la
region 5°UTR, rs729022 en la regién 3 UTR, mientras

Izquierda: Figura
21A.Bloque
haplotipico formado
por los SNP de PSM(C3
segln el valor de D’
Derecha: Figura 21B
Bloque haplotipico
formado por los SNP
de PSMC3 seglin el
valor de r?
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Casos
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controles controles
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lzquierda: Figura
22A.Bloques
haplotipicos de
SYT11 calculados
segln el valor de D’
Derecha: Figura 22B.
Bloques haplotipicos
de SYT11 calculados
seglin el valor de r?

rs12563627 se aloja fuera de la regidn codificante en sentido 3!

Se tratd de llevar a cabo la imputacién genotipica en la muestra
inicial de los 2 polimorfismos relacionados con SYTI1 previamen-
te asociados a EP en la literatura. No fue posible imputar el genoti-
po de rs202015799 (no estaba depositado en las bases de datos
utilizadas). S{ pudo imputarse el genotipo de rs34372695, sin re-
sultado significativo de asociacién (p=0,19).

ELSNP de SYTI11 rs729022, uno de los 2 que mostraron asocia-
cién nominal en la muestra inicial, se analizd en la muestra de repli-
cacion. El SNP rs3820594, que también presentd asociacién a EP
en la muestra inicial, no pudo incluirse para el genotipado multiplex
en el estudio de replicacion -no fue posible encajarlo en el disefo
de cebadores- por lo que se sustituyd por rs822508, del mismo
bloque haplotipico. También se incluyé el polimorfismo
rs12563627, aunque no habfa llegado a alcanzar significacion es-
tadistica nominal en la muestra inicial. Para estos tres polimorfis-
mos el estudio de replicacidn confirmo la asociacién nominal y
ademds los 3 SNP resultaron estar en LD completa, r2 > 0,98 tam-
bién en la poblacién mexicana (ver figuras 22A y B). Ademas, la im-
putacion de genotipos para el SNP rs34376925, previamente
asociado a EP en la literatura, mostré la asociacion més fuerte (p =
0,00003,0R =2,07)

Los resultados tanto en la muestra inicial como en la muestra de
replicacion, junto con los resultados del metanalisis de PDGene, se
exponen en la tabla 13.
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SNP de SYT11 que mostraron asociacién nominal con EP.rs729022 en el mismo

Muestra inicial

SNP Gen Posicién G/I1 Alelos Alelo

menor MAF Valor p
rs3820594 SYT11 1:155829511 G Cc/T T 0,281 0,04570
rs202015799 SYT11 1:155839054 | Cc/T T NA
rs822508 SYT11 1:155850558 G /T =
rs729022 SYTI11 1:155852123 G A/G G 0,324 0,03425
rs12563627 SYTI11 1: 155862966 G /T T 0,343 0,06541
rs343726952 SYT11/RAB25 1:156030037 | /T T NS

A Tabla 13.SNP de SYT11 que mostraron asociacién nominal con EP.rs729022 en el mismo bloque
haplotipico que rs3820594 sustituye a este en el estudio de replicacidn. En este estudio se incluye
rs12563627 que no habia resultado significativo en el estudio de asociacion inicial. La imputacidn del
SNP descrito previamente rs34372695 mostroé asociacion Unicamente en el estudio de replicacidn.
Enrs729022yrs12563627 los alelos con menor frecuencia en la muestra inicial y en la de replicacidn
son diferentes.

1 Genotipado / imputado. 2rs34372695 es el tinico SNP de los genotipados o imputados que

resulta positivo en el metandlisis con PDGene, con p = 0,0267 y OR <1
IC 95%: Intervalo de confianza 95%. NA: no aplicable. NS: no significativo

Caracteristicas de la enfermedad en pacientes con mutacién p.G2019S Tabla 14.

Paciente Sexo Edadde Duracion Sintoma Antecedentes Caracteristicas de la
inicio  (afos) inicio familiares enfermedad en los
PARK8-1 M 39 6 Temblor No pacientes con la
PARK8-2 M 62 15 Bradicinesia Hermana, mutacion p.G2019S
2 sobrinos
PARK8-3 M 71 12 Temblor Hermana,
2 hijos
PARK8-4 M 45 7 Temblor No
PARK8-5 M 28 32 Distonia No
PARK8-6 M 43 5 Bradicinesia No
PARK8-7 V 58 3 Bradicinesia Padre
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bloque haplotipico que rs3820594 sustituye a este en el estudio de replicacién

Valor q
0,3168
NA
0,3168
0,4052
NS

Muestra de replicacién

Alelo
OR (IC95%) menor MAF Valor p OR (IC 95%)
1,31 (1,00-1,72)
NA NS NS
= C 0,464 0,0187 1,33 (1,05-1,68)
1,31 (1,02-1,69) A 0,460 0,0352 1,29 (1,02-1,64)
1,27 (0,98-1,63) C 0,449 0,0242 1,32 (1,04-1,68)
NS 0,00003 2,07 (1,24-3,87)

iii. Caracterizacion de pacientes y familias con
formas monogénicas de EP

Se llevd a cabo una revision detallada, clinica y genealdgica, de
aquellos casos con mutacion en genes conocidos causantes de EP
familiar: se hallaron 7 casos con la mutacién p.G2019S en LRRKZ y
2 pacientes con mutacion de PARKZ en homocigosis.

No se detectaron mutaciones de SNCA. Tampoco se identificaron
las otras mutaciones de LRRKZ descritas en los exones secuencia-
dos (p.R1441C, p.R1441Gy p.R1441H en el exdén 31 y p.I2020T en
el exdn 41)

1. PACIENTES Y FAMILIAS CON MUTACION EN LRRK2

Las caracteristicas de los pacientes portadores de la mutacidn
p.G2019S se resumen en la tabla 14. Todos ellos presentaron este
cambio nucleotidico en heterocigosis. La edad media de presenta-
cion fue 49,43 (x14,86) y el tiempo medio de evolucidn 11,43 (=
9,98). 4 pacientes habian comenzado la enfermedad antes de los
45 afos. 3 pacientes presentaron antecedentes familiares: 1 varon
que habia comenzado a los 58 afios cuyo padre habia padecido EP y
2 mujeres que eran hermanas. Una de ellas tenfa 2 hijos afectados.

Las pacientes PARK8-2 y PARK8-3 son hermanas y pertenecen a
una familia cuyos progenitores eran primos hermanos. Estas 2 mu-
jeres pertenecen a una familia de 6 hermanos. Los 4 hermanos res-
tantes no padecieron EP. De estos 4, 2 mujeres eran sordomundas.
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PARK8-3 tiene 2 hijos (PARK8-3A y PARK8-3B) que padecen EP.
PARK8-3B presenta la misma mutacién que sumadre, p.G2019S en
LRRKZ2. PARK-8 3A, sin embargo, no es portador de ninguna de las
mutaciones mas frecuentes de LRRKZ que se analizaron.

PARKS8-2, de 77 afhos, comenzd con EP a los 62. Los sintomas ini-
ciales fueron dificultad para realizar movimientos de precision con
las extremidades izquierdas y para caminar. Cuando consulté hacia
9 meses que presentaba la clinica. Se traté con medicacidn dopa-
minérgica, inicialmente ropinirol hasta 16 mg. Posteriormente se
anadio levodopa. Larespuesta fue buena hasta los 9 anos de evolu-
cién. Entonces comenzé con fluctuaciones y discinesias. La medi-
cacion dejo de ser efectiva durante las 24 horas del d{a. Ademas en
los momentos de maximo beneficio del tratamiento, la paciente
presentaba discinesias, sobre todo en el cuello y la regién orofa-
cial. Pese al ajuste de la medicacidn oral no mejoro el control motor.
A los 10 afios de evolucidn se colocd un infusor de apomorfina. En
la actualidad la dosis de este farmaco es de 7 mg por hora durante
16 horas. Ademds se trata con levodopa. La paciente presenta
buen control motor de forma permanente sin discinesias. Nunca ha
tenido temblor

PARK8-3 consultd hace 12 afos, cuando tenia 71, por temblor de
6 meses de evolucidn. En aquel momento afectaba a la extremidad
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superior derecha, con predominio de reposo, y un cierto componen-
te postural. Entonces apenas mostraba ligera rigidez y bradicine-
sia. Se tratd con levodopa a dosis bajas y se mantuvo con buen
control motor durante varios afnos. El temblor se hizo bilateral, la
bradicinesia se incrementd y también se hizo bilateral. Sin embar-
go, la respuesta a la dopa, cuya dosis se fue aumentando modera-
damente, continud siendo buena. Cuando llevaba 12 afos de
evolucidn, la paciente sufrid un importante empeoramiento de sus
s{intomas, con incremento del temblor, de la rigidez y de la bradici-
nesia. El temblor apenas se modificé al subir la dosis de levodopa.
La rigidez y la bradicinesia mejoraron de forma importante. Se
mantuvo en esa situacién hasta su fallecimiento 4 meses después
por una neumonia.

PARK8-3A acudié por primera vez a la consulta hace 2 afos,
cuando ten(a 58, por un cuadro de 2 afios de evolucién de temblory
torpeza en las extremidades izquierdas. En la exploracidn se apre-
cidé un sindrome rigido acinético con temblor de resposo en las ex-
tremidades izquierdas. Se traté con 8 mg de rotigotina. El cuadro
mejordé de modo que en la actualidad solo se aprecia una leve bra-
dicinesia izquierda. El paciente sigue con su actividad laboral nor-
mal. Este paciente no es portador de la mutacién p.G2019S ni de
ninguna otra conocida.
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PARK8-3B, de 57 afos, consultd hace 6 meses por torpezay tem-
blor en las manos, especialmente en la derecha. En la exploracidn
se aprecid un s{indrome rigido acinético, con temblor de reposo, de
predominio derecho. Mejord inicialmente con 8 mg de rotigotina.
Posteriormente se afiadid levodopa a dosis bajas. En la actualidad
apenas presenta leve bradicinesia derecha. Este paciente es porta-
dor de la mutacion p.G2019S.

Elarbol genealdgico (figura 23) resume esta familia extensaen la
que hay pocos afectados (uno de ellos no portador de ninguna mu-
tacién conocida). A todos los pacientes se les explicd lo que se co-
noce del significado de la mutacidn, as{ como las incertidumbres
todavia existentes sobre su penetrancia y variabilidad en las mani-
festaciones clinicas, con las posibles implicaciones para sus des-
cendientes. Se les ofrecid la posibilidad de consulta genética a sus
familiares.

2. PACIENTES Y FAMILIAS CON MUTACIONES DE PARK?2

Se hallaron 2 casos (ndice homocigotos para mutaciones de
PARKZ2, PARK2-1 y PARK2-2A.

PARK2-1 es una mujer de 40 anos sin antecedentes familiares.
Sus padres no son parientes. Tiene una hermana sana de 37 anos.
La paciente comenzd a los 14 afos con temblor de reposo y postu-
ral y gran amplitud de predominio derecho. Tras probar varios far-
macos (betabloqueantes, anticolinérgicos, primidona, clonacepam)
se hizo, cuando ten{a 20 afos, una prueba con dosis bajas de levo-
dopa. La respuesta fue muy buena, con gran mejor{a del temblor.
Posteriormente se retird la levodopa. El temblor recidivd y la pa-
ciente desarrollé una importante diston(a del tronco. Se reintrodu-
jo la levodopa a dosis bajas, con lo que desaparecid la diston{a y el
temblor volvié a mejorar. El cuadro se mantuvo estable durante 10
anos. Inicialmente se diagnosticd de distonia que responde a la do-
pa (DRD). Sin embargo, al cabo de ese tiempo, el cuadro empezd a
fluctuar y comenzo con torpeza y rigidez en las extremidades dere-
chas. Un SPECT con BCIT demostrdé degeneracidn bilateral de la
neurona presinaptica dopaminérgica, lo que descartaba definitiva-
mente el diagndstico de DRD. El anélisis genético por MLPA mos-
tro la presencia en homocigosis de una delecion en el exdn 4 de
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PARKZ2. Se incrementaron las dosis de levodopa y se introdujeron
agonistas. Los sintomas continuaron respondiendo muy bien a la
medicacién dopaminérgica. En la actualidad se trata con levodopa,
600 mg al dia, y pramipexol, 3,15 mg diarios. Mantiene un buen con-
trol motor sin apenas fluctuaciones, con leve bradicinesia y tem-
blor postural moderado derechos.

El caso PARK2-2A presenta una importante historia familiar con
2 hermanos varones y 2 primos hermanos afectados (varén y mu-
jer). Todos ellos presentaron la mutacion c.255delA, que corres-
ponde a una delecién en heterocigosis de un residuo adenina en el
exén 2 del gen, que modifica el marco de lecturay da lugar a la apa-
ricion de un coddn de parada prematura y a una proteina truncada
(p.D52MfsX29: NP_004553.2). Los padres de PAK2-2A eran pri-
mos segundos (ver arbol genealdgico en la figura 24).

PARK2-2A, varén de 61 afios, comenzd a los 30 afos con temblor
de reposo y postural en las extremidades derechas y en la cabeza.
Se tratd con anticolinérgicos y levodopa. Unos 12 afos después del
inicio comenzd con fluctuaciones y discinesias de beneficio de do-
sis. Se incrementd la levodopa, se retiraron los anticolinérgicos y
se ahadieron agonistas dopaminérgicos. Tras ajustar la medicacion
desaparecieron las fluctuaciones. Se mantienen las discinesias,
que afectan sobre todo a la regidn orofacial y cervical y en menor
medida a las extremidades superiores. Son de beneficio de dosis
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de moderada intensidad y las tolera bien. En la actualidad, global-
mente, el control motor es bueno con bradicinesia ligera moderada
de predominio derecho. Se trata con levodopa, 800 mg diarios, y
pramipexol, 3,15 mg diarios.

PARK2-2B, varén de 62 afhos, hermano del anterior, comenzd a
los 30 afos con temblor y torpeza en las extremidades derechas.
Se tratd con medicacién dopaminérgica y la respuesta motora fue
buena durante 5 anos. A partir de entonces comenzd con fluctua-
ciones y discinesias. Los ajustes de medicacidn le permitieron un
control de la enfermedad bastante aceptable durante 25 afos. En
los dltimos 2 afios, sin embargo, los ajustes de medicacidn oral fue-
ron ineficaces. El paciente presenta hasta 5 horas al dia con mal
control junto con importantes discinesias de baneficio de dosis. Se
le propuso tratamiento con estimulacién subtaldmica, infusién de
levodopa o de apomorfina pero no lo considerd.

PARK2-2C, vardn de 60 afnos, hermano de los anteriores, comen-
z6 con la enfermedad alrededor de los 40 afios. Inicialmente mejo-
ré con medicacidon dopaminérgica, pero a los 6 afios empezd con
flucturaciones y discinesias. No se dispone de datos de su situa-
cion actual pues prefiere no acudir arevisidn.

PARKZ2-2D, mujer de 69 afios, prima hermana de los anteriores
comenzo con temblor en las extremidades derechas a los 57 afos.
Sus padres no estaban emparentados, aunque eran de la misma zo-
na. El temblor era de predominio en reposo, y se acompanaba de
bradicinesia ligera derecha. Se ha mantenido estable desde el ini-
ciode los sintomas con 300 mg de levodopay 1 mg de rasagilina. En
la actualidad apenas muestra bradicinesia derecha.

PARK2-2E, vardn de 60 afios, hermano de la anterior comenzd a
los 35 afos con temblor y torpeza en las extremidades derechas.
Respondid bien a la medicacién dopaminérgica durante 7 afos.
Posteriormente hubo de modificarse frecuentemente el trata-
miento por fluctuaciones y discinesias. En 2008 se colocaron sen-
dos estimuladores subtaldmicos, que se retiraron por infeccién.
Ese mismo afo se inicién apomorfina en infusidn continua. En la ac-
tualidad presenta buen control motor durante todo el dia con bra-
dicinesia y rigidez de grado leve moderado y discinesias leves o
moderadas.



VII. Discusion

i. Coleccion de casos y muestras para la
investigacion en EP

La linea de investigacidn aplicada en este trabajo, estudio de poli-
morfismos relacionados con EP en una poblacidn, requiere de la
construccidn de una coleccidn de muestras registradas, que inclu-
yan tanto casos como controles. Previamente hubieron de definir-
se unos criterios de inclusidn estrictos en cada uno de los grupos.
El protocolo del estudio fue aprobado por el Comité de Etica de In-
vestigacion Clinica de Galicia.

Los datos de los pacientes, tanto personales como de las carac-
ter(sticas de su enfermedad, se almacenaron en un archivo solo
disponible para el equipo investigador. De forma ideal los datos de-
ber{an actualizarse periddicamene, lo que resulta dificil tanto por
suvolumen como por la necesidad de mantener la confidencialidad.

A su llegada al laboratorio, las muestras de sangre recibieron un
cddigo con el que se desarrolld todo el trabajo posteriormente. Es-
te codigo quedd asignado a las muestras de ADN almacenadas.

Durante la realizacién de este proyecto, entré en vigor el Real De-
creto 1716/2011, de 18 de noviembre sobre la formacién de bio-
bancos. Se trata de un decreto que desarrolla la disposicidn final
tercerade laLey 14/2007, de 3 de julio sobre investigacién biomé-
dica. En concreto establece los requisitos bdsicos de autorizacion
y funcionamiento de los biobancos con fines de investigacidn bio-
médica y del tratamiento de las muestras bioldgicas de origen hu-
mano, y se regula el funcionamiento y organizacion del Registro
Nacional de Biobancos para investigacidn biomédica. Consta de 4
titulos incluyendo el preliminar, 3 disposiciones finales y un anexo.

EneltituloIl, sobre el tratamiento de muestras bioldgicas de ori-
gen humano con fines de investigacién biomédica, se regula cémo
ha de transmitirse la informacidn al paciente al que se pide que do-
ne una muestra bioldgica, la naturaleza del estudio que se va area-
lizar, los posibles beneficios e inconvenientes del estudio, el
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destino de la muestra una vez terminado el estudio, el manejo de
los datos personales o la posibilidad de que el paciente revoque el
consentimiento en cualquier momento.

Elmismo t{tulo Il regula el almacenamiento y conservacién de las
muestras de origen humano. Una vez terminado el estudio, si el pa-
ciente autoriza que no se destruya la muestra, esta puede 1) alma-
cenarse en un biobanco, de modo que se podria utilizar para
cualquier investigacién biomédica en los términos que refiere la
Ley 14/2007, de 3 de julio, siempre que el sujeto fuente haya pres-
tado su consentimiento; 2) conservarse fuera del &mbito de un bio-
banco como coleccién de muestras para fines de investigacién
biomédica, de modo que solo se podrén utilizar para la linea de in-
vestigacion y centro/s que consten en el documento de consenti-
miento, salvo nuevo consentimiento expreso del sujeto para otra
finalidad. Las colecciones de muestras bioldgicas deben contar con
un investigador responsable.

Las muestras de este estudio se conservan en el Registro Nacio-
nal de Biobancos del Instituto de Salud Carlos Il (seccidn coleccio-
nes) como coleccién C.0001360 para investigacion en genética de
enfermedades neuroldgicas. Por tanto no se requiere un nuevo
consentimiento informado siempre que las muestras se empleen
para esta linea de investigacidn.

Las muestras almacenadas y los datos forman un instrumento
mas del grupo de investigacidn de Neurogenética de la Fundacidn
Gallega de Medicina Gendmica. Han permitido abrir la linea de in-
vestigacién de genética de la EP. Los controles de este trabajo han
servido para controles de otros estudios neurogenéticos al tratar-
se de personas mayores sin sintomas neuroldgicos relevantes. Por
otro lado, esta coleccidn ha permitido establecer colaboraciones
con otros grupos de investigacidn neurogenética como el de A Sa-
las (articulo en preparacidn) o X Estivill o iniciar una relacién de in-
vestigacidn con el Instituto de Neurologia y Neurocirugia de Ciudad
de México.
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ii. Estudio de asociacion

Los genes en lo que se analizaron polimorfismos para este estudio
figuran en la seccién Material y métodos. Se incluyeron SNP de ge-
nes como MAPT y SNCA ampliamente validados de modo que ac-
tuasen de control de calidad de la muestra. El resto de los
polimorfismos se centraron fundamentalmente en las subunidades
del proteasoma y sustratos de la parkina. Se incluyeron 9 polimor-
fismos que mostraron asociacidn en el estudio de Maraganore et al
(2005), que finalmente no se validaron en estudios posteriores
(Bialecka et al, 2006, Clarimon et al, 2006, Elbaz et al, 2006, Fung
et al, 2006, Goris et al, 2006)

Algunos de los genes analizados ya se hab{an incluido en estudios
buscando asociacién con la enfermedad de Parkinson. En la tabla
15 se relacionan los estudios que han incluido alguno de estos ge-
nes en poblacién caucasicay el resultado (Lill et al, 2012).

Estudios de asociacidn previos con EP de los genes analizados en este estudio

Gen Coordinadas Proteina Estudios de Asociacion
genémicas (NCBI) asociacién previos
(Poblacién caucasica)
PSMA7 20:60711783 - Subunidad de Maraganore, 2005 Negativa
60718514 proteasoma tipo Pankratz, 2008
alfa?7 Simdn Sanchez, 2009
PSMC4 19:40476912 - Subunidad 4 Wahl, 2008 579+
40487671 ATPasa del 29 41delins
proteasoma 265 GTTGGAG
GPR37 7:124,385,654 - GPR37 (PAELR) Pankratz, 2008 Negativa
124,406,078 Simon Sanchez, 2009  Negativa
SNCAIP 5:121,647,819 - Sinfilina 1 Bandopadhyay, 2001 Negativa
121,799,793 Farrer, 2001 Negativa
Maraganore, 2003 Negativa
Myhre, 2008 D552010
Simon Sanchez, 2009 Negativa
SYT11 1:155,829,260 - Sinaptotagmina 11 Pankratz, 2008 Negativa
155,854,990 Simén Sanchez, 2009  Negativa
Nalls, 2011 rs202015799
Sharma, 2012 rs34372695
Pihlstrom, 2013 rs34372695
PRDM2 1:14,026,734 - PR Domain Maraganore, 2005 rs2245218
14,151,573 Containing Protein 2 Goris, 2006 Negativa
Elbaz, 2006 Negativa
Pankratz, 2008 Negativa
Sharma, 2009 Negativa

Simdn Sanchez, 2009

Negativa




1181 DISCUSION

Estudios de asociacidn previos con EP de los genes analizados en este estudio

Gen Coordinadas Proteina Estudios de Asociacion
genémicas (NCBI) asociacién previos
(Poblacién caucasica)
SEMA5A 5.9,035,137 - Semaforina 5A Maraganore, 2005 rs7702187
9,546,232 Bialecka, 2006 Negativa
Clarimon, 2006 Negativa
Goris, 2006 Negativa
Elbaz, 2006 Negativa
Farrer, 2006 Negativa
Fung, 2006 Negativa
Li, 2008 Negativa
Pankratz, 2008 Negativa
Sharma, 2009 Negativa
Simdn Sanchez, 2009 Negativa
GALNT3 12:166604313 - UDP-GalNAc Maraganore, 2005 rs16851009
166650803 transferasa 3 Goris, 2006 Negativa
Elbaz, 2006 Negativa
Farrer, 2006 Negativa
Li, 2008 Negativa
Pankratz, 2008 Negativa
Sharma, 2009 Negativa
Simon Sanchez, 2009  Negativa
PASD1 X:150732007 - PAS domain- Maraganore, 2005 rs/878232
150845211 containing 1 Goris, 2006 Negativa
Elbaz, 2006 Negativa
Farrer, 2006 Negativa
Li, 2008 Negativa
SNCA 4.90,645,249 - Sinucleina alfa Maraganore, 2006 REP1
90,759,446 Sotiriou, 2009 rs356219
Mata, 2011 rs356219
Elbaz, 2011 rs2583988
Elbaz, 2011 rs181489
Elbaz, 2011 rs356219
Elbaz, 2011 rs11931074
Nalls, 2011 rs356219
Cardo, 2012 rs356165
Otros 72 estudios
MAPT 17:43,971,747 - Proteina Tau Elbaz, 2011 rs1052553
44,105,699 Mata, 2011 rs1800547
Nalls, 2011 rs2942168

Otros 44 estudios

Tabla 15. Estudios de asociacidn previos con EP
de los genes analizados en este estudio
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1. FACTORES GENETICOS DE SUSCEPTIBILIDAD A EP PREVIAMENTE
VALIDADOS EN DIVERSAS POBLACIONES: MAPT Y SNCA

Segln la base de datos PDGene MAPT y SNCA son los genes aso-
ciados de forma mds consistente alaEP (Lillet al., 2012). Estos ge-
nes se habfan estudiado previamente en la poblacién de Asturias,
muy proxima a Galicia, con resultado de asociacién (Mata et al,
2011, Cardo et al, 2012). En concreto en este estudio los SNP
rs356219 y rs356165, pertenecientes a SNCA y rs1800547, per-
teneciente a MAPT, se asociaron con EP.

En nuestro estudio se halld que el alelo A del SNP rs356204, lo-
calizado en el intrén 4 de SNCA se asocia con mayor susceptibili-
dad a la EP (OR = 1,35, p = 0,01687). Esta misma asociacion se
hab{a descrito previamente con el mismo alelo y OR similar (Mue-
ller et al, 2005). Simén Sanchez et al, en 2009, describieron el po-
limorfismo rs2736990, también localizado en el intrén 4, que
forma un bloque haplotipico con rs356204. Ademés de los poli-
morfismos genotipados directamente, en la muestra de poblacién
gallega de este trabajo se pudo imputar el genotipo del polimorfis-
mo rs356219, de la regién no traducida 3' (3'UTR). Este SNP se ha-
bla asociado previamente con susceptibilidad a EP en varias
poblaciones, entre ellas la asturiana (Mueller et al, 2005, Mata et
al, 2010, Nalls et al, 2011). Hay datos que sugieren que este poli-
morfismo probablemente induce a la sobreexpresién de ASN (Soti-
riou et al, 2009). Como se indicd en la seccidn de Antecedentes la
ASN mutada, defectuosa o en exceso se relaciona con la EP. El me-
canismo fisiopatogénico solo se conoce parcialmente. Tiene que
ver con la acumulacién de formas insolubles de la proteina en la
neurona.

Respecto a MAPT en este estudio se ha reproducido la asocia-
cién conrs1800547, descrita por Mata et al (tabla 13). En el meta-
nalisis recogido en la base de datos PDGene (http://www.
pdgene.org/meta.asp?geneid=14&polylD=1364) también se ob-
servo una asociacion significativa con esta variante. En concre-
to, el alelo G, de menor frecuencia, es menos prevalente en la EP
(OR = 0,78). Otros 3 SNP de este gen, rs242562, rs2471738 y
rs2435207, se asociaron asimismo de forma significativa con ma-
yor susceptibilidad a EP en la poblacidn gallega. Aunque ninguno de
ellos figura como positivo en los metanalisis de PDGene,
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rs2435207 fue el Unico polimorfismo de todos los analizados en
este estudio cuya asociacién con EP mantuvo significacién esta-
distica tras aplicar la prueba de correccién para comparaciones
multiples FDR. La imputacidn en nuestra serie de los genotipos pa-
ra rs1052553, SNP que define el haplotipo H1 de MAPT, mostré
que en este estudio que el citado haplotipo se asocia a EP, como ya
se habia descrito en estudios de asociacidén previos (Nalls et al,
2011).

En el anélisis de la muestra de poblacidn gallega, 2 de los poli-
morfismos que mostraron asociacién nominal con la EP se encuen-
tran en elgen CRHR1 (Corticotropin releasing hormone receptor 1;
pos 17: 43697710 - 43913194), muy préoximo a MAPT (17:
43920722 - 43972879). Previamente ya se hab{an descrito poli-
morfismos asociados a EP en este gen (Pankratz et al, 2009, Rho-
desetal 2011).

Como se traté en la seccidn de Antecedentes, otros parkinsonis-
mos como la paralisis supranuclear progresiva y la degeneracion
cortico basal ocurren por alteracién de la proteina tau, producto de
SNCA. Tau es clave para la estabilizacion de los microtdbulos del ci-
toesqueleto.

El haber replicado la asociacion de SNCA y MAPT con EP, en pa-
cientes gallegos, sugiere que la metodologia del estudio tuvo un
adecuado nivel de calidad (criterios de seleccidn, calidad del geno-
tipado, anélisis estadistico). Incluso el SNP rs2435207 pudo supe-
rar el umbral de significacién corregido para comparaciones
multiples. Por tanto, el resto de los resultados obtenidos, que vie-
nen avalados por los mismos métodos, son para tener en conside-
racion.

Los estudios de asociacién de Mata et al (2011) y Cardo et al
(2012) realizados en poblacidn asturiana y de Navarra, respectiva-
mente, estan entre los mas completos realizados en Espafa con
mas de un millar de pacientes en ambos casos. Como se ha indica-
do, el primero hallé asociacién con los SNP rs1800547 (MAPT) y
rs356219 (SNCA). En el segundo la asociacidn encontrada fue con
el SNP rs356165, también perteneciente a SNCA. Ezquerra et al
(2011) compararon 505 pacientes del drea de Barcelona con 233
controlesy también hallaron asociacién con MAPT, en concreto con
el SNP rs242557. Otras asociaciones con otros genes descritas en
Espaiia son la de Aglndez et al (2008) con el SNP rs11558538 del
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Estudios de asociacidn de EP publicados en poblacién espaiiola

Autor Afo  Ncasos Ncontroles Areageogrifica Genes Polimorfismos Resultado
Aglindez 2008 214 295 Madrid, HNMT rs11558538 Positivo
Extremadura AOC1 His645Asp Negativo
Blazquez 2006 276 212 Salamanca APOE ¢4/ e4 Negativo
Cardo 2012 1135 772 Asturias, Navarra SNCA rs356165 Positivo
Ezquerra 2005 210 102 Barcelona TF G258S Negativo
Ezquerra 2011 505 233 Barcelona MAPT rs242557 Positivo
Gao 2010 193 300 Sevilla BDNF G196A Negativo
Lorenzo 2011 721 1117 Varias LINGO1 rs11856808 Positivo
Mata 2011 1441 1161 Asturias, Navarra MAPT rs1800547 Positivo
SNCA rs356219 Positivo
De Mena 2010 512 268 Asturias FGF20  rs12720208 Negativo
Muiioz 1999 71 109 Barcelona ACT ACT-AA Negativo
Pastor 2001 117 90 Barcelona SNCA -164insA/ Negativo
C-116G
Samaranch 2010 147 70 Navarra GIGYF2  p.P1238insAGC Negativo
p.Q1249del Negativo

p.L1230 Q1237del Negativo

Tabla 16. Estudios de asociacidn de EP publicados en poblacién espafiola

ACT actin like protein, AOC1 amine oxidase, copper containing 1, APOE apolipoproteina E, BDNF
brain derived neurotrophic factor, FGF20 fibroblast growth factor 20, GIGYF2 GRB10 interacting
GYF protein 2, HNMT histamine N-methyltransferase, LINGO1 leucine rich repeat and Ig domain
containing 1, MAPT microtubule-associated protein tau, SNCA sinucleina alfa, TF transferrina.

gen HNMT (histamine N-methyltransferase) en 214 pacientes y
295 controles de Madrid y Extremadura, y la de Lorenzo et al
(2011) con el SNP rs11856808 del gen LINGO1 (leucine rich repe-
at and Ig domain containing 1) en 721 pacientes 'y 1117 controles
de varias zonas de Espaia.

En la tabla 16 se resumen los estudios de asociacién con EP pu-
blicados hasta la fecha en poblacidn espanola.

2. PROTEASOMA Y PROTEINAS RELACIONADAS

Como se tratd con detalle en la seccién Antecedentes el sistema
UPS se harelacionado con la patogenia de la EP. La agregacion pro-
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teica es clave para que ocurra EP. Dado que una de las funciones de
UPS es la eliminacidén de prote(nas no necesarias mediante el pro-
teasoma, previo marcaje con ubicuitina, el papel de este sistema en
la EP se ha estudiado detalladamente.

Los estudios previos para analizar la posible existencia de aso-
ciacién entre las subunidades del proteasoma y la EP son escasos.
Enuna cohorte de sujetos con EP alemanes se describid una varian-
te en el gen de la subunidad ATPa&sica del proteasoma 19S5 PSM(C4
(S6), que podria actuar como factor de riesgo para EP (Wahl et al,
2008). La variante en cuestidn consiste en una insercién/delecién
de una secuencia nucleotidica cortaenelintrén 5 (c.579 + 29 41de-
linsGTTGGAG), mucho més frecuente en pacientes que en contro-
les (OR = 4,28, p = 0,032)), asociacién especialmente significativa
para el subgrupo de pacientes que habian comenzado con la enfer-
medad antes de los 50 afos.

Las subunidades ATPasicas del proteasoma (PSMC1-6) pertene-
cen a la familia AAA, ATPasas Asociadas con diversas Actividades
celulares, entre las que se encuentran, por ejemplo, el transporte de
endosomas, control de calidad y autofagia, modelado de membra-
nas, funcién de microtibulos y citoesqueleto (Sorokin et al, 2009).
La espastina (Hazan et al, 1999) o la torsina A (Konakova et di,
2001), responsables respectivamente de la paraplejia espéstica fa-
miliar tipo 4 (SPG4) y la distonia de torsion (DYT1) también perte-
necen a esta familia de proteilnas. Parece, por tanto, haber
evidencias que apuntan a la existencia de un vinculo entre estas pro-
teinas y enfermedades neuroldgicas degenerativas, que tienen en
comun el depdsito de proteinas mal plegadas. Se ha mostrado que
ASN inhibe la funcién proteasdmica interaccionando con PSMC3
(S6'o tbpl) (Snyder et al, 2003). La ataxina 7, cuya mutacién produ-
ce atrofia espinocerebelosa 7 (SCA7), interacciona con la unidad
PSMC1 (54) (Matilla et al, 2001). PSMC4 se relaciona con sinfilina 1
(Marx et al, 2007), sustrato de la parkina, que ademas se une a asn
(Eyal y Engelender, 2006). Se ha mostrado que ambas proteinas,
PSMC4 y sinfilina 1, interaccionan entre si, se localizan conjunta-
mente en la célula, constituyen cuerpos de inclusién que funcionan
como agresomas y forman parte de los cuerpos de Lewy (Marx et al,
2007). Es interesante el hecho de que que se ha descrito una muta-
cién de cambio de sentido en 2 pacientes con EP esporédica en el
gen que codifica la sinfilina 1 (SNCAIP) (Marx et al, 2003).
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Todos estos datos sugieren la posible contribucidn de los genes
que codifican las subunidades del proteasoma en el mecanismo pa-
togénicoy susceptibilidad a la EP.No obstante, son datos alin esca-
sosy serdn precisos estudios mas exhaustivos para validar el papel
de estos factores genéticos relacionados con el proteasoma y su
papel celular.

3. REGION GENOMICA ENTRE SYT11 Y RAB25

Hasta la fecha, se han publicado 3 estudios que mostraron asocia-
cion entre SYT11 o sus proximidades y la EP (Nalls et al, 2011,
Sharma et al, 2012, Pihlstrem et al, 2013). El primero es un GWAS
en el que se hallaron varias asociaciones con polimorfismos de di-
ferentes genes. En los otros dos estudios se intentaronreplicar los
resultados del primer trabajoy en ambos casos se detectd una aso-
ciacion significativa con polimorfismos de SYT11. Con anteriori-
dad a estos tres trabajos, un estudio de asociacidn entre SYT11y
EP realizado con 393 pacientes no hab{a mostrado resultados es-
tadisticamente significativos (Glass et al, 2004).

No tenemos conocimiento de ningtn estudio de asociacidn entre
SYTI11 y EP en poblacién espanola. Ninguno de los GWAS incluyd
pacientes espafoles.

La primera asociacién con EP descrita para el gen SYTII,
rs202015799 (Nalls et al, 2011) corresponde a un polimorfismo
intrénico. Curiosamente, en las dos réplicas realizadas se estudid
el SNP rs34372695 que, de hecho, no se encuentra en localizacion
intragénica en SYT11 sino que se sitda sentido 3' fuera de SYT11,
en concreto a 176 kb, en el gen RAB25. (Sharma et al, 2012, Pihls-
trem et al, 2013).

En la muestra inicial de poblacidn gallega se detectd una asocia-
cion nominal con el alelo T del SNP rs3820594, situado en laregién
5°'UTR de SYT11 y conel alelo G de rs729022, situado en 3 "UTR.
Elalelo Tders12563627, localizado entre SYT11 y el gen contiguo
RIT1 no alcanzé significacidn estadistica (p = 0,065, OR 1,27 [0,98
- 1,63]). Estos SNP se encuentran cercanos a rs202015799 y muy
alejados de rs 34372695 (Figura 25).

En la muestra de replicacién se observd asimismo una asociacidn
nominal significativa entre la EP y variantes de SYT11. Como se in-
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rs3820594 (SYT11 5'UTR)

rs12563627 (SYT11 sentido 3') rs34372695 (RAB25 sentido 3)

dicé en el apartado resultados, rs3820594 se sustituyo por
rs822508.Los MAF de rs729022y de rs12563627 en la poblacién
mexicana fueron diferentes de los de la poblacién gallega. Ambos
MAF, Ay Crespectivamente, se asociaron a EP en la muestra de re-
plicacion. Es decir, la replicacidn del SNP asociado sucedié con el
alelo contrario al de la muestra inicial.

Siel alelo del SNP asociado en este caso a EP variase en pobla-
ciones similares, probablemente se tratar{a de una asociacidn es-
puria. El que ocurra en poblaciones diferentes no anula la
asociacion. Lin et al (2007) denominan a este fendmeno genético
flip-flop (biestable). Lo atribuyen a diferencias en el ambiente y en
el acervo genético de las poblaciones, que pueden condicionar di-
ferentes interacciones multigénicas (efecto multilocus). Por otro
lado, los patrones de LD pueden ser completamente diferentes en
poblaciones no relacionadas puesto que dependen de la historia de
la poblacidn, la deriva genética, la tasa de recombinacidn y el equi-
librio mutacidn seleccidn.

Pese a las diferencias en las frecuencias alélicas y estructura en-
tre las poblaciones de las muestras de Galicia y de México se logré
replicar la asociacién. No se puede descartar la influencia de estra-
tificacién poblacional en la muestra mexicana, si bien tanto casos
como controles son muestras de la misma poblacidn mestiza. La
contribucién genética de la poblacion mestiza de Ciudad de México
esta constituida por un 69% de origen indoamericano, 26% euro-
peo, sobre todo espafol y 5% africano (Judrez-Cedillo et al 2008).
Hay pocos estudios de asociacidon en poblacidn mestiza indoameri-

Figura 25.
Representacidon
esquematica de la
regién genémica que
se extiende entre
SYT11yRABZ25, con
todos los genes que
hay entre ambas
localizaciones.
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Estudios de asociacidn con EP realizados en poblacién mexicana

Autor Ao Ncasos N controles Poblacién Genes Polimorfismos Resultado

Gallegos 2009 105 107 Mestiza APOE €3 Protector
e4 Positivo

Lépez 2007 229 229 Mestiza APOE €3/ €3 Positivo
g4/ e4 Positivo

Martinez 2010 117 122 Mestiza PARKZ2  Serl67ASN Negativo
Val380Leu Negativo

Ramirez

Jirano 2006 51 125 Mestiza SNCA -116C-G Negativo

Ramirez

Jirano 2007 51 125 Mestiza SNCA IVS4+66A-G Negativo

Tabla 17. Estudios de cana. En la tabla 17 se resumen los estudios de asociacion con EP

asociacién con EP realizados en poblacién mexicana.
realizados en En la region genémica de 211,05 kb (0,211 Mb) comprendida en-
poblacién mexicana tre SYT11 y RAB25, ademas de estos dos genes se ubican varios

otros: RITI, SNORA42, KIAAO907/, RXFP4, ARHGEFZ2, SSR2,
UBQLN4 y LAMTORZ2, que se resumen en la tabla 18 (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/omim/) y figura 25.

SYT11 se sitda en el locus 1q22 (1: 155829260 - 155854990).
Aunque todos los estudios previos se refieren a la asociacién entre
EPySYTII, sin hacer mencién a otros genes en las proximidades, no
es posible establecer en la actualidad de manera definitiva cuél es el
posible elemento funcional relevante en dicha asociacién. El gen mas
proximo a uno de los SNP asociados en estudios previos, RAB25 es-
td constituido por 5 exones. Sus coordinadas son 156030966 -
156040295. Codifica la proteina homdnima RAB25, member Ras
oncogene family, de 217 aminoacidos (He et al, 2002). No se ha iden-
tificado expresion de esta prote(na en el sistema nervioso. La familia
Ras (Rat sarcoma) esta constituida por GTPasas de pequeno tamafo
que actutan en el trafico de membrana. RAB25 colabora en numero-
sas funciones: transmision de sefales, proliferacion celular, apopto-
sis, organizacion microtubular, recliclado del receptor de la
transferrina, transporte transcelular de la inmunoglobulina A o tréfi-
co de integrinas. Interviene en la génesis y extension de tumores del
tubo digestivo, ovario, mama o rifdn (Agarwal et al, 2009), aunque,
paraddjicamente, también desempeia un papel de supresién tumoral
en determinadas circunstancias (Nam et al, 2010). RAB25 se relacio-
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Caracteristicas de los genes situados entre SYT11 y RAB25

Simbolo Coordinadas Nombre Producto
del gen genémicas (NCBI)  completo del gen genético Funcion
RIT1 1:155.867.599 - Ras-like without Ras-like protein GTPasa
155.881.193 CAAX 1 without CAAX 1 motif 1
SNORA42 1:155.889.700 - Small nucleolar RNA, Small nucleolar RNA, Gen ARN
155.889.833 H/ACA box 42 H/ACA box 42
KIAA0907 1:155.882.836 - KIAA0907 UPF0469 Protein Prote(na de gran
155.904.188 KIAA0907 tamafo y funcién
desconocida
RXFP4 1:155.911.480 - Relaxin/insulin-like Relaxin/insulin-like Receptor acoplado
155.912.625 family peptide family peptide a proteina G (GPR)
receptor 4 receptor 4
ARHGEF2 1:155.916.630 - Rho guanine Rho guanine Se une a Rho
155.948.336 nucleotide exchange  nucleotide exchange (una GTPasa)
factor (GEF) 2 factor (GEF) 2
SSR2 1:155.978.838 - Signal sequence Signal sequence Proteina de sefal
155.990.757 receptor, beta receptor, beta delreticulo
(translocon-associated endoplasmico
protein beta)
UBQLN4 1:156.005.091 - Ubicuilina 4 Ataxin-1 ubiquitin-like  Regula la degradacién
156.023.515 interacting protein de la conexina 43.
(A1Up) Interacciona con la
ataxina 1
LAMTOR2 1:156.024.516 - Late endosomal Mapbpip interacting Posible papel
156.028.300 /lysosomal adaptor,  protein en la biogénesis
MAPK and MTOR del endosoma
activator 2

na estrechamente con las integrinas a2, a5y 1, proteinas que inter-  Tabla 18.
viene en las uniones celulares (Krishnan et al, 2013). En concreto  Caracteristicas de los
RABZ5 se ocupa de la vuelta a la superficie celular de fragmentos  genes situados entre
proteicos previamente internalizados. Esta relacidn es clave parala  SYT11yRAB25
extensidn tumoral (Caswell et al, 2007). Se ha descrito un incremen-
to o disminucidén de otras proteinas RAB en el cerebro de rata trata-
da con clozapina (Kontkanen et al, 2001). Curiosamente el exceso de
ASN altera la formacidn de vacuolas en un estadio muy inicial debido
a su interaccion con una proteina de la familia RAB, RABla (Winslow
et al, 2010). Dado que la proteina RAB25 no se ha descrito en el sis-
tema nervioso, en el momento actual resulta complicado relacionar-
la con la patogenia de enfermedades degenerativas neuroldgicas.
De los otros genes proximos a SYT11 en sentido 3' ninguno se ha
asociado con la EP (Lill et al, 2012). Se trata de genes muy varia-
dos, que incluyen un gen anidado (Kumar, 2009) codificante de
ARN, SNORA42. Se encuentra dentro del gen KIAAO907. En esta
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region gendmica se han encontrado 2 SNP que se han asociado a
enfermedades del sistema nervioso. En concreto rs228301, situa-
doenRIT1, se harelacionado con los trastornos de atencién (Sonu-
ga Barke et al, 2008) y rs2364403, localizado en ARHGEF2 podria
tener que ver con la edad de inicio de la esclerosis lateral amiotré-
fica (ALSGEN Consortium, 2013). ARHGEF2 (Rho guanine nucleo-
tide exchange factor (GEF) 2) codifica la proteina homdnima de
985 aminodcidos. Las GTPasas pequefas relacionadas con Rho in-
tervienen en la sefalizacidn entre el espacio extracelular y en nu-
cleo. Los factores de intercambio del nucledtico guanina (GEF)
como ARHGEF2 permiten el intercambio de GDP por GTP en las
proteinas Rho (Krendel et al, 2002). Las mutaciones del gen ALS2
(alsina) dan lugar a una forma juvenil recesiva de esclerosis lateral
amiotrofica(ELA), a esclerosis lateral primariay a una forma de pa-
raparesia espastica hereditaria ascendente infantil. La proteina
homoénima que codifica este gen contiene tres dominios GEF, uno
de ellos para proteinas Rho (Yamanaka et al, 2003).

De especial interés por su relacién con el proteasoma puede
ser UBQLN4 (ubicuilina 4). Codifica una proteina de 4,0 Kb y 661
aminoacidos llamada A1Up (ataxin-1 ubiquitin-like interacting
protein), que interacciona tanto con la ataxina 1 natural como con
la mutada por repeticiones de poliglutamina. Esta mutacién da lu-
gar a la ataxia espinocerebelosa tipo 1 (SCA1) (Davidson et al,
2000). A1Up pertenece a la familia de proteinas UbL-UBA, que
tienen que ver con UPS. Contiene un dominio N-terminal UbL (ubi-
quitin like), 4 motivos STI1 que se unen a chaperoninas y un domi-
nio C-terminal UBA (ubiquitin associated). UbL se une a la unidad
no ATPasa del proteasoma 19S5 PSD4 (S5a, Rpnl0). La ataxina 1
mutada dificulta esta unidén. UBA determina la localizacién y es-
tabilidad de la proteina y se une a ubicuitina. A1Up estabiliza la
ataxina (Riley et al, 2004). La prote{na homéloga a AlUp en la le-
vaduray elratén CIP75regula la degradacion de la proteina cone-
xina 43, situada en las uniones intercelulares comunicantes (gap)
(Liet al, 2008), por un mecanismo independiente de la ubicuitina
(Suetal, 2010).

Las sinaptotagminas (SYT) son un grupo de 17 proteinas trans-
membrana que intervienen en la regulacion del trafico tanto a tra-
vés de la membrana plasmatica como a través de la membrana de
las ves{culas. Desempeiian un papel clave en la transmisidn sindpti-
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ca mediante la exocitosis de vesiculas que contienen neurotrans-
misores (Chapman, 2008, http://www.genenames.com). SYT 1-7 y
9-13 se expresan sobre todo en neuronas, aunque también en las
células de la glia (Glavan et al, 2009). Las SYT constan de un domi-
nio N-terminal con 4-62 aminodcidos dentro de la vesicula presi-
ndptica, un dominio corto transmembrana y un dominio
extravesicular citoplasmatico con dos lugares C2, C2A y C2B uni-
dos entre si (Stidhof, 2002, Chapman, 2008).

EnalgunasSYT(SYT1,2,3,5,6,7,9and 10) C2Ay C2B acttan co-
mo sendos lugares de unién a iones Ca*2 (Ferndndez Chacén et al,
2002). En ausencia de calcio, los fosfolipidos de membranay los do-
minios C2 de las SYT muestran una fuerte repulsién entre s{, debido
a que ambos estan cargados negativamente. La union del calcio con
C2A activa la exocitosis mediante la fusion entre la membrana vesi-
culary lamembrana plasmaética. El dominio C2B también tiene capa-
cidad de unidn al calcio, aunque mucho menor (Ferndndez Chacén et
al, 2002). C2B también se une a AP-2 (clathrin assembly protein-2).
Este complejo interviene en la endocitosis y en el reciclaje de la
membrana plasmatica (Zhang et al, 1998). La afinidad de C2Ay C2B
por el calcio se incrementa 1000 veces en presencia de los fosfoli-
pidos de las membranas (Zhang et al, 1998).

En el momento en que el botdn presindptico se despolariza se
abren los canales de calcio dependientes del voltaje (VDCC), que
dan lugar a la entrada masiva de este ion. La unién al calcio es im-
prescindible para que las SYT actten en los procesos de fusidn de
membranas previos a la exocitosis. Para ello necesitan activar el
complejo proteico SNARE (Soluble NSF Attachment Protein Re-
ceptor). SNARE consta de 4 cadenas proteicas, divididas en una
parte vesicular (V-SNARE), formada por la sinaptobrevina/VAMP
(vesicle-associated membrane protein), y una parte transmembra-
na (T-SNARE), formada por la sintaxina y por SNAP 25 (25-kD
synaptosomal-associated protein), esta dltima formada a su vez
por 2 cadenas. En concreto las SYT se unen a la sintaxina. Este an-
claje doble a los fosfolipidos de la membrana vesicular y de la
membrana plasmaética es crucial para que se produzca la fusién de
las membranas y la exocitosis (Malsam et al, 2008, Yoon y Shin,
20009) (figura 26).

Como se indicd en la seccién Antecedentes, la ASN favorece la for-
macidén del complejo SNARE. Dos estudios han sugerido diferentes



Figura 26. El
complejo SNARE,
formado por
sinaptobrevina,
sintaxinay SNAP25
provoca la exocitosis
mediante la fusidn de
las membranas
plasmaticay de la
ves{cula. Para
activarse necesitan
de ciertas
sinaptotagminas. La
entrada de calcio en
el botdn presinaptico
permite que la
sinaptotagmina se
una a la sintaxinay se
inicie la exocitosis. Se
desconoce la funcidn
de las
sinaptotagminas que
no se unen al calcio
(modificado de https:
//wiki.brown.edu/con
fluence/display/BNQ
193504/SNARE)
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mecanismos. En el primero se muestra que la ASN revierte los efec-
tos negativos de la pérdida de la proteina sindptica CSPa. (cystein-
string protein-a) en un grupo de ratones con déficit de esa proteina.
CSPa presenta actividad cochaperona y se postula que contribuye a
la eliminacidn de moléculas téxicas en la sinapsis. Tambien es nece-
saria para ensamblar los componentes de SNARE. En los ratones de-
fectivos el proceso de ensamblaje, inicialmente alterado por la falta
de CSPa, se compensa mediante la accién de ASN (Chandra et al,
2005). Otro estudio mostrd que ASN se une a la parte vesicular de
SNARE, sinaptobrevina/VAMP, lo que favorece el ensamblaje de los
componentes proteicos del complejo (Burre et al, 2010).

Se ignora la funcidn de las SYT que no se unen al calcio, SYT 4, 8,
11,12,13y 15,y que, por lo tanto, no interaccionan con SNARE. Se
ha propuesto que tal vez inhiban la exocitosis, mediante el bloqueo
de la unidn de las otras SYT con SNARE (Bhalla et al, 2008). Por
otra parte, se ha sugerido que algunas SYT (1, 2,4,7,10y 11) po-
drian desempenar algin papel en la plasticidad neuronal. Se han
mostrado cambios en la expresidn génica de las SYT relacionados
con la respuesta inflamatoria, con el trafico de membrana o con la
formacidn de sinapsis que se habian perdido (Glavan et al, 2009).
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Ademas de regular la exocitosis de las vesiculas sindpticas, las
SYT también intervienen en la exocitosis de hormonas (Gustavsson
y Han, 2009) del acrosoma de los espermatozoides (Roggero et al,
2007), fagocitosis (Arango Duque et al, 2013) y en la desgranula-
cidn de las células mastoideas (Melicoff et al, 2009).

El gen SYTI11 tiene una longitud de 5 kb y consta de 4 exones
(Glass et al, 2004). Codifica una proteina homdénima de 431 amino-
acidos que se expresa en la mayoria de las dreas encefalicas tanto
en las neuronas como en los astrocitos, donde es la SYT mas abun-
dante (Mittelsteadt et al, 2009). Es de las SYT que aparece con ma-
yor frecuencia en las células CA1 del hipocampo (Glavan et al,
2009) También se expresa en células no nerviosas (von Poser et al,
1997). La sinaptotagmina XI (SYT11) se colocaliza con la parkina
alrededor de la membrana nuclear y en las neuritas (Huyhn et al,
2003). Es més abundante en la terminal presinaptica (vesiculas y
membrana presinaptica) que en las dendritas postsinapticas. Esté
presente en las terminales presinapticas tanto excitatorias como
inhibitorias. Probablemente forma complejos multiméricos (Yeo et
al 2012).

SYT11 se diferencia de otras SYT en un resto de serina que sus-
tituye a uno de los 5 restos de aspartato necesarios para la unidn
con calcio en el sitio C2A (von Poser et al, 1997). Muestra una gran
homologia con SYT4. Ambas se incluyen en las SYT de clase 4 (Yeo
et al, 2012). Los dominios de SYT11 son: domino vesicular (resto
de aminoécido 1-15), transmembrana (16-36) y citopladsmico (37-
431). Dentro de este tltimo se encuentran C2A (resto de aminodci-
dos 174-262) y (2B (resto de aminoacidos 304-397)
(http://www.uniprot.org/uniprot/Q9BT88) (figura 27).

Se desconoce la funcion de SYT11. Se ha sugerido un papel en la
regulacién negativa de la transmision presinaptica rapida. (Wang et
al, 2001). Se han considerado otras funciones como regulacién de
la liberacidn de neurotransmisor y el tréfico postsindptico (Yeo et
al, 2012). También se ha relacionado con la plasticidad neuronal
(Glavan et al, 2009). Un estudio mostré que SYT11 se une aKIF1A
(Kinesin family member 1A). Las cinesinas son una familia de pro-
telnas que favorecen el transporte anterdgrado de vesiculas a tra-
vés de los microtibulos en las terminales presinapticas, as{ como
el transporte de las mitocondrias. Es probable que SYT11 sea ne-
cesario para que la carga se una a lamolécula transportadora (Park



Figura 27. Secuencia
aminoacidica de
SYT11.C2AyC2B
estan formados por
los aminoacidos
marcados y
constituyen en lugar
de unidn a la parkina
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et al, 2005). En ratones defectivos para KIF1A se observod una re-
duccidn de la densidad de vesiculas sindpticas en las terminales
nerviosas (Yonekawa et al, 1998). Se han identificado mutaciones
en KIF1A en la paraplejia espéstica hereditaria autosémica recesi-
va SPG30 (Klebe et al, 2012).

Fuera del sistema nervioso se ha estudiado con detalle el papel
de SYT11 en los macréfagos, implicada en la capacidad microbici-
da de estas células ya que interviene en la formacidn del fagosoma.
Algunos microorganismos patogenos inactivan SYT11 para contra-
rrestar la capacidad microbicida del macréfago (Arango Duque et
al, 2013).

SYT11 se ha identificado como sustrato de la parkina. Junto con
otros sustratos como p38 o sinfilina 1, SYT11 forma parte de los
cuerpos de Lewy. La parkina se une a los dominios C2A y C2B de
SYT11, dando lugar a su poliubicutinacién. Los lugares de unién de
la a SYT11 se encuentran en la parkina entre los residuos 204 y
238y 257y 293 (figura 27). Este tltimo tramo contiene el dominio
RINGLI. La parkina mutada tiene menos afinidad por SYT11, como
sucede en una mutacién de cambio de sentido en RINGI. En estas
mutaciones la cantidad de SYT11 ubicuitinada es mucho menor
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que en condiciones normales. La unidn a la parkina incrementa la
velocidad de recambio de SYT11 (Huyhn et al, 2003).

Se ha sugerido que SYTL11 puede representar algln papel en la
esquizofrenia. Se ha encontrado una unidad de repeticidn en tan-
dem de 33 pb, con actividad promotora, que se localiza inmediata-
mente antes del inicio de la transcripcidn de SYT11. Mientras que
el alelo mds frecuente en general es el de 2 repeticiones, en pacien-
tes con esquizofrenia se ha detectado con mayor frecuencia de lo
habitual el alelo de 3 repeticiones, excepcional en la poblacion ge-
neral. Del mismo modo que la eliminacidn de esta repeticidn en tan-
dem disminuye la sintesis de SYT11, la triple repeticién la
incrementa, probablemente por la diferente capacidad de unién a
la proteina Sp1 (specificity protein 1), un factor de transcripcidn.
En este proceso de transcripcién de SYT11 interviene asimismo
YY1, con actividad tanto promotora como represora de la trans-
cripcion. En estaregion promotora de SYT11 también se ha identi-
ficado un SNP que condiciona la transcripcion del gen, pero no se ha
relacionado con la esquizofrenia (Yokota et al, 2003, Inoue et al,
2007).Enel cerebro de rata tratada con clozapina se ha descrito un
incremento SYT11 (Kontkanen et al, 2002). En otro modelo de rata
tratada con MK-801, un antagonista dopaminérgico que simula los
s{intomas negativos de la esquizofrenia, se ha constatado una dis-
minucién del ARNm de SYT11 en la corteza cerebral (Paulson et al,
2003).

En resumen, los resultados de estudios previos de asociacién,
junto con los del presente trabajo en dos poblaciones diferentes,
sugieren una posible relacién de SYT11 o de factores genéticos en
en suregion proxima con la EP. Los datos que relacionan SYT11 con
enfermedades del sistema nervioso central son consistentes. Es
muy probable que regule la transmisidn sinaptica y no se descarta
que intervenga en la plasticidad neuronal. Por otro lado SYT11, es
sustrato de la parkinay esta presente en los cuerpos de Lewy. Ade-
mas se ha sugerido una asociacion entre la regién promotora de
SYT11 y esquizofrenia. Todo ello sugiere que SYT11 podri{a ser el
factor clave en esta regidn génica con influencia en el riesgo a EP.
El gen UBQLNA, préximo a RAB25, también es un interesante can-
didato funcional para un posible papel en la EP. Serdn necesarios
nuevos estudios que profundicen tanto en la funcidn de la proteina
sinaptotagmina XI, como en su papel y la de genes vecinos en la EP
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y otras enfermedades del sistema nervioso central. Podr(a incluso
ocurrir que fuese la combinacidn de variantes en todo el bloque ha-
plotipico lo que confieriese susceptibilidad.

4. INTERPRETACION GLOBAL DEL ESTUDIO DE ASOCIACION

Globalmente, los datos de este estudio apoyan el papel de MAPTy
SNCA como factores de riesgo de EP en poblacidn gallega, como ya
se habfa mostrado en otras poblaciones. Los resultados de la re-
gion gendmica de SYT11, junto con los mostrados recientemente
en otros estudios sugieren que este gen o alguno préximo podr{an
intervenir de algin modo en la patogenia de la EP. Respecto al es-
tudio de asociacién con los genes que codifican las subunidades del
proteasoma, tan solo se halld asociacion nominal en la poblacidn
gallega, que no se pudo reproducir en la muestra mexicana. Estu-
dios previos sobre estos genes, con excepcién de variantes en
PSC4, tampoco arrojaron datos sugestivos de asociacidn entre los
elementos del proteasoma y la EP. No obstante, dado la relacidn
biolégica entre el proteasoma vy la fisiopatologia de la EP, proba-
blemente esta linea de investigacidn debiera explorarse con mas
detenimiento, en mayores series y con mayor ndmero de marcado-
res en el futuro.

Han de tenerse en cuenta las limitaciones de este estudio. En pri-
mer lugar, el tamafo muestral es pequeno. Con el disefio empleado
no es posible detectar factores que incrementen el riesgo de pade-
cer la enfermedad en menos del 40%. En la actualidad los estudios
de asociacion son generalmente multicéntricos, con miles de mues-
tras y abordajes de todo el genoma, y aun as( los resultados son li-
mitados. Por otra parte, este tipo de planteamientos de asociacidn
estan basados en la hipdtesis enfermedad comun - variante comdn
que, como se indicd en la introduccidn, puede ser o no el escenario
real en la mayorf{a de los casos. Si esta hipdtesis no fuese cierta, y
los factores que influyen la susceptibilidad o proteccidn frente a la
EP fuesenvariantes raras diversas en distintos pacientes, las apro-
ximaciones metodoldgicas de este tipo de estudios no ser{an ade-
cuadas para detectarlas. Un factor que puede incrementar el
riesgo de falsos positivos en los estudios de asociacion es la pre-
sencia de estratificacion poblacional. Para la muestra gallega no se
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considerd necesario, ya que existen datos que sugieren la ausencia
de subestructura poblacional significativa para variantes no raras.
En la muestra mexicana, compuesta por sujetos mestizos, tampoco
se llevaron a cabo andlisis de SNP neutrales en casos y controles
para evaluar la posible estratificacidn de casos y controles.

A la hora de interpretar los resultados de un estudio como este
es importante recordar que la deteccidn de asociacién entre un po-
limorfismo concreto y una enfermedad puede o no tener un signifi-
cado funcional. El polimorfismo en cuestién podria estar implicado
en la patolog(a por alterar la secuencia de aminodacidos de la prote-
{na (SNP funcional). Incluso estando en regiones intrénicas, un de-
terminado polimorfismo podria afectar a la traduccién de la
proteina o a la regulacién de la expresion del gen a través de es-
tructuras secundarias, por efecto sobre el corte y empalme alter-
nativo o alterando la estabilidad del ARN mensajeto. También
puede ocurrir que un polimorfismo asociado a cierta enfermedad
no tenga ningun papel funcional, sino que se trate de un marcador
en desequilibrio de ligamiento con otra mutacién funcional. Por
ello, el posible papel en la EP de los SNP que han mostrado asocia-
cion en este estudio deber{a confirmarse y definirse por medio de
estudios funcionales.

iii. Determinantes monogénicos de EP: LRRK2 y
PARK?2

En nuestra serie se identificaron 2 pacientes, de familias indepen-
dientes, con mutacién de PARKZ en homocigosis. Ambos casos se
corresponden clinicamente con el patrén descrito habitualmente
para la EP causada por mutaciones en PARKZ2: datos de herencia
autosomicarecesiva, inicio temprano y respuesta mantenida al tra-
tamiento al cabo de varios afnos. En Espana se han publicado diver-
sos estudios para evaluar la presencia de mutaciones de PARKZ en
la EP, especialmente juvenil. Hoenicka et al (2002) en familias ori-
ginarias de varios lugares de Espafa encontraron una prevalencia
de mutaciones de PARKZ en homocigosis del 38% en familias con
EP recesiva, que incluian dos nuevas mutaciones (p.V56E vy
p.C212Y). Los anélisis de SNCA y UCHL1 no permitieron identifi-
car ninguna mutacion en las 19 familias estudiadas por estos auto-
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res.Mufoz et al (2002) analizaron 37 pacientes con enfermedad de
Parkinson hereditaria recesiva de comienzo temprano. El 19% eran
portadores de mutaciones de PARK2 (6 en homocigosis y 1 en he-
terocigosis). La mutacidn c.255delA fue la mas frecuente en esta
serie.

De los pacientes con la mutacién p.G2019S de LRRKZ solo 3 de 7
ten{an antecedentes familiares de la enfermedad. Ninguno de los
pacientes con esta mutacion e inicio de la enfermedad antes de los
45 referfa historia familiar de EP. La familia descrita en la seccién
Resultados, con 4 miembros afectados por EP, muestra algunos da-
tos que retan las caracter{sticas mendelianas esperables en una
enfermedad con herencia autosémica dominante como LRRKZ2:

1. Consanguinidad de los padres (eran primos hermanos) de las
dos pacientes que desarrollaron inicialmente la enfermedad.
En esta generacidn no hay més afectados por la EP. 2 herma-
nas de estas pacientes padecen sordera congénita. Antes de
que se constatasen miembros afectados de la siguiente ge-
neracion, se esperaba encontrar una forma recesiva de EP.

2.Baja prevalencia de EP en una familia extensa con una muta-
cién autosdmica dominante, aunque LRRKZ tiene penetran-
cia incompleta. No se dispone del anélisis genético de otros
miembros de la familia que no padecen la enfermedad. La pa-
ciente PARK8-2 tiene 13 hijos. Si el 50% hubiesen heredado
la mutacidn, considerando una penetrancia baja del 35%, ten-
dria que haber al menos 2 afectados. Podrian atin desarrollar
la enfermedad en el futuro, considerando que su madre co-
menzd a los 61.

3. Uno de los sujetos afectados, con antecedentes familiares
(madre, tia materna y hermano) presenta un fenotipo de EP
similar a la de sus familiares con la mutacién p.G2019S pero
no es portador de la mutacidn. Se trata, por tanto, de una fe-
nocopia, fendmeno no infrecuente en la EP monogénica.

Eltérmino fenocopia se refiere a los pacientes con fenotipo simi-
lar al de una enfermedad monogénica conocida con una mutacién
diferente a la aparentemente causal o sin causa genética o ambien-
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tal conocida (Klein et al, 2011). En una amplia revisién de familias
con mutaciones en SNCA, PARKZ, PINKI y LRRKZ2, Klein et al
(2011) encuentran 14,4% de familias y un 5% de individuos con fe-
nocopias. En el caso de LRRKZ los porcentajes son, respectivamen-
te,de 18,2y 5,1%. Las posibles explicaciones para este fenédmeno
incluyen la presencia de otra mutacidn causante de EP en la misma
familia, y la coincidiencia de una EP esporddica o bien otras causas
de parkinsonismo.

La EP atribuida a la mutacidn del gen de la LRRKZ tal vez consti-
tuya un ejemplo de la frontera difusa entre la herencia mendeliana
y factores genéticos de susceptibilidad. Aunque la penetrancia es
variable, puede llegar a ser tan baja como del 35% (Clark et al,
2006). Se han descrito sujetos de avanzada edad portadores de
una mutacion en el gen LRRK2 y asintomaticos (Carmine Berlin et
al 2006, Gaig et al, 2006). También se han encontrado homocigotos
para alguna mutacion de este gen cuyo fenotipo no se diferenciaba
de los heterocigotos (Ishihara et al, 2006). Se han descrito 127 va-
riantes del gen LRRKZ relacionadas de una u otra manera con la EP.
Solo 6 de ellas se consideran mutaciones y otras se consideran va-
riantes de susceptibilidad. La penetrancia variable, junto con una
elevada frecuencia de fenocopias sugieren que tal vez las variantes
de LRRKZ sean, mas que un factor monogénico o mendeliano, un
factor que confiere elevada susceptibilidad a padecer EP, mayor
que GBA pero menor que SNCA, o un factor cuyo concurso es nece-
sario para que otro gen, indeterminado, provoque la EP. Reciente-
mente se ha propuesto que las mutaciones de LRRKZ podrian
modificar las sinucleinopatias mediante: 1) disminucion de la de-
gradacion de asn por autofagia, 2) incremento de la agregacion de
asn mediante un aumento de la actividad inflamatoria de la micro-
glia, 3) facilitacion de la transporte interneuronal de asn (Hyun et
al, 2013).

En Espafa se ha estudiado la prevalencia de mutaciones de
LRRKZ2 en pacientes con EP en varias poblaciones, que se descri-
benenlatablal1l9

Estaformade EP se describid por primera vez en 5 familias de In-
glaterra y del Pais Vasco. El factor causal se denominé dardarina
(Paisan Ruiz et al, 2004). La mutacién més frecuente en Espana es
p.G2019S salvo en el Pals Vasco, donde es mas frecuente la muta-
cién p.R1441G, con prevalencias respectivas de 3,82% vy 13,15%
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Estudios de LRRK2 en poblacidn espaiiola

Autor Afo  Ncasos Ncontroles Areageografica TipoEP Mutaciéon  Prevalencia%
Gaig 2006 302 * Barcelona Familiar p.G2019S 64F;34E
(94F, y esporddico  p.R1441G 0,7
208E)
Gao 2009 172 287 Andalucfa Esporéddico p.G2019S 1,74
p.R1441G 1,74
Gorostidi 2009 418 138 Pals Vasco Esporédico p.G2019S 3,82
p.R1441G 13]15
Infante 2006 105 310 Cantabria Esporédico p.G2019S 7.6
p.R1441G O
Mata 2005 225 100 Asturias Esporédico p-R1441G 2,7
Mata 2006 225 100 Asturias Esporadico p.G2019S 27
Moran 2010 96 163 Extremadura Familiar p.G2019S 2,08

y esporddico  p.R1441G O

F: familiar, E: esporadico. *Estudio sin grupo control

Tabla 19.Estudiosde  en EP esporddica (Gorostidi et al, 2009). Se ha demostrado un
LRRK2 en poblacidn efecto fundador de la mutacidn p.R1441G en el Pais Vasco en el si-
espafola. glo VIl (Mata et al, 2009, Simdn Sanchez et al, 2006). La prevalen-
cia de las mutaciones p.G2019S y p.R1441G varia segln la
poblacidn estudiada. En Asturias la prevalencia de ambas mutacio-
nes es de 2,7% en EP esporadica (Mata et al, 2005, Mata el al,
2006). En Andalucia, también en EP esporadica, ambas mutaciones
se registran en el 1,74% de los casos (Gao et al, 2009). En Catalu-
fia p.R1441G ocurre en un 0,7% de EP en general y p.G2019S un
6,4% en EP familiar y 3,4% en EP esporadica (Gaig et al, 2006). En
Cantabria se ha descrito una prevalencia de 7,6% de la mutacion
p.G2019S en EP esporddica y ningtin caso de p.R1441G (Infante et
al, 2006). Finalmente en Extremadura no se han detectado casos
con la mutacién p.R1441G y la prevalencia de p.G2019S fue de
2,08% en una muestra de 96 pacientes que incluian EP esporadica
y familiar. En este caso, los 2 pacientes ten(an antecedentes fami-
liares (Morén et al, 2010). El estudio realizado en nuestro trabajo
no es comparable a los anteriores, pues el analisis se realizd a un
grupo de pacientes seleccionados y no a toda la muestra.
Segln estos estudios, la prevalencia de mutaciones de LRRKZ en
la EP, incluso esporddica, aun siendo baja, no es rara. Teniendo en
cuenta lo expuesto anteriormente sobre la baja penetrancia y la
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posibilidad de que las mutaciones de LRRKZ pudiesen ser més un
factor de susceptiblidad que un determinante monogénico mende-
liano, el efecto sobre la EP podria situarse en la zona marcada en
rojo en la figura 28.

La EP debida al gen SNCA (PARK1) es muy infrecuente. Tan solo
se han descrito 4 mutaciones. Una de estas, p.E46K, se hallé en una
familia muy numerosa del Pa(s Vasco. Los sujetos afectados podi-
an cursar como EP o como enfermedad con cuerpos de Lewy (Za-
rranz et al, 2004). Esta es la Gnica familia espafola publicada con
mutacidn en SNCA. No se observd ningun caso con mutacion de
SNCA en nuestra serie.

Figura 28. Posible
situacion de las
variantes de la LRRK2
enrelacién con la EP
(circulo anaranjado

). Explicacidn en el
texto (modificado de
Manolio et al, 2009).



VIII. Conclusiones

1.Se ha creado una coleccidn bien caracterizada de pacientes con EP
y controles que servira en el futuro para realizar nuevas investiga-
ciones sobre factores de susceptibilidad relacionados con la EP.

2. Este estudio confirma la asociacién previamente descrita entre
EP y los genes MAPT y SNCA en la poblacidn gallega, genética-
mente muy homogénea. En el caso de algunos polimorfismos, los
resultados son superponibles a los obtenidos en la poblacidn as-
turiana, geograficamente muy préxima, con una estructura géni-
ca semejante y un tamafo muestral mayor en los estudios
publicados.

3. Este resultado positivo que confirma asociaciones previas
sugiere que los métodos aplicados son correctos y fiables. Mues-
tras pequenas pero adecuadamente seleccionadas, con caracte-
r(sticas clinicas y genéticas bien controladas en pacientes y
controles podrian ser suficientes para tener en consideracién
frente a otras colecciones de mucho mayor tamafo.

4. Se ha hallado una asociacién nominal entre polimorfismos de los
genes que codifican subunidades del proteasoma y la EP en la
muestra de poblacidn gallega. Esta asociacidn no se matuvo en el
estudio de replicacién en la muestra mexicana. De todos modos,
tanto los datos conocidos del papel del proteasoma en la EP co-
mo algun polimorfismo descrito en alguno de estos genes no per-
miten descartar una posible asociacién, para lo que se
necesitardn nuevos estudios con muestras de mayor tamafo.

5. Pese a no superar las correcciones de pruebas multiples, la aso-
ciacién nominal entre algunos polimorfismos de SYTI1 y la EP
encontrada en la muestra de poblacidn gallega si se reprodujo en
el estudio de replicacion con la muestra mexicana. Estos dos re-
sultados positivos junto con los dos descritos previamente en la

CONCLUSIONES 1139
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literatura médica hacen pensar que SYT11, o el producto de al-
gun gen proximo, podrian intervenir de algin modo en la patoge-
nia de la EP. La ubicuidad de SYT11 en el sistema nervioso
central, su presencia en las sinapsis, especialmente en la termi-
nal presindptica, su condicidn de sustrato de la parkina, su posi-
ble papel en la plasticidad neuronal y en la regulacién de la
exocitosis y surelacidn con la esquizofrenia refuerzan su posible
papel en la patogenia de la EP.

6.Este es el primer estudio positivo de asociaciénentre SYT11vyla
EP en poblacién espafiola. Ninguno de los tres publicados ante-
riormente incluyeron pacientes espafoles.

7. Seran necesarios mas estudios de asociacién con muestras de
mayor tamano, que incluyan un nimero mayor de polimorfismos
tanto de los genes diana como en las regiones proximas a estos
genes para intentar confirmar la posible sefal de esta region ge-
nomica en la génesis de la EP.

8. En nuestra serie se identificaron dos familias con mutacidén de
PARK2 en homocigosis (delecién en el exén 4 y c255delA). Am-
bas mutaciones ya eran conocidas previamente en la literatura,
pero su prevalencia en nuestra comunidad no es conocida. Las ca-
racteristicas clinicas de estos pacientes fueron similares a las
descritas previamente en PARK2.

9. Los datos en la familia con EP portadora de la mutacidn
p.G2019S de LRRKZ, junto con los conocidos previamente sugie-
ren que esta mutacidn podria caracteristicas intermedias entre
un determinante monogénico y un factor de suceptibilidad, lo que
supone un gran reto para su interpretacion y aplicacidn clinica.



|X. Perspectivas futuras

En el momento actual el conocimiento acerca de la EP se encuen-
tra en una encrucijada. En los ultimos afos la investigacidn basica,
especialmente el descubrimiento de las formas monogénicas de la
EP, ha permitido dilucidar ciertos mecanismos de la fisiopatologia
de la enfermedad, como el papel de la ASN. La fisiopatologia mole-
cular se sigue centrando en la mitocondria, el proteasoma, el estrés
oxidativo, la inflamacidn o la autofagia. Tal vez todas estas altera-
ciones sean epifendmenos de una causa que se desconoce.

Las formas monogénicas han demostrado que lo que se ha llama-
do EP enrealidad es sindrome de Parkinson. Algunas de estas for-
mas cumplen perfectamente tanto los criterios clinicos como los
histopatoldgicos de EP, pero su causa, hereditaria monogénica, es
diferente a las de la EP esporadica.

Para complicar més las cosas, la definicidn cldsica tampoco se
ajusta a algunas de las nuevas formas de EP. Un sindrome parkinso-
niano con buena respuesta mantenida a los dopaminergicos y con
pérdida neuronal y cuerpos de Lewy sigue definiendo a la mayoria
de formas de EP, pero no a PARKZ2 ni a algunas formas de PARKS,
que carecen de cuerpos de Lewy. Curiosamente estas se siguen
considerando EP. Sin embargo no reciben la misma categor{a for-
mas, excepcionales, de atrofia multisistema o paralisis supranucle-
ar progresiva que clinicamente siempre se comportan como EP y
en las que solo la histopatologia permite hacer el diagndstico de
certeza.

Una de las limitaciones para mejorar el conocimiento de la EP
es que se trata de una enfermedad que solo afecta a seres huma-
nos. Por tanto, la investigacién se basa en modelos animales que
inevitablemente difieren de la verdadera enfermedad. Hoy dia la
mayor parte de la investigacion animal se hace con modelos
transgénicos a los que se manipulan sus propios genes o se les in-
sertan genes humanos. El modelo téxico, muy util para el estudio
de la via dopaminérgica, no lo es tanto para buscar la etiologia de
la enfermedad.

PERSPECTIVAS FUTURAS 1141
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Sise asume que la EP es una enfermedad compleja donde conflu-
yen factores ambientales y una susceptibilidad individual conse-
cuencia de la accidn sinérgica de diferentes genes, los estudios de
asociacion pueden seguir siendo clave para desentranar el origen
de la enfermedad. El problema, como se sefald en la introduccidn,
estd en que quiza la hipétesis enfermedad comdn - variante comdn
se ajuste a larealidad menos de lo que se pensaba inicialmente. En
este sentido el resultado de este trabajo, en el que la regién génica
préxima a SYT11 podria asociarse con la EP, abre una linea de in-
vestigacidn para estudiar con mas detalle estaregidn, en la que al-
gunos de sus genes se han relacionado con enfermedades
degenerativas del sistema nervioso. Tampoco seria descartable
que alteraciones sutiles en el proteasoma contribuyesen a la géne-
sis de la EP. Es otra de las dianas en las que se podr{a trabajar en un
futuro.

El mayor conocimiento de la enfermedad, aunque con mucha in-
formacion dificil de clasificar, no ha significado una mejoria en el
tratamiento. La terapia actual se sigue basando en la compensa-
cion la via nigroestriada, deficitaria en dopamina. La levodopa, que
comenzo a comercializarse en 1967, sigue siendo el mejor trata-
miento 47 anos después. Lo mas novedoso son los tratamientos de
la fase avanzada (estimulacién cerebral profunda, infusion conti-
nua con apomorfina o levodopa intraduodenal). Estas terapias, que
han permitido extender en al menos 5 anos el perfodo de buena ca-
lidad de vida, también acttan exclusivamente en la v{a nigroestria-
da. La EP afecta a multiples sistemas neuronales de forma
selectiva (via nigroestriada, sistema olfatorio, sistema nervioso
auténomo, nucleos del tronco, corteza...). A medida que la enfer-
medad avanza, los sintomas extranigricos son mas frecuentes e in-
capacitantes. Llega un momento en que principalmente los
trastornos autondmicos, las alteraciones del equilibrio y el dete-
rioro cognitivo dominan el cuadro y no hay terapias para estos pro-
blemas.

Se estan empezando a conocer las causas de la vulnerabilidad se-
lectiva, lo que podria ser fundamental en el disefio de nuevos trata-
mientos. Ya se ha senalado que las neuronas de los sistemas que
degeneran en la EP tienen actividad marcapasos dependiente de
los canales de calcio tipo L (Surmeier et al, 2011). Independiente-
mente de que se determine la etiologia de la EP, tal vez el trata-
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miento futuro esté en la nanomedicina. Un nanotransportador no
viral podr{a acceder a las neuronas vulnerables y modificar su in-
formacidn genética, de modo que impidiese su degeneracidn. Para
ello tendr{a que poder discriminarse cudles son estas neuronas vul-
nerables. El que tengan alguna caracter(stica diferenciadora como
los canales tipo L podr{a resultar clave en esta terapia futura.






Anexo |

Comunicaciones y publicaciones relacionadas
con este trabajo

COMUNICACIONES

Sesar A, Cacheiro P, Camina-Tato M, Lépez M, Quintéans B, Alonso E,
Cebrian E, Castro A, Carracedo A, Sobrido MJ. Validation study of
genetic factors contributing to Parkinson’s disease in Spanish
and Latin American populations. 16th Congress of the European
Federation of Neurological Societies-EFNS 2012. Estocolmo
2012

Sesar A, Cacheiro P, Camina-Tato M, Cebrian E, Sobrino B, Carrace-
do A, Castro A, Sobrido MJ. Validacion en poblacién gallega de
factores genéticos se susceptiblidad a Enfermedad de Parkin-
son. Il Jornada de Investigacidn Biosanitaria. Instituto de Investi-
gacion Sanitaria de Santiago de Compostela. 2012.

Cacheiro Martinez P, Sesar Ignacio A, Quintans Castro B, Camifia
Tato M, Lépez Lépez M, Cebrian Pérez E, Alonso V, Ares Pensado
B. Rivas Lopez MT, Carracedo Alvarez A, Castro Garcia A, Sobri-
do Gémez MJ. Estudio de asociacidn genética de subunidades del
proteasoma en la enfermedad de Parkinson. LXIV Reunién Anual
Sociedad Espafiola Neurolog(a. Barcelona 2012.

Sesar Ignacio A, Jiménez Martin |, Quintans Castro B, Blanco Arias
P, Ares Pensado B, Rivas Lépez MT, Pardo Fernandez J, Sobrido
Gdémez MJ, Castro Garcia A. Evaluacién de la funcién motora y
cognitiva en enfermedad de Parkinson por mutacién de LRRKZ.
LXV Reunidon Anual Sociedad Espafiola Neurologia. Barcelona
2013.

ANEXO I 1145



146 WANEXO |
PUBLICACIONES

Sesar A, Cacheiro P, Lépez M, Camifa Tato M, Quintans B, Alonso E,
Monroy N, Cebridn E, Yescas P, Ares B, Rivas MT, Castro A, Carra-
cedo A, Sobrido MJ. Validation of SYT11 as a genetic factor con-
tributing to Parkinson’s disease in Spanish and Mexican
populations. (En preparacién).



Anexo |

Criterios de Gelb, Oliver y Gilman para el
diagndstico de la enfermedad de Parkinson
(Gelb et al, 1999)

TABLA 1. AGRUPACION DE LAS CARACTERISTICAS CLINICAS SEGUN SU
UTILIDAD DIAGNOSTICA

Grupo A: caracteristicas de la enfermedad de Parkinson

Temblor de reposo
Bradicinesia
Rigidez

Inicio asimétrico

Grupo B: sugestivas de diagnésticos alternativos

Caracter(sticas infrecuentes en las primeras fases de la en-
fermedad:
Marcada inestabilidad postural en los 3 primeros afos
Fendmeno de congelacién en los 3 primeros afos
Alucinaciones norelacionadas con la medicacion los 3 pri-
meros anos
Demencia que precede a los sintomas motores o en el pri-
mer ano

Parélisis supranuclear de la mirada (salvo limitacién de la mi-
rada vertical) o enlentecimiento de las sacadas verticales
Disautomia sintomatica grave no relacionada con la medica-
cién

Documentacién de una condicidn conocida que produce par-
kinsonismo presumiblemente relacionada con los sintomas
del paciente (como una lesidn cerebral localizada estratégi-
camente o el tratamiento con neurolépticos en los 6 meses
previos).
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TABLA 2. CRITERIOS DIAGNOSTICOS PARA LA ENFERMEDAD DE
PARKINSON PROPUESTOS

Criterios para el diagnéstico de
enfermedad de Parkinson POSIBLE
Presencia de al menos 2 de las 4 carateristicas del GRUPO A,
siempre que al menos 1 de ellas sea el temblor o la bradicinesia
y
o bien no estd presente ninguna de las caracteristicas del grupo B
o bien la duracidn de los sintomas es menor de 3 anos
y no estd presente ninguna de las caracter(sticas del grupo B
y
o bien constatacidon de unarespuesta buena
y duradera a la levodopa o agonistas
o bien no se ha hecho un ensayo terapéutico adecuado
con levodopa o agonistas.

Criterios para el diagnéstico de
enfermedad de Parkinson PROBABLE
Al'menos 3 de las 4 caracter(sticas del grupo A
estan presentes
4
ninguna de las caracteristicas del grupo B esta presente
(ndtese que en esta caso la duracién de los sintomas
ha de ser mayor de 3 afos)

y
constatacidn de una respuesta buena y duradera
a la levodopa o agonistas

Criterios para enfermedad de Parkinson DEFINITIVA
Todos los criterios para enfermedad de Parkinson POSIBLE
y
Confirmacidn histopatoldgica del diagndstico
en autopsia (tabla 3)
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TABLA 3. CRITERIOS PROPUESTOS PARA LA CONFIRMACION
HISTOPATOLOGICA DE LA ENFERMEDAD DE PARKINSON

Notable pérdida neuronal con gliosis acompafante en la sus-
tancia negra.

Almenos 1 cuerpo de Lewy en la sustancia negra o locus coe-
ruleus (nota: puede ser necesario examinar hasta 4 secciones
que no se solapen de cada area antes de concluir que los
cuerpos de Lewy no estan presentes).

Ausencia de evidencia histopatoldgica de otras enfermeda-
des que puedan producir parkinsonismo (ej. paralisis supra-
nuclear progresiva, atrofia multisistema, degeneracon
cortico basal) (nota: para excluir otras enfermedades que
producen parkinsonismo deberian emplearse criterios de
consenso publicados cuando estén disponibles).
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Criterios de la UK Parkinson’s Disease Brain
Bank Society para el diagndstico de la
enfermedad de Parkinson (Hughes et al, 1992a)

PAs0 1. DIAGNGSTICO DE SINDROME PARKINSONIANO
M Bradicinesia
M Al menos 1 de los siguientes:
I Rigidez
iTemblor de reposo de 4-6 Hz
flnestabilidad postural

no causada por alteracién visual primaria,
vestibular, cerebelosa o propioceptiva
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PAso 2. CRITERIOS DE EXCLUSION PARA LA ENFERMEDAD DE
PARKINSON

Historia de ictus repetidos con progresidn paso a paso de clinica
parkinsoniana

Historia de traumatismo craneoencefalicos repetidos

Historia de encefalitis

Crisis oculdgiras

Tratamiento con neurolépticos al inicio de los sintomas

Mds de un familiar afectado

Remisién mantenida

Clinica exclusivamente unilateral después de 3 afos

Paralisis supranuclear de la mirada

Clinica cerebelosa

Clinica autondémica precoz

Demencia precoz grave con alteraciones de la memoria, lenguaje
y praxis

Signos de Babinski

Presencia de un tumor o una hidrocefalia comunicante en la neu-
roimagen

Respuesta negativa a dosis altas de levodopa en ausencia de ma-
la absorcidn

Exposicién a MPTP

Paso 3. CRITERIOS PROSPECTIVOS POSITIVOS QUE APOYAN EL
DIAGNOSTICO DE ENFERMEDAD DE PARKINSON

Inicio unilateral

Temblor de reposo

Trastorno progresivo

Asimetr{a de los sintomas mantenida en el tiempo
Excelente respuesta (70 - 100 %) a la levodopa
Corea grave inducida por levodopa

Respuesta a la levodopa mas de 5 afos

Curso clinico de mas de 10 afios
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Consentimiento informado de pacientes

ESTUDIO GENETICO DE LA ENFERMEDAD DE PARKINSON

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Se le estd pidiendo que participe en una investigacidn sobre los factores genéticos
de la Enfermedad de Parkinson. Su colaboracién puede ser de gran ayuda para el
proyecto, bien porque Vd. sufre la enfermedad o porque es una persona sana sin in-
dicios de padecerla. Su participacion es totalmente voluntaria. Por favor, lea dete-
nidamente la informacidn que sigue y realice cualquier pregunta que desee aclarar
antes de aceptar la participacion.

OBJETIVO DE LA INVESTIGACION:
La causa de la Enfermedad de Parkinson no se conoce, pero se sabe que en algunas
familias puede tener un origen genético. En los pacientes sin antecedentes familia-
res de Enfermedad de Parkinson se cree que puede haber también factores genéti-
cos que les hacen mds predispuestos a padecer la enfermedad. Por ello, es también
importante estudiar las caracter(sticas genéticas de pacientes que no tienen en su
familia otros miembros con la enfermedad de Parkinson. Las diferencias genéticas
entre las personas también pueden ser la causa de que unos pacientes respondan al
tratamiento mejor que otros o tengan menos efectos secundarios del tratamiento.

La investigacion en la que Vd ha sido invitado a participar tiene como finalidad
identificar la causa genética que lleva a la aparicion de la Enfermedad de Parkinson.
Cuanto més conozcamos sobre las alteraciones genéticas que identifican u originan
la Enfermedad de Parkinson mds cerca estaremos de poder desarrollar un trata-
miento efectivo y seguro.

Para los estudios genéticos no sélo es importante disponer de muestras de pa-
cientes, sino también de personas sanas con las que poder comparar los resultados.

PROCEDIMIENTO DE LA INVESTIGACION:

Si acepta participar en la presente investigacion, se le requerira la obtencidén de
unos 20 a 30 ml de sangre, que sera utilizada para extraer de ella el ADN, molécula
que alberga toda nuestra informacidn genética. La muestra de ADN sera conserva-
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da indefinidamente y podra ser usada posteriormente en otros estudios, salvo que
usted manifieste lo contrario.

BENEFICIOS Y RIESGOS DE LA PARTICIPACION:

Elresultado de esta investigacién puede desvelar cudl es la mutacidn (alteracion ge-
nética) que causa la Enfermedad de Parkinson en su caso. Este conocimiento es po-
co probable que tenga relevancia para tomar decisiones sobre su tratamiento,
aunque puede ser de gran importancia para sus familiares. El conocimiento deriva-
do de esta investigacién también puede ser beneficioso para otros pacientes con la
Enfermedad de Parkinson o trastornos similares. Los resultados de este andlisis no
seran comunicados ni a Vd. ni a sumédico, a no ser que se crea que el conocimiento
de estos resultados pueda ser de beneficio para usted o su familia, en cuyo caso se
le comunicardn a su neurdlogo. Si Vd. no desearecibir informacidn sobre los resulta-
dos del andlisis genético deberd marcar con una X la casilla correspondiente al final
de este documento.

Su participacion no tiene ninglin tipo de compensacién econdmicay tampoco su-
pone ningln gasto para Vd. La atencién médica que se le dispensa no se vera afecta-
da por el hecho de que participe en esta investigacion.

La extraccidn de sangre puede conllevar ligeras molestias derivadas del pinchazo
o la aparicidn de un pequeino hematoma. Puede ser que, como en cualquier otra ex-
traccidn de sangre, pueda sufrir ligeras molestias en el lugar de puncidn o algin ma-
reo, que en la inmensa mayoria de los casos son muy poco duraderas.

En raras ocasiones, aun sin ser un dato buscado, la informacidn obtenida a través
de los analisis genéticos puede sugerir que el padre o madre bioldgico de un indivi-
duo no coincide con el padre o madre reconocido. En el caso improbable de surgir es-
tos hallazgos no serédn comunicados a los participantes.

CONFIDENCIALIDAD:
Su participacion en la presente investigacidn sera confidencial. La informacién con-
cerniente a su muestra se guardara de manera andnima e independientemente a la
perteneciente a su persona y a su enfermedad. Sélo los investigadores responsa-
bles del proyecto podran analizar conjuntamente los datos clinicos y genéticos. Se
tomaran las medidas necesarias para impedir que cualquier informacién referente a
su enfermedad o los resultados del andlisis sean accesibles a personas ajenas a la
presente investigacion, excepto en casos que fuese requerido por ley.

En algunas ocasiones podria ser de utilidad realizar el analisis genético a otros
miembros de su familia. En ninglin caso seradn contactadas otras personas de su fa-
milia con este propdsito sin su permiso.
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REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO:

Es Vd. Libre de cambiar de opinidn en cualquier momento y revocar el presente con-
sentimiento, en cuyo caso su muestra serd destruida. Esto en ningln caso esta reti-
rada conllevard ningln perjuicio para Vd. ni influencia alguna en la atencién y
tratamiento que le proporcione su neurdlogo.

Para cualquier duda o cuestidn relacionada con el proyecto, no dude en contactar
con cualquiera de los investigadores:

Dra. M? Jesus Sobrido ssobrido(@arrakis.es
Dra. Beatriz Quinténs beagiml@usc.es
Fundacidn Pudblica Galega de Medicina Gendmica
Hospital Clinico de Santiago
Tel: 981951490

Dr. Angel Sesar
Servicio de Neurologia
Hospital Clinico de Santiago
Tel: 981951320

He le{do y comprendido el presente documento. Todas mis preguntas sobre la inves-
tigacion han sido respondidas de manera satisfactoria. Doy mi consentimiento para
participar en la presente investigacidn.

NOMBRE DEL PACIENTE:
CODIGO PACIENTE:

CENTRO:

INVESTIGADOR RESPONSABLE:

FECHA'Y FIRMA DEL PACIENTE

FECHA'Y FIRMA FECHA'Y FIRMA
DEL INVESTIGADOR DEL RESPONSABLE LEGAL
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Consentimiento informado de los controles
ESTUDIO GENETICO DE ENFERMEDADES NEUROLOGICAS
Consentimiento para participa en la investigacién como individuo control

NOMBRE:
DNI:

Se me ha invitado a participar en una investigacidn sobre enfermedades del siste-
ma nervioso. He le{do y comprendido la informacién que me han dado sobre los ob-
jetivos de lainvestigaciony las implicaciones de mi participacidn en la misma. Todas
mis preguntas sobre la investigacidn han sido respondidas de manera satisfactoria.
Doy mi consentimiento para participar en la presente investigacion.

No deseo recibir ninguna informacidn genética que pudiera derivarse de esta
investigacion

CODIGO CONTROL:
CENTRO: Clinico
INVESTIGADOR RESPONSABLE: Angel Sesar

FECHA'Y FIRMA DEL PACIENTE

FECHA'Y FIRMA FECHA'Y FIRMA
DEL INVESTIGADOR DEL RESPONSABLE LEGAL

REVOCO EL PRESENTE CONSENTIMIENTO

Fechay firma del paciente o representante legal
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Anexo VI

Método de seleccion de SNP aplicado en este
estudio. Bisqueda de SNP para estudios de
asociacion.

1. BUsqueDA DE SNP FUNCIONALES

a. Busqueda en dbSNP
Se introduce el nombre del gen en “Gene” del NCBI (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?CMD=search&DB=gene)
y se selecciona el gen correcto. En LINKS se elige la opcién Gene-
View in dbSNP. dbSNP ofrece una visidn rapida de los SNP en ese
gen, si estan validados y si hay datos de frecuencia. Por defecto
aparece marcada la opcién de cSNP (sélo muestra los codificantes)
por lo que hay marcar la opcidn in gene region. Aqui ya se pueden ir
seleccionando aquellos SNP que en principio pueden interesar y se
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llevan a una tabla de Excel® todos los campos que se necesitan. Al
anotar la posicién hay que dejar constancia de la versidén de NCBI
utilizada Puede haber diferencias entre versiones. Hay que tener
en cuenta que a veces puede haber SNP en HapMap con datos po-
blacionales que todavian no se han volcado en dbSNP as{ que, los
SNP funcionales sin datos poblacionales en dbSNP deben revisar-
se en HapMap.

b. Bisqueda en FESD (http://combio.kribb.re.kr/FESD/)
Se comprueba si la lista de SNP es la misma que dbSNP. Va a haber
diferenciasporque en FESD se incluyen 2000pb hacia arriba no in-
clu{das en la busqueda anterior. Solo se miran aquellos SNP que sa-
len en FESD perono en dbSNP. Se abre el enlace N que proporciona
los datos del SNP de interés en dbSNPy se introducen los datos en
la tabla de Excel”.

3 Functienzl Ekement 54Ps Database {FESD) - Microsoft Intesnet Explorer

Adhihn Edoin Ver Favordns Heramerks  dvuda t
P Q6] [2] | Pemes Sreens @S- 5 W-LJEH 3
0 i) Tt fomiio bbb re JafFEST) v ._‘,‘T. » Google~ PEEN

EF““"’I'J' = - | [Bor || Dt tabot - @0vatoe it - Bicon « B ssbont Mises - W Depotes + T2 doses - »

Result S\Ps List: 23 cwnlaad rs Irfq List
refSNP 1D Blele Chr  Chr Position Func Class
12915386 &5 13 76616808 upstraam
F9156%52 L] 13 76618963 upsream
120165 A6 15 76619452 upstream
? AlG 15 FEE19643 upstream
A 13 TEE19847 Suer
57 A7 15 766108687 Sutr
01¢ 0 76620278 intron
! TEEIE13 intron
ngon
coding-synon

&5
&G 15
&5 13
ciT 15
A5 15
Alc 15
+ A5 15
e AJG =
4] ikt fomm,ricti kb i g SHP frp_ef s = 1.

B Jizrer
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c. Bisqueda en PupASNP
(http://pupASNp.bioinfo.ochoa.fib.es/)
Se introduce el nombre del gen como External ID y se amplia la zo-
na del promotor hasta un méximo de 20000 pb (por defecto salen

[@ ...or paste your genes
(quick search)

Select the gene id ExemaliD »

PSMAL

4000). Se decide la distancia de busqueda
segln el gen, el nimero de SNP que se ten-
gan hasta el momento, del tamafo de los in-

trones,... Como minimo se amplia en
5000bp.

En la pagina que se abre, hay que ir a Pupas-
view porque desde ah{ se pueden especifi-
car pardmetros interesantes para
encontrar SNP potencialmente funcionales.

[l Define the region upstream 200004 . . .
- Abrir PupasView (debajo del nombre del
gen).
L:: 'I: ':"?' 8 5] rfhvo  Ediém  Wer Favwkc : Sracin ] bt fipupssrg bionfo.schoa i es) v @ t 2%
L S HY DT =

SNPs in the genomic region

Transcript Num. SNPs

Gene

PS™MA4

Send this gene to
Fupasiew

S'WTR 3'UTR Coding Aalocation Aavaniation

10 TPRODOAZE ]

35 B 4
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Se vuelven a poner a poner 20000 pb en la regidn flanqueante y se
marcan los siguientes puntos:

— Data coming from PupaSNP -

PSVIA4

Define the flanking region Wm0

Limit te tese SNPs:

— validation Status { dbSP) - =
Fl byfraquency i)
= H coding
= [ intren
) Bl utr
F by-other-pan
= F local
¥l noinfo
] — Frequency & Papulation -
Filter Minor &llele Frequency from oS to [o5

Central&siz [ Unknawn

F Hapuep

H Eurpe

O west africa [ muit-Natonal

MAF aqui aparece entre 0y 0,5, o sea, todos. En este caso se inclu-
yen los SNP exonicos con MAF > 0,05 y el resto con MAF > 0,1.

-- Functional Properties --
[ Trplex
Non-synonymaous SNPs Minimum length of triglex sequences | bp
© 20l non-syn mutations « &l regions
© only Pathological non-syn mutations Qnly Ratous Norvegicus conserved regions

Only Rattus Norvagicus high conserved regions

TFES {10000 bp upstraam)
@ all regions
O Only Rattus Narvegicus conserved regions B rtron oundaries
O Only Rattus Narvegicus high conserved regions
Exonic Splicng Enhancer
@ sl rgions [E Rattus Norvegicus conservad regions

© Only Rattus Harvegicus conserved ragions 'BLASTZNET [cons) I |
O Only Rattus Norvegicus high conserved regions

-- Block finding algorithms --
® confidence Intervals (Gabriel ot al.)
© Four Gamete Rue (Wang st al.)
© solid Spina of LD
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Enelvisor, colocando el ratén sobre el SNP se obtienen varios datos.

Aadea  Edofn ver Faurtos  Hemamerts Rk .'
Quws-Q WEQ Puonee Srreoe @ 3-S5 w-JE 3
S | @] rbpiugassen Batte. choathoesTh_aresiemaiiosne =P “|Br  siax * Google- v W
raadebe - YT - 2- |_um'|-| 7 = i IOIGEml\fdml o @misen oo« @l » T vscoiees « 4D Omorer « T3 umgos - »
] -
vaizatad by Al types ef validation 3
Tyoe: Al types

Fifterad by fraquancr

« MAFfrem 0,05 = 0.5

« Populstion:

Cnle SP< in Exenic Splcng Enhancers o in Transoription Factor Binding Sites o in Intron Boundaries or mapping Fn

Eurcpe o Bnknown or Enrope, Malt-Nabional or Nerth /East Afvics & Middle East sr HAPMAP or Europe, North
America or Nerth America o Hulti-National

conse:

Bilack finding

Icnlldalu Intervals (Gabriel et el }

Lergth

T wane.

Ereenol trans.

W ort 1)

e

LD paramrters

PF Jegenc

€: 021 (HapMap)

Siesos SNP no no estan en la tabla, se abre el SNP hacia dbSNP o
Ensembl

e/ Ersembl Human sapliew

Search ' Humar]

2 Expart Vega o 1 1egion

Use Ensemblito...

R a BLAST search
s earch Emsembl

= pana v [Biofdart]
poad your ewn data
W pert data

dbSNP: rs2036534 SNP Report
SHP P 2036534 (dESNP 1 25)
-, 52036534 - SNF info
152036534 - LD ifo Synonyms TSC TSC1 051237
Chromosome 15 Alleles ;ﬁﬁ;i&lr:mﬂ
76,614,003
Frowen by clustes, frequency, doublehit (5% P tesied andd vaiioslso by & non-compLiahonal me o
Validation stans Hapldap SNP
- lew of Chisanoseme 15 Benoric
) aphical view Molecular type
- apincal rverden SHP in tagged set for Links to LDview par population:
Wy pert infocmmation abor these CEHL-HAPMWAF HapMap-CEL CEHL-HAPMAR HapMsp-HCE CSHL-HAPMAP Hap
1egion S PERLEGEN AFD CHN PANEL PERLEGENAFD EUR PANEL
ENPME SUSENCR S N I = ATCTCTCCTTTCTCTAGRATCCCAGT GCATTETFTCTTITTCATS GOCCATCACTTTETA
- pert EMEL file Sequence region TAATGEATOGTG FTTETECARTC AT T TGO CTCAGAGCTACTRAGEEC6GAGACCATETA
E pxpeat Gane o i region AAACTTATTTTTGTCTCCTCABCCCTICTTTTT T T ITTTTTTTTTITIGASACGEAGT
= Expeat SHP info m 1egion CTCE T TG T T G CAG TR RAGT G LAGTG R ACGATCTCEGL TLATTG CARGCTC LG

E Genotype frequencies per population

TTCTCGAGTTCACGCCATT LT CC T CTCAGCCTOCTGAGTAGL T GGACTACAGH T
LA CACCACGC G TRATT T T ITT IGTATT T T TAGTAGAGAT AGGGTTTCACCETETT
AECCAGARTGET T CRATCTC CTGAC CT TR T FATCCAC OB CTC GATT TEC CARAGTED
TEGGATTACAEG CATEAFT CACCGTECCCEGICTCCTCATCCCTT CTTATCACACCTET
ATTATACTEC LTI L TR ACAGACSTCY T TAARARTATT TEAAARTAMATCECGTECTAS
BAGAR CE AT AC ARG ACAC A TAAGA T LT T TRCEABARACCATTCACARCATICT
TG AR A TTT T AR TTGETC T CAGECTG ST T CRAAC TG RARCTE CAGAGATRA FAT
GCTCCAAGAC T CTE AR CTE L ARGEAMGT RAATARTCACATCCAGEDA [SNP highlighted)
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2. BUsqueDA DE TAGSNP

a. Obtencion de datos en HapMap
En Browse Proyect Data-Meter se introduce el nombre del gen.
Hay que asegurarse de estar trabajando con la dltima versidn dis-
ponible. También hay que tener en cuenta que hay datos en HapMap
no volcados todav(a en dbSNP.

[Ocaltar encabezads] [Marcar esta pagina] [Ligar a imagen] [fnagea de alta resobucica] [Byed
8 Buscar

Help finks- -LD- - tagShPs - - Phased Haplotype - -0
Pusto o region de referencia

PorAsg I Buscer I

Fuente de dates

Hephep Deis Relfzliphesell Janlh, an NCBI B35 assembly. dbSHNP b125 hd

-.
.
Paspulation descipterssYRE Yemuba in lbadan, Nigesia, JPT: Japanese in Tokyo. Japan. CHB: Ha

3 Resumen

Se amplia la zona de estudio entre 5 y 20Kb para el promotor (ha-
cia arriba) y entre 2 y 5 Kb hacia abajo. Se pone la misma distancia
que en Pupas. Para ello se anota la posicién cromosdmica del gen
que se ve en la parte superior de la pagina y se modifican las posi-
ciones.

Mostrando €.768 kbp de chriS, posiciones 76,613,823 a 76.628,590

E aemicass
Bemrer ssaede ¥ vt 40 B osecs, 3 ool 20N B S0 2 0N DULT 3 Bele © Beeecs O cdae comed T a2 cemah Pan cocialase o0 oS B, pudsd
bdones SsaTsnlseey 0SS SETRE S ISAcs Do p B grsoer Tan ot rasEt me = =

Gemphs  hiS DetSEa 60l TN S SR MR TE0SE SEOAD | Theni
Prouta = 10edT eEn pa

5l ] s 2 ma wws pnagrs <= sTaneshoss Peals Frimcia

=S s = = — - EFEITaE 2= -FEaews = -Fwret == :.4
Fryp @ & g
Degpoetsr O panclps s - Oy rew

—o T ———T P AvemsaaSosscas L Peess i WEke » 0 PE T far b vetal
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En el cuadro Punto o region de referencia se introduce la posicion
delgen (Chr15:76,619,823..76,628,590), con las ampliaciones sen-
tido 5’ y 3’ que se estimen necesarias, en esta caso Chrl5:
76,600,823..76,631,590.

A continuacion en la seccién Reportes y andlisis se elige Depositar
SNP genotype datay se entra en Configurar.

casy o ey W Bmaar ) et o o plas 5 b

i L > BX v @n ek ® Google- ve &
Tikdobe - YT - | susear [-] =- #- |[inw [ Somrre - @mon s - Bioe - oo wisa - & 0sones - s - »

#0ed May 24 07:01134 200S: Hmpl¥ap gecotype data dump, SMFs genocyped 1m populatisn CEU om CRrLS:FEE00S2T..TEE31550

#For details om file formet, see btop://wow.hapsap.org/genotypes/

r=# alleles chrom pos strand assenblpd cencer ProtlSID ms=ayLSID panelLEIN OCecde NAOSSSS MADSSOL NADEFS3 HAOES94 BAITOOD HACTOLS NAITORZ NAITOZS MAOTDI4 ML
TEI0515C03 AL/G ChCLE 76601101 4 Aokl BIS Imeut-ciken urk:Isid:insuc-riken.bapmep.org:Protacoligendtyping:l urs:lsid:insac-rikes.bapsap.oeg:issay

T513632604 C/T ChrlS FS60E9SE + mebi BIS perlegen ure:lsid:perlegen.lapnap.ory:Prococol:fenctyping 1.0.0:2 ura:lsid:perlegen. hagnap.org: A
¥313633027 ©/T ChELS T€613221 4 meby BIS perlegen ure:lsid:peslegen.hapnap org:Protcenl:Cesotyping 1.0.0: 1d: per loges. bagnap. org: kasey:
911636131 C/T Chels TS60B6SL acky BIS lmaur-piken urn:lsid: insut-riken. bajmep . orgiProtocoligenonyping: 1 urn:! lsld: ingar-rikes. bapoay. org: Asaay: 10334392223
F21IEITIIT C/G Chels TE60E513 mcbi BIS dmaut-ciken uro!lsid! insut-riken. bajmip . orgProtoco ligenot yping: 1 1d:ingar-riken. bapoap.ocg: Asaay 1038595323
Te13858210 ASG ChrlS TE612607 4 mchi bIS perlegen urn:lsid:pec legen.bapnap.or
11901682 A/C Chrls TEEIETE 4 nchi BIS perlegen uro:lsid: 7!{1!“?\1'}‘5'!&! ar
Tel2S06851 /T Cheld 76612617 4 nchi BIS perlegen ucn:leid:pecl
212507966 C/T Cheld 764610106 + nchi BIS perlegen urn: ledd: ne:lmn-hnm'-ux
212510285 G/T Cheld 76405120 + nchi b3S perlegen urn:lsid:per legen.bapmap.or
r=12913194 /T Chold 76613267 4 nchi b3S perlegen urp:lsid:per legen.h
12812694 ASG Chrld 76401495 + nchi BIS perlegen urn:lsid:per legen.i FDiog,
212815366 A/G CAC1S P641BA08 + nrhi BIS perlegen urmil=idipet legen.d

I=12516483 A/G ChrlS 76619452 + nchi bIS perlegen uroil=idiper legen.d

I=12916995 C/T Chrls 76413867 + mchi b1S perlegen urnil=idiper legen.l

I=1504545 C/G ChrlS TESUSSZS + nobi B35 inmut-Tikes ura:lsid:imeut—riken,hapnap.oIg: rmtacu_.uewﬁ
T=1504546 /T ChrlS 76611250 + ncbi b3S perlegen urnrlsidiperlegen. hapmep. org:irotocol .0
I=1ST4547 A/G CRrlS TES3037L - nchi b3S peclegen usn:ls
I=1696991L ©/T ChCLS 7€611503 + Acbi BIS Imsut-ciken ure
T=16569941 G/T ChClE 7611380 + Achi BIS perlegen ure:lsi
T=1979505 G/T Chrlf 76529429
T31579506 A/G Chrlf 76529044

urn; Letd: pec legen. hagmap . of
urn; Leid; pec legen. hapmap. or
urni L=id: pec legen. hapmap . or gz Assay:
urn: 1=1d: pec legen. hagnap. or ST6Z.5463200:
4rni Lsid; pec legen. hagmap.ar STHZ. 6259807
urn; Lsid; pec legen. hapmap . org: Aesay 1 25742 . TBE1854:
urmi i=id; per legen. hapmap . org: e STHZ.7508208:
150454512 ur
L hapmep.org: As=ay 125762, T9I132A21
uCnrlsid:periegen. hapaep.orgrAssay 25762 572861411

cotocol: teootpiog
cotocol: Fenotypiog_ 5742.7540952:

STE2.7630434:

S W O O O W s

2L
sz wrarl

31579907 Chris TES2IFE

TEI03 6534 ChriS 7E£14003

TE2IFIILT ChriS 7EE21T

F3IB1I5T0 ChelS 76619837 ¥ rauT-rikan, ANpnAy . 07g: PrOTecol : aNOTYp Log:

TEIB1ITTL Chrl§ TES19E4T - nebi B35 peclegen uen:lel = lagen, hapmap . org: Fretocal :Genotypang 3.0.0: pat lepen. Bapmap . org: Aesay: 15781 S2205
Te3B13I572 ChriS 7H619643 - ncbi B35 insus-rikes urn: l#id:iceut-riken, bapnag. org:Protecol: panotyping:

TEI685951 Chri§ 76611972 nebi B35 peclegen urnslsid pet legen, hapmap . org: Axsay: 2576035646402
249461039 Chri§ 76604502 ncbi B35 peclegen wrnslsis Legen, hapme h=aw S761.3564630:1

9887062 Chrif 76614856 + ncbi b3S peclegen wcn:lsis
487044 C/ ¢ ChrlS 78619502 ncbi b3§ peclegen wrn:lsis
€ %

wrn:lsid:per legen. hapmap . org: Azeay:i5761.5794347%:1

+
T24B8E571 Chrl§ 76610813 + ncbi b3S peclegen won:lsis
+
+ wrnzlsid: per lepen, hasme . ore;: iseav: 25762 .5134905:1%
»

Los datos obtenidos se guardan como un archivo txt
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b. Obtencion de datos en Haploview
A continuacidn se aplica el programa Haploview que procesa todos
los datos obtenidos anteriormente y busca los tagSNP.

Welcome 1o HaplsView

Open new data
Genotype fls:  achs SIPs'pamat-bo-prusbatet || Brosse

l Load gerotypes (hrkage Format) I

Jgrore par se conparisons of narkers > SO0 1D apart.

Load phased haplchypes | Exchide s wth > | 5) | % missing perotypes.

(7] Dewribad and show HapMap rfobrach? (requres rbemet cornedtion)

=)

En el apartado Genotype file se carga el archivo txt generado me-
diante HapMap y se da a OK.

Hasloview 3.0  pumad bn prache Ixl

L Dsngietors and Nibuss Sory (0 Farvibes. J

2 Weve Falon (e Fee. . F. Ten. W kwrg
L eiiS900 [e40LI0L 0454 0.4 2 ° o | [ &
. __NEICRE B3 NS Dl - B T
3 _l'lﬂ.lﬁ_'ﬂl ‘ll e . l...m _ﬂ _l.' _I.I - ! 3
1 eI 03 A ] g | |+
S A e | o poe | ]
5 wAns LX) - © a%s | 4

<] (5] o ] aw | 4
AR R [ 1Y Fal o o | [+]
IS G i wo ] o T s
LY : ] 0 n s []
— [ e B 51
T BT Rt =6 e | El |
o E 1 F] o E IRNE
[NéIlSCI B0 0O L] o Bs | I} |
[X -] 3] © aw | [

& IS, B . a2 | [
17 wslIRRERT n.ma » [« ans | ]
A i . = . bay | B |
I3 el no ] & an ]
8 el 7] ] [ Be | 7|
H wsla e 177 nw  nea ; - 2] ENE
Ea |Netws BAE LM D41l wy D © oz | [
A eI Teaiwd 00 nn T 7] © aa | [

N N [l e e bW imu = 3 o»a | [ |
3 eirmam [ebiner oxm nes Dnow  wa 1 ] ave | [ &

W s-ethue ol 1s | 02000

[ Seetn |
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Enelapartado Check Markers, se cambia el MAF de 0,001 a 0,05 en
este caso y se marca Rescore Markers.

Name Force Inclde | Force B . Capture thi..
1 rs1)519203 78601101 | ] =] ~
2 rsi2Sl4694  7E6OI499 | ; ] T
5 rBEI946 7ee0E1LZ m| ] @]
L e L. L] =
TEE0E52E & ] [~
: | C] 7]

11 1512510289 [Te6D3120

13 rs13D<54€  TEEL1290

1S rsI20661  TE6LZBL7 | Cl
16 rsaaEE9sl  re6leare | ]
18 31794 78613235 B | O T ]
21 9 7 & El
22 riws  7eeidco: al L
4 rsiz51S6  Te6L5B0B & [l
ES  rs12516483  [7E619452 a [
26 k3313572 7e6liE4S L Ll
E7 r=s13571  Teelse47 [l
28 ro313570  TeeLses?
B0 re4386571  7E6208L3 []
1 re22%l17  TEG217HM | [l
£0z3 TEE2ZZE07 -
TEE2IALT -
i threshold | 0.6 |
: e 2-marker haolobypes 3

trreshold rher tests | 2,
() aggressive laggng: e 2- and S-marker Rapiotyoes o LRI R

@D Reset Tade |
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Se selecciona pairwise tagging only porque es la opcidn mas res-
trictivay se da a Run Tagger

= Haploview 3.2 — pmad-bm-prueba, tx

Fis Daplyr  Auhss g

L Fint | Heckbypes | Check Harkers ﬁ:‘!

| Cortprn Friis =~
Tests Ak

esi 85152

TSI8]1 %80
rs17910289
115366
rsASEEST1
rs053

sl ATH%0S
rsEEEIGS
rs? 162000
L
1995851

Foroscn merkers shown n bad}
Sheles caprured by Curvent Seaction
FsL 0519203
St
sl

Captured X5 aleles wth mee= 3 of .99
Captured 100 percert of dieles mithr® 0.8
Liing 11 5hFs n 11 bests.

I Curp Tests Fie i

W CebaBeessitin. | Mool Pomifs E Honsoft Barsi - L

* 1 Snaglt Caghure Pre.

El cuadro de arriba a la izquierda contiene los tagSNP. Marcando
cada uno de los SNP de este cuadro aparecen en el cuadro de aba-
jo alaizquierda todos los SNP del bloque haplotipico.
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Caracteristicas de los SNP analizados

Gen SNP Posicién (NCBI) Alelos Alelo menor MAF

PSMA1
rs10500802  11:14637391 G/T T 0,075
rs10766186  11:14615973 G/T 0,500
rs10832284  11:14638484 C/G G 0,110
rs11023273  11:14630819 A/G A 0,325
rs16930358  11:14609858 A/T A 0,108
rs2305305 11:14540942 /T T 0,367
rs2575846 11:14575366 A/T T 0,458
rs2575849 11:14539639 A/T T 0,341 (AFD EUR)
rs2575850 11:14603548 /T C 0,442
rs2597217 11:14532883 /T T 0,407
rs2597220 11:14529527 /T C 0,133
rs7931378 11:14614415 A/G A 0,491
rs7951597 11:14559707 A/G G 0,062

PSMA2
rs591740 7:42962527 A/G A 0,125 (AFD EUR)
rs638171 7:42958092 A/G G 0,125 (AFD EUR)
rs650786 7:42965141 /T C 0,120 (CEPH)
rs653517 7:42965733 /T T 0,145
rs661592 7:42952486 /T C 0,149
rs668537 7:42960226 A/C A 0,125 (AFD EUR)

PSMA3
rs10134112  14:58701880 /T T 0,106
rs10147580 14:58714140 /T T 0,274
rs12879675  14:58707253 A/G G 0,270
rs12892257 14:58732748 A/G G 0,380 (AoD)
rs1885133 14:58737402 /T C 0,274
rs2180871 14:58739537 A/G G 0,274
rs6573194 14:58712914 Cc/T C 0,429

ANEXO VIIn169
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Posicién (NCBI) Alelos Alelo menor MAF
(HapMap CEU) (HapMap CEU)
PSMAS
rs10776806  1:109952127 A/G G 0,229 (AFD EUR)
rs10776807  1:109956156 A/G G 0,274
rs12746776  1:109963318 /T C 0,115
rs1465607 1: 109958035 A/G A 0,319
rs17586966  1:109955569 /T C 0,136
rs1880670 1:109941133 /T C 0,274
rs3820667 1: 109968410 G/T T 0,467
rs4970729 1:109979202 A/G G 0,274
PSMAG
rs10142113  14:35767829 A/G G 0,125 (AFD EUR)
rs10144857  14:35761084 A/G G 0,159
rs1048990 14:35761675 C/G G 0,117
rs17512585  14:35789682 /T T 0,276
rs4982254 14:35755737 C/T T 0,257
rs7153434 14:35788110 C/G C 0,177
rs7/156874 14:35778469 A/T A 0,067
rs7156944 14:35790467 G/T G 0,342
rs8017676 14:35762666 A/G A 0,093
PSMA7
rs17812169  20:60711075 /T T 0,088
rs2057170 20:60710563 C/T C 0,199
rs6089664 20:60714525 A/G G 0,250
rs7076 20:60713311 /T C 0,229 (AFD EUR)
PSMB1
rs12200850 6:170842311 A/G G 0,075
rs12210583  6:170862029 G/T T 0,068
rs12717 6: 170862300 C/G C 0,365
rs1474642 6: 170852561 /T C 0,128
rs1474643 6:170849100 /T T 0,475
rs1474644 6: 170848895 A/G G 0,158
rs2056970 6:170849476 A/G A 0,450
rs2179373 6:170863373 A/G G 0,283
rs2206286 6:170861835 /T T 0,150
rs2223473 6:170855987 G/T G 0,449
rs3778589 6:170859715 A/G G 0,438 (AFD EUR)




ANEXO VIIN171

Posicién (NCBI) Alelos Alelo menor MAF
(HapMap CEU) (HapMap CEU)

PSMB1
rs4579340 6:170854754 A/G A 0,438 (AFD EUR)
rs756518 6:170850994 A/G G 0,438
rs7771229 6:170864467 A/G G 0,449
rs9295416 6:170842825 C/G C 0,413 (AFD EUR)
rs9348277 6:170836531 AT T 0,438 (AFD EUR)
rs9356664 6: 170860395 G/T G 0,254

PSMB2
rs569942 1:36088107 A/G A 0,370 (CEPH)
rs6668196 1: 36069204 A/G G 0,075
rs676614 1:36107510 G/T G 0,107
rs953035 1: 36079508 A/G A 0,053

PSMB3
rs2019203 17:32704762 A/C A 0,416
rs228272 17:32703110 C/T T 0,379
rs228273 17:32704213 /T T 0,331
rs228275 17:32706916 /T T 0,425
rs228278 17:32711735 A/T A 0,217 (AFD EUR)
rs228279 17:32714455 Cc/T C 0,217 (AFD EUR)
rs228280 17:32714656 G/T T 0,136 (AFD EUR)
rs65926 17:32712538 C/G @ 0,212

PSMB4
rs1887544 1: 151374545 /T C 0,136
rs2769270 1:151355858 /T T 0,183
rs4603 1: 151374025 /T C 0,128
rs6684085 1:151357333 /T T 0,164
rs7172 1:151372138 A/G G 0,144

PSMB5
rs10138759  14:23492276 A/G A 0,102
rs11543947  14:23504021 /T T 0,103
rs12889177  14:23491329 A/G A 0,199
rs17125731 14:23494234 /T T 0,050
rs4981456 14:23511357 C/G G 0,292
rs8010955 14: 23494141 A/G A 0473
rs8013143 14:23494277 A/G G 0,314
rs8020463 14:23504783 A/G G 0,442
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Posicién (NCBI) Alelos Alelo menor MAF
(HapMap CEU) (HapMap CEU)

PSMB6
rs7468 17:4701402 /T T 0,120 (CEPH)
rs8078118 17:4690038 A/C A 0,407
rs8080212 17:4694337 /T T 0,363

PSMB7
rs10119911  9:127127172 /T T 0,389
rs10760359  9:127174353 A/G A 0,458 (AFD EUR)
rs10760361  9:127178266 G/T T 0,332
rs10818951  9:127131062 A/G G 0,385
rs10986333  9:127168391 AT A 0,433
rs10986339  9:127195873 A/G A 0,204
rs12344916  9:127163623 /T C 0,367
rs1323761  9:127116942 /T C 0,413 (SC 95 ()
rs17315546 9:127148229 /T C 0411
rs2236386 9:127177736 C/G G 0,408 (pilotl CEU)
rs4574 9:127177161 /T C 0,424
rs4838173 9:127189686 C/G @ 0,336
rs6478660 9:127133920 AT A 0,388
rs7854989 9:127133584 /T 0,500

PSMC1
rs10140761  14:90740588 C/G G 0,367
rs11621563  14:90739495 A/G A 0,049
rs17799220  14:90739446 A/C A 0,183
rs2277517 14:90722778 /T C 0,416
rs2282031 14:90730943 /T C 0,320
rs3742673 14:90735707 /T T 0,478
rs4904667 14:90738567 A/G G 0,097

PSM(C2
rs10257369  7:102971399 /T C 0,156
rs12536983  7:103007599 /T C 0,111
rs17136728  7:102989726 G/T G 0,164
rs2074624 7:102985211 C/G G 0,292
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Posicién (NCBI) Alelos Alelo menor MAF
(HapMap CEU) (HapMap CEU)

PSM(C3
rs10838708  11:47441513 A/G A 0,469
rs11600581  11:47448497 /T C 0,396 (AFD EUR)
rs17790804  11:47447202 /T C 0,114
rs2293579 11:47440758 /T T 0,389
rs3781625 11:47443080 A/G G 0,383
rs7948705 11: 47447955 C/G G 0,193

PSM(C4
rs234365 19:40475211 A/G A 0,092
rs234370 19: 40477465 A/G G 0,066
rs28366011  19:40476720 /T T 0,033 (pilotl CEU)
rs371500 19: 40480923 /T T 0,049

PSMC5
rs13030 17:61908556 /T T 0,205
rs968719 17:61908271 A/G G 0,389

PSMC6
rs10144318 14:53189731 A/C 0,500
rs10483616  14:53178303 A/C A 0,042
rs12897399  14:53193068 A/T A 0,009
rs2273743 14:53195076 A/G G 0,415
rs2295827 14:53174981 /T T 0,088
rs7142734 14:53178746 A/G G 0,408
rs7155648 14:53168126 A/C C 0,044
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Posicién (NCBI) Alelos Alelo menor MAF
(HapMap CEU) (HapMap CEU)
PSMD1
rs10194776  2:231980019 /T T 0,333
rs10498257  2:231993038 AT T 0,250
rs11694724  2:231947467 A/G G 0,058
rs13424110  2:231933408 /T T 0,119
rs17440378  2:231979355 /T T 0,092
rs17619600  2:231976460 /T C 0,084
rs2288147 2:231937505 A/G G 0,275
rs3731783 2:231913056 A/G A 0,168
rs4973377 2:231981992 A/G A 0,171
rs6436995 2:231907894 A/C A 0117
rs6436998 2:231918591 /T C 0,250
rs6436999 2:231942492 A/G A 0,261
rs6437002 2:232025284 A/G G 0,321
rs6748332 2:231914845 /T T 0,308
PSMD2
rs11545169  3:184020542 G/T T 0,134 (pilot3_CEU)
rs11545172  3:184019681 A/G A 0,044 (pilot3_CEU)
rs2376524 3:184011561 A/C C 0,233
rs4912533 3:184013551 A/C C 0,258(pilotl CEU)
PSMD3
rs11655584  17:38139024 C/T T 0,080
rs2305481 17:38138624 A/G A 0,342
rs2305482 17:38140927 A/C A 0,442
rs3826330 17:38150236 /T C 0,086
rs3859190 17:38136562 G/T T 0,066
rs4794822 17:38156712 /T T 0,417
rs8075668 17:38137623 /T T 0,442
rs9912981 17:38141636 /T T 0,398 (AFD _CEU)
rs9916279 17:38146154 /T C 0,190
PSMD4
rs16833107  1:151233007 oa) T 0,088
rs2275900 1:151238222 A/G G 0,270
rs3811405 1:151227371 A/G A 0,192
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Posicién (NCBI) Alelos Alelo menor MAF
(HapMap CEU) (HapMap CEU)

PSMD5
rs1060817 9:123583192 /T T 0,451
rs10739575  9:123606101 A/G G 0,230
rs10760117  9:123586737 G/T T 0,483
rs10985051  9:123607880 A/C C 0,170
rs12379604  9:123616858 G/T G 0,168
rs6602 9:123578964 A/G G 0,142

PSMD6
rs1046025 3:63996262 A/G A 0,164
rs10510901 3:64013062 A/G G 0,159
rs12497119 3:64014640 A/G G 0,425
rs2037119 3:63994879 A/G A 0,323
rs2280160 3:63997896 /T C 0,417 (pilotl CEU)
rs35837 3:64013249 c/T C 0,212
rs35839 3:64013417 A/G A 0,233 (pilotl CEU)
rs3816156 3:63999712 A/T A 0,080
rs3816157 3:63999322 /T @ 0,164
rs3906971 3:64025887 /T C 0,172
rs40610 3:64009508 A/G A 0,288
rs6808752 3:64024529 A/G A 0,243

PSMD7
rs10500585  16:74324862 C/T T 0,292
rs1195629 16: 74337036 A/G A 0,442
rs1195630 16: 74340431 A/C C 0,257
rs1195631 16:74341902 A/C C 0,327
rs12325102  16:74333737 /T C 0,142
rs12448188  16:74313430 A/G G 0,336
rs12921488  16:74325131 A/G A 0,177
rs13331008  16:74312512 A/G A 0,147
rs17336700  16:74335204 /T C 0,168
rs17336867  16:74337104 C/G C 0,159
rs17421100 16:74327012 C/G C 0,133 (pilotl CEU)
rs3760054 16:74329919 A/G G 0,159
rs889641 16: 74333380 /T C 0,340
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Posicién (NCBI) Alelos Alelo menor MAF
(HapMap CEU) (HapMap CEU)
PSMD10
rs4036579 X:107333853 A/G G 0,403
rs5973841 X:107335711 A/C C 0,333 (AFD EUR)
rs807178 X:107328436 A/G G 0,347
rs807182 X:107335261 A/C C 0,403
PSMD11
rs12162135  17:30805795 G/T T 0,447
rs7212835 17:30798525 A/G A 0,128
rs8078837 17:30763537 A/G G 0,491
rs9889607 17:30785585 A/G G 0,372
rs9900089 17:30772577 /T C 0,376
rs9912262 17:30791936 A/T T 0,141
PSMD12
rs11079691 17:65362552 A/T T 0,183
rs12601131  17:65359260 /T T 0,305
rs12939848 17:65370808 /T T 0,372
rs12944890 17:65330538 A/G G 0,117
rs17648225  17:65363813 G/T G 0,257
rs17726709  17:65343725 C/G C 0,283
rs3935732 17:65336527 A/G G 0,406
rs8073599 17:65367094 /T @ 0,403
rs9303518 17:65345963 C/T C 0,219
rs9903804 17:65329358 /T C 0,385
PSMD13
rs1045288 11: 237087 A/G A 0,237
rs1128322 11: 244197 /T T 0,230
rs2272566 11: 244552 A/G A 0,496
rs3020899 11: 247906 C/G C 0,495 (pilotl CEU)
rs3817630 11: 252231 C/G G 0,204
rs3829999 11: 247102 A/G A 0,225
rs524555 11: 246678 A/T A 0,150
rs532483 11: 257030 A/G A 0,102
rs559422 11: 248181 A/C C 0,115
rs6540 11: 252649 A/G A 0,058
rs6598055 11: 252318 A/G A 0,363
rs6598057 11: 251034 A/G G 0,134
rs7930624 11: 253841 A/C A 0,207
rs939915 11: 237737 A/T A 0,208
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Posicién (NCBI) Alelos Alelo menor MAF
(HapMap CEU) (HapMap CEU)
PSMD14
rs1064576 2:162268108 A/G A 0,063
rs1116173 2:162226838 /T T 0,183
rs12463483  2:162252619 G/T T 0,066
rs13398392  2:162187250 /T T 0,325
rs16845757  2:162156260 /T T 0,067
rs2013879 2:162176044 A/G G 0,133
rs2042489 2:162225169 A/G A 0,192
rs2059337 2:162167013 A/G G 0,111
rs2216941 2:162258705 AT T 0,111
rs2303318 2:162224495 A/C C 0,066
rs2303319 2:162224664 /T T 0,083
rs6727917 2:162234608 A/G A 0,243
rs6733456 2:162258433 /T C 0,248
rs/574882 2:1s7574882 /T T 0,225
rs9713 2:162165008 A/T A 0,246
MAPT/CRHR1
rs3418 17:43723462 A/G A 0,203
rs8072451 17:43893716 /T T 0,208
rs2435205 17:44018764 A/G G 0,425
rs242562 17:44026739 A/G A 0,379
rs1800547 17:44051846 A/G G 0,208
rs2435207 17:44058928 A/G A 0,354
rs2258689 17:44067382 /T C 0,175
rs2471738 17:44076063 /T T 0,288
rs7521 17:44105395 A/G A 0,429
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Posicién (NCBI) Alelos Alelo menor MAF
(HapMap CEU) (HapMap CEU)
SNCA
rs356164 4:90693476 C/G C 0,117
rs356204 4:90663542 A/G A 0,483
rs12502363 4:90713064 A/G A 0,420
rs2737020 4:90740878 /T C 0,183
rs6532191 4:90745930 /T C 0,491
rs2737008 4:90747183 /T T 0,319
rs2619361 4:90757735 A/C C 0,237
rs2301134 4:90758945 /T T 0,482
rs2619363 4:90759047 G/T T 0,308 (pilotl CEU)
rs2619364 4:90759887 A/G A 0,317
rs2583988 4:90760828 /T T 0,264
rs1023777 4:90761412 Cc/T C 0,403
rs2736989 4:90776257 A/G A 0,200
CCNE1
rs3218036 19:30305684 A/G A 0,295
GPR37
rs1008290 7:124381635 A/G A 0,412
rs17147421 7:124383948 A/G A 0,341
rs4731206 7:124385665 A/T A 0,292
rs3735270 7:124387092 C/G @ 0,492
rs724356 7:124387374 C/T T 0,212
rs2284215 7:124387871 A/C C 0,358
rs2284214 7:124388204 /T T 0,464
rs2402749 7:124389723 A/T T 0,392
rs4639456 7:124390408 A/G A 0,261
rs989177 7:124412886 /T C 0,280
HSPB2
rs4252591  11:111784923 /T T 0,243
rs10891299 11:111787962 G/T T 0,233
NOB1
rs2965749 16:69771914 oa) C 0,288
rs17299478  16:69775500 oa) T 0,199
rs4985518 16:69787158 /T C 0,199
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Estudio de Maraganore

Gen SNP Posicién (NCBI) Alelos Alelo menor MAF
(HapMap CEU) (HapMap CEU)

PRDM2
rs2245218 1:14139826 A/G G 0,125
SEMASA
rs7702187 5:9332281 A/T T 0,167
rs11737074  4:125081373 A/G A 0,242
rs17329669 7:36851929 A/G G 0,167
rs1509269 4:138753724 /T T 0,108
rs2313982 4:138788060 /T T 0,084
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