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RESUMEN

La enfermedad de Parkinson fue descrita por primera vez por James
Parkinson en 1817, desde entonces se ha convertido en un problema
creciente a nivel internacional. Cuando la enfermedad se presenta la mayoria
de las personas son mayores de 50 aios, sin embargo puede presentarse
también en pacientes jovenes. Ocupa el segundo lugar dentro de las
enfermedades neurodegenerativas. Es una enfermedad crénica y progresiva
del sistema extrapiramidal, que se manifiesta como temblor en reposo,
bradicinesia, inestabilidad postural y rigidez. Su patologia se caracteriza por
la pérdida selectiva de neuronas dopaminérgicas y puede cursar con cuerpos
de inclusion, llamados cuerpos de Lewy, en varias regiones del cerebro. Su
etiologia no esta bien definida, sin embargo participan tanto factores

ambientales como factores genéticos.

En el presente trabajo se analizé la participacion de los polimorfismos
Ser167Asn y Val380Leu en el gen de la parkina (PARKZ) en 196 pacientes

con enfermedad de Parkinson y en 213 controles sanos mexicanos.

Se determinaron frecuencias alélicas y genotipicas en ambos
polimorfismos y ninguno de ellos mostro asociacion. Por lo que estos
resultados sugieren que las variantes Serl67Asn y Val380Leu del gen de la
parkina no participan en la susceptibilidad genética para la EP en la

poblacion estudiada.
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I. INTRODUCCION

1.1. CELULAS DOPAMINERGICAS

Las neuronas dopaminérgicas constituyen la mayor fuente de dopamina
en el sistema nervioso central de mamiferos. Las neuronas dopaminérgicas
son anatomica y funcionalmente un grupo heterogéneo de células localizadas
en el dicencéfalo, mesencéfalo y el bulbo olfatorio. El grupo mas prominente
de neuronas dopaminérgicas reside en la parte ventral del mesencéfalo, la
cual contiene aproximadamente el 90% del nGmero total de células
dopaminérgicas. El sistema mesenfalico dopaminérgico ha sido subdividido
en diferentes sistemas (Figura 1). Probablemente, el mejor conocido es el
sistema nigroestriado, el cual se origina en la zona compacta de la sustancia
negra y extiende sus fibras del putamen hacia el caudado. La via del
nigroestriado juega un papel esencial en el control del movimiento
voluntario. Los diferentes grupos de neuronas dopaminérgicas en el sistema
central nervioso, tienen diferentes posiciones anatdmicas y proyecciones, y

desempenan papeles cruciales en las diferentes funciones celulares.
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Figura 1. Representacién de via dopaminérgica en el cerebro humano. (Tomada y
modifica de Shankar y Anderson, 2005).

A pesar de que las neuronas dopaminérgicas corresponden a menos del

1% del nimero total de neuronas, juegan un papel importante en la




regulacion de diferentes aspectos de las funciones del cerebro. Son
necesarias para diferentes tareas especificas en regiones del cerebro que

inervan las funciones motoras, la motivacion y la memoria.

Se cree que las neuronas dopaminérgicas son particularmente propensas
al estrés oxidativo debido a su elevado metabolismo de oxigeno, bajos
niveles de antioxidantes y su alto contenido de hierro (Shankar y Anderson,
2005).




1.2. CARACTERISTICAS GENERALES DE LA ENFERMEDAD DE
PARKINSON.

La enfermedad de Parkinson se define como una enfermedad
neurodegenerativa (Farrer, 2006), caracterizada por ser una enfermedad
crénica y progresiva (Martin, 1999), la cual es una causa importante de
morbilidad y mortalidad en edad adulta (Dekker y cols, 2003). Esta
enfermedad ocupa el tercer lugar en frecuencia dentro de las enfermedades

neuroldgicas (www.innn.com.mx, 2001). Presenta una edad de inicio

promedio de 50 a 60 afos, y a partir de ese momento se produce una
progresion lenta de los sintomas durante los 10-12 afos siguientes (Luquin y
Moya, 2003).

La enfermedad de Parkinson se presenta de manera indistinta con base al
género, raza, nacionalidad o clase social (Factor y Weiner, 2002).
Aproximadamente entre el 5-10% de los pacientes mencionan que poseen
una historia familiar positiva para la enfermedad de Parkinson (Mizuno y cols,
2001). Las formas familiares presentan tanto herencia dominante como
recesiva. A la fecha se han encontrado 9 genes causales para las diferentes
formas de Parkinson familiar, PARK1, PARK3, Ubiquitina C—tenﬁ/na/ hidrolasa
L1, LRRK-2, PARK10 Y PARKI11 para las formas autosémicas dominantes y
PARK2, PINK-1, DJ-1 para las formas autosomicas recesivas de inicio

temprano.

La enfermedad de Parkinson se caracteriza por un problema clinico mayor,
causado por la disminucion de dopamina en el estriado, como resultado de
una pérdida de neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra. La
disminucion de la dopamina es el resultado de dicha degeneracién de las vias
dopaminérgicas nigroestriales, que normalmente inhiben la actividad de una
subpoblacion de neuronas estriales. Mientras que las consecuencias
psicoldgicas y neuroquimicas de la disminucién de la dopamina se ha

documentado en forma extensa, muy poco se conoce acerca de la causa de




la muerte de las células dopaminérgicas, o del mecanismo por el cual se

degeneran las mismas (Ledn, 1996).

La enfermedad de Parkinson se divide en dos grupos generales:
® E. Parkinson familiar
©® E. Parkinson esporadico

La enfermedad de Parkinson familiar y la esporadica generalmente presentan
caracteristicas clinicas y patologicas similares. Sin embargo, existen
diferencias entre estas dos entidades, frecuentemente las formas familiares
de esta enfermedad son de edad de inicio mas temprano que las formas
esporadicas, poseen un curso mas agresivo y adicionalmente tienen
caracteristicas clinicas o patoldgicas poco usuales (Cookson y cols., 2005).
Existen mas hombres afectados que mujeres (en una proporcion de 1.5:1.0)
(Farrer, 2006).

Ambas formas presentan al menos dos de los cuatro sintomas cardinales de
la enfermedad de Parkinson y son: temblor en reposo, inestabilidad postural,

bradicinesia y rigidez.




1.3. HISTORIA DE LA ENFERMEDAD DE PARKINSON.

Existen breves descripciones en la antigiedad de personas que
presentaban trastornos del movimiento. Asi, Hipdcrates, Celsius y Galeno
habian descrito pacientes con temblor y en papiros egipcios se habia dejado
constancia de la aparicion de sintomas parkinsonianos en personas de edad
avanzada.

Sin embargo, no fue hasta la segunda década del siglo XIX, cuando un
médico inglés, aficionado a la geologia, la paleontologia, y con inquietudes
sociales, llamado James Parkinson publicé en 1817 el trabajo “Essay on the
Shaking Palsy” en el que se describen seis pacientes con una enfermedad
caracterizada por temblor de extremidades en reposo, postura encorvada y
marcha progresivamente acelerada. James Parkinson llamé a esta
enfermedad “paralisis agitante” y crey0 que su causa estaba en una
alteracion a nivel de la médula cervical (Mufioz, 2001).

Para el siglo XIX, Jean Martin Charcot escribié que “La pardlisis agitante
es indiscutiblemente una enfermedad poco conocidd’. En 1961 Charcot se
enfocé en la descripcion de la enfermedad de Parkinson y en sus aspectos
clinicos. Fue entonces Charcot el primero que sugirio que a la paralisis
agitante se le llamara como “Enfermedad de Parkinson”. El fue el que
establecid los puntos cardinales de la paralisis agitante (temblor, rigidez y
anormalidades en la marcha y postura, e incluso menciondé una lentitud en
los movimientos de los pacientes); también separd el desorden de otras
entidades clinicas, lo cual fue una de sus mayores contribuciones (Factor y
Weiner, 2002).

Posteriormente, en el siglo XX, Wilson insistié en la importancia de la
disminucion del movimiento en los pacientes parkinsonianos e introdujo el

término de acinesia, quedando asi constituida la triada clasica de la




enfermedad; es decir, temblor, rigidez y acinesia. En la tercera década del
siglo XX, Tretiakoff descubri6 que la lesion basica de los pacientes
parkinsonianos se localizaba en el mesencéfalo y concretamente en la
sustancia negra. Afios mas tarde, en 1960 Ehringer y Hornikyewicz,
descubrieron que en el niicleo caudado de los pacientes parkinsonianos habia
una disminucion importante de dopamina en comparacion con los controles.
Este hallazgo fue crucial en la busqueda de tratamientos efectivos para la
enfermedad. Asi, a finales de los afos 60, George C. Cotzias inicio la era
moderna de la terapia antiparkinsoniana al demostrar que la levodopa, un
precursor de la dopamina que se transforma en ésta cuando llega al cerebro,
mejoraba espectacularmente los sintomas de los pacientes. Desde entonces,
la levodopa constituyd y sigue constituyendo la base del tratamiento de la
enfermedad de Parkinson (Mufioz, 2001).




1.4. CARACTERISTICAS CLINICAS
1.4.1. SINTOMAS MOTORES

J Temblor

El temblor caracteristico suele ser un temblor distal de reposo a 3-6
Hz, pero en algunos pacientes puede iniciarse bien con un temblor de
actitud, o con ambos tipos, y la forma de presentacion del temblor puede
cambiar a lo largo de la evolucion de la enfermedad. Habitualmente, las
extremidades superiores son las que se ven afectadas en primer lugar;
pero en algunos casos la enfermedad puede manifestarse con temblor en
una extremidad inferior, en la cabeza o incluso, en labios y lengua.
Cuando afecta a la extremidad superior adopta la forma de “contar
pildoras” en la que el dedo pulgar se desliza sobre el resto de los dedos

de la mano.

La proporcion de pacientes con enfermedad de Parkinson que tienen
temblor a lo largo de la evolucion de la enfermedad oscila, segin las
series clinicas publicadas, entre el 79 y el 90%. El temblor de reposo
disminuye, e incluso desaparece, cuando el sujeto realiza un movimiento
voluntario con la extremidad afectada (como abrir o cerrar la mano) y se
intensifica al realizar movimientos repetitivos con la extremidad

contralateral.

El temblor postural o de accién suele ser de grado leve o moderado y
se observa habitualmente en los estadios mas avanzados de la
enfermedad. En general, es un temblor de una frecuencia superior (6-8
Hz) al del temblor de reposo y su amplitud aumenta al finalizar el
movimiento. Se cree que la asociacion de este temblor de actitud y rigidez
da lugar a la sensacidon de rueda dentada que aparece en la exploracién

de estos pacientes.




Aunque es muy indicativa, la existencia de un temblor de reposo no
siempre indica que el paciente tenga enfermedad de Parkinson, ya que
puede aparecer en otro grupo de entidades que cursan con parkinsonismo

(por ejemplo la atrofia multisistémica) (Luquin y Moya, 2003).

3 Bradicinesia

La bradicinesia, o lentitud en la realizacion de movimientos voluntarios
simples y complejos, comprende tres elementos (acinesia, bradicinesia e
hipocinesia) y es el sintoma que crea mas incapacidad funcional a los
pacientes con enfermedad de Parkinson. Esta presente, dependiendo de
las series publicadas, en el 78 0 98 % de los pacientes. Sin embargo,
aunque es un signo presente en practicamente todos los pacientes, puede
aparecer también en pacientes sin trastorno neuroldgico y en pacientes
con enfermedad de Alzheimer. Caracteristicamente, los movimientos que
mas se afectan en la enfermedad de Parkinson son los automaticos como
el parpadeo, que causan una menor expresividad facial. Otros signos
bradicinéticos tipicos en estos pacientes son la disminucién en el tono de
la voz (hipotonia), el habla mondtona, la disminucién de la velocidad,
calidad y tamafo de la escritura (micrografia) y la falta o reduccién del
braceo al caminar. El paciente presenta ademas una lentitud en la
iniciacion y realizacion de todo tipo de movimientos voluntarios.
Generalmente, los pacientes refieren dificultad para realizar movimientos
finos o precisos con las manos. La bradicinesia es la manifestacion clinica
mas incapacitante de la enfermedad de Parkinson, sintoma que suele
limitar la realizacion de las actividades de la vida diaria (Luquin y Moya,
2003).
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1 Rigidez

Clinicamente, la rigidez se caracteriza por la resistencia al
desplazamiento pasivo de una articulacion y afecta a los musculos
flexores y extensores. Tipicamente, la rigidez se detecta a lo largo de
todo el movimiento, a diferencia de lo que ocurre en la espasticidad. La
rigidez suele encontrarse en el momento del diagndstico de la enfermedad
y los musculos axiales suelen encontrarse afectados mas tempranamente
y con mayor intensidad que los distales. La rigidez es un hallazgo muy
frecuente en diferentes entidades que afectan a los ganglios basales
(Luquin y Moya, 2003).

O Inestabilidad postural

La inestabilidad postural es el sintoma motor que mas tardiamente
aparece en la evolucién de la enfermedad de Parkinson. Se trata del
sintoma mas incapacitante desde el punto de vista funcional y en el que
menos responde al tratamiento farmacoldgico. Es la manifestacion clinica
que define el estadio III de la escala de Hoenh vy Yahr (escala que hace
una clasificacion clinica de la enfermedad) y aproximadamente el 37% de
los pacientes alcanzan este estadio 5 afos después de haberse iniciado la

sintomatologia.

Las alteraciones posturales y de la marcha tienen un origen multifactorial
y se han relacionado con alteracion de los reflejos de enderezamiento,
rigidez, bradicinesia, etc. La pérdida de los reflejos de enderezamiento a
menudo se produce en estadios tempranos de la enfermedad e incluso
pueden transcurrir varios afios hasta que provocan alteraciones
funcionales en los pacientes; pero una vez que éstos han perdido la

capacidad para hacer correcciones rapidas del equilibrio, las caidas son
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muy frecuentes, lo cual limita enormemente la autonomia de los

pacientes.

Los trastornos de la marcha ocurren en los estadios avanzados de la
enfermedad de Parkinson. Cuando la enfermedad progresa el paciente
tiene dificultad para iniciar la marcha, los pasos son muy cortos y aparece
la festinacién, que consiste en una marcha a pasos cortos y rapidos de
forma incontrolada que le impide detenerse hasta que no encuentra un
obstaculo en su camino. La congelacién de la marcha no es exclusiva de
la enfermedad de Parkinson. Sin embargo estas alteraciones de la marcha
aparecen en el 80% de los pacientes con enfermedad de Parkinson de

mas de 10-15 afnos de evolucion (Luquin y Moya, 2003).

1.4.2. SINTOMAS NO MOTORES

Los sintomas no motores de la enfermedad han sido los menos
estudiados y, consecuentemente, son menos conocidos que los sintomas
motores. Sin embargo, en algunos casos pueden ser igual de
incapacitantes o mas que los sintomas motores. Los sintomas no motores

se enlistan a continuacion.

O Alteraciones cognitivas y psiquiatricas

Los trastornos cognitivos estan presentes en mayor o menor frecuencia
en todos los pacientes con enfermedad de Parkinson. Las alteraciones
cognitivas presentes en los pacientes con enfermedad de Parkinson
oscilan entre déficit cognitivo muy sutil, demostrable Gnicamente con
tests neuropsicologicos, hasta una franca demencia. Las alteraciones

cognitivas observadas con mas frecuencia en pacientes con enfermedad
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de Parkinson afectan a las funciones ejecutivas (procesos mentales
requeridos para elaborar y planificar una respuesta ante situaciones
ambientales nuevas), al procesamiento visuoespacial y a la memoria de
trabajo. Su frecuencia en la enfermedad de Parkinson oscila entre el 15-
25%, pudiendo afectar hasta a un 70% de pacientes con enfermedad de
Parkinson de edad mayor a 80 afios. El origen patoldgico de la demencia
no se conoce, pero algunos estudios histopatoldgicos indican que este
puede ser debido al déposito de a-sinucleina y a la presencia de cuerpos
de Lewy corticales; lo que sugiere la posibilidad de que los pacientes con
enfermedad de Parkinson y demencia tengan en realidad una enfermedad
de los cuerpos de Lewy difusa.

La depresion es el trastorno afectivo mas frecuente en la enfermedad de
Parkinson. Se estima que afecta entre el 20 y el 40% de los casos y es
indicativo de un peor prondstico de la enfermedad. Otras manifestaciones
psiquiatricas son los trastornos de ansiedad, que adoptan la forma de

crisis de angustia (Luquin y Moya, 2003).

O Alteraciones del sueiio

Las alteraciones del suefio son frecuentes en la enfermedad de
Parkinson y afectan al 74-98% de los pacientes. Su etiopatogenia
probablemente es multifactorial y en ella intervendrian, por un lado, una
disfuncién primaria de los mecanismos reguladores del suefio, asociada a
la propia enfermedad y, por otro, multiples factores que en estos
pacientes pueden interferir en la calidad del suefio (por ejemplo
envejecimiento, progresion de la enfermedad, y efecto de los farmacos
antiparkinsonianos) (Luquin y Moya, 2003).
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O Alteraciones oculomotoras

Las alteraciones de la motilidad ocular estan presentes practicamente
en la totalidad de los pacientes con enfermedad de Parkinson, pero son
siempre de caracter leve. Estas se caracterizan por sacadas voluntarias
hipométricas, fendmeno de rueda dentada en los movimientos de
persecucion ocular, reflejo optocinético por debajo del rango normal y
dificultad para la convergencia y la mirada vertical hacia arriba (Luquin y
Moya, 2003).

O Alteraciones autondémicas

Las alteraciones autonomicas son muy frecuentes en los pacientes con
enfermedad de Parkinson, pero habitualmente son de cardcter leve. La
alteracion autonémica mas frecuente e importante de los pacientes con
enfermedad de Parkinson es el estrefimiento que, en algunos casos,
puede provocar cuadros de seudoobstruccion intestinal. Las alteraciones
urinarias también son muy frecuentes y consisten en nicturia y polaquiuria
(Luguin y Moya, 2003).

0 Alteraciones sensitivas
Aproximadamente el 40% de los pacientes con enfermedad de

Parkinson refieren sintomas sensitivos en forma de hormigueos o

entumecimiento de las extremidades (Luquin y Moya, 2003).
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1.5. INCIDENCIA

La enfermedad de Parkinson es la segunda enfermedad neurodege-

nerativa mas comun en el adulto (Bertram y Tanzi, 2005).

Europa y Norteamérica poseen la incidencia mas alta, mientras que Asia
y Africa poseen la mas baja (Li y cols, 1985; Schoenberg y cols, 1988). La
mayoria de los estudios han demostrado una mayor incidencia en hombres
que en mujeres (Muhos, 2001), aunque en dos estudios poblacionales
europeos se ha encontrado una incidencia similar para ambos sexos
(Morgante y cols., 1992; de Rijk y cols., 1995).

La frecuencia de la enfermedad de Parkinson en general es del 1 % en
poblacién mayor de 65 afos de edad (Dawson y cols, 2003; Gasser, 2005),
pero puede incrementar a 4-5% a la edad de 85 afios (Dawson y cols, 2003).

De acuerdo con un reporte del Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia Manuel Velasco Suarez en el afio 2001 se informé que la
frecuencia de la enfermedad de Parkinson en la poblacion mexicana es de 50
por cada 100.000 habitantes, mientras que en otras partes del mundo la
misma se presenta en 150 a 200 individuos por cada 100.000 habitantes por

afo. (www.innn.com.mx, 2001).
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1.6. PATOLOGIA

La enfermedad de Parkinson (EP) se caracteriza patoldgicamente por:
1) la pérdida de neuronas del nucleo pigmentado (Figura 2), particularmente
afectando la porcién compacta de la sustancia negra, y 2) frecuentemente
presenta inclusiones citoplasmaticas conocidos como cuerpos de Lewy
(Factor y Weiner, 2002). Sin embargo no todas las neuronas dopaminérgicas
son susceptibles de la misma manera, y se desconoce el motivo. Sin embargo
Lang y Lozano (1998) ofrecen dos posibles explicaciones: 1) La capacidad de
dichas neuronas de tomar toxinas enddégenas como toxinas extrinsecas a
través de mecanismos selectivos de transporte, asi como por el transportador
de dopamina; 2) el elevado estrés metabdlico, la alta actividad fisiologica de
oxidacion de proteinas, la generacion selectiva de toxinas potenciales o la
falla en la destoxificacion o la combinacién de ambos, y los requerimientos
especificos dados por los factores neurotroficos.

Microscopicamente se observa despigmentacion de la sustancia negra
y del Jocus coeruleus, debido a la pérdida neuronal en la sustancia negra con
un patrén caracteristico; existe mayor degeneracién de las células de la

region ventrolateral, con menor afectacion de las células de la regién dorsal.

La pérdida neuronal se acompafia de pigmento libre o en el interior de

macroéfagos y de una intensa astrocitosis (Figura 2) (Luquin y Moya, 2003).
También se aprecian a los astrocitos alargados en las dareas afectadas
mientras que los nlcleos microgliales se observan incrementados. Otra
caracteristica histoldgica es la presencia de granulos de melanina, los cuales
se encuentran extracelularmente en los neutrdfilos o dentro de los
macrofagos. La microglia es activada y expresa antigenos MHC tipo II. El
potencial de estas células para la actividad citotéxica es muy notable y
puede contribuir a la pérdida de neuronas, en el subnlcleo compacto, se ha

estimado que el intervalo va de 50-85%. (Factor y Weiner, 2002).




Sustancia negra Sustancia negra

Figura 2. La sustancia negra en la enfermedad de Parkinson

A) Ilustra el sitio donde se localiza la sustancia negra. B) Demuestra como se
observa la pigmentacion de la sustancia negra en un control sano y C) se observa
su despigmentacion por la pérdida de neuronas dopaminérgicas en pacientes con
EP. (Tomada y modificada de www.nim.nih.gov)

La degeneracion neuronal en la sustancia negra produce una
disrupcion de las proyecciones dopaminérgicas nigroestriales que a su vez
causa una deplecion masiva de dopamina en el estriado, con mayor

afectacion del putamen que del caudado (Luquin y Moya, 2003).

Los signos clinicos de la EP solo aparecen cuando se pierde alrededor del
80% de las neuronas dopaminérgicas del estriado y aproximadamente el
50% de las nigricas. En consecuencia hay una fase presintomatica o
subclinica de la EP en la cual existe una pérdida neuronal activa sin signos
fisicos perceptibles. Se han encontrado cuerpos de Lewy aislados post
mortem en algunos pacientes que fallecen sin parkinsonismo, demencia u
otra enfermedad del sistema nervioso central. La frecuencia de estos casos
se incrementa conforme avanza la edad, de modo que hay un 4% en la
quinta década y hasta un 15% de los casos en la novena y la décima
décadas de la vida (Martin, 1999).

Como anteriormente se menciond existe otra caracteristica patoldgica

importante en la EP que son los cuerpos de Lewy (Lang y Lozano, 1998). Los
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cuerpos de Lewy se han encontrado en un nimero considerable de cerebros
con la EP (Eriksen y cols, 2005). Si bien el cuerpo de Lewy es una inclusion
intraneuronal hialina cuya presencia es esencial para la confirmacién
anatomopatoldgica de la EP, desafortunadamente no es del todo especifico
de esta enfermedad y aparece en cierto numero de otras enfermedades
neuropatoldgicas, incluyendo a la enfermedad de Hallervordern-Spatz, la
ataxia-telangiectasia y la panencefalitis esclerosante subaguda. Ademas los
cuerpos de Lewy pueden coexistir con otras patologias del sistema nervioso
central tales como la enfermedad de Alzheimer y las inclusiones
citoplasmaticas gliales (Micheli, 1998; Lang y Lozano, 1998). Desde el punto
de vista morfolégico, los cuerpos de Lewy tienen una estructura
eosinofilica central rodeada de un halo claro. Su tamafio es variable y
pueden ser incluso mayores que el nucleo de la célula. En ocasiones se
encuentran formando estructuras concéntricas de densidad creciente hacia el
centro del cuerpo, pero otras veces son inclusiones hialinas sin limites
precisos. Se encuentran en las neuronas de la sustancia negra, en el /ocus
coeruleus, en los nucleos dorsal del vago, serotoninérgicos del rafe y basal
de Meynert, en el hipotalamo, en los ntcleos pedunculopontino y de Edinger-
Westphal, en la columna intermediolateral de la médula espinal, en la corteza
cerebral, en los plexos mientéricos de Auerbach y Meissner y en los ganglios

autondmicos.

Los cuerpos de Lewy estan formados principalmente por filamentos del
citoesqueleto que pertenecen a neurofilamentos que han sufrido una serie de
alteraciones como fosforilacion, ubicuitinizacion y protedlisis. Se tifien con
anticuerpos frente a neurofilamentos fosforilados y ubicuitina y son
débilmente reactivos cuando se utilizan anticuerpos anti-tau y anti-tubulina.
Las proteinas fibrilares que constituyen los cuerpos de Lewy se tifien con
tinciones de plata y al microscopio electronico muestran perfiles rectilineos
de 10 a 20 nm de diametro. Parece que la a-sinucleina es el principal

18



componente de los cuerpos de Lewy, hallazgo que resulta muy interesante si
se tiene en cuenta que las mutaciones del gen de la a-sinucleina estan
asociadas al desarrollo de enfermedad de Parkinson familiar autosémico
dominante. Se desconoce cual es el mecanismo por el que se forman los
cuerpos. Parece que se forman en varias etapas que incluyen una agregacion

de material proteico, fosforilacidn, protedlisis y ubicuitinacion.

Figura 3. Patrén de tincidn que presentan los cuerpos de Lewy. A) Tincion con
anticuerpos contra ubicuitina, B) Tincién con anticuerpos contra la a-sinucleina y
C) Tincién con los dos anticuerpos anteriores.

La enfermedad de Parkinson causada por mutaciones del gen de la parkina
es la excepcién. Los pacientes afectados por esta enfermedad tienen pérdida
de neuronas dopaminérgicas en la porcion compacta de la sustancia negra y
del Jocus coeruleus, pero no existen cuerpos de Lewy (Luquin y Moya, 2003),
sin embargo se ha demostrado una reaccién inmunopositiva por la parkina en
cuerpos de Lewy en cerebros de pacientes con Parkinson (Imai y Takahashi,
2004).
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1.7. ETIOLOGIA

Aunque la etiologia de la enfermedad de Parkinson (EP) se desconoce,
durante los Ultimos afios los estudios histoldgicos de los cerebros de
pacientes y en los modelos animales de esta enfermedad han contribuido de
forma sustancial al conocimiento de los mecanismos moleculares
relacionados con la degeneracidon de las células dopaminérgicas de la
sustancia negra (Luquin y Moya, 2003). Ademas de los estudios genéticos y
los reportes epidemioldgicos, las investigaciones neuropatolégicas estan
aportando nuevas e importantes visiones en la patogénesis de la enfermedad

de Parkinson (Dawson y Dawson, 2003).

Entre las hipdtesis patogénicas destacan: incremento del estrés
oxidativo, la exposicion a factores ambientales (toxinas como rotenona y 1-
metil-4-fenil-2,3,6-tetrahidropiridina [MPTP], excitotoxicidad, inflamacion,

apoptosis y mutaciones génicas (Luquin y Moya, 2003).

Existe un gran debate por el hecho de que sean solo causas genéticas o
solo causas ambientales, las que ocasionen la EP, estas propuestas son
probablemente una hipdtesis muy simple (Luquin y Moya, 2003). Incluso
durante el siglo pasado, las teorias sobre las causas de la EP regularmente
se hacian en base a factores genéticos y ambientales. Recientemente, se han
propuesto teorias multifactoriales las cuales consisten en una interaccion
entre factores genéticos y ambientales. Sin embargo la teoria predominante,
de acuerdo a observaciones epidemioldgicas, se basa en la distribucién de la
EP en las poblaciones y en la asociacién de factores de riesgo identificados
en estos grupos. Hasta la fecha se han descrito solo algunas formas de
parkinsonismo. Las causas en la mayoria de los casos son auln inexplicables.
(Factor y Weiner, 2002).

Por ello debemos considerar a la enfermedad de Parkinson como un

desorden complejo, resultado de la interaccion tanto de factores genéticos
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como de factores ambientales (Luquin y Moya, 2003), y la interaccion entre
estos factores ocasiona la mayoria de los casos de Parkinson esporadico
(McNaugt y Olanow, 2003). Sin embargo avances recientes en genética
molecular han revelado una importante influencia genética sobre el
desarrollo de dicho desorden (Feany, 2004), a pesar de que los factores

ambientales hayan recibido un mayor interés (Eriksen y cols, 2005).

1.7.1 EDAD

De acuerdo con Micheli (1998) la EP es mas frecuente en los ancianos
que en los jovenes. La evaluacion del papel del envejecimiento ha sido
esencial y todavia es discutible si la edad por si misma es un factor de riesgo
para su desarrollo. Los signos de parkinsonismo tales como bradicinesia y
rigidez, ademas de los problemas posturales y de la marcha, aumentan
claramente con la edad; en cambio la prevalencia del temblor de reposo,
probablemente el signo mas confiable de la enfermedad, permanece

inalterada en las ultimas décadas de la vida.

Sin embargo Lang y cols. (1998) y Dekker y cols. (2003) mencionan que
la edad es un unico factor de riesgo y el mas consistente, conforme aumenta

la edad en la poblacion, se eleva la prevalencia de la EP.

1.7.2 FACTORES AMBIENTALES.

En ausencia de alguna causa genética para la mayoria de los casos de
Parkinson esporadicos, los factores ambientales se ha pensado que juegan
un papel importante en este desorden. Varios estudios epidemioldgicos se

han llevado a cabo para determinar cuales factores pueden ser importantes.

La vida rural se ha identificado en varios estudios como un factor

relativo de riesgo que incrementa el desarrollo de la EP, sin embargo estas
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observaciones no han sido consistentes. La vida rural frecuentemente esta
asociada con la agricultura, y el trabajo en este ambiente también se ha
asociado como un factor de riesgo que incrementa el desarrollo de la EP.
Estas observaciones han surgido por el uso de pesticidas y herbicidas, que
pueden contribuir en el aumento de riesgo para padecer la EP (Warner y
cols, 2003).

También el contacto con aguas residuales y el consumo de agua de
pozo se han asociado con la EP, pero de igual forma no todos los estudios

coinciden en los mismos factores de riesgo (Mufioz, 2001).

La aparicién de cuadros de parkinsonismo secundarios a la intoxicacion
con I-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) reforzo la hipétesis de la
etiologia tdxico-ambiental en la EP. Los primeros casos de parkinsonismo en
intoxicados por MPTP fueron descrito en adictos a narcéticos por via
parenteral. A excepcidon del rapido inicio de los sintomas, los pacientes
presentaban un cuadro clinico similar al descrito en la enfermedad de
Parkinson, con respuesta a levodopa y aparicion de discinesias secundarias al
tratamiento. E! MPTP atraviesa la barrera hematoencefalica facilmente debido
a su gran liposolubilidad y en las células gliales es oxidado y convertido, a
través de la monoamino-oxidasa B, en 1-metil-4-fenil-piridinio (MPP*), que es
la neurotoxina activa, siendo posteriormente recaptado por las neuronas
nigroestriatales. EIl MPP* se concentra en la mitocondria e inhibe al complejo
I de la cadena respiratoria interfiriendo en la sintesis de ATP con el
consiguiente fallo energético celular que conduce de forma inexorable a la

muerte neuronal (Mufioz, 2001).

Warner y cols, (2003) reportaron que la infusion sistémica de rotenona
en ratas indujo la muerte celular dopaminérgica selectiva, inclusiones

proteicas y deficiencias motoras).
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En contraste, existen factores protectores que se han observado, como
el fumar cigarros, la ingesta de aicohol y de cafeina, pero aun no estd bien
definido como estos agentes pueden influenciar en el riesgo de la EP (Farrer,
2006).

En la tabla 1 se resumen los factores de riesgo que se han asociado
con mayor frecuencia a la EP en diversos estudio epidemioldgicos (Mufioz,
2001).

Tabla 1. Factores de riesgo que se han asociado a la EP

Envejecimiento

Historia familiar de EP
Vivir en ambiente rural
Consumo de agua de pozo
Contacto con pesticidas

No fumar
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1.8 FACTORES GENETICOS.

Desde que Gowers sefalara que aproximadamente un 15% de los pacientes
con enfermedad de Parkinson tenian un familiar afectado, se ha considerado
que la enfermedad podria tener un origen genético (Huang y cols, 2004;
Eriksen y cols, 2005). Sin embargo, hasta hace muy poco tiempo no se habia
podido demostrar que las anomalias de determinados genes podrian originar

ciertas formas de parkinsonismo familiar (Luquin y Moya, 2003).

La mayoria de los casos son esporadicos y, en éstos la etiologia de la
enfermedad podria ser multifactorial y en ella desempeiaria un papel crucial
la interaccion de factores genéticos y ambientales (Huang y cols, 2004;
Dekker y cols, 2003).

Un gran numero de estudios en gemelos sugieren que existe una fuerte
evidencia de que la herencia participa en la EP e influye en la edad de inicio
antes de los 50 anos de edad (Dekker y cols, 2003).

En los casos aislados, la posibilidad de que exista un factor genético
determinante de la enfermedad esta directamente relacionado con la edad de
presentacion de los sintomas, de tal modo que, cuanto mas pronto
aparezcan, mayor es la probabilidad de que la enfermedad tenga un origen

genético. Se ha calculado que en 1 de cada 2 sujetos con una edad de

presentacion de la enfermedad de 35 y 45 afios existe una alteracién

genética, mientras que solamente el 1 de cada 72 casos en los que los
sintomas se manifiestan después de los 65 afos se demuestra un origen

genético (Luquin y Moya, 2003).

Existen estudios donde se observaron que la mayoria de los casos de
Parkinson no pueden ser explicados por modelos genéticos simples. Un

estudio en gemelos suizos, demostré una baja concordancia en gemelos, y




en un andlisis de tres grupos de casos en Canada no fue compatible con

factores ambientales (Gasser, 2005).

Hasta la fecha existen genes o /oc/i descritos en formas familiares
monogénicas asociados a la enfermedad de Parkinson en diferentes
poblaciones. Sin embargo estas familias presentan una segregacion
mendeliana ambigua. Desde 1997, se han reportado 11 genes o loci por
ligamiento genético. Seis de estos, estan implicados en la EP con patron de
herencia autosémico dominante y cuatro son de herencia autosémica
recesiva y uno con edad de inicio tardio, que es semejante al Parkinson

esporadico (Dekker y cols., 2003). Ver tabla 2.

El resultado de los estudios epidemioldgicos pueden ser compatibles con que
la enfermedad es causada por alguna mutacion con un baja penetrancia y

con una edad de inicio variable (Gasser, 2005).




TABLA 2. GENES ASOCIADOS A LA ENFERMEDAD DE PARKINSON

'EDAD DE

Locus/ : :
¢ HERENCIA | INICIO |
GEN onte s B
, a-sinucleina
Degeneracion de o
PARK1 | Dominante | 40 4q21 triplicacion de
SN ¢/ cpo LW . i
a-sinucleina
) Degeneracién de i
PARK2 | Recesiva | 20-40 6q25 Parkin
SN ¢/ cpo LW
Degeneracion de
SN ¢/ cpo LW,
PARK3 | Dominante | 60 |en algunos casos| 2p13 Desconocido
con placas y
marafias
Ubicuitina C-
No hay reporte .
PARKS | Dominante | Al 50 L 4p14 terminal
patolégico )
hidrolasa L1
. No hay reporte
PARK6 | Recesiva | 30-40 L 1p35-37 PINK-1
patoldgico
) No hay reporte
PARK7 | Recesiva | 30-40 , 1p38 DJ-1
patolégico
a-sinucleina y
PARKS | Dominante | Al 60 | tau patologia 12cen LRRK2
variable
No hay reporte
PARK10| Dominante | 50-60 , 1p32 Desconocido
patologico
No hay reporte .
PARK11| Dominante | Tarde . . 2934 Desconocido
patologico

SN= Sistema Nervioso

Cpo Lw= Cuerpos de Lewy
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1.8.1 PARK1 O «-SINUCLEINA

DISTRIBUCION DE LA a-SINUCLEINA EN EL CEREBRO.

La a-sinucleina fue localizada por un estudio de expresion en una libreria de
cDNA del 6rgano electromotor del Torpedo californica por Maroteaux y cols
en 1988, mediante anticuerpos contra vesiculas sinapticas purificadas. El
érgano electromotor del Torpedo estad constituido por un amplio grupo de
neuronas motoras colinérgicas que inervan a las células del 6rgano eléctrico,
el cual es rico en alta densidad de sinapsis. Por lo que constituye un
excelente material de estudio de proteinas que regulan las transmisiones

sinapticas.

El mRNA de a-sinucleina se encuentra ampliamente expresado en la corteza
cerebral, en la corteza frontal (capas II, IIl, V, y VI), el caudado y putamen.
La distribucion de la expresion de la proteina de la a-sinucleina es

esencialmente similar a la del mRNA (Mizuno y cols., 2005).

GEN DE LA o -SINUCLEINA

La a-sinucleina o PARK1 fue el primer gen identificado relacionado con la
enfermedad de Parkinson (Gasser, 2005). Identificado en una gran familia
italiana con herencia autosémica dominante y edad de inicio temprano. El

cual fue mapeado en el cromosoma 4q21-q22.

La mutacion Ala53Thr (G157A) (fig.4) fue encontrada en una familia
americo-italiana y también en 3 familias no relacionadas de descendientes
griegos (Polymeropoulos y cols, 1997). Se ha estudiado la regién del gen de
la o -sinucleina con diversos marcadores, y se observa que existe un
haplotipo comun en las familias, lo que sugiere un efecto fundador debido a
la edad historica entre las dos regiones de origen italiano (Dekker y cols,
2003). Posteriormente esta mutacion fue identificada en otras familias de

origen griego (Dekker y cols, 2003; Spira, Halliday y cols, 2001).
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Figura 4. Segregacion de la mutacién Ala53Thr (G209A) en una familia italiana.
Los simbolos rellenos indican individuos afectados. Se demuestra que la mutacion
tiene una segregacion completa con el fenotipo (EP), con excepcién del individuo
No. 30 (Polymeropoulos y cols, 1997).

La mutacion Ala53Thr en el gen de la a-sinucleina es rara pero se ha

encontrado en varios descendientes griegos (Dawson, 2003; Gasser, 2001).

Una segunda mutacion, Ala30Pro (G88C), fue encontrada en una familia
alemana, lo cual dio mayor relevancia a la a-sinucleina en la etiologia y
patogénesis en al menos algunos casos de EP familiar (Goedert, 2001). En el

2004, se reportd una tercera mutacion (Glu46Lys) en una familia espafiola.

Las mutaciones en el gen de la a-sinucleina son una causa rara de la EP vy
han sido excluidas en un gran nimero de pacientes con EP familiar y
esporadico (Gasser, 2001). Sin embargo otros autores como Eriksen opinan
que las mutaciones son probablemente patogénicas, no como Gasser que
opina que son una causa. Lo que es cierto es que aun no es claro como estas
mutaciones conducen a una proteina alterada o potencializan la agregacion
de la a-sinucleina citoplasmatica, lo cual lleve a la EP (Eriksen, 2005). Esto
se ha supuesto por el hecho de que la o-sinucleina es uno de los

componentes mayoritarios en los cuerpos de Lewy (Cookson, 2005).
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Con los modelos animales en Drosophila (o-sinucleina transgénica) y en
ratén, se ha demostrado que estas exhiben disfuncion progresiva locomotora
y pérdida de neuronas dopaminérgicas mimetizando el fenotipo de la EP
(Feany y Bender, 2000; Masliah y cols, 2000).

TRIPLICACION DEL GEN DE LA a-SINUCLEINA.

El importante descubrimiento de Singleton y cols.(2003) fue encontrar la
triplicacion del tipo silvestre del gen de la a-sinucleina en un familia grande
con diferentes origenes (escoceses, holandeses, irlandeses y americanos)
que causa parkinsonismo con o sin demencia, y fue confirmado en otras
familias. Estos hallazgos son importantes porque producen un incremento en
los niveles de la o-sinucleina, que pueden ser medidos en sangre, en estos
casos la triplicacion puede ser toxico para las neuronas, esto muestra que la
dosis de la a-sinucleina son una causa rara de EP dominante y es muy rara

en EP esporadico (Gasser, 2005).

LA PROTEINA o.-SINUCLEINA.

La a-sinucleina es una proteina de 140 aminoacidos, es soluble, se
desconoce su funcion (Huang, 2004) y se encuentra altamente conservada
(Jarman y Word, 1999). Es una proteina nervio terminal presinaptica, fue
originalmente identificada como proteina precursora de la no B-amiloide
como componente de las placas amiloides en la enfermedad de Alzheimer
(Polymeropoulos y cols, 1997). Se ha observado que la o-sinucleina se une
a un gran numero de proteinas y también a lipidos de membrana (Dawson,
2003). Se localiza principalmente en la fraccion citosdlica y varias fracciones
membranales y vesiculares, de acuerdo con fraccionamiento subcelular,
sugiere que la proteina se encuentra asociada con estructuras de las

membranas incluyendo vesiculas sinapticas (Mizuno y cols, 2005).
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El significado fisiolégico de estas interacciones se desconoce. Se ha sugerido
que la a-sinucleina puede jugar algin papel en la modulacion de las vesiculas

sinapticas y plasticidad sinaptica (Dawson, 2003).

Un incremento en la proteina soluble o-sinucleina causa la enfermedad de
Parkinson familiar con herencia autosomica dominante. Lo relevante en este
caso es que existe un metabolismo aberrante y el incremento de la a-
sinucleina silvestre es probablemente la causa de la pérdida de neuronas

dopaminérgicas.

Las caracteristicas clinicas de estos sujetos afectados provenientes de
estas familias son compatibles con los que Parkinson esporadico, pero la
edad de inicio es menor (promedio de 45 anos), y la progresion es mas
rapida que en los Parkinson esporadico (Gasser, 2001). En autopsias de
pacientes se han encontrado varios cuerpos de Lewy corticales, y el
diagnostico patologico sugiere una enfermedad de cuerpos de Lewy difusos
(Mizuno y cols, 2005).

1.8.2 PARK8 O LRRK-2

En el 2002 por analisis de ligamiento en el cromosoma 12p11.2-q13.1
fue descrito el /ocus PARK& en una familia japonesa con parkinsonismo
autosémico dominante por Funayama y cols. Las caracteristicas clinicas de la
familia fueron muy parecidas a la EP tipica, con buena respuesta a la
levodopa. La edad promedio fue de 51 afios de edad. Los resultados
neuropatoldgicos en los cuatro casos con parkinsonismo PARKS mostraron
degeneracion pura de la sustancia negra y sin la presencia de cuerpos de

Lewy.

Este descubrimiento posteriormente fue confirmado por ligamiento en
varias familias, y por secuenciacion del gen mostraron varias substituciones

patogénicas de aminoacidos (Farrer, 2006).
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El gen LRRK-2 consiste en 51 exones, con una longitud de 144 Kb
(Biskup y cols, 2005). Codifica para una proteina grande, la dardarina, con
286 KDa, y que pertenece la familia de proteinas Roco (Ross y Farrer, 2005)
de la cual se desconoce su funcion. La presencia de un dominio de cinasa
sugiere su participacion en una o varias vias de sefializacion intracelular, y
reforzando lo anterior con el hecho que también posee un dominio de
GTPasa, caracteristicas propias de las proteinas Roco. Existen otros dos
dominios W40 en los que se supone que interactian con otras proteinas
(Cookson y cols., 2005).

Paisan-Ruiz y cols. (2004), observaron que el gen LRRK-Z se expresa en el
cerebro adulto. También se expresa con niveles altos en otros tejidos, lo cual
no es usual en genes que causan enfermedades neurodegenerativas.
También reportaron la mutacién R1441G en familias Vascas, representando
al 8% de sus pacientes. Zabetian y cols. (2005), report6é una nueva mutacién
R1441H en donde encontré junto con otra mutacion reportada que produce
otro cambio (R1441C, ver figura 5, mutacion No. 4). Encontraron familias
que tenian estas mutaciones e individuos dentro de estas familias que eran
portadores de las dos mutaciones pero que no presentaban los sintomas de

la enfermedad, por lo que sugiere que estas mutaciones presentan

penetrancia incompleta.

Existen otras mutaciones reportadas en el gen LRRK-2. Como es el caso en
donde se reporté el cambio de aminoacido 12020T, en la familia original
donde se encontrd el /ocus PARKS. Esta mutacidn se localiza en el dominio
de cinasa, el cual se encuentra altamente conservado en varias especies,
sugiriendo que esta mutacion causa cambios funcionales en el producto del
gen, a pesar de que su funcidn precisa se desconoce (Funayama y cols.,
2005). Esta mutacion fue también encontrada en otra familia por Zimprich y
cols (2004).




Otra mutacion reportada es la G2019S (figura 5, corresponde a la No. 10), la
cual se estima que es responsable del 1% de los casos esporadicos tipicos y
el 5% de los casos con historia familiar. Las poblaciones que han sido
estudiadas y en las cuales se ha encontrado la mutacion G2019S son:
estadounidenses (Farrer y cols., 2005), familias con ascendentes Europeos
(Zabetian y cols., 2005), caucasicos y portugueses (Bras y cols., 2005),
africanos del norte y franceses (Lesage y cols., 2005). Existen reportes en
los que se encuentran portadores de la mutacion G2019S y que no presentan
los sintomas de la enfermedad a una edad adulta mayor. Por ello la mutacién
G2019S también presenta penetrancia incompleta (Cookson y cols. 2005).

A continuacién se muestra una figura de la proteina dardarina con las

mutaciones encontradas.

L5 R I

Mutaciones

Figura 5. Dardarina y mutaciones encontradas en los diferentes dominios que
la conforman. (Tomada y modificada del Li C y cols., 2005).

1.9 GEN DE LA PARKINA O PARK 2.

Las mutaciones en el gen de la parkina fueron descritas por primera vez
en familias japonesas consanguineas con EP juvenil autosémico recesivo

(AR-JP, por sus siglas en inglés: Autosomal recesive juvenil Parkinson), por

Yamamura en 1973 (Gasser, 2005; Mizuno y cols., 2001). Son las mas

comunes dentro de las 3 formas familiares recesivas. Existe una débil
correlacién entre las manifestaciones clinicas y el tipo de mutacion (Gasser,
2005).Los andlisis de ligamiento y de mutaciones hechos a la fecha han

sugerido varios efectos fundadores con las mutaciones en este gen y se
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encuentran ampliamente distribuidos en el mundo (Matsumin y cols., 2001).
De hecho se estima que por arriba del 50 % de los casos de parkinsonismo
hereditario se deben a las mutaciones en el gen de la parkina (Kahle y
Haass, 2004; Giasson y Lee, 2003).

Clinicamente, existe gran similitud con EP idiopatico, pero la edad de
inicio es mas temprana y con progresion lenta (Toft y Farrer, 2005). La edad
de inicio esta por debajo de los 40 aiios, aunque es frecuente por debajo de
los 30 afios, y comunmente se presentan caracteristicas de distonia (Mizumo
y cols., 2001). Se ha observado la ausencia de cuerpos de Lewy, pero se han

reportado excepciones (Giasson y Lee, 2003).

Klein y cols. (2000) reportaron deleciones en la parkina en una familia
italiana con 31 miembros, con edad de inicio tardio, con parkinsonismo
dominante con temblor. Cuatro hermanos afectados presentaban deleciones
heterocigotas en la parkina (una larga y otra truncada). Las caracteristicas
clinicas que se identificaron fueron las de EP idiopatico. La edad de inicio se
presenté en el rango de 31-75 afos, pero 8 de los 11 pacientes iniciaron
después de los 50 afios. Ninguno de ellos mostré alguna de las carac-
teristicas clinicas reportadas anteriormente para las mutaciones en el gen de

la parkina. Por lo que sugieren que el gen de la parkina puede ser importante

en la etiologia en los pacientes con EP de edad avanzada que son los mas

comunes (Mizuno, 2001).

En estudios neuropatoldgicos en un numero pequeio de pacientes se
observd degeneracion selectiva del tracto nigroestriado, con ausencia de
cuerpos de Lewy (Dekker, 2003).

La asociacion entre el parkinsonismo y el sistema ubicuitina-proteasoma
se puede deducir por el hecho de que el producto del gen de la parkina tiene

actividad de ubicuitina ligasa (Kahle y Haass, 2004; Giasson y Lee, 2003).




1.9.1 CARACTERISTICAS DEL GEN DE LA PARKINA.

Por analisis de ligamiento en 13 familias con AR-JP se localizd el gen AR-
JP encontrandose en el cromosoma 6¢25.2-27. Este gen que causa AR-JP
fue nombrado como parkina (Dawson & Dawson, 2003). Contiene
aproximadamente 1.3 Mb y 12 exones, en el cual se han encontrado mas de
70 mutaciones entre las que se incluyen deleciones, triplicaciones y
polimorfismos (Toft y Farrer, 2005). El cDNA tiene una longitud de 2860 pb

con un marco abierto de lectura de 1395 pb (Matsumine y cols., 2001).

En la mayoria de los casos, el parkinsonismo ligado a la parkina se asocia
a la perdida de la funcién de ambos alelos. Sin embargo, en un grupo
pequefio de pacientes, se realiz6 la secuenciacion de toda la region
codificante, del promotor, uniones intrén/exon y con el analisis de deleciones
exdnicas o duplicaciones se ha revelado alteracién genética en solo un alelo.
Por ello, es posible que la haploinsuficiencia del gen de la parkina pueda

provocar la enfermedad.

El tipo de mutaciones encontradas son: 1) mutaciones puntuales, ya sea
sin sentido o de sentido equivocado; 2) delecidon de uno o varios exones que
provoque la terminacion prematura en la traduccién o deleciones que
conservan el marco de lectura; 3) duplicaciones o triplicaciones de exones
que resulte en terminacidon prematura en la traduccidén; 4) inserciones o
deleciones de uno, dos o cinco pares de bases, ocasionando mutaciones con
cambio del marco de lectura; y 5) mutaciones en las conexiones intrén/exon
que afecten el sitio donador en el proceso de splicing (Giasson y Lee,
2003).
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Figura 6. Gen de parkina y la distribucién de las mutaciones reportadas. (Tomada
y modificada de Mata I y cols, 2004).

1.9.2 PROTEINA PARKINA

Caracteristicas de la proteina parkina

Es una proteina de 465 aminoacidos con una peso molecular de 51,652 D
(Mizuno y cols., 2001). La parkina tiene un dominio similar de ubicuitina en
su extremo amino terminal y dos motivos de dedos RING (really interesting
new gene) que flanquean un dominio de dedos, ricos en cisteina, conocidos
como la region entre anillos IBR (/n-between RING) (Giasson y Lee, 2003;
Imai y Takahashi, 2004). Varios estudios han revelado que numerosas
proteina con esos motivos de dedos RING, presentan actividad de proteina
ubicuitina ligasa, con funciones propias o formando complejos con otros
componentes (Imai y Takahashi, 2004).

Estd bien establecido la funcién de la parkina en la via de degradacion

celular por ubicuitinacién como ubicuitina ligasa, pero se desconoce cémo
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estd pérdida de funcion lleva a la neurodegeneracién como una proteina
toxica putativa (Gasser, 2005; Giassen y Lee, 2003).

La hipotesis que se hace acerca de la parkina es que los defectos en dicha
proteina pueden ocasionar acumulacion de sus sustratos (a-sinucleina
glicosilada, sinfilina 1, PaelR y CDCrel-2) y que las proteinas acumuladas
sean toxicas para las neuronas (Jiang y Beaudet, 2004).

Se han identificado nuevas funciones de la parkina, posiblemente sea de
igual o de mayor relevancia en la patogénesis de la EP que las mencionadas
anteriormente. Por ejemplo, se ha demostrado que la parkina no sélo media
la ubicuitinacién via lisina 48, para la degradacion via proteasoma, también
lo hace via lisina 63, la cual puede tener el papel en procesos de sefializacion
intracelular y también en la formacién de cuerpos de Lewy (Gasser, 2005).

El sistema ubicuitina proteasoma es el principal mecanismo responsable
de:

e La eliminacion de proteinas intracelulares con mutaciones, dahadas o

con un mal plegamiento;

o La regulacién de los niveles de proteinas de vida corta que median

actividades como la transcripcion de genes y la neurotransmision.

Por ello el proceso de degradacion de muchas proteinas no deseadas
comienzan con su conjugacion con una cadena de moléculas de ubicuitina
como sefal para ser reconocidas y degradadas por el proteasoma. Los
monoémeros de ubicuitina son activados por la enzima activadora de
ubicuitina (E1), reaccion dependiente de ATP. La ubicuitina activada es
transferida a la enzima conjugadora de ubicuitina (E2) y posteriormente es
unida covalentemente a la proteina que serda degradada dicho paso es
catalizado por la enzima ubicuitina ligasa (E3), dependiente de ATP. Estos
pasos se repiten hasta formar una cadena poliubicuitinada. Para ser

finalmente degradadas por el proteasoma. Como se menciond anteriormente
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la parkina funciona como ubicuitina ligasa, lo cual sugiere que las mutaciones
en dicha proteina puedan estar involucradas en la falla de la degradacion por

el proteasoma (McNaught y Olanow, 2003).

Figura 7. Mecanismo propuesto en el cual la parkina se relaciona con
la enfermedad de Parkinson. (Tomada de Eriksen JL y cols, 2005).

1.9.3 POLIMORFISMOS

Los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP’s) son como su nombre
lo indica un cambio de un solo nucledtido en la secuencia del DNA. Son las
formas mas comunes de polimorfismos en el genoma humano. Han sido
ampliamente usados en investigaciones como son: evolucion, estudios de

asociacion en enfermedades complejas y estudios de farmacogendmica. La
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cantidad de SNP’'s en las bases publicas ha incrementado dramaticamente,
actualmente el nimero asciende a mas de 10 millones de SNP’s en
humanos. Sélo el 50 % de los SNP’s estan validados, menos del 20 % de

los SNP s validados cuentan con su frecuencia alélica (Xu H y cols, 2005).

Los factores de riesgo que se han identificado en tres genes son: la
parkina, la a-sinucleina y la ubicuitina carboxilo terminal hidrolasa
(UCHL1). Como se mencioné anteriormente existen mutaciones patogénicas
en pacientes con parkinsonismo autosoémico recesivo juvenil, pero su papel
en la EP idiopatico ain no estd bien explorado. Existen ciertos polimorfismos
en el gen de la parkina que pueden actuar como alelos de susceptibilidad
para la enfermedad de Parkinson. A diferencia de las mutaciones, estos
polimorfismos son comunes en la poblacién. Los polimorfismos son
variaciones genéticas presentes en individuos afectados y no afectados, pero
pueden asociarse con la enfermedad si la frecuencia de los alelos o
genotipos varian entre estos dos grupos de individuos. Para que un
polimorfismo se considere una variacion normal de la poblacién y no una
mutacién su valor debe ser mayor al 1% en frecuencia en la poblacién
(Oliveria y cols, 2003).

En el polimorfismo Ser167Asn, el codén 167 esta conformado por el
triplete AGT, cuando existe el cambio de G>A en la posicion 601(exén4) se
obtiene el triplete AAT que codifica para la Asn. Para el polimorfismo
Val380Leu, el coddn 380 esta formado por el triplete GTG, sin embargo
cuando es polimérfico puede ser el triplete CTG, por el cambio de G>C en el

nucledtido 1239 en el exdn 10.

Wang y cols., en 1999, reportaron 3 polimorfismos (Serl67Asn,
Arg366Trp y Val380Leu) en el gen de la parkina en pacientes con EP y en
controles japoneses, hallando que su frecuencia alélica y genotipica de estos

SNP’s no variaron entre controles y pacientes. Ademas de acuerdo a sus
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estudios, los polimorfismos Ser167Asn y Val380Leu no tenian una influencia
en la susceptibilidad para padecer Parkinson. Ellos mencionan que estos dos
polimorfismos no tienen ningln efecto sobre la estructura secundaria y en la

naturaleza hidrofébica de la proteina parkina.

Satoh y Kuroda en 1999, analizaron el polimorfismo Ser167Asn en
poblacién japonesa, demostrando que la frecuencia de heterocigotos
Ser167Asn fue estadisticamente significativa mas alta en pacientes con
Parkinson esporadico (62.0 %) que en controles (45.9 %), comparado con

los dos genotipos estudiados. Concluyen que el polimorfismo Ser167Asn en el

gen de la parkina contribuye a la susceptibilidad en la EP esporadico, siendo

un factor de riesgo para la enfermedad. Mientras que Wang y cols al analizar
3 polimorfismos (Ser167Asn, Arg366Trp y Val380Leu) no encuentran
diferencia entre pacientes y controles sanos. De acuerdo a sus resultados

estos polimorfismos no influyen en la susceptibilidad para padecer EP.

Figura 8. Genotipos del polimorfismo Ser167Asn en
el gen de la parkina. (Tomada de Satoh y Kuroda,
1999)




Hu y cols. en el 2000 reportaron resultados similares, estudiaron tres
polimorfismos del gen de la parkina incluyendo a Ser167Asn y Val380Leu
en chinos taiwaneses, y no encontraron diferencia estadisticamente

significativa entre los pacientes con EP esporddico y los controles.

En el 2002, Mata y cols., investigaron cuatro polimorfismos dentro de los
cuales se encontraba el polimorfismo Ser167Asn en poblacion espafiola.
Concluyeron que ninguno de los polimorfismos que habian estudiado poseia
frecuencias alélicas y genotipicas diferentes entre los pacientes y controles

en estudio.

Peng y cols. en 2003, buscé en pacientes chinos deleciones y mutaciones
puntuales en el gen PARK2 con edad de inicio temprano y tardio por medio
de secuenciacion directa, no encontraron ninguna de estas deleciones o
mutaciones, sin embargo encontraron un polimorfismo comin el
Ser167Asn. Encontrando una diferencia significativa en la frecuencia de los
alelos y genotipos entre los pacientes y el grupo control, siendo el alelo
165Asn mas comun en los casos que en los controles (46.6% vs. 35.1%;
X2=6.54, p=0.011, OR 1.61, con IC 95% 1.10-2.37). Ellos mencionan que su
estudio sugiere que la variante 167Asn aumenta el riesgo para desarrollar la
EP.

Oliveira y cols. en 2003, estudiaron 7 SNP s dentro de los cuales estaban
Serl67Asn y Val380Leu en poblaciéon estadounidense blanca. En ese

estudio no se encontrd diferencia en las frecuencias de los alelos y de los

genotipos de los SNP s estudiados. Concluyen que ninguno de los 7 SNP’s

estudiados confieren un incremento de la susceptibilidad o proteccién para

desarrollar Parkinson idiopatico en pacientes blancos.




En 2003, Lucking y cols. examinaron 4 polimorfismos (Ser167Asn,
Arg366Trp, Val380Leu y Asp394Asn) en individuos europeos. Donde
encontraron frecuencias alélicas y genotipicas para tres de estos
polimorfismos sin diferencia estadisticamente significativa entre pacientes y
controles sin EP estudiados. Encontrandose en ese grupo el SNP Ser167Asn,
sin embargo el SNP Val380Leu mostré que el alelo Val380 es
significativamente mas frecuente en toda la muestra de pacientes con
Parkinson (esporadicos y familiares) y en especial el grupo de Parkinson
esporadico. Concluyendo que, los homocigotos para Val380 estan asociados
significativamente al Parkinson espordadico, lo que sugiere que el alelo Val380
incrementa el riesgo en la enfermedad, mientras que el alelo 167Asn puede
ser factor protector, aunque es muy raro.

Al tratar de comparar los resultados de los diversos estudios realizados en
diferentes poblaciones, resulta dificil hacer esta comparacién debido a las
diferencias en frecuencias alélicas en las diferentes poblaciones, vy
estratificacion de sujetos, las variaciones de los resultados sugieren que las

interacciones ambientales son importantes para la patogénesis, y/o que los

multiples genes juegan papeles importantes (Huang, 2004).




1.10 MODELOS ANIMALES

1.10.1 Las caracteristicas deseables de un modelo para la
enfermedad de Parkinson

Un modelo animal ideal debe de tener las siguientes caracteristicas (Flint B,
2001):

1) Un complemento de neuronas dopaminérgicas normales al nacimiento
con una pérdida selectiva y gradual de neuronas dopaminérgica que
comience en la edad adulta. La pérdida puede exceder el 50% y que
sea detectable por bioquimica o neuropatologia.

2) El modelo debe ser de facil deteccion de las deficiencias motoras,
incluyendo los sintomas cardinales.

3) El modelo debe mostrar el desarrollo de cuerpos de Lewy.

4) Si el modelo es genético, debe estar basado en una sola mutacion para
permitir la propagacién de la mutacion.

5) Debe de desarrollar la enfermedad de Parkinson en pocos meses,
permitiendo un rapido y bajo costo en el monitoreo de agentes

terapéuticos.

1.10.2 Modelos animales para EP que existen en la actualidad

1.10.2.1 Modelo con MPTP

Este es el modelo mejor caracterizado, el cual se produce por la
utilizacion de la neurotoxina 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina
(MPTP). Se observo por primera vez en drogadictos que emplearon
heroina sintética y ésta se encontraba contaminada por un
subproducto de MPTP producido durante su elaboracién, lo que les
produjo un severo parkinsonismo. Posteriormente fue usada para

producir modelos de EP en ratones y primates. EI MPTP es muy
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liposoluble, por lo tanto facilmente cruza la barrera hematoencefalica.
Ahi es convertido a su metabolito activo, 1-metil-4-fenilpiridinio (MPT™)
por la monoamino oxidasa B, enzima involucrada en la degradacién de
las catecolaminas. El MPT" intracelular se acumula en la mitocondria,
provocando la inhibicién de la cadena respiratoria, debido a su gran
afinidad por el complejo 1.

El MPTP en primates replica todos los signos clinicos de la enfermedad
de Parkinson, incluyendo rigidez, bradicinesia, inestabilidad postural y

temblor en reposo (Fahn S y Sulzer D, 2004).

1.10.2.2 6-Hidroxidopamina

Este es el primer agente usado para producir un modelo de EP.
Después de la inoculacién de 6-hidroxidopamina en la sustancia negra,
este compuesto se acumula selectivamente en la neuronas
dopaminérgicas, y después provoca la muerte de estas neuronas
debido a la toxicidad ocasionada por dicho compuesto que involucra la
generacion de radicales libres. 6-hidroxidopamina es una toxina
efectiva para ratas, ratones, gatos y primates, los que son
principalmente usados para producir lesiones unilaterales (Bové y cols.
2005).

1.10.2.3 Rotenona

La rotenona es producida por raices de ciertas especies de plantas,
que han sido usadas como insecticida en algunos jardines, y para
matar peces en lagos. Se sabe que la rotenona tiene una aita afinidad
y especificidad inhibitoria del complejo I, una de las cinco enzimas del

complejo de la membrana interna mitocondrial que participan en la
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fosforilacion oxidativa. Las ratas desarrollan una progresiva
degeneracion de las neuronas negroestriadas con una pérdida de
tirosina hidroxilasa y transportadores de dopamina. Se observan
inclusiones que pueden considerarse como cuerpos de Lewy. Estas
inclusiones son tefidas con anticuerpos contra ubicuitina y a-
sinucleina. Las ratas muestran los sintomas propios de la enfermedad
(Bové y cols. 2005).

1.10.2.4 Drosophilay a-sinucleina como modelo de EP

Feany y Bender produjeron un modelo por medio de la expresion de la
forma mutante y normal del gen de la a-sinucleina en la Drosophila
melanogaster. Estos autores observaron en las moscas que la
sobreexpresién de la o-sinucleina tipo silvestre o mutada se obtenia
una pérdida dependiente de la edad de las neuronas dorsomediales
que se tefiian con tirosina hidroxilasa. También pudieron apreciar la
presencia de inclusiones que se asemejaban a los cuerpos de Lewy.
Las moscas desarrollaban disfunciones locomotoras con la edad.
También se presentd degeneracion de la retina, la cual no es una
caracteristica tipica del Parkinson, y que solo se presenta en la
Drosophila. Lo que es importante es que no pudieron distinguir entre

la que tenia a-sinucleina tipo silvestre y la que tenia la mutacion.
1.10.2.5 Drosophilay parkina como modelo de EP
A pesar de la falta de un modelo animal para AR-JP, que no ha
permitido llevar a cabo un estudio directo de la relevancia de los

sustratos de la parkina en la pérdida de neuronas dopaminérgicas. Para

explorar el papel biolégico de la parkina (Greene J, Whitworth Ay cols.,
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2003), han realizado mutaciones semejantes para inactivar el gen de la
parkina que se encuentra altamente conservado en la Drosophila
melanogaster. Las moscas con alelos nulos de Parkina fueron viables pero
presentaban una longevidad reducida, esterilidad en los machos y defectos en
el vuelo y en el escalar. Estos resultados pueden llevar a la disfuncién
mitocondrial y apoptosis ocasionando la pérdida de neuronas dopaminérgicas
en la AR-JP. Mas aUn, estos hallazgos sugieren una conexion entre AR-JP y
las formas mas comunes del Parkinson idiopatico (Cha G-H, Park J y cols.,
2005).

1.10.2.6 Raton y parkina como modelo de Parkinson

Flemming y cols, (2005) suprimieron las funciones de la parkina
mediante la delecion del exén 3 y del exdn 7 en el gen de la parkina. La
delecion del exén 3 en el gen la parkina dio como resultado la ausencia
de la proteina parkina. Presentando reduccion en la excitabilidad
sinaptica en las neuronas del estriado medio y una progresiva pérdida
sensomotora. Ademads estos ratones presentaban bajo peso, respiracion
mitocondrial reducida, baja capacidad antioxidante y un incremento en
el dafio oxidativo del mesencéfalo.

Mientras que la delecién del exén 7 del gen de la parkina, dié como resultado
la pérdida de la funcion de la parkina. El ratdn knockout de parkina con
delecién del exon 7 presentd diferente fenotipo comparado con el que tenia
delecion del exdn 3, ya que es el Unico caso knockout que presenta pérdida
neuronal en el locus coeruleus, y esta degeneracidn en esta area es

caracteristica de EP.
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1.11 TRATAMIENTO.

La enfermedad de Parkinson como anteriormente se menciond, es una
enfermedad neurodegenerativa asociada con la pérdida de neuronas
dopaminérgicas en la sustancia negra, dando como resultado sintomas
motores progresivos. No existe cura para la enfermedad de Parkinson,
pero existen farmacos que ayudan a su control. Es bdsico para el
tratamiento el reemplazo de la pérdida de dopamina durante el curso de
la enfermedad. El primer compuesto usado para este propdsito fue el
precursor de dopamina, la levodopa. Aunque existen otros medicamentos
dopaminérgicos disponibles, la levodopa sigue siendo el medicamento de
eleccion para la farmacoterapia de la enfermedad de Parkinson (Tuite P y
cols, 2005).

46



1.12. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A pesar de que el gen de la parkina se ha asociado con la enfermedad de
Parkinson en diferentes poblaciones mediante la presencia de mutaciones y/o
polimorfismos de un solo nucledtido (SNP’s), estos resultados han sido
contradictorios entre las poblaciones estudiadas. Por lo que resuita
importante evaluar la participacion de los SNP’s Ser167Asn y Vai380Leu del
gen de la parkina en el desarrolio de la enfermedad de Parkinson en

pacientes mexicanos.
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1.13. OBJETIVOS

1.13.1. OBJETIVO GENERAL

Analizar los polimorfismos Seri67Asn y Val380Leu del gen de la parkina
en pacientes con enfermedad de Parkinson y establecer su posible

asociacion con esta enfermedad.

1.13.2. OBJETIVOS PARTICULARES

e Capturar pacientes con enfermedad de Parkinson y controles sin

Parkinson.

¢ Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos

Ser167Asn y Val380Leu del gen de la parkina en una muestra de
pacientes mexicanos con enfermedad de Parkinson y un grupo de
controles sin Parkinson y su posible asociacion con la enfermedad de

Parkinson.

Evaluar el equilibrio de Hardy-Weinberg para los dos polimorfismos

estudiados en los distintos grupos.




1.14 HIPOTESIS DE TRABAJO

El alelo C del polimorfismo Ser167Asn, siendo el alelo mas raro,
representa un factor protector para los pacientes con la enfermedad de
Parkinson. Por ello se esperaria tener mas alta frecuencia del alelo C en los
controles que en los pacientes con enfermedad de Parkinson mexicanos
estudiados.

La presencia del genotipo G/A del polimorfismo Val380Leu en pacientes con
Parkinson representara un factor de riego para los mismos, esperado que su
frecuencia sea mayor en los pacientes con Parkinson que en los controles

mexicanos estudiados.
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II. MATERIALES Y
METODOS
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II. METODOS Y MATERIALES.

2.1 INDIVIDUOS ESTUDIADOS.

La muestra de pacientes mexicanos con enfermedad de Parkinson fue de
196 individuos, provenientes de la consulta del Depto. de Genética del
Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia Manuel Velasco Suarez
(INNN), y la muestra de sujetos controles no relacionados e individuos sanos
fue de 213.

% Criterios de inclusion.
Se incluyeron a:
- Los pacientes con EP que presentaban al menos dos de los
sintomas motores de EP.
- Pacientes con EP esporadico o EP familiar.
- Los individuos controles sanos elegidos debieron ser mayores de 45

afios de edad, sin signos neuroldgicos de la EP.

< Criterios de exclusion.
- Se excluyeron aquellos pacientes que fueron diagnosticados como
EP vascular, asi como aquellos pacientes con datos incompletos en

antecedentes familiares, edad, etc.
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2.2 TOMA DE MUESTRA

Se tomaron aproximadamente 20mL de sangre periférica de los pacientes
con EP y de los individuos controles (individuos sanos), con previo

consentimiento informado.

2.3 EXTRACCION DEL DNA GENOMICO.

A partir de las muestras de sangre periférica obtenida de los pacientes con
Parkinson del INNN y los sujetos controles, se extrajo el ADN por medio de
los métodos de extraccion de precipitaciéon con sales y extraccion con fenol
y con el estuche comercial Aqua Pure (Biorad). Donde basicamente las
células fueron lisadas, las proteinas precipitadas, el DNA precipitado y

resuspendido en agua estéril. (Ver anexo para mas detalle)

2.4 DETERMINACION DE LOS POLIMORFISMOS SER167ASN Y
VAL380OLEU EN EL GEN DE LA PARKINA POR LA TECNICA DE
PCR EN TIEMPO REAL.

1) Preparacion de las muestras de DNA.

2) Las muestras de DNA gendmico extraido proveniente de los pacientes
y controles, se analizaron por la técnica de electroforesis en geles de
agarosa al 1.0%, TBE 1%, con el fin de conocer la calidad y
aproximadamente su cantidad.

3) Se realizaron diluciones de las muestras de DNA gendmico para
obtener una concentracion final de 10 ng/pL.

4) Las diluciones obtenidas del paso anterior se volvieron a someter a la

técnica de electroforesis, para verificar su concentracion, si aiin no se
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obtenia la concentracién deseada, se agregaba con mas DNA genémico
o0 agua inyectable, segln hubiese sido el caso.
5) Estandarizacion de la técnica de PCR (reaccién en cadena de la

polimerasa) en tiempo real.

Una vez estandarizada la concentracion de DNA con la que se trabajaria
(de acuerdo a lo recomendado por la casa comercial del equipo de PCR en
tiempo real ABI PRISM 7000 usado fue de 20 ng/uL). Debido a que el
equipo de PCR tiempo real usado recomienda usar un solo un programa
para la PCR, éste se acopla a todas las sondas que dicha casa comercial

tiene en venta.

Tabla 3. REACCION PARA LA PCR TIEMPO REAL

Sonda 0.5 L
Ser167Asn rs1801474
Val380Leu rs1801582
Tag Man ® Universal PCRMaster Mix 2.0 L
H.O 0.5 pL
DNA (10ng/ pL) 2.0 pL
Volumen final = 5 pL

Tabla 4. PROGRAMA PARA LA PCR TIEMPO REAL

50.0° C 2 min
95.0° C 10 min

95.0°C 15 seg
60.0°C 1min [ *0ciclos
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En este proceso se usaron controles negativos, los cuales contenian la
mezcla de reaccidn preparada para las muestras problema mas 2 pL de
agua para PCR en tiempo real. También se usaron 3 controles positivos
cada vez que se metian muestras problemas a PCR tiempo real, las cuales
consistian en muestras ya bien identificadas como homocigotos para el
alelo 1y 2, y heterocigotos para cada uno de los polimorfismos en estudio
(Ver tabla 5). Esto se hizo con el fin de identificar alguna condicién que

alterara los resultados.

Tabla 5. Resumen del proceso que se lleva a cabo cada vez que se mete

un ensayo de PCR en tiempo real.

TQM Mix** (uL) | Sonda (pL) | Agua (uL) | DNA (pL)
Muestra 2.0 0.5 2.0 2.0
Control Positivo |2.0 0.5 2.5 0
Control Negativo* | 2.0 0.5 2.0 2.0

2.5

* Muestras bien identificadas como homocigoto para el alelo 1, homocigoto para el
alelo 2 y heterocigoto.
** TQM Mix = T7ag Man ® Universal PCRMaster Mix

SECUENCIACION DIRECTA.

La secuenciacion se llevo a cabo como el estandar de oro para verificar
los resultados obtenidos en la genotipificacion de los polimorfismos
estudiados mediante la técnica de PCR en Tiempo Real.

La reaccion de secuenciacion consistio en:

1) Amplificacion de los productos de PCR del exén 4 y exén 10 del

gen de la parkina, donde se encuentran ubicados los polimorfismos en
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estudio. Los oligonucléotidos utilizados se encuentran descritos por
Kitada y cols., 1998.

Tabla 6
REACCION PARA LA PCR
PARA LOS EXONES 4 Y10

Master Mix 10 pb
Oligonucleotido PK 4 0 10 (25 pM) 1pb
Oligonucleotido PK 16 o 21 (25 pM) 1k
DNAg 3ul
H.0 10 pL

Volumen final= 25 pL

Tabla 7
PROGRAMA DE PCR

95° C 15 min.
95° C 1 min.
57°C 1 min. 35 ciclos
72° C 1 min.
72° C 10 min.
4° C ©

2) Revision de los productos amplificados por PCR.
3) Purificacion de los productos mediante el estuche Quiagen
QIAquick (Quiagen).
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4) Reaccion de secuenciacion con el estuche Big Dye V3.1 (Applied
Biosystems).

5) Purificacion de los productos de secuenciaciéon mediante las
columnas Centri-Sep (Applied Biosystems).

6) Andlisis de los productos de secuenciacion en el equipo 3100 ABI
PRISM® Genetic Analyzer.
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II1. RESULTADOS
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RESULTADOS
3.1 CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES Y CONTROLES.
Se estudiaron 196 pacientes con EP de los cuales 75 son mujeres y 121 son
hombres y 213 controles sanos de la poblacién mexicana siendo 126 mujeres

y 87 hombres, sus caracteristicas se encuentran en la tabla 8.

Tabla 8. Relacion de pacientes con EP y controles sanos.

tes
N=196 N=213
Mujeres Mujeres
n=75 (38.3%) n= 126 (62.4%)
Hombres Hombres
n= 121 n= 87 (40.8%)
Edad Edad
53.7£1.75 afios 65.2+12.95 afios
(83-16 aiios) (38-94 afios)

EPF= Enfermedad de Parkinson familiar

EPE= Enferemedad de Parkinson esporadico

La enfermedad de Parkinson se divide en dos grupos: Parkinson esporadico y
Parkinson familiar. En el presente estudio se logré recopilar 12 mujeres y 20
hombres con enfermedad de Parkinson familiar, mientras que para Parkinson
esporadico fueron 63 mujeres y 101 hombres. A continuacion se observan en

la tabla 9 sus caracteristicas.
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Tabla 9. Relacion entre los grupos de pacientes con EP.

n=32 (16.3%)

n=164 (83.7%)

Mujeres
n=12 (37.5%)

Edad
49.6+14.77 ahos
(70-55 afos)

Mujeres
n= 63 (38.4%)

Edad
56.0+13.58 afios
(80-25 aiios)

Hombres
n= 20 (62.5%)

Edad
45.9+11.11 afos
(75-30 aiios)

Hombres
n= 101 (61.6%)

Edad
54.4+11.71 anos
(83-16 aiios)

3.2 GRAFICAS DE PCR TIEMPO REAL.
La técnica empleada para la obtencion de las frecuencias alélicas y

fenotipicas de los polimorfismos estudiados fue mediante PCR en tiempo

real. A continuacion se muestran ejemplos de las graficas obtenidas de

muestras analizadas en el presente trabajo.

SER167ASN

» GRAFICA 1. En esta grafica observamos como se aprecia la muestra de un

paciente que es un homocigoto para el alelo G, por lo tanto posee el genotipo

G/G.
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o GRAFICA 2. En esta grafica se aprecia la muestra de un paciente que es un
heterocigoto, por lo tanto posee el genotipo G/A.
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o GRAFICA 3. En esta grafica apreciamos la muestra de un paciente que

homocigoto para el alelo A, por lo tanto posee el genotipo A/A.
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VAL380LEU

e GRAFICA 4. Esta grafica muestra la homocigocidad de un paciente que
posee el genotipo G/G.
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. GRAFICA 5. Esta grafica se obtuvo de una muestra de un paciente que para
el SNP Val380Leu es heterocigoto.
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¢ GRAFICA 6. En esta grafica se aprecia un homocigoto para el alelo C en el

SNP Val380Leu.
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Mediante el uso del Sequense Detection Software v1.2 se realizé la
genotipificacién. A continuacién se muestra un ejemplo de la grafica obtenida
de las muestras analizadas en el presente trabajo para el SNP Val380Leu. En
dicha grafica se puede ver a simple vista que en un ensayo hecho para la
poblacién de pacientes con EP (EPF+EPF) y muestra del grupo de controles
estudiados hay mas individuos con el genotipo G/G.

La informacidon de las frecuencias alélicas y genotipicas se encuentra
detalladamente en las tablas que estan mas adelante.
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3.3 GENOTIPIFICACION DE PCR TIEMPO REAL.

FIGURA 9. Genotipificacion para el polimorfismo VAL380LEU, donde se
muestra la distribucién de de los homocigotos para el alelo C, el alelo G y de
heterocigotos (G/C).
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Se determinaron las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo
Ser167Asn las cuales se pueden apreciar en la tabla 10. En dicha tabla
podemos ver que el alelo mas comin es G, que codifica para Ser(AGT), en
la poblacién mexicana con el 84.4 % para los pacientes con EP y con el
82.6% para el grupo control sano(CT). Mientras que el alelo A (codificaria
para Asn (AAT)) es menos comun en los pacientes con EP familiar (EPF) que
en los pacientes con EP esporadico (EPF) y del grupo control. Se podria
sugerir una ligera tendencia del alelo A a ser un factor protector contra la
EPF ya que su P=0.19, es menor a la de EPE (P= 0.74). Lo cual podemos ver
reflejado en los genotipos ya que 7 de los 32 pacientes con EPF fueron
heterocigotos y ninguno fue homocigoto para el alelo A.

El andlisis de asociacion se llevo a cabo en tres formas: 1) comparando los
casos de EP total (EPF+EPE) y el grupo control; 2) comparando el grupo
contro! contra el grupo de EPF; y 3) comparando el grupo de EPE y el grupo
control; debido a que se ha observado una asociacién independiente.

Los resultados obtenidos al comparar el grupo EP total (EPF+EPE) contra
controles sin Parkinson, no mostrd diferencia significativa tanto para las
frecuencias genotipicas como alélicas (P=0.29, P=0.48, respectivamente).

Al comparar al grupo de EPF vs grupo control no hay diferencia
estadisticamente significativa en las frecuencias alélicas y genotipicas
(P=0.21, P=0.19, respectivamente). De igual forma al comparar al grupo EPE
vs. el grupo control, tampoco hay diferencia estadisticamente significativa en

las frecuencias alélicas y genotipicas (P=0.45, P=0.74, respectivamente).
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Tabla 10. Frecuencias alélicas y genotipicas para el polimorfismo
Ser167Asn.

Pacientes con. || Pacientescon ||
EP(EPF+EPE) | EP ‘
Genotipos '
G/G 141 (71.9) 25 (78.1) 116 (70.7) 143 (67.1)
G/A 49 (25.0) 7 (21.9) 42 (25.6) 66 (31.0)
A/A 6(3.1) 0 (0) 6 (3.7) 4(1.9)
Alelos
G 331 (84.4) 57 (89.1) 274 (83.5) 352 (82.6)
A 61 (15.6) 7 (10.1) 54 (16.5) 74(17.4)
P 0.48 0.19 0.74
0.29* 0.21% 0.45*

Los datos entre paréntesis corresponden a los porcentajes.

P se determind por medio de la prueba de Fisher, los valores de P con *
corresponden a la asociacién en funcién a las frecuencias genotipicas: GG vs
GC+CC, en base a una asociacion dominante del alelo G.

EP fam= Pacientes con enfermedad de Parkinson familiar,

EP esp= Pacientes con enfermedad de Parkinson esporadico.

De la misma manera se determinaron las frecuencias alélicas y genotipicas
para el polimorfismo Val380Leu, las cuales se ilustran en la tabla 11. En este
polimorfismo el alelo mas frecuente fue el G (codifica para Val) con 91.1%
para los pacientes con EP (EPF+EPE) y con 88.3% para la muestra de
controles sanos. El alelo C es menos comun en los pacientes con EPF que en
los pacientes con EPE y el grupo control(CT). En dicha tabla también
podemos notar que no se encontré el genotipo C/C en pacientes con EPF
este dato y una P= 0.09 (EPF vs CT), sugiriendo una tendencia de que el
alelo C sea un factor protector para la EPF. Sin embargo se debe tomar en

cuenta que el grupo de pacientes con EPF estudiados es muy pequefia
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(n=32), y para descartar esta posible asociacién entre el alelo C y la EPF
debemos de ampliar dicha muestra.

Sin embargo al comparar al grupo de pacientes con EP(EPF+EPE) contra el
grupo control no hay diferencia estadisticamente significativa en las
frecuencias alélicas y genotipicas (P= 0.18, P= 0.18, respectivamente). O al
comparar al grupo de los pacientes con EPF o al grupo con EPE contra el
grupo control, tampoco se encontré diferencia estadisticamente significativa
en las frecuencias alélicas y genotipicas (P=0.09, P=0.09 y P=0.21, P=0.19,

respectivamente).

Tabla 11. Frecuencias alélicas y genotipicas para el polimorfismo Val380Leu.

Pacientes con || Pacientes con Pacientes || Cc
EP (EPF+EPE) EPF . COnEPE ‘
Genotipos )
G/G 163 (83.2) 29 (90.6) 134 (81.7) 166 (77.9)
G/C 31 (15.8) 3 (9.4) 28 (17.1) 44 (20.7)
c/c 2 (1.0) 0 (0) 2 (11.2) 3 (1.4)
Alelos
G 357 (91.1) 35 61 (95.3) 296 (90.2) 32 || 376 (88.3) 50
c (8.9) 3 (4.7) (9.8) (11.7)
P 0.18 0.09 0.19
0.18* 0.09* 0.21%

Los datos entre paréntesis corresponden a los porcentajes.
P se determind por medio de la prueba de Fisher, los valores de P con *
corresponden a la asociacién en funcién a las frecuencias genotipicas: GG vs
GC+CC, en base a una asociacidon dominante del alelo G.

EP fam= Pacientes con enfermedad de Parkinson familiar.
EP esp= Pacientes con enfermedad de Parkinson esporadico.

Todos los grupos para ambos polimorfismos no mostraron desviacion en el
Equilibrio de Hardy-Weinberg (P>0.24%)
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IV, ANALISIS DE
RESULTADOS
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ANALISIS DE RESULTADOS

La alta frecuencia del alelo G(Ser) que va de un 82.6% a un 89.1% en
el SNP Ser167Asn, lo coloca como el alelo mas comin en la poblacion de
pacientes con EP y controles estudiados. Este resultado concuerda con lo
reportado en otras poblaciones (pacientes de EPF y/o EPE y controles) tales
como australianos G>92.7% (Mellick y cols., 2000), espaiioles G>97.0 %
(Mata y cols, 2002), EUA G>84.0 % (Oliveira S.A. y cols, 2003), europeos
G>97.8% (Liicking C-B y cols. 2003). Existen otros tres estudios en los que
el alelo G es el mas comin con frecuencias alélicas alrededor de 60%, estas
poblaciones son dos chinas con G<67% y G<56.3% respectivamente (Satoh
J-1y Kuroda Y, 1999 y Wang y cols, 1999) vy dos taiwanesas G<64.9% y
G<65.8% respectivamente (Peng y cols., 2003 y Hu C-J y cols., 2000),
aunque son menores a los casos anteriormente mencionados que se
encuentran alrededor del 90%. En este sentido, las frecuencias obtenidas en
este estudio se encuentran entre las reportadas en ambos grupos
mencionados. Esta diferencia de frecuencias alélicas puede deberse a la
composicién génica de cada uno de los individuos estudiados y el hecho de
que los mexicanos son mestizos (composicion indigena y espafiola
principalmente).

La no asociacién encontrada para el polimorfismo Ser 167Asn con los
tres grupos analizados (CT vs EP (EPF+EPE), CT vs EPF y CT vs EPE) es
similar a lo reportado por Wang y cols. (1999), Hu C-J y cols. (2000), Mata y
cols. (2002), y Oliveira y cols. (2003). También parece no haber
dependencia de otros polimorfismos estudiados debido a que los anteriores
investigadores (a excepcion de Hu C-] y cols.), realizaron el estudio de otros
polimorfismos (Arg366Trp, Val280Leu, Asp394Asn) en donde la mayoria
tampoco encontrd asociacién. Sélo Wang y cols., encontraron asociacién en

el polimorfismo Arg366Trp, pero no en Serl67Asn. Dichos resultados son
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opuestos a los encontrados por Satoh J-I y Kuroda Y, Mellick y cols. y Peng y
cols.

Hay que considerar que a pesar de que el estudio de asociacion fue
negativo (CT vs EPF), se sugiere que existe una ligera tendencia del alelo A
a ser un factor protector por la P= 0.19 (CT vs EPF) y que el alelo A es
menos comun en los pacientes con EP familiar (EPF) que en los pacientes
con EP esporadico (EPE) y del grupo control. Sin embargo no se puede
concretar un efecto protector como tal, debido a que la frecuencia de este
alelo es baja tanto en pacientes como en controles. Tampoco se puede decir
que el genotipo G/A tiene efecto protector contra EPF, a pesar de que exista
un 9.1% de diferencia entre los pacientes con EPF y los controles, pero no
hay diferencia estadisticamente significativa que apoyen dicho efecto. Esto
se podria descartar ampliando principalmente la muestra de pacientes con
EPF.

Para el polimorfismo Val380Leu, el alelo G es el mds com(n (rango de
88.3-95.3%), resultados obtenidos concuerdan con los reportados con Wang
y cols. (1999), Hu C-J y cols. (2000), Oliveira S.A. y cols. (2003), Liicking C-B
y cols. (2003). Dichos autores presentan frecuencias alélicas de G>92%
como las reportadas en el presente trabajo, a excepcion de Liicking C-B y
cols., con G<85.6%.

Tampoco se observé una asociacién entre los pacientes con EP (total,
y por separado: EPF y EPE) y el polimorfismo Val380Leu (~>0.09). Conforme
a otros estudios reportados por Wang y cols. (1999), Hu C-3 y cols. (2000) y
Oliveira S.A. y cols. (2003). Solo Liicking C-B y cols. han reportado
asociacion entre el polimorfismo Val380Leu en europeos, sin embargo este

dato ésta en tela de jucio porque no es una poblacién definida.
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De igual forma que en el polimorfismo anterior el alelo C es menos
comun en los pacientes con EPF que en los pacientes con EPE y el grupo
control. A pesar de que el alelo C no fue encontrado en los pacientes con
EPF estudiados y su P= 0.09, es mas grande la tendencia de que el alelo C
sea un factor protector para padecer la EP que en el caso anterior, sin
embargo no se puede decir que la baja frecuencia del alelo le confiera

proteccién a los individuos de padecer EP y mas aun EPF, debido a que la

muestra de pacientes con EPF que se logré colectar fue pequefia en

comparacion con la EPE. Esto se debe a que la frecuencia de casos con EPF
reportada a nivel mundial, la cual solo llega a representar un 15 % de los
casos de Parkinson, y ese porcentaje varia entre las poblaciones. Esta ligera
tendencia también se observa, al comparar los controles con los pacientes de
EPE (P=0.19). Sin embargo parece necesario incrementar el nimero de
casos, principalmente para confirmar la posibilidad del efecto protector

sugerido.

Como ya se menciond anteriormente es necesario ampliar la muestra de
pacientes con Parkinson en especial el grupo de EPF para poder decir si hay
0 no asociacién entre los polimorfismos estudiados. Ademas no sabemos si
estos polimorfismos estén condicionados por otros polimorfismos no
estudiados en esta poblacion o por alguna(s) mutacion(es) del gen de la
parkina o aun por otros polimorfismos o mutaciones de otros genes que se
han relacionado con la enfermedad de Parkinson (ej. LRRK-2, a-sinucleina,
PINK-1, etc.). También seria importante considerar los factores ambientales a

los que estuvieron expuestos los pacientes con enfermedad de Parkinson.




V. CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

Los polimorfismos Ser167Asn y Val380Leu del gen de la parkina no son
factores de riesgo o factores de proteccién de la enfermedad de Parkinson en

la muestra de pacientes mexicanos estudiados.

El hecho de que en este trabajo no se haya encontrado asociacion
entre los polimorfismos Ser167Asn y Val380Leu con la enfermedad de
Parkinson en la muestra de pacientes mexicanos estudiada, no deja de ser
un resultado importante, porque nos permite entender algunas de las
posibles causas y/o factores de riesgo para desarrollar EP en la poblacién
mexicana (descritos en otras poblaciones). Mientras que en algunas
poblaciones estos polimorfismos de PARKZ se comportan como factores de
riesgo en nuestra muestra estudiada parece no tener el mismo significado.
Por lo que es importante tener presente que la enfermedad de Parkinson es
una enfermedad compleja en la que intervienen diversos factores genéticos

y ambientales.
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ANEXO

EXTRACCION DE DNA GENOMICO

® METODO PRECIPITACION DE SALES Y EXTRACCION CON
FENOL-CLOROFORMO.

1. Se resuspendio el boton de leucocitos adicionando 886 pL de NaCl 5mM,
46uL SDS al 10% y 308pL NaCl 7M; y se homogenizb.

2. Se transfirio el homogenizado a un tubo de reaccion de 1.5 mL
previamente etiquetado.

3. Centrifugar a 11000 rpm, por 20 minutos a 4 °C.

4. Se decanto el sobrenadante a un tubo falcon de 15 mL previamente
etiquetado. Se ajustd a volumen a volumen (v/v) con la mezcla de Fenol:
Cloroformo: Alcohol isoamilico. Se mezclé lentamente por inversion por 5
minutos.

5. Se centrifugd por 10 minutos a 7,000 rpm. y 4 °C.

6. Se transfirio a un tubo Falcon de 15 mL previamente etiquetado, la fase
acuosa y se ajusté v/v con la mezcla cloroformo: alcohol isoamilico se
mezcld lentamente por inversion por 5 minutos.

7. Se centrifug6 por 10 minutos a 7,000 rpm. y 4 °C.

8. Se transfirid a un tubo Falcon de 15 mL previamente etiquetado, la fase
acuosa y se agrego isopropanol (2-propanol) frio lentamente hasta un
volumen final de 3 mL, para precipitar el ADN.

9. Se mezclb por inversion, suavemente hasta que precipito todo el ADN.

10. Se centrifugd por 10 minutos a 7,000 rpm. y 4 °C.

11. Se decantd todo el sobrenadante y se adiciond etanol al 70% frio
hasta un volumen final de 3 mL. Se mezcl6 varias veces (suavemente) por
inversion para lavar el ADN.

12. Se centrifugé por 10 minutos a 7,000 rpm. y 4 °C.

13. Se Repitid el paso 11y 12
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14. Se decantd todo el sobrenadante, procurando no arrastrar el botdn de
ADN.

15. Se colocd el tubo con el botdén en el concentrador de vacio por 30
minutos a temperatura ambiente, para evaporar completamente el etanol
y llevarlo a sequedad.

16. Se resuspendio el ADN gendmico en agua.

17. Se almacend el ADN genémico extraido en el congelador a -20°C.

® ESTUCHE COMERCIAL DE AQUA PURE GENOMIC DNA
ISOLATION (BIORAD).

1. Se colocaron 500p! de sangre en un tubo de reacciéon de 1.5 mL y se
adicioné 600ul de PBS 1X. Se agitdé en vortex por intervalos de 5
segundos c/u.

2. Se centrifugo a 5000 r.p.m por 3 minutos.

3. El sobrenadante se retird cuidadosamente para no romper la capa de
leucocitos formada sobre el paquete eritrocitario. Se adiciond 900 pl de
RCLB y agitdé con vortex procurando despegar todo el paquete de
eritrocitos del fondo del tubo. Se mezclé por 3 intervalos mas de 5
segundos c/u.

4. Se centrifugd por 30 segundos a 13,000 — 16,000 x g.

5. El sobrenadante fue removido, procurando no arrastrar el pellet de células
y repetir el paso 3 y 4 una vez mas.

6. Se adicion6é 900 pl de RCB Lysis Solution; se mezclé por inversion varias
veces y se incubd por 10 minutos a temperatura ambiente 6 37°C,
procurando despegar todo el pellet de leucocitos.

7. Después se centrifugd por 30 segundos a 13,000 - 16,000 x g.

8. Se decantd la mayor cantidad de sobrenadante que sea posible,

procurando no arrastrar el botén de leucocitos. Para resuspender las
células en el liquido residual se agité con vortex.
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% Para limpiar el botén de leucocitos se puede utilizar una micropipeta,
la cual se debe enjuagar en agua con un poco de cloro antes de
limpiar otro botdn de leucocitos.

9. Finalmente se adiciond 300 ul de Genomic DNA Lysis Solution para
resuspender las células. Se mezclé por inversion (o con ayuda de una
pipeta de transferencia) varias veces para lisar a las células. Este proceso
debe realizarse suavemente para no romper el DNA. Si después de que se
mezclara la solucién se observaron algunos cimulos de células, se incubd
a temperatura ambiente 6 37°C por 30 minutos con mezclado ocasional
hasta que la solucion sea homogénea.

% Las muestras son estables en Genomic DNA Lysis Solution por al
menos 18 meses a temperatura ambiente

10. Se adicionaron 100 pl de Protein Precipitation Solution al lisado de
células.

11. Se agitd vigorosamente en vortex por 20 segundos para mezclar
uniformemente el buffer de precipitacion de proteinas con el lisado de
células.

12. Se centrifugé por 3 minutos a 13,000 — 16,000 x g.

% Se debié formar un botén con las proteinas precipitadas. De lo
contrario se repetir el paso 10 seguido por incubacién en hielo por 5
minutos y repetir el paso 11.

13. El sobrenadante fue recuperado y se colocd en un tubo de reaccién de
1.5 mL limpio (se procuré no arrastrar el botén de proteinas) que
contenia 500 pL de isopropanol (2-propanol) frio al 100%. Se mezcld
suavemente la muestra por inversion, al menos 50 veces.

14. Se centrifugo r por 1 minuto a 13,000 - 16,000 x g.

15. El sobrenadante se decantd, evitando arrastrar el boton de DNA. Se
adiciond 300 pL de etanol al 70% vy se invertio el tubo varias veces para
lavar el botén de DNA.

16. Se centrifugd por 1 minuto a 13,000 — 16,000 x g
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17. Se decant6 todo el etanol, posteriormente se colocé el tubo con el botén
en el concentrador de vacio por 30 minutos a temperatura ambiente, para
evaporar completamente el etanol y llevarlo a sequedad.

18. Se adiciond 100 pL agua inyectable y se dejé incubando durante toda la
noche a temperatura ambiente.

19. Se almacend el DNA a 4°C. En caso de un almacenamiento por periodos
largos, se debe realizar a -20°C 6 -80°C.
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