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Resumen

La enfermedad de Parkinson (EP), es una enfermedad neurodegenerativa comun en
el adulto, afecta entre 4.1-4.6 millones de personas. En México se ha estimado una
incidencia de 40-50 casos por cada 100,000 habitantes/afio y en el Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia representa la cuarta causa de atencion médica. El diagnostico
clinico se establece mediante los “Criterios Diagnosticos del Banco de Cerebros de la
Asociacion de Enfermedad de Parkinson del Reino Unido” (UK Parkinson's Disease Society
Brain Bank Clinical Diagnostic Criteria). Se han identificado diferentes factores ambientales
de riesgo para la EP y presenta una heredabilidad del 34-40%. Mediante estudios de
asociaciéon genodmica y ligamiento se han identificado 18 loci relacionados a la EP, en 8 de
ellos se encuentran genes cuyas mutaciones causan EP hereditaria autosémica dominante
(EPAD) o recesiva (EPAR); que en conjunto representan 10% de los casos. El primer gen
identificado causante de EPAD fue a — sinucleina (SNCA), previamente ligado a los loci
PARK1 (mutaciones puntuales) y PARK4 (duplicaciones y triplicaciones) en el cromosoma 4;
aunque es una causa rara de EPAD y EP esporadico (EPE), sus polimorfismos de nucleétido
sencillo (SNPs) han sido relacionados como factores de riesgo. El presente estudio no
identificé las mutaciones puntuales conocidas de SNCA , pero demuestra la participaciéon del
SNP rs356219 como factor de riesgo individual para desarrollar EPE, por lo que debera
estudiarse su aplicacion como apoyo para el diagnostico de la enfermedad de Parkinson en

la poblacion mexicana.

Palabras clave: Enfermedad de Parkinson; SNCA, a-sinucleina, rs356219.



Abstract

Parkinson's disease (PD) is a common neurodegenerative disease in adults, affects
4.1-4.6 million people. In Mexico it has been estimated an incidence of 40-50 cases per
100,000 inhabitants / year and at the National Institute of Neurology and Neurosurgery
represents the fourth leading cause of medical care. The clinical diagnosis is established by
the UK Parkinson's Disease Society Brain Clinical Diagnostic Criteria Bank. They have
identified different environmental risk factors for PD, none of them is considered a causal
factor and has a heritability of 34-40%. Genome-wide association and linkage studies have
identified 18 loci associated with PD, in 8 of them are genes whose mutations cause
autosomic dominant PD (EPAD) or recessive (PDAR), which together account for 10% of
cases. The first gene identified as direc cause of EPAD was a - synuclein (SNCA), previously
linked to the locus PARK1 (mutations) and PARK4 (duplication and triplications) on
chromosome 4, although it is a rare cause of EPAD or sporadic PD (EPD), their single
nucleotide polymorphisms (SNPs) have been related as risk factors. This study did not
identify any known mutations of SNCA, but demonstrates the involvement of SNP rs356219
as a risk factor for developing EPE and it's should be studied their application to support the

diagnosis of Parkinson's disease in the Mexican population.

Keywords: Parkinson's disease, SNCA , alpha - synuclein , rs356219.



Antecedentes

Definicion

La enfermedad de Parkinson (EP) (OMIM #168600(1); CIE10:G20(2)) es una de las
enfermedades neurodegenerativas mas comunes de inicio en el adulto(3). Descrita por
primera vez por James Parkinson en 1817, fue considerada, durante el siglo XIX, como una
combinacion de temblor, rigidez y lentitud en los movimientos(4) y en estados mas
avanzados de la enfermedad, alteraciones cognitivas y del estado de animo(5). El sintoma
inicial mas frecuente es el temblor de reposo que se caracteriza por tener una frecuencia de
4 a 6 Hz y aunque es el mas visible, no es el mas discapacitante(6).

En el siglo XX, la definicion clinica de EP se torné insuficiente, debido al
reconocimiento de combinaciones similares de sintomas y signos en otras enfermedades,
incluidas infecciones del sistema nervioso central (SNC) como en la encefalitis letargica;
intoxicacion por quimicos (como el 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina 6 MPTP);
traumatismos (encefalopatia pugilistica) y otras enfermedades neurodegenerativas, como la
paralisis supranuclear progresiva (PSP; OMIM #601104(7)) y la atrofia multiple de sistemas
(AMS OMIM %146500 (8). Es por esto que se denomina como “Parkinsonismo” a todos los
estados clinicos caracterizados por temblor, debilidad muscular y bradicinesia, siendo la EP
la patologia mas frecuente de este grupo de enfermedades (9).

Mediante el uso de estudios anatomopatolégicos y microscopia Optica fue posible
identificar la presencia de inclusiones eosindfilas, redondeadas y con un halo palido en las
neuronas de la sustancia negra, descritos por Fredrich Lewy, y haciendo estos “cuerpos de
Lewy”(10) (Figura 1) junto con la pérdida de 70 — 80 % de las neuronas de los nucleos de la
base, particularmente de la pars compacta de la sustancia negra(11), el estandar de oro del
diagndstico de la EP y hace posible diferenciar multiples patologias neurodegenerativas, sin
embargo no es posible realizarlos antes del fallecimiento del paciente.

El constituyente protéico principal de los Cuerpos de Lewy es la proteina a —
sinucleina, aunque también contiene sinifilina, cadenas de neurofilamentos, ubicuitina,
ubiquitin carboxilo-terminal hidrolasa y proteina Tau asociada a microtubulos(11, 12).

En 1991 Rajput y colaboradores (13) describieron pacientes que presentaban ovillos

neurofibrilares en la sustancia negra en lugar de cuerpos de Lewy (14).



Figura 1. Micrografia de la sustancia negra obtenida de la necropsia de un paciente con diagndstico
de enfermedad de Parkinson.

Micrografia que muestra las inclusiones eosindfilas denominadas “Cuerpos de Lewy”
(Tomado de Mouradian M y colaboradores, 2012)(14).



Correlacionando estos resultados con otros estudios similares, se acepta que puede
existir hasta un 18 % de casos en los que clinicamente se diagnostica EP pero sin este rasgo
histopatolégico(15), asi mismo, se han observado cuerpos de Lewy en cerebros de
individuos neurologicamente sanos y en varios pacientes con enfermedades
neurodegenerativas clinicamente distintas a la EP, como la enfermedad de Hallervorden
Spatz (Neurodegeneracion asociada a deficiencia de pantotenato cinasa; OMIM #234200
(16)) la panencefalitis subaguda esclerosante (OMIM 260470 (17))(18).

Esta heterogeneidad fenotipica sefiala a la pérdida neuronal en la sustancia negra y
no a los cuerpos de Lewy, como la causa del cuadro clinico en los pacientes con EP(13),
considerandolos como un evento fisiopatoldgico importante en su desarrollo y ocasionados
probablemente por mecanismos de sobrevivencia o bien generados previo a la muerte
neuronal(15).

Es por estos hallazgos que se considera a la EP como un cuadro clinico caracterizado
por la presencia de la triada clasica de temblor, rigidez y bradicinecia. El inicio es lento y
generalmente asimétrico, la progresion es inexorable y con respuesta sostenida a
dopaminomiméticos. Los cuerpos de Lewy son un hallazgo frecuente en la zona compacta de
la sustancia negra, donde predomina la pérdida neuronal, especialmente a nivel ventrolateral,
lo que lleva a la disminucion de dopamina (Figura 2) en el nucleo estriado con un gradiente

rostrocaudal (14).

HO NH

HO

Figura 2. Formula quimica sintetizada de la dopamina.
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Diagnéstico

Actualmente el diagndstico clinico de la EP se establece tomando como sintomas
cardinales la badicinesia, inestabilidad postural y rigidez (19) y mediante los “Criterios
Diagnésticos del Banco de Cerebros de la Asociacion de Enfermedad de Parkinson del Reino
Unido” (UK Parkinson's Disease Society Brain Bank Clinical Diagnostic Criteria) (20), que
tienen una sensibilidad general del 82 % entre médicos generales y hasta 91.1 % de
sensibilidad y un valor predictivo positivo de 98.6 % al ser empleados por médicos
neurologos especializados en movimientos anormales(21) (ANEXO 1).

De manera retrospectiva, la histopatologia de sistema nervioso en necropsias puede
ayudar a confirmar el diagndstico de EP(14, 22) .

La presencia de otros signos neuroldgicos como alteraciones autondmicas,
alteraciones cerebelares, paralisis de la mirada y signos piramidales suelen excluir el
diagndstico(20, 21).

La Escala unificada de Evaluacién de la EP version 3. (UPDRS V3.0, Unified
Parkinson's Disease Rating Scale MDS-UPDRS)(23) es el sistema que se emplea de forma
rutinaria para evaluar el curso longitudinal de la EP. La validacién del MDS UPDRS(23, 24)
en el idioma espanol inicié en el 2009 y durante el 2010 se inici6 la fase Ill en el Instituto
Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez” (INNNMVS) con el objetivo
de verificar la eficacia de dicha escala en la poblacién mexicana(6).

Para determinar los estadios de la EP se emplea la escala de Hoehn y Yahr(25) de
acuerdo a las caracteristicas de los sintomas, extensiéon de la afectacion y discapacidad
fisica ocasionada con una rango que va desde 0 a 5.

Generalmente los individuos que inician con la EP antes de los 20 afios de edad son
considerados con EP de inicio juvenil, aquellos con inicio de la sintomatologia antes de los 45
afnos de edad son considerados de inicio temprano y finalmente aquellos que inician
posteriormente son considerados de inicio tardio. Cabe sefalar que en los casos juveniles y

tempranos se les atribuye mayor componente genético en su etiologia. (9, 11)
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Epidemiologia

A nivel mundial, la EP es la segunda enfermedad neurodegenerativa en frecuencia
(26), y se ha estimado que la incidencia de esta enfermedad en mayores de 60 afios es de
13.4 por 100,000 habitantes cada afio en Estados Unidos(6). La prevalencia de la EP en la
poblacién general es considerada del 0.3 % y cerca del 2 % en personas mayores de 60
anos, aunque varia notablemente entre los distintos grupos étnicos y entre las regiones
geograficas(3).

En oriente, particularmente en China, la prevalencia se considera relativamente baja
(14.6 — 44/100,000 habitantes), mientras que la prevalencia mas elevada se encuentra en
paises cuya principal actividad econdémica es la agricultura, como Australia (414/100,000
habitantes) y Argentina (656.8/100,000 habitantes). En Europa, distintos paises muestran
prevalencias intermedias similares, como Portugal (105/100,000 habitantes) y Espafia
(220/100,000 habitantes)(3).

Se ha calculado que en el mundo afecta actualmente entre 4.1 a 4.6 millones de
personas mayores de 50 afos(6, 27, 28) . En México la prevalencia de la EP se desconoce,
sin embargo se ha estimado una incidencia de entre 40 a 50 casos por cada 100,000
habitantes/afio. En el INNNMVS es la cuarta causa de consulta y se considera que a nivel

nacional pudiera afectar a por lo menos 140,000 personas(27-29).

Etiologia

Aunque se han identificado diferentes factores en la etiologia de la EP, ninguno de
ellos ha sido identificado como factor causal(30). La exposicién cronica a pesticidas (en
especial organofosforados y/o inhibidores de la acetelcolinesterasa), herbicidas y un bajo
nivel educativo, aunque se han relacionado, no han mostrado una asociacion significativa,
mientras que la historia personal de traumatismos craneoencefalicos parece altamente
relacionada con la enfermedad (OR 6.23 IC 95% 2.58 — 15.07)(3, 30).

En un metanalisis realizado por Priyadarshi(31) y colaboradores en 2001, evaluando
22 estudios de casos y controles sobre factores de riesgo ambiental para el desarrollo de la
EP, se observo que el estilo de vida rural presentaba un OR combinado de 1.56 (IC 95%
1.17-2.07), siendo critico (OR 4.9; IC 95% 1.4 — 18.2) cuando la exposicion era mayor a 40
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afos. Asi mismo el consumo de agua de pozo presentdé un OR combinado de 1.26 (IC 95%
0.96 — 1.64) con mayor asociacion (OR 3.28 IC 955 0.93 — 11.51) cuando la duracién de la
exposicion es superior a un afo. La residencia en granjas o exposicion a animales de corral
demostroé un OR combinado de 1.42 (IC 95%1.05 — 1.91) que aumenta (OR 5.2 IC 95% 1.6 —
17.7) cuando se presentaba por mas de 20 afios. La exposicion a pesticidas mostré un OR
combinado de 1.85 (IC 95% 1.31 — 2.60) con un pico (OR 5.81 IC 95% 1.99 — 16.97) cuando
es superior a 10 anos, sin embargo, el estilo de vida rural, la residencia y contacto con
animales de granja y la exposicion a pesticidas, se encuentran altamente relacionadas y el
agua de pozo, es un factor muy variable dependiente de la zona geografica y puede actuar
como vehiculo de neurotoxicos debido a contaminacion del manto friatico (11, 31).

El uso de multivitaminicos y antioxidantes, si bien no se ha observado protejan contra
la enfermedad, si se han asociado con un inicio mas tardio y la mayoria de los estudios
encuentran en el tabaquismo un efecto protector(3, 30).

Como factor de comorbilidad, se ha observado una alta prevalencia de trastorno
depresivo mayor entre los pacientes con EP (47%) tanto concomitante a la enfermedad como
hasta 22 anos previos al inicio de los sintomas parkinsonicos, con un OR de 3.01 (IC 95%
1.32 — 6.88)(30).

Las nuevas tecnologias en biologia molecular en el caso de la EP han sido
excepcionalmente productivas en el estudio de esta enfermedad, permitiendo identificar
varios genes relacionados con las formas familiares hereditarias de ésta, sin embargo solo
abarca una pequefia proporciéon (<10%), ya que mas del 90 % de los casos corresponden a
enfermedad de Parkinson esporadica (EPE) (32)

Estos avances han proporcionado importante informacion que nos permite entender
hasta cierto punto la etiologia de la EPE, aunque muchos aspectos continuan siendo en
realidad desconocidos , la evidencia apunta a un modelo etiolégico multifactorial, donde la
enfermedad resulta de la interaccion de factores ambientales que actuan sobre la
susceptibilidad genética del individuo(3, 6, 19, 30).

La importancia de los factores hereditarios en la EP fue sospechada desde el siglo
pasado, propiciando estudios con el objetivo de conocer su heredabilidad (proporcién del
fenotipo que se debe a la variacidon genética)(29) estimandose entre el 34 y 40 % (33).

Mediante estudios de agregacién familiar, Shino y colaboradores en el 2010
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observaron que la incidencia acumulada de la EPE es significativamente mayor entre los
familiares de pacientes con EPE en comparacion con los familiares de controles sanos (2.0%
v.s. 0.7%, con un riesgo relativo de 3.4 con un IC 95% 1.9-5.9 P=0.001) y es mas alto en
poblaciones hispanas (3,7% vs 0,4%; RR= 8,5, IC 95%:1.0 — 68.9). Los individuos con
familiares en primer grado con EPE tienen entre 1.5 y 9.5 veces mas riesgo de desarrollar la
enfermedad (OR 6.08 IC 95% 2.35 — 15.69). El temblor esencial familiar también representa
un importante factor de riesgo (OR 3.97 IC 95% 1.17 — 13.50)(30, 33, 34).

Entre el 6.8 y 16 % de los pacientes con EPE tienen historia familiar y algunos de
eso0s casos son resultado de mutaciones en un gen especifico causal de EP de herencia
auosomica dominante (EPAD) o de EP de herenica autosémica recesiva (EPAR) (14). En
general estos pacientes presentan EP de inicio juvenil o temprano y no suele encontrarse
otro dato clinico especifico que ayude a distinguir los casos familiares (que presentan
herenica mendeliana) de los esporadicos (que no corresponden a modelos de herencia
mendeliana ni pueden atribuirse a un gen casusal especifico) (30).

Mediante estudios de asociacion gendmica y ligamiento se han identificado 18 loci (35)
relacionados con la EP, sin embargo, la participacion de cada uno de éstos en su etiologia es
controversial(3), de estos, 10 /oci presentan un mecanismo de herencia monogénica y dentro

de ellos se han identificado 8 genes causantes directos de la EP(9), (Tabla 1).

Tabla 1. Formas monogénicas de la EP.(9)

Nombre del Locus Gen Locus

Formas autosémicas dominantes (EPAD)

PARK1 / PARK4 SNCA 4921
PARK3 — 2p13
PARKS5 UCHL1 4p14
PARKS8 LRRK2 12912

Formas autosdmicas recesivas (EPAR)
PARK2 PARK2 6q25.2-q27
PARK6 PINK1 1p36
PARK7 DJ-1 1p36
PARK9 ATP13A2 1p36
PARK14 PLA2G6 22q13.1

-14-



El gen mutado mas frecuentemente implicado a nivel mundial en la EPAD es LRRK2,
presente en el 5 al 6 % de los casos familiares de EPAD y 1 a 2 % de los casos de EPE, sin
embargo, en un estudio realizado en este Instituto por Yescas P. y colaboradores en 2010,
encontré una frecuencia mucho menor, lo que sugiere que la etiologia de la EPAD en nuestra
poblacién sea distinta a lo reportado(36).

Las mutaciones en los genes causales de la EPAD o EPAR ocurren en una pequeia
proporcion de pacientes (<10%), pero hay cada vez mas evidencia que las variaciones
normales de éstos (polimorfismos, o0 cambios en la secuencia genética que no determinan
enfermedad y se encuentran presentes en por lo menos el 1 % de la poblacién sana),
desempefan un papel importante en los casos de EPE(37), por lo que se le considera como
una enfermedad compleja, donde los polimorfismos de nucléotido sencillo (SNPs), otros
polimorfismos como microsatélites (STR's) y variantes en numero de copia (CNV's) confieren
riesgo, directo o indirecto, para desarrollar la enfermedad. En los ultimos afios, los estudios
de asociacion del genoma completo (GWAS) han confirmado los Joci asociados a
enfermedades complejas como factores de riesgo, entre estas, la EPE(38).

Hasta el momento se han descrito mas de 10 millones SNPs en el genoma humano,
principalmente en poblaciones caucasicas (Estados Unidos, Canada e Inglaterra), asiaticas

(China y Japon) y africana (Nigeria), englobadas en el proyecto HapMap (www.hapmap.org

(39) y junto con los CNV's y STR's constituyen una herramienta indispensable para los
estudios de asociacion en enfermedades complejas en cada poblacion(40).

Los resultados obtenidos mediante un meta-analisis sobre bases de datos de GWAS,
realizado por el consorcio internacional de la EP, que incluyé 5333 casos y 12019 controles
de poblaciones caucasicas americanas y europeas, demostrdé asociacion con 18 loci en la
EPE, de los cuales 11 (SNCA, MAPT, HLA-DRB5, BST1, GAK, LRRK2, ACMSD, STK39,
MCCC1/LAMP3, SYT11 y CCDC62/HIP1R) representaron un riesgo combinado atribuible del
60.3 % (IC 95% 43.7 — 69.3) para desarrollar EPE(35).

En tejido cerebral postmortem de pacientes con EP, se han encontrado niveles
elevados de lipidos peroxidados, hierro y proteinas nitradas(41, 42) y varios de los genes
relacionados en la EP, se encuentran en gran parte involucrados en distintos procesos
metabdlicos comunes en las enfermedades neurodegenerativas, incluidos la agregacion

protéica por disfuncion en la via de ubicuitina — proteosoma, disfuncién mitocondrial y estrés
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oxidativo(37), , lo que sugiere una disfuncion de la cadena respiratoria mitocondrial, similar a
lo encontrado en otras enfermedades neurodegenerativas como la Demencia Frontotemporal
(DFT; OMIM #600274(43)) y enfermedad de Alzheimer (EA; OMIM #104300(44)) sefalando
un mecanismo patolégico comun en varias de estas enfermedades, que concluye con el
dafio especifico neurona(45). La causa de que las neuronas dopaminérgicas sean alteradas
de manera especifica en la EP aun no es del todo comprendida (3).

El descubrimiento dela proteina a — sinucleina como el principal componente de los
cuerpos de Lewy, la centré6 como un factor importante en el desarrollo de la EPE(46-48).

En pacientes con EP se han identificado varias proteinas con alteraciones en su
plegamiento, principalmente la a — sinucleina(49, 50), que se sospechan debidas a
nitroaminacion y fosforilacion del aminoacido serina en la posicion 29 en los cuerpos de Lewy
y se ha sugerido que ocasionan inhibicion mitocondrial y como resultado la generacion de
radicales libres, resultan en la produccion de los agregados de a — sinucleina e inician
mecanismos proapoptoticos(51, 52).

Es por esto que el primer gen identificado relacionado a EP fue el de a — sinucleina
(SNCA) en 1995, localizado por ligamiento en el cromosoma 4q21(37, 53, 54).

Este gen presenta 7 exones, los exones 1a y 1b son eliminados por modificaciones
cotranscripcionales y los exones 3 y 5 sufren corte y empalme alternativo, generando 4
isoformas de a — sinucleina, de 140, 126, 112 y 98 aa respectivamente(55). (Figura 3)

Se postula que la a — sinucleina y la B — sinucleina inhiben la selectividad de la
fosforilacidon en el receptor D2, regulando la liberacién y transporte de dopamina. También se
infiere que a — sinucleina induce la fibrilaciéon de la proteina Tau asociada a microtubulos y
reduce la respuesta neuronal protectora a varios estimulos apoptoticos al disminuir la
activacién de la caspasa 3(56).

Otra funcién que se ha atribuido a la a — sinucleina es la participacion en trafico de
vesiculas y liberacidon o recaptura de neurotransmisores en la hendidura sinaptica. (Figura 4).

La proteina a — sinucleina presenta diversos dominios, entre los que se encuentra el
"componente no A-beta de la placa amiloide de la enfermedad de Alzheimer" (dominio NAC)
que esta implicado en la formacién de fibrillas. La region hidréfoba central forma el nuacleo de
los filamentos y cuerpos de Lewy. El extremo C-terminal puede regular la agregacion y

determinar el diametro de los filamentos(57). Postraduccionalmente es fosforilada,
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principalmente en los residuos de serina por caseina quinasa tipo 1 (CK1) en residuos
distintos de los fosforilados por otras cinasas. La fosforilaciéon de Ser-129 es especifica en
los cuerpos de Lewy. In vitro, la fosforilacion en Ser-129 promueve la formacién de fibrillas
insolubles. La fosforilacion en Tyr-125 ocurre por una via de proteina tirosina quinasa tipo 2

beta dependiente de estrés osmoético (PTK2B-dependiente de estés osmotico) (58-60).

Ri5 pi55  pisz pisi pi4 P13 piz pil a1z ERERTEE ST K] az13 a2 a23 §24 a25 a2 937 g3 il Q.2 Qs a3z a35 a3 ais

A T R e T R L S S O s .
rs356220  rs7684318 rs356203 rs2619363
| |
| - i f—t—s—Hq|SNCA
B rs356219 rs17016074 rs2736990 rs2619364
2 -3
= 1a 1b 3 5 6 =
c o w
I [l
= ==
=2 g3
HE
D SNCA. 35+ [ =] =1 Ed T [Eg] 140 aa
SNCA 35" | E2 | E4 I E5 IEs] 126 aa
SNCcA 35 [ =] | = | Ed TE&] 112 aa
SNCA 35 | E2 | Ed4 [ES | 98 =a

Figura 3. Locus de SNCA localiado en 4921.3-q22.1 del cromosoma 4

El locus de SNCA localiado en 4g21.3-g22.1 del cromosoma 4 , abarca 114,135 pb, desde la posicion
86,396,384 de pTer hasta 86,510,518 (linea azul de ideograma de cromosoma 4) (A). El transcrito
primario y los polimorfismos analizados se muestran en la segunda figura (B). Posteriormente se
muestran los sitios de splicing alternativo y las mutaciones puntuales se muestran en la regién inferior
(C). Finalmente se muestran las distintas isoformas de la proteina a-sinucleina (D) (Modificado de
http://www.genecards.org. Weizmann Institute of Science. 2012.)(55).
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Figura 4. Localizacion de la a — sinucleina en relacién a la liberacion de neurotransmisores.

Asociacion de la a — sinucleina a la vesicula sinaptica hasta su fusién con la membrana plasmatica y
su funcién en la formacién de nuevas vesiculas sinapticas. (tomado de Fortin, DL y colaboradores

2010)(56, 61)
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Hasta el momento se han identificado 3 mutaciones puntuales en SNCA: p.A53T,
p.A30P y p.E46K, que corersponden al locus PARK1 reportado en casos de EPAD(4, 62-64);
las duplicaciones y ftriplicaciones, también patolégicas, del gen SNCA ocasionan un
corrimiento del ligamiento hacia el locus PARK 4 y se han reportado tanto en casos de EPAD
como en casos de EPE(65), también se han reportado otras variaciones, aunque se
presumen deletereas, como la mutacion H50Q la evidencia es aun incompleta(63, 66-68).

Los hallazgos reportados en distintas poblaciones han sugerido que las mutaciones
en este gen son una causa poco frecuente de EPAD, entre el 2 y 1% de los casos (69).

Varios polimorfismos, entre ellos un dinucledtido repetido (D4S3481 localizado ~10kb
de la region 3’ no traducida del promotor) conocido como Rep1-263 que se ha asociado con
mayor frecuencia a un riesgo aumentado de padecer EPE(69)

Otros polimorfismos de nucledtido sencillo (SNPs) como: rs2619364, rs2619363,
rs2736990, rs7684318, rs356219 y rs356220 (Tabla 2) han tomado mayor importancia y se
han postulado como factores de riesgo para desarrollar EPE principalmente en poblaciones
caucasicas y asiaticas, los cuales han mostrado resultados consistentes en estudios de

asociacion genémica (38, 70) (Figura 5).

Tabla 2. Asociacion reportada de SNPs de SNCA con la EPE.(71)

Polimorfismo Valor de P OR (IC 95%) n Poblacion
Rs2619364 0.02 1.45(1.01-2.11) 236 Noruega
(72, 73)
rs2619363(72) 0.02 1.45(1.01-2.10) 236 Noruega
rs2736990(74) 0.01 1.30 (1.18 — 1.43) NR Noruega, Alemana
Rs7684318 <0.05 1.54 (1.35 - 1-75) 175 Noruega, Alemana, Ja-
(74),(48) ponesa
Rs17016074 No Reportado Aumento de expresion NA Estudio in vitro
(70, 75) de SNCA significativa en
ensayos in vitro
rs356219(72) 0.02 1.40 (1.06 — 1.85) 236 Noruega
rs356220(48) <0.001 1.48 (1.25-1.74) 175 Japonesa
rs356203(48) <0.05 1.48 (1.25-1.74) 175 Japonesa
NR: No reportado. NA: No aplicable.
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rs1372513
D483474
rs2583961
11372525
D453481
12583988
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12301135
0453486
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D4834TT
D483475
D453487
1356165
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Regién cromosoémica 4921

A30P
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Region amfipatica Dominio NAC 140

A30P  E46K AS3T

Figura 5.0rganizacion del gen SNCA y la proteina a-sinucleina.

(A) En la region superior de la figura azul se muestran algunos de los polimorfismos asociados a EPE
y en la region inferior se muestran las mutaciones puntuales conocidas que ocasionan EPAD; (B)
abajo se muestra la proteina con sus 6 exones y 13 dominios, su region anfipatica, el dominio NAC y
la regién acida, de la misma forma se muestra el sitio en la proteina que ocupan las mutaciones
descritas hasta la fecha (Modificado de de Myhre R, y cols 2008)(56, 72).
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Se conoce que las formas alteradas (mutantes y polimorficas) de a-sinuleina provocan
un desequilibrio en la homeostasis, que resulta en la polimerizacion aberrante de fibrillas,
asociadas con varias enfermedades neurodegenerativas denominadas sinucleinopatias (49).
Los agregados fibrilares de a — sinucleina, representan el principal componente no A-beta de
la placa amiloide en la enfermedad de Alzheimer, y un componente importante de las
inclusiones de cuerpos de Lewy (55, 74).

Esta proteina es un componente importante en los cuerpos de Lewy, tanto en casos
familiares como esporadicos(76), sus variaciones genéticas han sido ampliamente
estudiadas, por estudios de asociacion del genoma completo (GWAS por sus siglas en
inglés) y confirmando por meta-analisis(77), comprobando su participacion como un
importante factor de riesgo para el desarrollo de EPE(40).

La poblacion mexicana, que incluye 60 grupos étnicos y una compleja historia de
mestizaje amerindia, europea y en menor medida de ascendencia africana, no se encuentra
representada adecuadamente en el HapMap(39, 78) u otras bases de datos similares. Es
necesaria la identificacion de polimorfismos y las frecuencias propias en cada poblacion para
entonces aplicar este conocimiento al estudio de las enfermedades complejas, esfuerzo que
actualmente se esta realizando.

Es por este mestizaje que suele realizarse la distincion entre poblacién “mexicana”
(mestizo mexicanos; definido como hijo de padres nacidos en México, por lo menos 3 de los
abuelos nacidos en México, y como maximo un abuelo de origen espafiol) y poblacion
indigena.

En el caso de la poblacion mexicana, los polimorfismos el gen MAPT(79), las
mutaciones heterocigotas en el gen de GBA (80)(que en estado homocigoto causan la
enfermedad de Gaucher tipos perinatal, I, Il, lll y [IIC (OMIM #608013 (81), OMIM #230800
(82), OMIM #230900(83), OMIM #231000(84), OMIM #231005(85) respectivamente (86)), los
fenotipos metabolizadores lentos de CYP2D6(87), los polimorfismos del gen NAT y el alelo €4
de APOE(88), ya han sido investigadas por el grupo de trabajo de Neurogenética de este
Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez” (INNNMVS), como
factores de riesgo para el desarrollo de EPE mostrando asociacién positiva con la
enfermedad. En el caso de MAPT no se logré encontrar una asociacion (79), mientras que la

mutacion p.L444P en GBA mostré asociacion con EPE de inicio temprano (86).
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EL conocimiento de que las variaciones genéticas consideradas normales generan
diferencias en la susceptibilidad, fenotipo y evolucion de distintos padecimientos complejos o
multifactoriales(69), ha permitido senalar genes candidatos y establecer hipotesis
fisiopatologicas y causales sobre la EP(38).

Con los avances y aplicaciones de nuevas tecnologias gendmicas y computacionales,
es razonable pensar que las lineas de investigacion de asociacion genética en enfermedades
complejas, daran resultados en términos de una medicina personalizada, diagndstica y
terapéutica, en un futuro cercano, por lo que es necesario establecer el comportamiento y
distribucion de las variaciones genéticas en nuestra poblacién asi como su asociacién con la
EPE y la EPAD(38).

Planteamiento del Problema

La EP es una condicion clinica frecuente y altamente incapacitante, que ocupa la
cuarta causa de consulta en el INNNMVS. Su etiologia se considera multifactorial, la gran
mayoria de los casos son esporadicos (EPE), aunque se desconoce en gran medida la
participacion de los factores genéticos que la integran, por lo que el esclarecimiento de estos
puede ayudar en su comprension etiologica y de los mecanismos patologicos y asi, las
futuras investigaciones estaran encaminadas a mejorar el diagnostico temprano, la
prevencion y manejo de esta enfermedad.

La poblacion mexicana, que incluye 60 grupos étnicos y una compleja historia de
mestizaje amerindia, europea y en menor medida de ascendencia africana, no se encuentra
representada adecuadamente en el HapMap(39, 40) o en otras bases de datos similares,
por lo que es necesario la identificacion de estos polimorfismos y sus frecuencias para
entonces aplicar este conocimiento al estudio de los factores genéticos de las enfermedades
complejas como la EPE en nuestra poblacion.

En los estudios de asociacion genética, el conocimiento de las variaciones o
polimorfismos genéticos (como los polimorfismos de nucleétido sencillo o SNPs, los repetidos
cortos o STR's y las variaciones en numero de copias o CNV's) y su frecuencia son un
requisito en cada poblacién en particular.

Debido a que los estudios que han asociados polimorfismos de SNCA con la EPE se

han realizado en otras poblaciones, la frecuencia y distribucion de estos polimorfismos en la
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poblacién mexicana y su relacién con la EPE, como factores de riesgo o protectores, son

desconocidos.

Pregunta de Investigacion

¢Existe una relacion de los SNPs rs2619364, rs2619363, rs2736990, rs7684318,
rs17016074, rs356219, rs356220 y rs356203 del gen SNCA con la EPE en poblacion

mexicana?
Justificacion

La distribucion de las variaciones genéticas a lo largo del gen SNCA en la poblacién
mexicana y su asociacion con la EPE, donde se desconoce un gen causal, brindara
informacion necesaria para continuar con investigaciones encaminadas a esclarecer la

fisiopatologia y mejorar el diagndéstico en nuestra poblacion.

De manera paralela es necesario poder ofrecer un panel diagnostico de mutaciones a
los pacientes con EPAD y EPAR, incluido el gen de SNCA, permitiendo realizar un
diagnostico preciso para brindar asesoramiento genético de certeza a los pacientes y sus

familiares en riesgo.
Hipoétesis

1. Los SNPs rs2736990, rs7684318, rs356220, rs2619364, rs2619363, rs17016074,
rs356219 y rs356203 se encontraran asociados en pacientes con EPE de la poblacién

mexicana.

2. Las mutaciones AS53T, A30P y E46K en SNCA explicaran un pequefo porcentaje de
los casos de EPAD en pacientes mexicanos.
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Objetivos

1. Comparar la frecuencia de los SNPs de riesgo rs2619364, rs2619363, rs2736990,
rs7684318, rs17016074, rs356219, rs356220 y rs356203 del gen SNCA entre una muestra

de controles de poblacion mexicana sana y una muestra de pacientes con EPE.

2. Determinar la presencia de las mutaciones A53T, A30P y E46K en el gen SNCA en

una muestra de pacientes mexicanos con EP de herencia autosdmica dominante (EPAD).

Aspectos Eticos y de Bioseguridad

Durante la planeacion y realizacion de este estudio se ha mantenido estricto apego a
la declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial(89).

Todos los participantes, tanto casos como controles, han firmado carta de
consentimiento informado correspondiente a su grupo de estudio de acuerdo a lo estipulado
en el Reglamento de la Ley General de Salud, capitulo |, articulo 17; fraccion Il: Investigacidon
con riesgo minimo(90).

Este estudio se realiz6 previa revision y autorizacion por los comités de Investigacion y
Bioética del INNNMVS vy los participantes declaran que no presentan conflicto de intereses

con el presente estudio.

Consideraciones Econémicas

Actualmente el Departamento de Genética del INNNMVS cuenta con los recursos
técnicos (equipos especializados), personal capacitado, apoyo econdémico (CONACyT
SALUD-2010-01-140190) asi como la colaboracién con la Clinica de Movimientos Anormales
para identificar a los pacientes que cumplen con los criterios diagndsticos propuestos por el
Banco de Cerebros de la UK Parkinson’s Disease Society modificados y realizar la

evaluacion clinica y molecular.
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Material y Métodos

Diseiio
Observacional, Transversal, Comparativo de casos y controles.

Poblacién y Muestra

Poblacién blanco: Pacientes con diagndstico clinico establecido de EP.

Poblacion elegible: Pacientes mexicanos con diagndstico clinico establecido de EP que
acudan al INNNMVS.

Poblacion participante: Muestras de DNA de pacientes y controles contenidas en el
acopio de DNA de la linea de investigacion “Estudio Molecular de Enfermedad de
Parkinson” de pacientes y controles del Departamento de Neurogenética y Biologia

Molecular del INNNMVS y que cumplan con los criterios de inclusion.

Muestreo:

Calculo del Tamaio de Muestra

Para determinar el tamafio de muestra necesario para un estudio de casos y controles,
se empleo la formula de Fleiss con correccion continua (Formula 2), con una frecuencia
promedio de los SNPs de 4 por ciento, empleando una seguridad de 95 %, poder de 80 %,
un OR tedrico de 3.0, y una relacion de casos y controles 1:2.

1+\/1+2ﬂ
n,|p,— pl|

il

4

Nyee=

n1=Numero de casos

r= Relacion controles:casos 2:1
p1=Proporcion de casos con exposicion
p2=Proporcion de controles con
exposicion

Formula 2: Calculo del tamafio de muestra estudio de casos y controles(92)
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De acuerdo al calculo anterior se consideraron necesarias, 172 pacientes mexicanos
con diagndstico de EPE establecido por un neurdlogo experto en movimientos anormales de
acuerdo a los criterios clinicos del banco de cerebros del Reino Unido, obtenidos del acopio
de DNA de pacientes con EP (representando 344 alelos) y 344 sujetos mexicanos sanos,
obtenidos del acopio de DNA de controles (correspondiendo a 688 alelos).

De forma independiente, se incluyeron para el analisis de mutaciones puntuales en
SNCA un total de 86 muestras de pacientes con EPAD sin mutacion detectada en LRRK2, ya
que es la causa mas frecuente de EPAD seguida de SNCA (36).

Fueron seleccionadas de manera aleatorizada simple 172 muestras del acopio de
DNA de pacientes con EP y 344 muestras del acopio de controles de sujetos mexicanos
sanos, pertenecientes a la linea de investigacion “Estudio Molecular de Enfermedad de
Parkinson” del Departamento de Neurogenética y Biologia Molecular del INNNMVS de

acuerdo al calculo de tamafo de muestra y segun los siguientes criterios de inclusion:

Criterios de inclusion:

Grupo control:

DNA de sujetos de cualquier género

2. Mayores de 18 afios.

Sin manifestaciones ni antecedentes de enfermedades neurodegenerativas en primero
0 segundo grado.

4. Que hayan aceptado mediante consentimiento informado participar como controles
sanos en el acopio de muestras control de individuos sanos para el estudio de
enfermedades neurodegenerativas del Departamento de Neurogenética y Biologia
Molecular del INNNMVS (ANEXO 2)
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Grupo de casos esporadicos:

1. DNA de pacientes con diagndstico clinico de EP realizada por un neurdlogo experto en
movimientos anormales y de acuerdo a los criterios diagndsticos propuestos por el
Banco de Cerebros de la UK Parkinson’s Disease Society modificados. (Anexo 1)

2. Sujetos que presenten puntuacion en la escala MDS-UPDRS vy Clasificacion de
Hoehen y Yahr que soporten los criterios diagnostico de la enfermedad de Parkinson.
(Anexos 2)

Cualquier género.
Sin antecedentes familiares en primer o segundo grado de EP o que se desconozcan
los mismos.

5. Que hayan aceptado mediante consentimiento informado participar como pacientes en
la linea de investigacion “Estudio Molecular de la Enfermedad de Parkinson” del

Departamento de Neurogenética y Biologia Molecular del INNNMVS.

Grupo de casos familiares:

1. Seleccion secuencial no aleatorizada de DNA de pacientes con diagnéstico de EP
realizada por un neurdlogo experto en movimientos anormales de acuerdo a los
criterios diagnosticos del Banco de Cerebros de la UK Parkinson’s Disease Society
modificados. (Aexo 1)

2. Sujetos que presenten puntuacion en la escala MDS-UPDRS vy Clasificacion de
Hoehen y Yahr que soporten los criterios diagnostico de la enfermedad de Parkinson.
(Anexo 1)

Cualquier género.

Con antecedentes familiares de EPAD.

Que hayan aceptado mediante consentimiento informado participar como pacientes en
la linea de investigacion “Estudio Molecular de la Enfermedad de Parkinson” del
Departamento de Neurogenética y Biologia Molecular del INNNMVS.

6. Que se haya descartado mutacion en LRRKZ2 como causa de la EPAD.
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Criterios de Exclusion

1. Muestras del acopio de DNA del Departamento de Neurogenética y Biologia Molecular
del INNNMVS de pacientes o controles que no cuenten con la informacién necesaria

para su analisis.

2. Muestras del acopio de DNA del Departamento de Neurogenética y Biologia Molecular
del INNNMVS de pacientes que no cumplan con los criterios diagnosticos del Banco

de Cerebros de la UK Parkinson’s Disease Society modificados

Criterios de Eliminacion

1. Retiro del consentimiento informado por parte de los sujetos control o pacientes a
quienes pertenece la muestra de DNA.

2. Muestra del acopio de DNA de la linea de investigacion “Estudio Molecular de
Enfermedad de Parkinson” del Departamento de Neurogenética y Biologia Molecular
del INNNMVS que sean insuficientes o que no cumpla con los estandares de calidad

para su genotipificacion.

Informacion Clinica

Fueron consultadas las variables demograficas de interés recopiladas en la base de
datos del acopio de DNA, mediante entrevista directa y revision de expediente clinico de los
pacientes, vaciando la informacion en hojas de captura especificamente disefiadas (ANEXO
3) los resultados de la genotipificacion han sido obtenidos mediante técnicas estandarizadas
de biologia molecular en el laboratorio de Genética y Biologia Molecular del INNNMVS. La

definicién conceptual y operacional de las variables se muestran en el Tabla 3.
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Tabla 3. Definicion operacional y conceptual de variables

Variable

Género

Grupo

Edad de Inicio

Tabaquismo

Alcoholismo

Exposicion a neu- C: Exposicion habitual (por lo menos un afio) a pesticidas, insecticidas o solventes

rotoxicos

Traumatismo Cra-

neoencefalico

rs2619364

rs2619363

rs2736990

rs7684318

rs17016074

Definiciéon C: Conceptual Op: Operacional

C: Género al que pertenece el sujeto Op: Masculino (0) Femenino(1)

C: Grupo de estudio al que pertenece la muestra: Op: Control (0); Caso

esporadico (1); Caso familiar (2)

C: Edad a la que inicia el padecimiento en los pacientes con EP o edad al

momento de ingreso al estudio para los controles Op: Edad en afios cumplidos al

momento de la toma de muestra

C: Consumo habitual de tabaco de por lo menos 10 cajetilla al afo por 5 afios

Op: Positivo (1) Negativo(0)

C: Consumo habitual de alcohol, por lo menos una vez por semana llegando al

estado de embriaguez
Op: Positivo (1) Negativo (2)

organicos previo al inicio de los sintomas o al inicio del presente estudio

Op: Positivo (1) Negativo (0)

C: Trauma directo al craneo seguido de pérdida de estado de alerta,

nauseal/vémito y/o Diplopia por lo menos en una ocasién en los 5 afios previos al

presente estudio o inicio de los sintomas
Op: Positivo (1) Negativo(2)
C. Polimorfismo de nucleétido sencillo
GGACCI[A/G]GAGCA
Op: Polimorfismo A G; A/A (0) A/G (1) G/G (2)
C: Polimorfismo de nucleétido sencillo
TCAGC[G/T]CCTGC
OP: Polimorfismo G T; G/G (0) G/T (1) T/T (2)
C: Polimorfismo de nucleétido sencillo
ATACA[C/TICTTCT
OP: Polimorfismo C T; C/C (0) C/T (1) T/T (2)
C: Polimorfismo de nucleétido sencillo
TATCT[C/T]ATATC
OP: Polimorfismo C T; C/C (0) C/T (1) T/T (2)
C: Polimorfismo de nucleétido sencillo
ACATC[A/G]CAAAA
Op: Polimorfismo A G; A/A (0) A/G (1) G/G (2)
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Tipo de variable
Categorico
Dicotoémica

Categorica

Numérica

continua
Categorica
Dicotémica
Categorica

Dicotéomica

Categdrica

Dicotémica

Categorica

Dicotéomica

Categorica

Categorica

Categorica

Categorica

Categorica



Tabla 3. Definicion operacional y conceptual de variables

rs356219 C: Polimorfismo de nucleétido sencillo Categorica
TAGACIA/GITGGAA
Op. Polimorfismo A G; A/A (0) A/G (1) G/G (2)
rs356220 C: Polimorfismo de nucledtido sencillo Categorica
AGTGG[C/T]TTTTT
Op. Polimorfismo C T; C/C (0) C/T (1) T/T (2)
rs356203 C: Polimorfismo de nucleétido sencillo Categorica
GATTA[A/G]JATAGT
Op. Polimorfismo A G; A/A (0) A/G (1) G/G (2)
A53T C. Sustitucion de Alanina (A) por Treonina (T) en el residuo 53 de a — sinucleina. Categorica
g.15148G>A Dicotomica
Op.A(0) T (1)
A30P C. Sustitucion de Alanina (A) por Prolina (P) en el residuo 30 de a — sinucleina. Categodrica
g.7717G>C Dicotomica
Op.A(0)P (1)
E46K C. Sustitucion de Ac Glutamico (E) por Lisina (K) en el residuo 46 de a — Categorica
sinucleina. g.15127G>A Dicotémica

Op. E (0)K (1)

Métodos

Extraccion de DNA

A un volumen de la sangre obtenida, se le agregaron tres volumenes de una solucién
amortiguadora de lisis de glébulos rojos (BLGR por sus siglas en inglés, compuesto por
NH.CL, NaHCOs;, acido etilendiaminotetraacético o EDTA a pH 7.3) en un tubo para
centrifuga. Esta mezcla se homogenizé por inversion y se centrifugé a 3'000 rpom durante 6
minutos. Los componentes del BLGR generan un choque osmético a las membranas de los
eritrocitos produciendo su ruptura.

Después de la centrifugacion, se decantd el sobrenadante y se trabajo con el botén
o pellet de las células mononucleares (CMNSs). Las células fueron resuspendidas con 1mL de
solucion BLGR y se centrifugaron a 3’'000 rpm/2 minutos. Este paso se repitio hasta obtener

un botdén blanco, después de decantar el sobrenadante.
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Se agregd 570 uL de una solucién de cloruro de sodio, NaCl [5SmM] al boton de CMNs
y se dejo en agitacion por dos minutos. A esta mezcla, se adicion6 40 pL del
detergente dodecil sulfato de soido, (SDS) [10 % v/v], se homogenizé la mezcla y después
se le agreg6 200 pL de una solucion de NaCl [7M]. La mezcla anterior se centrifug6 a 11’500

rpm durante 20 minutos a 4°C.

La primera solucion de cloruro de sodio (NaCl) genera un cambio en la carga de en las
proteinas de la membrana citoplasmatica atrapando a las moléculas de agua que rodean a
éstas, para que posteriormente puedan precipitar. EIl SDS al ser un tensoactivo idnico,
ocasiona la formacién de micelas generando que se disuelvan las membranas lipidicas, y
finalmente el NaCl saturado favorece la precipitacion de las proteinas nucleares. Después de
centrifugar se obtuvo un precipitado salino y proteico en el fondo del tubo y un sobrenadante

viscoso. El sobrenadante, que contiene el DNA se transfirié a un tubo limpio.

Al sobrenadante se le raliz6 una extraccion organica con una mezcla de alcohol
isoamilico-cloroformo, se agité la mezcla y posteriormente se centrifugd a 14’000 rpm
durante 15 minutos. La fase organica (que contiene de restos celulares) se separo de la fase
acusoa que contiene el DNA (que es soluble en agua). Después de centrifugar se retird
cuidadosamente la fase acuosa, y se traspasoé a otro tubo con 600 pL de etanol absoluto, se
agitdé vigorosamente para precipitar el DNA, se volvié a centrifugar a 14’000 rpm durante 15
minutos y se descartd el sobrenadante para quedarse solo con el botén y rehidratar con

etanol al 70% y se volvio a centrifugar de la misma forma.

Posterior al tratamiento con etanol al 70%, éste se decanto y el boton que se encontrd
en el tubo se secd a vacio con temperatura de 30-60° C, y finalmente una vez seco el boton
de DNA se resuspendio en 100-300 pL de agua estéril y se dejé incubando a temperatura

ambiente durante 1 hora o toda la noche a 60°C.
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Después de la incubacion, se cuantificé el DNA por espectrofotometria a 260 nm, y de
acuerdo a la concentracion, las muestras se diluyeron a una concentracién final de 100
ng/ uL. Con ésta concentracion de las muestras se procedi6 a la siguiente etapa del proceso,
PCR.

Cuantificacion de DNA

Se calibré el equipo NanoDrop 2000c Thermo Scientific® con un blanco de agua
bidestilada:

1. Se tomé 1l de la muestra de DNA y se coloco sobre el lector del equipo NanoDrop 2000c
Thermo Scientific®.

2 Se Midi6 la densidad 6ptica (DO) y la absorcién a 260 nm (Azeo).

3 Para analizar la pureza de la muestra, se tomé una segunda lectura a Azs nm.

La relacién de DO a Azonm / DO a Azonm se considera optima de 1.8 (rango 1.6 a 2)
la absorcion (A) es mayoritariamente debida a acidos nucleicos. Si es menor a 1,6, indica la
presencia de contaminantes y es recomendable una re-extraccion con fenol/cloroformo y
precipitacion con etanol o isopropanol.

La concentracion de DNA a Az, = 1.0 equivale a una concentracion de 50 ng/ul de
DNA de cadena doble por ml de agua.

Para calcular la concentracién de la muestra:
[DNA] = (50 mg / ml)/(Azeo)( factor de dilucion)

El factor de dilucion es el volumen final de la dilucion dividido entre la

cantidadalicuotada para la dilucién)

[DNA total] = [DNA] x volumen eluido en ml.

Genotipificacion de polimorfismos

El analisis genético de los polimorfismos se realiz6 mediante PCR en tiempo real para
discriminacion alélica de SNPs mediante sondas TagMan® para genotipificacion marcadas
con fluorescencia (VIC para el alelo silvestre y FAM para el alelo de riesgo) en un equipo

SetpOne® Applied biosystem(72, 75, 76) segun lo reportado previamente por Kay DM vy
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cols(76) para los SNPs rs2619364 (Assay ID C_3113461_10), rs2619363 (Assay ID
C_16036895_10), rs2736990 (Assay ID C_3208948 10), rs7684318 (Assay ID
C_2950951_10), rs17016074 (Assay ID_32615669 10), rs356219 (Assay ID
C_1020193_10), rs356220 (Assay ID C_1020192_10) y rs356203 (Assay ID C_3208955_10)
de acuerdo al software y especificaciones estandarizadas por el proveedor Applied
biosystem(71,76, 93).
Se empled la siguente mezcla de trabajo para reaccién de discriminacion alélica con
reactivos de Applied biosystem®:

Master Mix® 2.5uL

Sonda TagMan®  0.25uL
H20 DD 1.7510/uL
DNA [10nm/puL] 1.2uL

Volumen Total: 5uL

Las condiciones de amplificaciéon por PCR en tiempo real para discriminacion alélica

de SNPs mediante sondas TagMan® se realizé como sigue:

Temperatura inicial: 60°C x10 segundos
Desnaturalizacion inicial:  95°C x10 minutos
40 ciclos:

Desnaturalizacion: 95°C x15 segundos
Extension: 60°C x1 Minuto

Extension final: 60°C x30 segundos

Genotipificacion de mutaciones
PCR punto final y restriccion enzimatica para mutaciones puntuales

Los casos de EPAD fueron analizados mediante técnica de PCR y RFLPs (restriccion

enzimatica de segmentos de longitud variable) del gen SNCA para descartar las mutaciones
puntuales conocidas A53T, A30P y E46K(4, 62, 64)
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La secuencia parcial del gen de a — sinucleina y el lugar donde se localizan las

mutaciones puntuales (Exén 2 y 3) se representan a continuacion (Gene ID: 6622):

A

p. A30P C>G

2581

2641

2701

2761

tcaAAGTGTA

TTTTATGTTT TCCagtgtgg tgtaaaggaa

tcatgaaagg

agggtgtggc

ccccaaatgt

actttcaaag gccaaggagg gagttgtggc

Gi

agaagcal@ca ggaaagacaa aagagggtgt

cagttIGGTG CTTGTTCATG AGTGATGGGT

ttcattagcc
tgctgctgag
tctctatgta

TAGGATAATC

atggatgtat
aaaaccaaac
ggtaggtaaa

AATACTCTAA

p. E46K G>A ; p. A53T G>A

10021

10081

10141

10201

10261

aagattgaga
cttgagactt
atggtgtgl€c
tagtgattag

ATTCTAAGAA

tttttaaatt
atgtcttgaa
aacaggtaag
tgtggcccag

CATATCagtc

agttgtattg
tttgtttttg
ctccattgtg
tattcaagat

ttattgaaac

aaaactaGCT

AATCAGCAAT

TTAAGGCTAG

taggctccaa
cttatatcca
tcctatgaaa

tgaattcttt

JAY
aaccaagEag
aagatgatat
ttgtaaaaca

ataaagtatt

ggagtggtgc
ttaaagtatc
atcalTGAGC

tttaaatagg

En A se muestra la secuencia de DNA, oligonucleétdos y sustitucion de la mutacién
p.A30P y en B se muestra la secuencia de DNA, oligonucledtdos y sustitucién de las
mutaciones p. E46K y p. A53TLa reaccion en cadena de la polimeraza (PCR) se realiz6
empleando la secuencia de oligonucleétidos mostrada arriba (secuencia en mayusculas vy
marcada en gris). Las mutaciones se muestran marcadas con fondo negro (la base marcada
en negro dentro de la secuencia corresponde al alelo silvestre y sobre ella se muestra el

cambio de base en mayusculas, identificando la mutacion).

La Mezcla de reacciéon de PCR se realizé de la siguiente manera:

Master Mix® 20uL
Primer F[10nm/uL] 2uL
Primer R[10nm/uL] 2uL
H.0 DD 24uL
DNA [100 ng/ pL] 2uL
Volumen total: 50uL
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Para la reaccion de PCR se empled el siguiente protocolo en equipo termociclador
Axigen Maxigen®:
Desnaturalizacion inicial:  94°C x10 minutos
35 ciclos:

Desnaturalizacion: 94°C x30 segundos

Alineacién: 50°C x30 segundos
Extension: 74°C x30 segundos
Extension final: 74°C x10 minutos

Conservando los productos de PCR a 4°C

Para corroborar la amplificacion de la reaccion, los productos de PCR fueron resueltos
mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio. Se mezclaron
5 ul de poducto de PCR y 1ul de "amortiguador de carga", la muestra se coloc6 en un pocillo
del gel, el marcador de peso molecular de DNA V Roche Applied Sience® se colocé en el
primer pozillo (Mezcla de fragmentos preparada por escision del ADN de pBR322 con Hae IIl)

para identificar los amplicones obtenidos.

Posteriormente se realiz6é corte enzimatico de los productos de PCR de acuerdo a los

siguientes protocolos:

Mutacién p. A30P

Enzima Mval (la mutacién crea un sitio de corte enzimatico* produciendo un fragmento de
136 pb y otro de 56 pb. El alelo normal presenta 192 pb)

*5' .CC|W G G...3
3'...G G W1C C...5'

* 10ul de la reaccion de PCR

+ 18ul de agua bidestilda libre de nucleasas

+ 2yl de amortiguador 10X (33 mM Tris-acetato (pH 7.9 at 37°C), 10 mM acetato de
magnesio, 66 mM acetato de potasio, 0.1 mg/ml BSA).

* 1yl Mval (10 u/pl)

+ Se mezclé y centrifugd por un segundo

+ Seincubd a 37°C por 1-16 horas.
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Mutacién p. A53T

Enzima Tsp45| (La mutacion crea un sitio de corte enzimatico* produciendo un fragmento de
127 pb y otro de 92 pb, el alelo normal presenta una longitud de 219 pb)

*5' . |GTSAC..3

3...CASTG]..5

* 10ul de la reaccion de PCR

» 18ul de agua bidestilda libre de nucleasas

+ 2yl de amortiguador 10X (33 mM Tris-acetato (pH 7.9 at 37°C), 10 mM acetato de
magnesio, 66 mM acetato de potasio, 0.1 mg/ml BSA).

e 1yl Tsp45l (10 u/ul)

+ Se mezcld y centrifugd por un segundo

+ Seincubd a 37°C por 1 a 16 horas.

Mutacién p. E46K

Enzima Styl (La mutacién abole el sitio de corte enzimatico* produciendo un fragmento de
219 pb, el alelo normal presenta un fragmento de 149 pb y otro de 70 pb).

*5'..CLCWW G G...3
*3'..G G W W C1C...5

* 10ul de la reaccion de PCR

* 17ul de agua bidestilda libre de nucleasas

+ 2yl de amortiguador 10X (33 mM Tris-acetato (pH 7.9 at 37°C), 10 mM acetato de
magnesio, 66 mM acetato de potasio, 0.1 mg/ml BSA).

e 1yl Tsp45l (10 u/ul)

+ Se mezclé y centrifugd por un segundo

* Seincubd6 a 37°C por 1-16 horas.

Preparacion de gel de acrilamida:

Para realizar los geles de acrilamdia se limpian bien las placas de vidrio con etanol 95
por ciento, y se colocan los espaciadores de 0.8 mm entre ellos, sujetando los extremos con
pinzas. Se mezclan 10 pl de la solucién de acrilamida 6% en amortiguador TBE (Tris, acido
borico, EDTA, pH8) con 10ul de TEMED y 100ul de APS. Se agita brevemente la mezcla y se

coloca entre los dos vidrios mediante capilaridad.
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Rapidamente se coloca el peine de 0.8 mm en el extremo, y se deja polimerizar por
aproximadamente 20 minutos.
Una vez polimerizado, se limpia bien y se coloca en la camara de electroforesis, a la

cual se le agrega amortiguador TBE 1X.

Electroforesis:

Los productos de digestion enzimatica en cada caso fueron resueltos en geles de
acrilamida al 6 por ciento a 300 volts por 4 hrs y tefidos mediante inmersion en solucion de
bromuro de etidio (0.5 pg/ml) por 3 a 5 minutos y analizados en el sistema de
fotodocumentacion Gel-DOC™ XR* (Biorad).

Analisis Estadistico

Se establecié el equilibrio de Hardy-Weinberg (Formula 3) para cada SNP mediante
prueba de x2 de acuerdo a las frecuencias obtenidas en el grupo de controles.
1=p’+2pq+q°

Donde p es la frecuencia del alelo A siempre que 0=p=1
g es la frecuencia del alelo a siempre que 0 =q =1

p2 Frecuencia del genotipo A|A (homocigotos A)

g2 Frecuencia del genotipo ala (homocigotos a)

2pq Frecuencia del gentoipo Ala (Heterocigotos)

Foérmula 3. Equilibrio de Hardy-Weinberg

De acuerdo a los datos obtenidos en los grupos control y de pacientes con EPE fueron
analizados con el paquete estadistico SPSS 20 (Statistics Package for Social Sciences®)
empleando estadistica descriptiva para establecer la frecuencia de las variables socio-
demograficas y las frecuencias alélicas y genotpipicas de los SNPs debido a que que solo
dos SNPs cumplieron con las condiciones de equilibrio de Hardy-Weinberg, se decidio incluir
todos los polimorfismos en el andlisis de asociacion para la EPE mediante x? y regresion
logistica binaria con el método “introducir” como principales métodos de analisis estadistico.
En el grupo de pacientes con EPAD se realizé estadistica descriptiva y asociacion mediante

x? de las variables socio-demograficas comparandolas con el grupo control.
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Resultados:

a) Caracteristicas socio-demograficas encontradas en los grupos control y pacientes
con EPE

De las 516 muestras incluidas para el analisis de casos y controles, 172

correspondieron a casos de EPE y 344 controles sanos al momento del estudio.

En el grupo de controles sanos se encontré una edad promedio de 54 afos (18-93
anos; DE 16), de los cuales 19 % (n=122) pertenecian al género masculino, 45 % (n=150)
presentaron tabaquismo, 19 % (n=62) alcoholismo, 12 % (n=39) antecedente de traumatismo

craneoencefalico y 10 % (n=33) exposicion a neurotdxicos.

En el grupo de casos de EPE, fué conformado por 172 muestras, con una edad
promedio de 51 afios (18-76 afos; DE 16), de los cuales 65 % (n=112) pertenecian al género
masculino, 40 % (n=68) presentaron tabaquismo, 24 % (n=41) alcoholismo, 20 % (n=34)
antecedente de traumatismo craneoencefalico, 22 % (n=37) exposicion a neurotoxicos y 5 %

(n=9) demencia. Las comparaciones de las variables de interés se muestran en la tablas 4.

Dentro de estos datos se observa que las variables alcoholismo y tabaquismo no
presentaron diferencias entre los controles y los pacientes. El reducido grupo de pacientes
con inicio juvenil no permitié continuar su analisis, por lo que no se considero para los calculo
de riesgo y el modelo de regresion logistica. Sin embargd la estratificacion entre edad de
inicio temprana (menor a 45 afios) y tardia (mayor a 45 afios) presentd interés para el

analisis posterior de riesgo.
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Tabla 4: Comparacién entre grupos de las variables de riesgo

socio-econdmicas

Controles Pacientes

2
n % n % X P
Género
Masculino 222 64.53 112 40.67 <0.001
Femenino 122 3547 60 12.23 40.67
Grupo de edad
Juvenil 10 291 2 1.16
Temprano 62 18.02 56 31.56 12.26* 0.002
Tardio 269 7791 114 66.28
Tabaquismo

Positivo 151 43.90 68 39.53 0.892 0.198
Negativo 193 56.10 104 60.47

Alcoholismo
Positivo 63 18.31 41 23.84
2174 0.088
Negativo 281 81.69 131 76.16
TCE
Positivo 39 11.34 34 19.77 6.709 0.008

Negativo 305 88.66 138 80.23
Exposicion a Neurotoxicos

Positivo 33 959 37 21.51
. 13.892 <0.001
Negativo 311 90.41 135 78.49
Total 344 100 172 100

*Una o mas casillas presentan menos de 5 casos.
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b) Frecuencias genotipicas y alélicas en los grupos control y pacientes con EPE

La discriminacion alélica se realizé mediante PCR en tiempo real para discriminacién
alélica de SNPs mediante sondas TagMan® marcadas con fluorescencia en un equipo
SetpOne® Applied biosystem(72, 95). segun lo reportado previamente por Kay DM y
colaboradores(76).

Los resultados obtenidos se ejemplifican en la figura 6.
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Figura 6. Resultados de discriminacion alélica en tiempo real

Se realiz6 mediante tiempo real con sondas TagMan® marcadas con fluorescencia en un equipo
SetpOne® Applied biosystem. En la primera figura (A) se muestra un ejemplo de la grafica de
amplificacién en tiempo real; Se observa que la fluorescencia inicia ascenso a partir del ciclo 25, en la
figura (B) se muestra la grafica de distribucién cartesiana de discriminacién alélica: en rojo se
observan los homocigotos silvestres, en verde los heterocigotos y en azul los homocigotos de riesgo.
Este procedimiento se realizé para cada SNP seleccionado tanto en los grupos de controles sanos y
grupo de pacientes con EPE.
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Se realizd la prueba de equilibrio de Hardy-Weinberg para cada polimorfismo,
encontrando solo en equlibrio el SNP rs2619364, sin embargo, a pesar de el sesgo de
seleccion que pudo introducirse, se realizd el analisis estadistico incluyendo todos

polimorfismos seleccionados.

La comparacion de los resultados de frecuencias genotipicas (Tabla 5) y alélicas

(Tabla 6) entre los grupos cotrol y pacientes con EPE se muestran a continuacion.

Dentro de los datos obtenidos se observa que al comparar entre casos y controles las
variables alcoholismo, tabaquismo, y las frecuencias genotipicas de los SNPs rs17016074, y
rs2619364 no presentaron diferencias entre los controles sanos y los pacientes (Tablas 4 y
5) y la frecuencia alélica de los SNPa rs2619363 y rs2619364 no presentaron diferencias
entre grupos (Tabla 6); en cuanto a la division por grupos de edad, el reducido grupo de
pacientes con inicio juvenil no permitié continuar su analisis, por lo que no se consideré para

los célculo de riesgo y el modelo de regresion logistica.

Para el analisis de riesgo individual de las variables socio-econémicas y alelos de
riesgo (genero masculino, TCE, exposicion a neurotéxicos, alelo G de rs356219, alelo T de
rs356220, alelo G de rs356203, alelo T de rs7684318 y alelo T de rs2736990) se realizaron
analisis de regresion logistica para determinar el porcentaje de variabilidad explicada por las
dichos datos mediante SPSS version 20 (Tabla 7)

Considerando que los casos de inicio juvenil y temprano son considerados con un
mayor componente genético que los casos de inicio tardio se analizé la distribucion de los
SNPs de riesgo en el grupo de pacientes con EPE de acuerdo a la edad de inicio, menor de
45 anos y mayor de 45 afos, encontrando que el polimorfismo rs7684318, presenta
diferencias entre ambos grupos; el 81% (n=40) de los paciente con EPE de inicio juvenil y
temprano (menor a 45 anos) son portadores del alelo rs7684318 T, mientras que solo el

64.8% (n=70) de los pacientes con inicio tardio portan dicho alelo, (x2=4.706; p=0.03).
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Tabla 5: Comparacion entre grupos de las frecuencias genotipicas de los SNPs seleccionados.

SNP

rs356219
Homocigoto silvestre [A/A]
Heterocigoto [A/G]
Homocigoto de riesgo [G/G]
rs356220
Homocigoto silvestre [C/C]
Heterocigoto [C/T]
Homocigoto de riesgo [T/T]
rs356203
Homocigoto silvestre [A/A]
Heterocigoto [A/G]
Homocigoto de riesgo [G/G]
rs17016074
Homocigoto silvestre [A/A]
Heterocigoto [A/G]
Homocigoto de riesgo [G/G]
rs7684318
Homocigoto silvestre [C/C]
Heterocigoto [C/T]
Homocigoto de riesgo [T/T]
rs2736990
Homocigoto silvestre [C/C]
Heterocigoto [C/T]
Homocigoto de riesgo [T/T]
rs2619363
Homocigoto silvestre [G/G]
Heterocigoto [G/T]
Homocigoto de riesgo [T/T]
rs2619364
Homocigoto silvestre [A/A]
Heterocigoto [A/G]
Homocigoto de riesgo [G/G]
Total

* Una o mas casillas presentan menos de 5 casos.

Controles

n %
135 39.244
119 34.593
90 26.163
90 2616
151 43.9
103 29.94
115 33.430
149 43.314
80 23.256

0 0

10 2.90
334 97.1
71 20.64
50 43.6
123 35.76
94 27.326
150 43.605
100 29.070
248 72.10
44 12.80
52 15.1
253 73.547
81 23.547
10 2.907
344 100
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Pacientes

n %
17 9.884
75 43.605
80 46.512
24 13.953
65 37.791
83 48.256
77 44.767
69 40.116
26 15.116
0 0

4 2.30
168 97.3
53 30.81
66 38.37
53 30.81
18 10.465
65 37.791
89 51.744
124 33.30
35 20.3
13 7.6
123 71.512
38 22.093
11 6.395
172 100

2

X

50.445

19.427

7.937

0.147*

6.511

32.043

9.478

3.599

<0.001

<0.001

0.019

0.702

0.039

<0.001

0.009

0.165



Tabla 6: Comparacion entre grupos de las frecuencias alélicas de los SNPs seleccionados

2

SNP Controles Pacientes X p
n % n %
rs356219
A 135 39.24 17 9.88 47.568 <0.001
G 209 60.76 155 90.12
rs356220
C 90 26.16 24 13.95 9.931 0.001
T 254 73.84 148 86.05
rs356203
A 115 33.43 77 44.77 6.308 0.008
G 229 66.57 95 55.23
rs7684318
C 71 20.64 53 30.81 6.502 0.008
T 273 79.36 119 69.19
rs17016074
A 10 29 4 23 0.147* 0.702
G 334 97.10 168 97.70
rs2736990
C 94 27.33 18 19.181 <0.001
T 259 72.67 154
rs2619363
G 284 72.10 124 72.10 0.000 1.000
T 96 27.90 48 27.90
rs2619364
A 253 73.55 123 71.51 0.240 0.348
G 91 26.45 49 28.49
Total 344 100 172 100

*Una o mas casillas presentan menos de 5 casos.
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Tabla 7. Analisis de riesgo individual de los factores significativas para EPE

Variable
Género Masculino
TCE
Exposicion a neurotoxicos
Alelo G de rs356219
Alelo T de rs356220
Alelo G de rs356203
Alelo T de rs7684318
Alelo T de rs2736990

B
1.206

0.666
0.969
1.726
0.771

-0.494
-0.505
1.158

D.S.B
0.196
0.256
0.261

0.287
0.252
0.191

0.213
0.277

Exp(B)  95%I.C. (B) p
3.330 1.179-3.217 <0.000
1.947 1.566-4.352 0.009
2.611 3.375-10.049 <0.000
5.824 1.319-3.542 <0.000
2.162 1.319-3.542 0.002
0.610 0.419-0.888 0.010
0.604 0.398-0.915 0.443
3.183 1.850-4.478 <0.001

B: estadistico de la R cuadrado de Nagelkerke
D.S B Desviacion estandar

Exp (B): OR

95% 1. C. (B): Intervalo de confianza

p: significancia estadistica

De acuerdo a lo anterior, el alelo T del SNP rs76843, no presenta riesgo individual

para EPE, por lo que fue eliminado del analisis y se corrobord que las otras variables

seleccionadas para la regresion logistica son significativas y aptas para realizar el primer

modelo de regresion logistica (Tabla 8)

Tabla 8. Regresion logistica de los factores de riesgo para EP. Primer paso

Variable
Género Masculino
TCE
Exposicion a neurotdxicos
Alelo G de rs356219
Alelo T de rs356220
Alelo G de rs356203
Alelo T de rs2736990

§
1.397

0.726
1.303
2.225
-0.962
-0.219
0.869

D.SB
0.220
0.308
0.321
0.396
0.406
0.237
0.371

-44

Exp (B) 95% I. C. (B) p
4.018 2.610-6.160 <0.001
2.068 1.130-3.782 0.018
3.680 1.963-6.899 <0.001
9.254 4.260-20.102  <0.001
0.382 0.172-0.847 0.018
0.804 0.505-1.279 0.357
2.385 1.152-4.940 0.019

B: estadistico de la R cuadrado de Nagelkerke
D.S B Desviacion estandar

Exp (B): OR

95% 1. C. (B): Intervalo de confianza

p: significancia estadistica

R?=56.7%



Este primer modelo es capaz de explicar el 56.7% de la varianza, pero debido al valor
de p y los IC encontrados, el alelo G del SNP rs356203 fue eliminado del modelo de

regresion logistica en el siguiente paso (Tabla 9).

Tabla 9. Regresion logistica de los factores de riesgo para EP. Segundo paso

Variable B D.SPB Exp (B) 195% 1. C. (B) p
Género Masculino 1.397 0.220 4.042 2.627-6.218 <0.001
TCE 0.743 0.307 2.102 1.152-3.835 0.015
Exposicién a neurotdxicos 1.333 0.318 3.794 2.034-7.076 <0.001
Alelo G de rs356219 2.247 0.394 9.458 2.372-20.461 <0.001
Alelo T de rs356220 -0.902 0.403 0.406 0.184-0.894 0.025
Alelo T de rs2736990 0.877 0.371 2.405 1.161-4.979 0.018

B: estadistico de la R cuadrado de Nagelkerke

D.S B Desviacion estandar

Exp (B): OR

95% 1. C. (B): Intervalo de confianza

p: significancia estadistica

R?=67.3%

En este modelo todas las variables presentan diferencias entre los grupos y se
encuentran dentro de los intervalos de confianza necesarios, explicando el 67.3% de la
varianza, sin embargo el alelo T del SNP rs356220 presenta un minimo efecto protector (9%),

por lo que fue eliminado del modelo de riesgo en el siguiente paso. (Tabla 10)

Tabla 10. Regresion logistica de los factores de riesgo para EP. Tercer paso

Variable B D.SB Exp (B) 95% 1. C. (B) p
Género Masculino 1.392 0.219 4.023 2.621-6.177 <0.001
TCE 0.749 0.306 2114 1.160-3.854 0.014
Exposicién a neurotdxicos 1.303 0.325 3.679 1.978-6.846 <0.001
Alelo G de rs356219 1.822 0.325 6.184 3.272-11.685 <0.001
Alelo T de rs2736990 0.564 0.337 1.757 0.907-3.403 0.095

B: estadistico de la R cuadrado de Nagelkerke
D.S B Desviacién estandar

Exp (B): OR

95% 1. C. (B): Intervalo de confianza

p: significancia estadistica

R?=46.8%
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Al eliminar el alelo T del SNP rs356220 del modelo, el alelo T del SNP rs2736990
pierde significancia, por lo que se procede a realizar un cuarto paso eliminando esta variable.
(Tabla 11)

Tabla 11. Regresion logistica de los factores de riesgo para EP. Cuarto paso

Variable B D.SB Exp (B) 95% I. C. (B) p
Género Masculino 1.417 0.218 4127 2.693-6.322 <0.001
TCE 0.744 0.305 2.105 1.158-3.824 0.015
Exposicién a neurotoxicos 1.223 0.310 3.397 1.851-6.234 <0.001
Alelo G de rs356219 2.026 0.307 7.582 4.157-13.826 <0.001

B: estadistico de la R cuadrado de Nagelkerke
D.S B Desviacion estandar

Exp (B): OR

95% I. C. (B): Intervalo de confianza

p: significancia estadistica

R?=47.4

En este ultimo modelo todas las variables cumplen con las condiciones necesarias y
explica el 47.4 % de la varianza. Se observa que el alelo G del SNP rs356219 confiere el
mayor riesgo, sin embargo su IC es amplio.

Posteriormente se analizaron los riesgos acumulados para estas variables (género

masculino, TCE, exposicion a neurotoxicos y el aelo G del SNP rs356219) (Tabla 12).

Tabla 12. Riesgos acumulados en los factores identificados EP

GM TCE EN rs356219 (G) B D.SB Exp (B) 95% 1. C. (B) p
X X 1.598 0.413 4.945 2.200-11.113 <0.001
X X 1.540 0.416 4.667 2.064-10.552 <0.001
X X 1.651 0.204 5.214 3.497-7.774 <0.001

X X 0.996 0.414 2.708 1.202-6.099 0.016

X x 1.200 0.308 3.319 1.816-6.064 <0.001

X X 1.622 0.329 5.065 2.659-9.649 0.021

X X X 1.431 0-620 4.184 1.242-38.412 <0.001
X X X 2.394 0.640 10.962 3.128-38.412 <0.001
X X 1.862 0.585 6.432 2.043-20.261 0.001

x x X X 21.940  16408.711  3377x10° 0 0.999

B: estadistico de la R cuadrado de Nagelkerke; D.S 8 Desviacion estandar; Exp (B): OR; 95% I. C. (B): Intervalo de
confianza; p: significancia estadistica; GM: Género Masculino; TCE: Traumatismo craneoencefalico; EN: Exposicion a
Neurotoxicos
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c) Distribuciéon de mutaciones puntuales de SNCA en la muestra de casos con

herencia sugestiva autosémica dominante (EPAD)

De 86 pacientes con EPAD, en quienes previamente se descartd mutacion en el gen
LRRK2 se realizé la busqueda de las tres mutaciones puntuales (p.E46A, pA53T y pA30P),
conocidas en SNCA, mediante PCR y RFLP's, sin encontrar ningun paciente con alguna de

estas mutaciones.(Figura 7).

A
PCR 1. Exén 3
p-E46A G/A
P.AS3T G/A
PCRZ. Exdén 2
p-A30P C/G
A53T E48K A30P
Enzima Tsp45l] Enzima Styl o~ Enzima Mval
2 ” '1
= 1 2 345312345812345
234pb
213pb— —219pb
192pb/ — — ‘ - e _________ 4o2pb
184pb/ " —149pb
123pb—
104ph— %
89pb—
80pb—
- N e e - 70pb

MPS: Marcador de Peso Molecular de DNA V Roche Applied Science

AL3T: Mutacion: El alelo silvestre presenta 219 pares de bases, mientas que la mutacién crea un sitio de corte que genera un
fragmento 127 pb y otro de 92 pb.

E46K: El alelo silvestre presenta restriccion generando un fragmento de 149 pb y otro de 70 pb, la mutacion abole el sitio de restriccion.
A30P: El alelo silvestre presenta 129 pb mientras que la mutacion crea un sitio de restriccion generando un fragmento de 136 pb y ofro
de 56 pb

Figura 7. PCR y RFLPs de los exones 1y 2 del gen SNCA

(A) Gele de agarosa: carril 1 se observa el marcador de peso molecular, en los carrles 2 — 11 se observan los
productos de PCR del exén 3 de 219pb (PCR1) y del ex6n 2 de 192pb (PCR2) La discriminacion alélica
mediante RFLPs de las mutaciones puntuales p.A53T, p.E46K y p.A30 P (B) en los exones 2 y 3 se observan
resueltas mediante gel de acrilamida al 6 % respectivamente; no muestran mutacién segun los métodos
descritos por Zarranz JJ, Kriiger R y Polymeropoulos, M y colaboradores.(4, 62, 64)
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Las caracteristicas socio-demograficas de los pacientes con EPAD de acuerdo a la
edad de inicio se muestran en la Tabla 13.
Ninguna variable mostr6é diferencia en cuanto al género, edad de inicio o afos de

evolucion entre los grupos de casos de EPE, casos de EPAD o controles.

Tabla 13: Caracteristicas clinicas y socio-demograficas en casos de EPAD(96)

Tipo de Inicio Género Edad de Inicio* Edad Actual** Anos de evolucion***

Juvenil Masculino 0 (0%) NA NA

Femenino 2 (2.3%) 13.50 25.98

Temprano Masculino 22 (25.6%) 39.00 47.75

Femenino 12 (14.0%) 36.92 50.35

Total 34 (39.5%) 38.26 48.66

Tardio Masculino 29 (33.7%) 59.69 70.79

Femenino 21 (24.4%) 60.33 73.03

Total 86 (100%) 50.3 61.55

*Promedio de edad de inicio, **edad al momento del estudio y afios de evolucion desde el diagnéstico.
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Discusion

El objetivo del presente estudio fue el comparar la frecuencia de los SNPs de riesgo
rs2619364, rs2619363, rs2736990, rs7684318, rs17016074, rs356219, rs356220 y rs356203
del gen SNCA entre una muestra de poblacion mexicana sana y una muestra de pacientes
con EPE, factores de riesgo ya conocidos para disminuir el sesgo causado por los factores

ambientales.

Las frecuencias alélicas y genotipicas del SNP rs356219 son muy semejantes a lo
reportado en poblacion caucasica, mientras que para los SNPs rs356203, rs356220,
rs17016074, rs2736990 sus frecuencias se encontraron similares a lo reportado tanto en las
poblaciones asiaticas. Los SNPs rs261963 y rs2619364 presentan una distribucion distinta a
otras poblaciones reportadas(39, 71, 91, 97, 98), probablemente reflejo del mestizaje en

nuestra poblacion (Tabla 14).

Tabla 14: Frecuencias alélicas y genotipicas de los SNPs de riesgo de SNCA en distintas poblaciones(91) y el
presente estudio (*)(39, 71, 91, 97, 98).

Genotipos Alelos

rs356219 AA (%) AIG (%) G/G (%) A (%) G (%) n
Caucasicos 317 51.7 16.7 57.5 425 120
Asiaticos 37.8 56.8 54 37.8 71 90
Afroamericanos 5.2 41.4 53.4 25.9 741 116
Mestizos Mexicanos* 28.8 48.2 23 53 47 170

rs356220 C/C (%) CIT (%) T/T (%) C (%) T (%) n
Caucasicos 345 50.4 15.1 59.7 40.3 226
Asiaticos 16.3 51.2 32.6 41.9 58.1 172
Afroamericanos 27 37.2 60.1 21.2 78.8 226
Mestizos Mexicanos* 27 47 26 50.6 40.4 170

rs356203 A/A (%) AIG (%) G/G (%) A (%) G (%) n
Caucasicos 25 60 15 55 45 40
Asiaticos 37.5 50 12,5 62.5 37.5 48
Afroamericanos 16.7 33.3 50 33.3 66.7 24
Hispano-Americanos 36.4 50 13.6 61.4 38.6 44
Mestizos Mexicanos* 271 52.4 20.5 53.2 46.8 170
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Tabla 14: Frecuencias alélicas y genotipicas de los SNPs de riesgo de SNCA en distintas poblaciones(91) y el

presente estudio (*)(39, 71, 91, 97, 98). Continuacién

rs17016074
Caucasicos
Asiéticos
Afroamericanos
Hispano-Americanos
Mestizos Mexicanos*
rs7684318
Caucasicos
Asiéticos
Afroamericanos
Mestizos Mexicanos*
rs2736990
Caucasicos
Asiaticos
Afroamericanos
Mestizos Mexicanos*
rs2619363
Caucasicos
Asiaticos
Afroamericanos
Mestizos Mexicanos*
rs2619364
Caucasicos
Asiéticos
Afroamericanos

Mestizos Mexicanos*

AA (%)

o O O O o

CIC (%)
0
35
13
18.24
CIC (%)
20.8
37.8
73.3
31
CIC (%)
0
NA
NA
74.7
AA (%)
50
100
93.3
71.7

Genotipos
AIG (%)
0
0
25
0
3.52
CIT (%)
4.8
50
56.5
42.94
CIT (%)
50
51.1
26.7
46
CIT (%)
100
NA
NA
18.3
AIG (%)
50
0
6.7
25.3

GIG (%)
100
100
75
100

96.5
TIT (%)
95.2
15
30.4
38.82
TIT %
29.2
11.1
0
23

TIT (%)
0
NA
NA
7

GIG (%)

0
0
0
3

413
39.7
C (%)
45.8
63.3
86.7
54.2
C (%)
50
NA
NA
84
A (%)
75
100
96.7
84.4

Alelos

G (%)
100
100
87.5
100
98

T (%)
97.6
40
58.7
60.3

T (%)
54.2
36.7
133
45.8

T (%)
50
NA
NA
16

G (%)
25

3.3
15.6

n
120
88
120
42
170

42
40
46

170

226
90
120
170

30
NA
NA
170

30
90
120
170



Al comparar las variables consideradas anteriormente, se observaron diferencias entre
los grupos de pacientes y controles en cuanto al genero, TCE, exposicion a neurortdxicos y
los SNPs de riesgo rs356219, rs356220, rs356203 y rs2736990, aunque solo el SNP
rs356220 se encontré en equilibrio de Hardy-Weinberg. Las demas variables consideradas
no mostraron diferencias entre grupos. Cabe sefalar que ninguna de las variables estudiadas
representa un factor causal o determinante para el diagnéstico o desarrollo de la EPE, pero

de manera aislada pudieran ser factores a considerar en su diagnéstico.

Al examinar el modelo de regresion logistica, se observa que aquellas combinaciones

que incluyen el alelo G de rs356219 confieren el mayor riesgo.

De la misma manera, la combinacion de los factores ambientales sin contar el alelo G
de rs356219, muestran un riesgo considerable (OR 4.184 IC 95% 1.242-38.412) aunque el
intervalo de confianza es muy amplio, al igual que la combinacién de los factores de riesgo
genero masculino, TCE y el alelo G de rs356219 (OR 10.96 IC 95% 3.128-38.412). El riesgo
conferido por la exposicién a neurotoxicos y el alelo G de rs356219 (OR 5.065 IC 95% 2.659-
9.659) es muy similar al conferido por la combinacién de género masculino y la presencia del
el alelo G de rs356219 (OR 5.214 1C 95% 3.497-7.774) con intervalos de confianza cercanos

entre si.

El SNP rs356219 encuentra localizado en la region 5' reguladora de la transcripcion y
procesamiento postraduccional del gen de SNCA por lo que puede inferirse que la presencia
alelo G del SNP rs356219 alterara la tasa de transcripcion o traduccion de dicho gen,
aumentando la concentracion del transcrito primario y de la proteina, o bien se relaciona con
la interaccion del RNA mensajero de a-sinucleina con otras moléculas, posiblemente

implicadas en la patogénesis de la EP.(77, 99, 100)

Se observa que el SNP rs356219 en poblacion mexicana se encuentra relacionado,
s6lo o en combinacién con factores ambientales como el genero masculino, TCE, vy la

exposicion a neurortoxicos, para el desarrollo de la EPE.

Existen reportes que relacionan el SNP rs356219 (99) se encuentra relacionado como
factor modificador de la edad de iniciode la EPE en poblaciones japonesas(101) chinas(102),

e interacciona con distintos factores  genéticos como mutaciones LRRK2(103) vy
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polimorfismos en MAPT(104) tanto en poblaciones caucasicas y asiaticas para el riesgo de
desarrollar EPE (99, 100).

Desafortunadamente, en este estudio el grupo de casos de EPAD no mostrd ninguna
mutacion puntual reportada en SNCA al momento del estudio, A30P (c.88G>C), E46K
(c.136G>A) y A53T (c.157A>T) (63, 66), aunque solo fueron los casos con probable EPAD
negativos a mutaciones en LRRK2, principal causa de EPAD a nivel mundial. Debe notarse
que las mutaciones causadas por CNV's en SNCA no fueron analizadas, aunque son causa
conocida de EPE y EPAD (67, 105-107).

Conclusiones:

1. En el presente estudio se demuestra la importante participacion del SNP rs356219
como factor de riesgo para desarrollar EPE; solo o en combinacién con otros factores
de riesgo (el género masculino y la exposicion a neurotéxicos), explican cerca del 50
% de la varianza entre los grupos, lo que lo postula como un importante factor de

riesgo.

2. La utilidad de la genotipificacion del SNP rs356219 como criterio diagndstico o
prondstico, en el contexto de un paciente con sindrome rigido acinético que cumple
con los criterios clinicos del acopio de cerebros del Reino Unido para la enfermedad

de Parkinson, debera ser explorada, tanto en casos esporadicos como hereditarios.

3. Para descartar mutaciones putuales en SNCA en pacientes mexicanos debera
preferirse otras metodologias, como secuenciacion automatizada de todo el marco de

lectura asegurando que no existan nuevas mutaciones no reportadas previamente

4. Considerando que solo se descartaron las mutaciones puntuales previamente
conocidas en SNCA es necesario buscar mutaciones por duplicaciones o triplicaciones
del mismo (CNV's) en los casos de EPAD y EPE e incluso, extender dicha busqueda a

nuevos marcadoresde riesgo y mutaciones puntuales.
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Para facilitar la comprension de la presente tesis se anexa un glosario de términos
moleculares y de abreviaturas (ANEXO 4). Los resultados parciales ya publicados como

productividad cientifica de la presente tesis se encuentran en el ANEXO 5.
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ANEXO 1: Criterios Diagnésticos del Banco de Cerebros de la Asociacion de
Enfermedad de Parkinson del Reino Unido (108)
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Diagnéstico de sindrome parkinsénico

Se requieren la presencia de todos para el diagndstico de enfermedad de Parkinson definida

1. Bradicinesia (lentitud del inicio de los movimientos voluntarios con reduccién progresiva de la velocidad y
amplitud de acciones repetitivas)

2. 'Y, al menos uno de los siguientes:

a) Rigidez muscular

b) Temblor de reposo de 46 Hz

¢) Inestabilidad postural no causada por disfuncion visual, vestibular, cerebelosa o propioceptiva

Criterios de exclusion de enfermedad de Parkinson

Se requieren la ausencia de todos para el diagnéstico de enfermedad de Parkinson definida

1. Historia de infartos cerebrales de repeticion computada

con progresion brusca de los rasgos 15. Ausencia de respuesta a grandes dosis de
parkinsonianos levodopa (excluida la malabsorcion)

2. Historia de traumatismos craneales de 16. Exposicion a MPTP

repeticion

3. Historia de encefalitis diagnosticada Criterios predictivos positivos de enfermedad de
4. Crisis oculogiras Parkinson

5. Tratamiento neuroléptico al inicio de los
sintomas Se requieren tres o mas para el diagnostico de
6. Mas de un familiar afectado enfermedad de Parkinson definida

7. Remisién mantenida de los sintomas

8. Sintomas estrictamente unilaterales después 1. Inicio unilateral

de tres afos de evolucién 2. Temblor de reposo presente

9. Paralisis supranuclear de la mirada 3. Trastorno progresivo

10. Signos cerebelosos 4. Asimetria persistente, afectando mas al lado inicial
11. Afectacion autonémica severa precoz 5. Respuesta excelente a Levodopa

12. Demencia severa precoz con trastornos del 6. Corea severa inducida por Levodopa

lenguaje, memoria y praxias 7. Respuesta a la Ldopa durante cinco afos o mas
13. Signo de Babinski 8. Curso clinico de 10 afios 0 méas

14. Presencia de tumores cerebrales o

hidrocefalia comunicante en la tomografia
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INSTITUTO NACIONAL DE NEUROLOGIA Y NEUROCIRUGIA

DEPARTAMENTO DE NEUROGENETICA Y BIOLOGIA MOLECULAR
Consentimiento para participar en la Investigacion:
“Analisis molecular en la enfermedad de Parkinson”

El departamento de Neurogenética y Biologia Molecular dirigido por la Dra. Elisa
Alonso, lo (a) invitan a participar en el protocolo de investigacion “Estudio molecular de la
enfermedad de Parkinson”.

Usted ha sido invitado (a) a participar en este estudio debido a que en el Instituto se le ha
realizado el diagnéstico de enfermedad de Parkinson. Le pedimos que lea con
detenimiento los rubros que a continuacidon presentamos.

CONFIDENCIALIDAD

Si usted acepta participar en este estudio es necesario que sepa que la informacion de
usted y su familia es confidencial y que nadie que no este inscrito en el proyecto tiene acceso
a la misma. Los pacientes que ingresen seran identificados por medio de numeros con la
finalidad de evitar la identificacion del paciente. No se proporcionara informaciéon de usted o
proporcionada por usted a ninguna persona o institucion que lo solicite sin su previo
consentimiento por escrito.

OBJETIVO DEL ESTUDIO

El presente estudio tiene como propdsito estudiar en pacientes con enfermedad de
Parkinson los genes de la parkina, PINK 1 y DJ1; se ha observado que estos genes son
causantes de la enfermedad en algunas familias con Parkinson, basicamente de inicio
temprano, asi como los genes de alfa-sinucleina y LRRK2 causantes de la enfermedad en
algunos pacientes mayores de 50 afios. También se van a estudiar algunos otros genes que
pueden dar alguna susceptibilidad para que la enfermedad se desarrolle como lo es el gen
de la Apo-E, el CYP2D6, gen GBA y la N-acetiltransferasa.

PROCEDIMIENTOS
Para poder realizar este estudio, le pediremos su participacion en las siguientes acciones:

En primera instancia sera necesario realizar una entrevista con un médico genetista
que realizard su historia familiar y elaborara su arbol genealégico con la finalidad de
determinar si existen otras personas en su familia que hayan padecido alguna enfermedad
similar a la que usted padece. Este procedimiento durara aproximadamente 30 minutos.

Para realizar esta investigacion es necesario tomar una muestra de sangre periférica
(20ml) para poder extraer el DNA (material hereditario), y en él poder estudiar los genes
antes descritos. La muestra sera tomada por personal capacitado y con material estéril. La
sangre sera tomada sélo con fines de investigacion genética y no sera usada para determinar
tratamiento.

BENEFICIOS PREVISTOS PARA LOS PACIENTES

Mediante este estudio no obtendra beneficio econémico y su condicion de salud no
mejorara como resultado de su participacién en mismo, por tanto no se le daran resultados a
menos que el estudio muestre algo que afecte directamente su estado de salud.
OBLIGACIONES FINANCIERAS

Su participacion en este estudio no tiene costo alguno para usted, ni recibira
remuneracion alguna por su participacion
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ABANDONO DEL ESTUDIO

Su muestra se almacenara y estudiara por tiempo indefinido, sin embargo, puede
abandonar el estudio en el momento que lo desee, si lo solicita, su muestra sera desechada
aunque no se haya concluido su estudio.
IDENTIFICACION DE LOS INVESTIGADORES

Si en el transcurso del estudio le surgen dudas o comentarios, por favor contacte a la
Dra. Ma. Elisa Alonso, Dr. David Davila y/o la Lic. Adriana Ochoa en el Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia al teléfono 56 06 38 22 a las extensiones 2022 y 2018,
respectivamente.
Mi muestra podria servir para otras investigaciones genéticas de enfermedades neuroldgicas.

Estoy de acuerdo en que se utilice ()
No estoy de acuerdo en que se utilice ()
Deseo conocer datos relevantes de mi muestra ()
No deseo conocer datos relevantes de mi muestra ()

FIRMA DEL SUJETO DE INVESTIGACION Y RESPONSABLE LEGAL
AL FIRMAR ESTA FORMA, ACEPTO PARTICIPAR VOLUNTARIAMENTE EN LA

INVESTIGACION DESCRITA

NOMBRE DEL PACIENTE: REG.:

FIRMA: TELEFONO

NOMBRE DEL RESPONSABLE LEGAL:

FIRMA:

Nombre y firma del 1er. Testigo

Nombre y firma del 2° testigo

FIRMA DEL INVESTIGADOR

Nombre del investigador que obtuvo el consentimiento:

Firma:

Nombre del investigador responsable del proyecto

Firma:
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INSTITUTO NACIONAL DE NEUROLOGIA Y NEUROCIRUGIA
DEPARTAMENTO DE NEUROGENETICA Y BIOLOGIA MOLECULAR
Consentimiento para participar en Investigacién Genética
de la enfermedad de Parkinson como control sano

El departamento de Neurogenética y Biologia Molecular dirigido por la Dra. Elisa Alonso, le
invitan a participar en el protocolo de investigacion “Estudio molecular de la enfermedad de
Parkinson”.

Usted ha sido invitado (a) a participar en este estudio debido a que para poder realizarlo nos
es indispensable contar con individuos sin enfermedad de Parkinson, como usted, y que
nos permitan comparar los resultados obtenidos de los pacientes. Le pedimos que lea con
detenimiento los rubros que a continuacidon presentamos.

CONFIDENCIALIDAD

Las personas que acepten participar en este estudio seran registradas por numeros con la
finalidad de evitar su identificacion. No se proporcionara informacion de usted a ninguna
persona o institucion que lo solicite sin su previo consentimiento por escrito.

OBJETIVO DEL ESTUDIO

El presente estudio tiene como propdsito estudiar en pacientes con enfermedad de Parkinson
y sujetos sanos como usted, los genes de la parkina, PINK 1 y DJ1; se ha observado que
estos genes son causantes de la enfermedad en algunas familias con Parkinson,
basicamente de inicio temprano, asi como los genes de alfa-sinucleina y LRRK2 causantes
de la enfermedad en algunos pacientes mayores de 50 afios. También se van a estudiar
algunos otros genes que pueden dar alguna susceptibilidad para que la enfermedad se
desarrolle como lo es el gen de la Apo-E, el CYP2D6, gen GBA y la N-acetiltransferasa.
PROCEDIMIENTOS

Para realizar esta investigacion es necesario tomar una muestra de sangre periférica (20ml)
para poder extraer el DNA (material hereditario), y en él poder estudiar los genes antes
descritos. La muestra sera tomada por personal capacitado y con material estéril. La sangre
sera tomada solo con fines de investigacion genética .

BENEFICIOS PREVISTOS PARA LOS PARTICIPANTES

Mediante este estudio no obtendra beneficio econdmico y su condicion de salud no se
modificara como resultado de su participacion en el.

BENEFICIOS PREVISTOS PARA LA SOCIEDAD
Los beneficios para sociedad que surjan de esta investigacion seran: 1) mejorar el
diagnostico de pacientes lo cual podria llevar a mejorar la seleccion del medicamento y 2)
mejorar la informacién que se proporciona en el asesoramiento genético.
OBLIGACIONES FINANCIERAS
Su participacion en este estudio no tiene costo alguno para usted.
ABANDONO DEL ESTUDIO
Su participacion en este estudio es VOLUNTARIA. Si decide participar, es libre de abandonar
el estudio en cualquier momento.
IDENTIFICACION DE LOS INVESTIGADORES

Si en el transcurso del estudio le surgen dudas o comentarios, por favor contacte a la
Dra. Ma. Elisa Alonso, Dr. David Davila y/o la Lic. Adriana Ochoa en el Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia al teléfono 56 06 38 22 a las extensiones 2022 y 2018,
respectivamente.
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Mi muestra podria servir para otras investigaciones genéticas de enfermedades neuroldgicas.

Estoy de acuerdo en que se utilice ()
No estoy de acuerdo en que se utilice ()
Deseo conocer datos relevantes de mi muestra ()
No deseo conocer datos relevantes de mi muestra ()

FIRMA DEL SUJETO DE INVESTIGACION Y RESPONSABLE LEGAL
AL FIRMAR ESTA FORMA, ACEPTO PARTICIPAR VOLUNTARIAMENTE EN LA

INVESTIGACION DESCRITA

NOMBRE:

FIRMA: TELEFONO

NOMBRE DEL RESPONSABLE LEGAL.:

FIRMA:

Nombre y firma del 1er. Testigo

Nombre y firma del 2° testigo

FIRMA DEL INVESTIGADOR

Nombre del investigador que obtuvo el consentimiento:

Firma:

Nombre del investigador responsable del proyecto

Firma:
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ANEXO 3 Hoja de recoleccién de informaciéon de Pacientes de EP.
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PROTOCOLO DE AGREGACION FAMILIAR DE ENFERMEDAD DE PARKINSON

NOMBRE REGISTRO FECHA
F Y LUG. NAC EDAD GENERO M F
IORIGEN PADRES IGRUPO Y RH

MUESTRA # ICONSENTIMIENTO INFORMADO
REVISOR NEURO REVISOR GENETICA
ISIGNO (+) [-) |ESPECIFICAR SIGNO (+) [-) [ESPECIFICAR
IAPNP PIRAMIDAL
[Tabaco Hiperraflexia
Alcohol Babinski uni
Drogas Babinski bil
IOcupacion Espasticidad
IOc previa ICuadriparesia
Expo lab Paraparesia
Expo amb Monoparesia

Clonus
IAPP Cerebelo
[Traumaticos Med. espinal
Quirdrgicos N Motora inf
Neoplasicos N craneales
Otros N Periféricos

Visual
PA Distonia
Forma de inicio Corea
Edad de inicio Balismo
Progresion Funciones mentales
Escala H-Y [Demencia
[Tratamiento(s) Inatencién
Extrapiramidal Alt Memoria
Rigidez Otros
[Temblor
Bradicinesia

Hipomimioa Faciall

Mioclonias
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Arbol Genealdgico

IRM

Otros estudios

Estudios Moleculares

PARKINA N-acetil transferasa
Parkina 2 S/IA167 590 G>A
V/L380 282 C>T
APO E 481 C>T
CYP2D6 341 T>C
LRRK2 803 A>G
PINK1
SNCA
rs2736990 Duplicaién
rs7684318 Triplicacion
rs17016074 A53T
rs356219 A30P
rs356220 E46K
rs2619364
rs2619363
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ANEXO 4: Glosario de términos y abreviaturas
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Glosario de términos
Herencia: Patron que sigue la transmisién de un fenotipo o caracterisictica fisica, bioldgica o

bioquimica(generalmente una enfermedad) de una generacion a otra.(109)

Herencia multifactorial (compleja): Fenotipo resultante de la interaccion de multiples genes

localizados en diferentes loci y factores ambientales.

Herencia Autosdémica Dominante: Tipo de herencia en la que una copia de un gen anormal
es suficiente para causar la enfermedad. El riesgo de heredarse para cada hijo de un
afectado es del 50%.(109)

Agregacion familiar: Tendencia de una enfermedad a agruparse en familias, generalmente
tomada como evidencia de la existencia de un mecanismo etioldgico genético o factores

ambientales comunes a los miembros de la familia, o una combinacién de ambos.”

Herencia Autosémica Recesiva: Tipo de herencia en la que ambas copias de un gen deben
presentar alteraciones o mutaciones para manifestar la enfermedad. El riesgo de presentar la

enfermedad en cada hijo de una pareja portadora es del 25%.(109)

Gen: Segmento de DNA que contiene los elementos necesarios para ser traducido a RNA y/o

proteina; presenta una secuencia y funcion especifica(107, 108)

Mutacién: Cambio en la secuencia de DNA, resultado de un error en la reparacion o

duplicacion del DNA, que ocasiona enfermedad.(110)

Polimorfismo: Variantes del genoma, dentro o fuera de un gen, que presenta formas
alternativas no causantes directas de enfermedad, que se presentan en una poblaciéon sana

en por lo menos el 1% de los sujetos.
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Microsatélite (VNTR; STR): Segmento de DNA que consiste en la repeticion de 5 — 50 veces

un motivo de 1 a 6 pb, generalmente muy variable entre poblaciones e individuos.(107)

Polimorfismo de nucleétido sencillo (SNP): Variacion en una secuencia de DNA por una
sola base nitrogenada, generalemnte silente (que no ocasiona cambio de aminoacido en la

proteina) y que representa una forma alternativa de un gen.(109, 110)

Locus (plural loci): Segmento de DNA que presenta una localizacion precisa en una region

cromosomica determinada.(109)

Alelo: Forma alternativa de un gen; cada una de las diferentes formas de un gen particular
que varian una de otra por la presencia de polimorfismos o mutaciones. Cada ser humano
presenta dos alelos de cada gen, cada uno localizado en un cromosoma homélogo.(109,
110)

Heterogeneidad genética: Proceso mediante el cual un fenotipo puede ser ocasionado por
diferentes loci. Una misma enfermedad puede ser causada por herencia monogénica,

herencia multifactorial, alteraciones cromosémicas o factores ambientales aislados.(110)

Genotipo: Constitucion genética de un organismo, que es modulada por el ambiente antes

de ser expresada como fenotipo.(110)

Equilibrio de Hardy-Weinberg: Estado en el que las frecuencias de alelos y el genotipo no
cambia de una generacion a la siguiente en una poblacién. Se requiere apareamiento al azar

y la ausencia seleccion, mutacidn, migracion y deriva genética.(28)(94)
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Articulo original

Detecciéon de mutaciones puntuales en el gen de
alfa-sinucleina en pacientes mexicanos con
enfermedad de Parkinson y herencia autosémica
dominante

David José Davila-Ortiz de Montellano!, Ma. Elisa Alonso-Vilatela', Nancy
Monroy-Jaramillo!, Mayela Rodriguez-Violante?, Marisol Lopez-L6pez’,
Petra Yescas-Gomez'

RESUMEN

La enfermedad de Parkinson (EP) es una de las
enfermedades neurodegenerativas mas comunes en el
adulto. En México se ha estimado una incidenciade 40 a
50 casos por cada 100,000 habitantes/afno, en el mundo
afecta entre 4.1 a 4.6 millones de personas mayores de
50 afos. En el Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia es la cuarta causa de consulta anual. La
etiologia de la EP es esporadica en su gran mayoria.
Sélo 10 % de los casos corresponden a formas heredi-
tarias autosémicas dominantes o recesivas. El primer gen
clonado causante de EP hereditaria autosémica
dominante fue alfa-sinucleina (SNCA) en 1995, localizado
en el locus PARK1 en el cromosoma 4q21 donde se han
encontrado sélo 3 mutaciones puntuales, se considera
una causa rara de EP familiar. Objetivo: determinar
frecuencia de mutaciones puntuales en el gen SNCA en
pacientes mexicanos con EP dominante (EPAD). Material
y métodos: se realizd un estudio transversal en 85
pacientes con EP dominante sin mutaciones en LRRK2,
mediante analisis de RFLP’s, en busca de mutaciones
p.A53T, p.A30P y p, E46K en el gen de SNCA. Resultados
y conclusiones: no se encontraron mutaciones A53T,
A30P y E46K en el gen SNCA en 86 pacientes analizados,
lo gue puede indicar que son una causa muy rara de EP
dominante también en la poblacién mexicana. Para
descartar la participacion SNCA sera necesario buscar
duplicaciones y triplicaciones; asi como, la secuenciacion
completa del gen.

Palabras clave: enfermedad de Parkinson, SNCA

p.A53T, p.A30P y p.E46K.

DETECTION OF MUTATIONS IN THE ALPHA-
SYNUCLEIN GENE IN MEXICAN PATIENTS WITH
AUTOSOMAL DOMINANT PARKINSON’S DISEASE

ABSTRACT

Parkinson’s disease (PD) is one of the most common
neurodegenerative diseases in adults. In Mexico has
estimated an incidence of 40 to 50 cases per 100,000
inhabitants / year and in the world affects between 4.1 to
4.6 million people over 50 years. At the National Institute
of Neurology and Neurosurgery is the fourth annual
consultation cause The etiology of sporadic PD is
unknown, has been estimated a heritability of 34% to
40%. Only 10% of cases are hereditary forms. The first
cloned gene cause autosomal dominant hereditary PD
was alpha - synuclein (SNCA) in 1995, previously located
in the locus PARK1 (3 mutations) on chromosome 4g21,
although considered a rare cause of familial PD. Objective:
to determine the frequency of mutations in the SNCA
gene in Mexican patients with a family history suggestive

'‘Departamento de Neurogenética y Biologia Molecular,
2Clinica de Movimientos Anormales. Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia Manuel Velasco Suarez.
Correspondencia: Petra Yescas Gomez. Instituto Nacional
de Neurologia y Neurocirugia Manuel Velasco Suérez.
Insurgentes Sur # 3877. Col. La Fama. 14269 México, D.F.
E.mail: yescasp@gmail.com
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Deteccion de mutaciones puntuales en el gen de alfa-sinucleina en pacientes

of autosomal dominant of PD (ADPD). Material and
methods: a cross-sectional study in 85 EPAD patients
without mutations in LRRK2, by analysis of RFLP’s,
looking for mutations A53T, AB0P and E46K of SNCA.
Results and conclusions: we found no mutations p.A53T,
p.A30P and p.E46K in SNCA gene in 86 patients
analyzed, which may indicate that they are a very rare
cause of EPAD in the Mexican population. To rule out the
involvement to SNCA it will be necessary look for
duplications and triplications, and the complete
sequencing of the gene.

Key words: Parkinson’s disease, SNCA p.A53T, p.A30P

and p.E46K
I CIE 10: G20) es una de las enfermedades

neurodegenerativas mas comunes de inicio en el
adulto'. Constituye la segunda enfermedad neurode-
generativa en frecuencia?, se ha estimado que su
incidencia en sujetos mayores de 60 anos es de 13.4
por 100,000 habitantes/afho en Estados Unidos de
Norteamérica'. La prevalencia de la EP en la poblacion
general es considerada del 0.3% y cerca del 2% en
personas mayores de 60 afnos’', aunque varia notable-
mente entre distintos grupos étnicos y regiones
geogréaficas®.

Se ha calculado que en el mundo afecta en la
actualidad entre 4.1 a 4.6 millones de personas mayo-
res de 50 anos'*®. En México la prevalencia de la EP se
desconoce; sin embargo, se ha estimado una inciden-
cia de entre 40 a 50 casos por cada habitante/afno. En
el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia Ma-
nuel Velasco Suarez, es la cuarta causa de consulta, se
considera que a nivel nacional pudiera afectar por lo
menos a 140,000 personas**.

La EP es un cuadro clinico caracterizado por pre-
sencia de la triada clasica de temblor, rigidez y
bradicinesia. El inicio es lento y asimétrico, por lo ge-
neral de inicio en la edad adulta, después de la sexta
década de la vida. Su progresion es inexorable, con res-
puesta sostenida a dopaminomiméticos. La presencia de
los cuerpos de Lewy son un hallazgo neuropatolégico
frecuente en la zona compacta de la sustancia negra,
donde predomina la pérdida neuronal, en especial a
nivel ventrolateral, lo que lleva a la disminucién de
dopamina en el nlcleo estriado con un gradiente
rostrocaudal’.

En la actualidad el diagnéstico clinico de la EP
se establece tomando como sintomas cardinales la
bradicinesia, inestabilidad postural y rigidez®, mediante
los Criterios Diagnésticos del Banco de Cerebros de la
Asociacion de Enfermedad de Parkinson del Reino

a enfermedad de Parkinson (EP; OMIM #168600;
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Unido ( UK Parkinson’s Disease Society Brain Banc
Clinical Diagnostic Criteria)®, que tienen una sensibilidad
general del 82% y hasta 91.1% de sensibilidad, con un
valor predictivo positivo de 98.6% entre neurdélogos
especializados en movimientos anormales” ',

Por lo general, los individuos que inician con la
EP antes de los 20 anos de edad, son considerados de
inicio juvenil, con inicio de la sintomatologia antes
de los 50 afnos son considerados de inicio temprano y
los que inician posterior a los 50 anos son considerados
de inicio tardio'2.

Aungue se han identificado diferentes factores de
riesgo en la etiologia de la EP esporadica (EPE), ninguno
de ellos ha sido identificado como factor causal® .

La importancia de los factores hereditarios fue
sospechada desde el siglo pasado, propiciando estu-
dios en gemelos y de adopcién con el objetivo de
conocer su heredabilidad (o porcién del fenotipo que se
debe a los factores genéticos)® estimandose entre el 34
y 40%'.

Mediante estudios de agregacion familiar, se ha
observado que la incidencia acumulada de la EP es
significativamente mayor entre los familiares de pacien-
tes con EP en comparacién con familiares de controles
(2.0 vs 0.7%) con un riesgo relativo de 3.4 (IC 95% 1.9-
5.9 p=0.001), el grado de agregacion familiar es mayor
entre los familiares en primer grado en poblaciones
hispanas en comparacion con controles (3.7 vs 0.4%;
RR=8.5; IC95% 1.0-68.9). Los individuos con familiares
en primer grado con EP tienen entre 1.5 y 9.5 veces
mas riesgo de desarrollar la enfermedad (OR 6.08 IC
95% 2.35-15.69)'3:15,

En un estudio realizado en el Instituto se encon-
tré que alrededor del 23% de los pacientes mexicanos
con EP evaluados presentaban historia familiar y hasta
un 4% el antecedente de temblor esencial’®.

Las nuevas tecnologias en biologia molecular en
el caso de la EP han sido excepcionalmente producti-
vas en el estudio de esta enfermedad, permitiendo
identificar varios genes relacionados con las formas
familiares de esta; sin embargo, sélo abarca una pe-
quena proporciéon (10%), ya que mas del 90% de los
casos son de tipo esporadico®'’, la evidencia apunta
hacia un modelo etiolégico multifactorial, donde la
enfermedad resulta de la interaccién de factores am-
bientales que actian sobre la susceptibilidad genética
del individuo®12.

Entre el 6.8 y 16% de los pacientes con EP tie-
nen historia familiar positiva, y algunos de esos casos,
son resultados de mutaciones en un gen especifico’. En
general, los pacientes que presentan EP con patrén de
herencia autosémica recesiva (EPAR) muestran inicio
juvenil o temprano, y aquellos que presentan herencia
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dominante (EPAD) no muestran algun otro dato clinico
especifico que ayude a distinguir los casos de EPE.

Mediante estudios de asociacién genémica y
ligamiento se han identificado 10 /oci relacionados con
la EP; sin embargo, la participacién de cada uno de
éstos en la etiologia de la EP es controversial en la ma-
yoria de los casos®. De estos, 10 /oci presentan un
mecanismo de herencia consistente con transmision
monogénica o mendeliana y dentro de ellos se han
identificados 8 genes causantes de la EPAR y EPAD
(cuadro 1)'2.

Cuadro 1. Formas monogénicas de la EP™2.

Nombre del locus Gen Locus
Formas autosémicas dominantes
PARK1/PARK4 SNCA 4921
PARK3 - 2pl
PARKS5 UCHL1 4pl4a
PARK8 LRRK2 12q12
Formas autosomicas recesivas
PARK2 PARK2 6q25.2-
q27
PARK6 PINK1 1p36
PARK7 DJ-1 1p36
PARK9 ATP13A2 1p36
PARK14 PLA2C6 22q13.1

El gén con mas frecuencia implicado en la EPAD
es LRRK2, alterado en el 5 al 6% de los casos y de 1 a
2% de los casos de EPE; sin embargo, en un estudio
realizado en el Instituto, se encontré con una frecuencia
mucho menor, implicando que la etiologia de la EPAD
en nuestra poblacién puede ser distinta a lo repor-
tado's.

El primer gen causante de EPAD fue la alfa-
sinucleina (SNCA) en 1995, previamente localizado en
los loci PARK1 y PARK4 en el cromosoma 4q21929,
en familias italianas, alemanas y griegas. Hasta el mo-
mento soélo se han identificado 3 mutaciones puntuales
en estas familias (p. A53T, p. A30P y p. E46K); asi como,
multiplicaciones (duplicaciones vy triplicaciones) del
gen?'3, estas Ultimas en casos raros de EPAD y EPE.

Los sujetos con mutacion en el gen SNCA pre-
sentan EPAD de inicio tipicamente entre los 35 y 45
anos de edad, con progresion relativamente rapida, evo-
lucién a demencia y cuerpos de Lewy en la sustancia
negra®'24,

Aunque las mutaciones (puntuales y multiplicacio-
nes) en el gen SNCA se consideran raras??¢, casi

exclusivamente en familias italianas, griegas y alemanas,
con EPAD y en algunos casos de EPE, su identifica-
cién?”2¢ |levaron a la identificacion de la proteina
alfa-sinucleina como el principal componente de los
cuerpos de Lewy?*3',

El gen SNCA es miembro de la familia de las
sinucleinas?®, estad compuesto por 6 exones y codifica
para la proteina alfa-sinucleina, de 140 aminoacidos
que es ampliamente expresada en el sistema nervioso
central (SNC) y en menor medida en el resto del cuerpo,
excepto en el higado?:. Esta caracterizada por 6 repe-
tidos imperfectos de secuencias conceso KTKEGV en el
extremo N-terminal, una regiéon no amiloide central y
una region carboxilo terminal acida.

Se encuentra localizada principalmente en la re-
gion sinéptica, presenta 3 isoformas y su funcién exacta
es desconocida, aunque se sabe que, se relaciona con
el trafico de vesiculas en el area presinaptica mediante
uniones no covalentes de las secuencias consenso
KTKEGV con proteinas integrales de membrana presi-
népticas para guiar la liberacién de la dopamina a la
hendidura sinaptica®?. Asimismo, se ha inferido que
induce la fibrilacién de la proteina tau asociada a micro-
tubulos in vitro y reduce la respuesta neuronal a varios
estimulos apoptéticos al disminuir la actividad de-la
Caspasa 3%%. Se conoce que las formas alteradas
(mutantes y polimorficas) de alfa-sinucleina ocasionan
un desequilibrio en su transcripcion, resultando en la
polimerizacion aberrante de fibrillas, evento comun en
las sinucleinopatias®.

OBJETIVO

Determinar la presencia de las mutaciones pun-
tuales reportadas en SNCA (p. A53T, p. E46Ky p. A30P)
en el gen SNCA en una muestra de pacientes mexica-
nos con EP, con antecedentes sugestivos de herencia
autosémica dominante.

MATERIAL Y METODOS

Se seleccionaron de manera secuencial no
aleatorizada 86 muestras de pacientes con EPAD, en
que previamente se habia descartado mutacién en pun-
tos calientes del gen de LRRK2, cuyo diagndstico fue
realizado por neurdlogo experto en movimientos anor-
males de acuerdo a los criterios del Banco de Cerebros
de la UK Parkinson Disease Society modificados. Este
estudio fue aprobado por el Comité de Investigacion de
Instituto y participantes aceptaron bajo consentimiento
informado participar en la linea de investigacion Estudio
Molecular de la Enfermedad de Parkinson del Departa-
mento de Neurogenética y Biologia Molecular del
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Deteccion de mutaciones puntuales en el gen de alfa-sinucleina en pacientes

Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia. Las
variables demogréaficas de interés fueron obtenidas de
la base de datos del banco de DNA de la linea de in-
vestigacion, entrevista directa con el paciente y
expediente clinico.

Las mutaciones puntuales fueron genotipificadas
por polimorfismos en la longitud de los fragmentos de
restriccion (RFLP’s) mediante PCR de punto final de los
exones 2 y 3 de SNCA, donde se localizan las mutacio-
nes puntuales conocidas hasta la fecha, se realizé
digestién de los productos de PCR con las enzimas
Tsp45l para identificar la mutacion p.A53T, Styl para la
mutacién p.E46K y Mval para la mutacién A30P locali-
zadas en los exones 2 y 3 de SNCA0:27:35,

El estudio se realizd en 86 pacientes con EPAD y
las variables de interés sociodemogréaficas obtenidas se
presentan en el cuadro 2 de acuerdo al género y gru-
po por edad. Ninguna de las variables analizadas
mostraron diferencias entre los grupos analizados.

Cuadro 2: Resultados andlisis de caracteristcas sociodemogréficas
en casos de EPAD.

Tipo de Inicio Género Ed.a‘? de Edad Aﬁos.(%e
Inicio* Actual* _evolucién*

Juvenil Masculino 0 (0%) NA NA NA
Femenino 2(2.3%) 13.50 25.98 12.48

Temprano Masculino 22 (25.6%) 39.00 47.75 8.75
Femenino 12 (14.0%) 36.92 50.35 13.43
Total 34 (39.5%) 38.26 48.66 10.40

Tardio Masculino 29 (33.7%) 59.69 70.79 1.1
Femenino 21(24.4%) 60.33 73.03 12.70

Total 50 (58.1%) 59.96 71.73 11.77

Total 86 (100%) 50.3 61.55 11.25

*Media; NA: No aplica.

En la figura 1, se observan los resultados de la
digestién enzimatica de los productos de PCR de
exones 3 (PCR 1 219pb) y 2 (PCR 2192) para identifica-
cién de mutaciones empleando las enzimas de
restriccion Tsp45l para la mutacion p.A53T, Styl para la
mutacién p. E46K y Mval para la mutacion A30P.

En ninguno de los 86 pacientes analizados se
encontraron mutaciones puntuales conocidas en el gen
de SNCA (p. A53T, p. E46K y p. A30P).

Este es el primer estudio que busca mutaciones
puntuales conocidas en el gen SNCA en poblacion
mexicana. Nuestros resultados sugieren que las muta-
ciones puntuales conocidas en el gen SNCA son una
causa rara de EPAD en la poblacién mexicana, similar a
lo reportado en otras poblaciones como la china y
poblaciones caucésicas (norteaméricanas?63¢% e ingle-
sas?%6-3%8 contrario a lo reportado en familias italianas,
griegas y alemanas en donde se han reportado estas
mutaciones?”283,
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Mutacién p. A30P
Digestién enzimatica
con Mval del producto
de PCR1 (Ex6n 3)

Mutacién p. AS3T
Digestion enzimatica
con Tsp45l del producto
de PCR1 (Exon 3)

Mutacién p. E46K
Digestién enzimética
con Styl del producto
de PCR1 (Ex6n 3)

PCR1 (ex6n 3)
PCR1 (ex6n 2)

5

Figura 1. Se muestra un gel de poliacrilamida al 6% donde se
observan los distintos patrones de restriccion enzomatica de los
productos de PCR de los exones 2 (192pb) y 3 (219pb) del gen
SNCA. En el primer carril se muestra el marcador de peso molecular
(MPM) de DNA Roche-Applied Science V (pBR322 DNA digerido
con Haelll 85-587 pb). En los primeros carriles 1-5 se observa el
producto de digestién enzimatica del exén 3 (carril PCR1 de 219pb)
en busqueda de la mutacién p.A53T (G/A), nétese que ningin pro-
ducto muestra digestién (91pb/128pb), lo que denota ausencia de
la mutacién. En el segundo grupo de carrles 1-5 se observa el
mismo producto de PCR del exén 3 (PCR 1), mostrando presencia
de un fragmento de 149 pb y otro de 70 pb la presencia de diges-
tién en lugar de la banda de 219 pb denota la ausencia de la muta-
cién E46K (G/A), en el tercer grupo de cariles 1-5 se muestra el
producto de PCR del ex6n 2 (carril PCR 2 exén 2) de 192pb, que no
muestra restriccién enzimatica, lo que indica que la mutacién A30P
(C/G) no se encuentra presente (58 pb/134 pb).

Sin embargo, para descartar por completo la
participacién directa del gen SNCA en la patogénesis de
la EPAD sera necesario buscar duplicaciones y
triplicaciones del gen, también consideradas causas ra-
ras de la EPAD y EPE, asi como secuenciacion completa
del gen para identificar, no sélo nuevas mutaciones sino
también identificar polimorfismos de riesgo de este gen
y de esta manera conocer mejor su participacion en la
fisiopatogenia de la EP en nuestra poblacion.
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SNPs of the SNCA gene are associated with sporadic Parkinson’s disease in Mexican Mestizos.

David J Davila-Ortiz de Montellano, MD(1), Petra Yescas-Gémez, PHD(1), Mayela Rodriguez-Violante, MD(2),
Ana Fresan PhD (3), Nancy Monroy-Jaramillo, PHD(1) and Elisa Alonso-Vilatela,MD(1).

(1)Department of Genetics and Molecular Biology, National Institute of Neurology and Neurosurgery “Manuel
Velasco Suarez”, Mexico City, Mexico; (2) Abnormal Movements Clinic, National Institute of Neurology and
Neurosurgery “Manuel Velasco Suarez”, Mexico City, Mexico; (3) Clinical Research Division, National Institute of

Psychiatry “Ramon de la Fuente Mufiiz”, Mexico City, Mexico.

Abstract

Sporadic Parkinson's disease is a neurodegenerative disease that occurs in up to 3% of adults over 75 years
old. It affects between 4.1 to 4.6 million people worldwide. The incidence in Mexico is estimated in 40-50 cases
per 100,000 inhabitants / year. At the National Institute of Neurology and Neurosurgery (Mexico) represents the
fourth leading cause of healthcare. Parkinson's disease is considered a complex condition with a heritability of
34-40%. The first identified gene linked to Parkinson's disease was a - synuclein (SNCA), although its mutations
are a rare cause of inherited Parkinson's disease, its single nucleotide polymorphisms have been implicated as
risk factors for developing this condition. We analyzed 171 patients clinically diagnosed with Parkinson's disease
and 171 Mexican mestizo controls paired by age and gender, using qPCR assay for allele discrimination of
SNPs rs356219, rs356220, rs356203 and rs2736990. The SNPs rs356220, rs356203 and rs2736990 seem to be
associated to sporadic Parkinson's disease in our population. The present study is a good start for future aiming
to determine effective biomarkers of SPD in Mexican mestizo population that may assist the diagnosis, treatment

and prognosis of this worldwide growing disease

Keywords: SNCA, Parkinson's Disease, rs356219, rs356220, rs356203 and rs2736990.
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