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Resumen
Introduccién
La hipotensién ortostatica neurogénica (NOH) es un trastorno frecuente y limitante que se
presenta en mas de un 50% de los pacientes con enfermedad de Parkinson (EP). Resulta
en una subita caida de la presion arterial al cambiar de decubito supino a posicién de pie, lo
cual puede generar mareos, desmayos y otros sintomas que incapacitan a los pacientes. La
NOH causa serios problemas en pacientes con Enfermedad de Parkinson, especialmente al
incrementar el riesgo de caidas y llevar a una importante morbimortalidad cerebrovascular y
cardiovascular. Ya que es un factor de riesgo conocido de mortalidad por cardiopatias y
accidentes cerebrovasculares. Se ha observado que la respuesta adrenérgica al
ortostatismo esta reducida en pacientes con NOH, lo que resulta en niveles circulantes
disminuidos de norepinefrina. Aunque la base genética de la NOH en la Enfermedad de
Parkinson no ha sido completamente explorada, se ha demostrado que ciertas variantes de
nucledtido unico (SNV) relacionadas con la enfermedad de Parkinson afectan al sistema
nervioso autdbnomo y se asocian con riesgo de desarrollar NOH o incluso se comportan
como factores protectores del mismo.
Materiales y métodos
Los pacientes con EP diagnosticados por tomografia por emision de positrones(PET, por su
sigla en inglés), libres de condiciones patoldgicas asociadas con la hipotensién ortostatica,
y/o no toman medicamentos asociados a la hipotension ortostatica, fueron seleccionados de
las primeras visitas de la base de datos del PPMI. La NOH fue definida como un cambio en
la presion arterial sistélica (=20 mmHg) o diastélica (=10 mmHg) dentro de los 3-5 minutos
después de ponerse de pie los pacientes seleccionados segun los criterios de inclusion. Se
utilizo la regresion logistica simple y multiple, la prueba Chi cuadrada, el test de Fisher para
relacionar los SNP con la NOH usando modelos genéticos aditivo, dominante y recesivo. Un
Andlisis de expresion cuantitativa de rasgos de locus(eQTLs) fue llevado a cabo entre el
SNP-BIN3 asociados a NOH y datos de ARNseq(conteos de genes) extraidos de células
dopaminérgicas derivadas de iPSCs de pacientes con EP usando modelo de regresion y
analisis de la varianza. Un analisis de expresion diferencial de genes entre el grupo de
pacientes con NOH con respecto al grupo control(pacientes que fueron clasificados estar
libres de NOH). Ademas, se estudi6 la asociacién entre algunos SNPs relacionados a la
NOH vy la severidad del EP y sobre todo se analizé cémo los alelos de riesgo de algunos

SNPs influyen en la severidad de la EP. Se realizé un analisis de prediccién y de prondstico
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de la NOH en los pacientes con EP utilizando algoritmos de aprendizaje automatico en la
plataforma KNIME.

Resultados

Un total de 21 SNPs de los 72 utilizados fueron encontrados asociados a la NOH. Los
valores del UPDRS III son significativamente mas altos en el grupo con NOH que ademas
presentan rs104893877-SNCA_A53T, con respecto a los que no lo presentan. Hemos
encontrado que los genotipos TT del SNP rs2280104-BIN3 se asocian con una
sobreexpresion del gen PPP1R14C, el cual a su vez esta conectado con otros 325 genes
que se involucran en procesos moleculares de crecimiento y proliferacion de las neuronas y
neurogénesis. Ademas, hemos identificado procesos en los cuales esta involucrado el gen
PPP1R14C como uniones a citoesqueleto, uniones a quinasas y a microtubulos. Hemos
identificado en el analisis de eQTL, que los genotipos homocigotas y heterocigotas para el
alelo menor del SNP rs55785911-DDRGK1 alteran la expresion génica de 17 genes tanto
en el analisis de regresion lineal como la ANOVA(p-valor y FDR<0.05). De los 17 genes,
NOTCH1, KIF4A, TSPYL2 son los que mas importancia funcional tendria segun los
resultados del analisis de priorizacion usando la aplicacion Causal-Path de Cystoscope.

585 genes eQTL estadisticamente significativos(p-valor y FDR <0.05) fueron encontrados
asociados al SNP SH3GL2_rs13294100 en el analisis de regresion lineal y la ANOVA. Los
clusters formados por los 585 eQTL enriquecen significativamente para procesamiento de
ARNm, spliceosoma, para biogénesis, transporte y localizacion del complejo
ribonucleoproteico, regulacién del transporte nuclear y nucleocitoplasmatico, procesos de
transporte transmembranal de protones contra gradiente electroquimico, transporte de
electrones acoplado al transporte de protones y respiracion celular, enriquece para procesos
de biosintesis y metabolismo de fosfolipidos, lipidos y compuestos organofosforados. Se
encontraron 5 genes con mayor importancia usando CausalPath de Cytoscape: ATP13A2,
LAS1L, KIAA0895, CXADR, IKBKB.

En el andlisis de prediccion de la NOH, hemos encontrado 3 modelos de aprendizaje
automatico que mejor se ajustan a los datos, Gradient Boosted Trees, Logistic regression y
Neural Network cuando usamos los datos genéticos solo o en combinaciéon con datos
clinicos y demograficos. Mientras tanto, cuando usamos solo los datos clinicos vy
demogréficos, los resultados son menos efectivos como predictores de la NOH. Esto quiere
decir que los datos clinicos y demograficos solo no pueden predecir la NOH mientras que
los datos genéticos ya sea solos o en combinacién con los datos clinicos y demograficos
predicen eficazmente la NOH.

Palabras Claves: polimorfismos de nucleétidos unicos(SNPs)-hipotensién ortostatica

neurogénica - Enfermedad de Parkinson.
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Abstract
Introduction
Neurogenic orthostatic hypotension (NOH) is a common and disabling non-motor feature
that affects more than 30% of patients with Parkinson's disease (EP), sometimes seen in
newly diagnosed patients even before starting antiparkinsonian therapy. The NOH can be
defined as a sustained reduction in systolic and/or diastolic blood pressure (BP) after
orthostasis (abruptly moving from recumbent to standing position), or a Tilt test. In the worst
cases, symptoms include general weakness, lightheadedness, dizziness, or even syncope.
NOH causes substantial morbidity and mortality, mainly from the sequelae of falls, and is a
risk factor for morbidity and mortality from heart disease, stroke, and cardiovascular
mortality. By compromising the autoregulatory mechanism of cerebral blood flow, episodes
of hypoperfusion lead to white matter damage, cognitive impairment, and dementia.
The adrenergic response to orthostatism, i-e, increased release of norepinephrine from the
sympathetic terminals of the blood vessels, is reduced, and circulating norepinephrine levels
are decreased in these patients.
The genetic basis of NOH in EP has not been sufficiently explored. Specific EP-related
single nucleotide polymorphisms (SNPs) have been shown to affect the autonomic nervous
system and the risk of developing NOH.
Materials and methods
EP patients, free of HO-associated pathological conditions, and not taking HO-associated
medications were selected from the Parkinson's Progression Markers Initiative (PPMI)
database. . The NOH was defined as a change in systolic (=20 mmHg) or diastolic (=10
mmHg) blood pressure within 3 minutes of standing on the initial visit. Simple and multiple
logistic regression were used to relate SNPs to NOH using additive, dominant, and recessive
genetic models. The SNPs found associated with NOH were used to perform gene
expression and enrichment analysis based on SNPs in linkage disequilibrium with the SNPs
associated with NOH. Analysis of eQTLs was carried out between NOH-associated SNPs
and genes using simple linear regression analysis and analysis of variance. In addition, the
effect of some SNPs associated with NOH on the severity of EP was determined. A forecast
and prognostic analysis of the NOH in patients with EP using machine learning algorithms.
Results
A total of 23 SNPs out of the 72 used were found to be associated with NOH.
SNPsrs104893877-SNCA, rs353116-SCN2A, rs13294100-SH3GL2, rs3910105-SNCA,
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rs34311866-TMEM175, rs329648-MIR4697 increases the risk of NOH in a dominant genetic
transmission model. While the SNPsrs11060180-CCDC62, rs6812193(FAM47E-STD1)
increase the risk of NOH in a recessive genetic model.

The SNPs rs10906923-FAM171A1.ITGAS8, rs2694528-ELOVL7-NDUFAF2 decrease the risk
of NOH in a recessive model of transmission of genetic information. The SNPs
GCH1_rs11158026, rs104893877-SNCA_AS53T are associated with UPDRS Ill. The UPDRS
Il values are significantly higher in the group with NOH that also present the SNPs
GCH1_rs11158026 and rs104893877-SNCA_AS53T, with respect to those who do not present
them. Patients with NOH and also presenting these SNPs develop more severe forms and
courses of Parkinson's disease according to the results of our study.

We have elucidated that the TT genotypes of the rs2280104-BIN3 SNP are associated with
an overexpression of the PPP1R14C gene, which in turn is connected with many other
genes that are involved in cellular and molecular processes of growth and proliferation of
neurons. In addition, we have found processes involved such as process binding to the
cytoskeleton, binding to kinases and microtubules.

We have found, in the eQTL analysis, that homozygous and heterozygous genotypes for the
minor allele of SNP rs55785911-DDRGK1 altered the gene expression of 17 genes in both
the linear regression analysis and the ANOVA (p-value and FDR<0.05). Of the 17 genes,
NOTCH1, KIF4A, TSPYL2 are the ones that would have the most functional importance
according to the results of the prioritization analysis using the Causal-Path application of
Cystoscope.

585 statistically significant eQTL genes (p-value and FDR <0.05) were found associated with
the SNP SH3GL2 rs13294100 in linear regression analysis and ANOVA. A network analysis
of the 585 eQTLs allowed the construction of 4 clusters. The first cluster significantly
enriched mRNA, spliceosome processing. The second cluster enriches for biogenesis,
transport and localization of the ribonucleoprotein complex, regulation of nuclear and
nucleocytoplasmic transport. The third cluster enriches for processes of transmembrane
transport of protons against electrochemical gradient, electron transport coupled to proton
transport, aerobic electron transport chain, ATP synthesis coupled to electron transport, ATP
metabolism processes, complex assembly NADH dehydrogenase, mitochondrial respiratory
chain complex | assembly. The fourth cluster where our gene of interest (SH3GL2) is
located, enriches processes of biosynthesis and metabolism of phospholipids, lipids, and
organophosphorus compounds. In addition, it was found that the SH3GL2 gene where the
SNP is located is connected to 5 genes, which are more important because they allow
connections between the different clusters and the SH3GL2 gene. These proteins were

chosen based on their degrees, their centralities in the Network. This allows us to add that
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these 5 genes are central points in the network through which the information flow has to
pass to travel from any node to another: ATP13A2, LAS1L, KIAA0895, CXADR, IKBKB.

In the predictive analysis of the NOH, we have found 3 best machine learning models that
best fit the data: Gradient Boosted Trees, Logistic regression y Neural Network when we use
both genetic and clinical and demographic data (AUC:0.84, accuracy:0.98, specificity and
precision:1 each, sensitivity: 0.83 and NPV(Negative predictive value): 0.975, In the logistic
regression the AUC was found in 0.85, accuracy at 0.96, precision and sensitivity at 0.83
each, and specificity and NPV at 0.974 each.The other best performing algorithm is neural
network with an AUC of 0.91, accuracy of 0.95, specificity and precision of 1 each ,
sensitivity of 0.83 and NPV of 0.975. Another parameter is the error rate found at 0.02 in the
case of the Gradient Boosted Trees algorithm and Neural Network and 0.04 in the case of
logistic regression. In the 3 algorithms a false negative rate of 0.16 has been found).

In the case of the polygenic score, where only genetic data was used, omitting demographic
and clinical data, we have not found differences in terms of the previous results. Meanwhile,
when we use only the clinical and demographic data, the results are unusable as predictors.
This means that clinical and demographic data alone cannot predict the onset of NOH while
the genetic data either alone or in combination with clinical and/or demographic data can be

used as predictors of NOH.



v UAI
¢

Universidad Abierta
©® Interamericana

Intentionally left blank page

11



v UAI
3

Universidad Abierta
© Interamericana 12

DEDICACION

En primer lugar, quiero tomar un espacio especial para dedicar esta tesis a tres personas
mas importantes en mi vida. El amor que les tengo es infinito. Mi abuela HERMENCE
SEVERE y mi tia PHILOMENE SEVERE, las dos personas que me inculcaron la
perseverancia, el amor a la vida. Recuerdo cuando las dos discuten sobre quién querian
que yo fuera cuando yo sea grande. Mi abuela queria que yo fuera un “Savant” y mi tia
decia que queria que yo fuera un “doctor’(risa). Aunque no estemos juntos, pero quiero que
sepan que les agradezco mucho por lo que han hecho por mi y que les quiero mucho.

Mi padre, profesor Joel Chevalier, quien me inculco el sentido de siempre preguntar sobre
los eventos, las situaciones pero ademas de siempre buscar respuestas. Esto para mi es lo

mejor que pudiste haberme ensefiado y te seré siempre agradecido papa.

AGRADECIMIENTOS
Yo agradezco en primer lugar a mi familia por soportarme en este largo camino. Sobre todo
mi abuela Hermence Severe, mi tia Philomene Severe y mi padre Joel Chevalier. Agradezco
a mi madre Carole Severe por mi existencia, es una mujer luchadora y fuerte. Creo que yoy
ella tenemos mucho en comun. Te quiero mami. A mis hermanos y hermanas (Cleeford,
Stephanie, Sonson, Medjine, Flore, Jefferson, Mestarline), a mis hijas Lova Isabel Chevalier
y Bel-Lisa Chevalier.
Agradezco al Dr Francisco Capani por haberme abierto las puertas de su laboratorio para
poder doctorarme. Quiero que sepas que te seré siempre agradecido por esto, porque me
diste la mano en el momento que mas lo necesitaba y para mi es algo grande.
Agradezco a mi director de tesis Dr. Santiago Perez Lloret por su gran ayuda y por meter su
confianza en mi. Gracias a ti pude terminar esta tesis en tiempo y forma. Te estoy muy
agradecido Dr Santiago.
Agradezco a todo el equipo del CAECIHS, Liliana, un amor de persona. A Carlos Kusner mi
gran amigo con quien yo hablo de todo tipo de tema(Ciencia, politica, cultura, filosofia). Un
gran personaje. Camilia Guilamares, no te puedo olvidar otro personaje grande, gracias
Cami por los momentos de alegria que me compartiste. Un agradecimiento especial a
Nicolas Toro por su ayuda. Nicolas fue mi primer amigo del grupo y el primero en
entenderme. jTe agradezco campedn! Agradecimiento especial a Lucas por su gran ayuda,
quien me hace entender algunos aspectos buenos que tengo en cuanto a investigacién y

docencia. El siempre me dice Guenson tienes don para la docencia. Es lindo encontrar



v UAI
3

Universidad Abierta
© Interamericana 13

gente que te ayude a reconocer las buenas cosas que tienes en ti. Lucas mi amigo te
agradezco mucho. Gracias a ti esta tesis pudo llevarse a cabo también.

Agradezco a todos, Juan, Sofia, Ines, Graciela, Gabriel, Kollikers, las dos Camillas, y todos
los que de una forma u otra directa o indirectamente ayudan a que esta tesis pueda llegar a
término.

Quiero agradecer también a la institucion CAECIHS por abrirme las puertas para realizar mi
tesis doctoral. Son oportunidades que se me dieron que nunca olvidaré.

Por fin, quiero agradecer a la institucion CONICET por la oportunidad que me dio para
poder doctorarme dandome una beca de 5 afos. Yo me considero como alguien muy
afortunado por esta oportunidad por esto quiero dedicar un agradecimiento especial para
CONICET.



v UAI
3

Universidad Abierta
@ Interamericana 14

Abreviaturas

AINES Anti-inflamatorios no esteroideos

AUC Area under the ROC curve

AVP arginina vasopresina

DBH deficiencia de Dopamina beta hidroxilasa
DBS Deep Brain stimulation

DOPAC Dihydroxyphenylacetic acid

DGE Andlisis de expresion diferencial de genes
DM Diabetes Mellitus

EP enfermedad de Parkinson

eQTL expresion quantitative trait loci

FC frecuencia cardiaca

FDR False Discovery rate

GWAS Genome wide association study

GPi Globo palido interno

GPe Globo palido externo

HPFS Health Study and the Health Professionals Follow-up Study
iPSC Induced pluripotent stem cells

LCR Liquido cefalorraquideo

LD Desequilibrio de ligamiento

MAS multiple atrophy system

MET Transicion epitelio mesenquimal

MOCA Montreal cognitive assessment

MVLR Médula ventrolateral rostral

NGS Secuenciacion de préxima generacion(Next sequencing generation)
NOH Neurogenic Orthostatic Hypotension




v UAI
3

Universidad Abierta

® Interamericana 15
NPV Negative predictive value
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SPECT Tomografia computarizada por emisiéon de fotones
SBS Secuenciacion por sintesis
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UPDRS Unified Parkinson’s Disease rating Scale
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Thesis Outline
Esta tesis esta dividida en 3 partes en las cuales se distribuyen en 15 capitulos. La primera
parte, formada por cinco capitulos, contiene el marco teérico del tema que se desarrolla en
el presente trabajo. El primer capitulo se centra sobre la Enfermedad de Parkinson,
aspectos generales y clinicas de la enfermedad de Parkinson, fisiopatologia y etiopatogenia
ademas de aspectos relacionados con los genes y SNPs(single nucleotide polymorphism
por su sigla en inglés) conocidos por estar asociados con la enfermedad de Parkinson.
Ademas, la ultima sesion de este primer capitulo habla de forma resumida del tratamiento
actual de la Enfermedad. El capitulo dos se centra sobre la hipotension ortostatica
neurogénica en los pacientes con enfermedad de parkinson sobre todo, los aspectos
vinculados con la clinica de la misma, su fisiopatologia, complicaciones y tratamiento
disponible. En el capitulo tres, expresa someramente sobre la dogma central de la
genética humana, fundamentos de la expresién genética, fundamentos del analisis de
mapeo eQTL, analisis de enriquecimiento, explicaciones resumidas sobre genotipos y
fenotipos, los diferentes analisis estadisticas realizados en este estudio como regresion
lineal, regresion logistica, ANOVA de una via, Chi cuadrado, Test de Fisher y sus usos en el
estudio de asociacion en enfermedades de causas multilocus(poligénica). Este capitulo
termina con un resumen sobre la base de datos PPMI y los diferentes datasets usados para
hacer esta tesis. El capitulo cuatro explica de forma detallada la teoria que esta detras de
algunos de los algoritmos de aprendizaje automatico que se usan en este trabajo para hacer
la prediccion de los SNPs en la NOH. Los algoritmos de aprendizaje automatico como
Neural network, Random Forest, Naives Bayes, XGBoost Trees y modelo lineal
generalizado linear. El capitulo cinco habla de los objetivos e hipdtesis del trabajo,
justificacion e impacto del estudio. La segunda parte de este trabajo por su lado contiene
dos capitulos enfocados sobre la descripcion de las metodologias utilizadas para poder
llegar a los resultados. La parte dos empieza con el capitulo seis en el cual se detallan los
materiales y métodos utilizados en este estudio. El capitulo siete detalla los resultados del
analisis de asociacién entre SNPs y NOH utilizando diferentes test estadisticos como
regresion logistica y prueba de Chi Cuadrado. En el capitulo ocho, se presentan los
resultados del analisis de enriquecimiento de los SNPs encontrados asociados al NOH y
vias de sefalizacion asociados al NOH. Los resultados del analisis de Trans eQTL in silico
usando los datos de la base de datos GTEX se presentan en el capitulo nueve. En el
capitulo diez se presentod los resultados de los efectos de los SNPs sobre los valores del
score MDS-UPDRS, el cual nos permite evaluar como los SNPs se asocian con gravedad
de la EP. En el capitulo once, se presentaron los resultados del analisis de eQTL utilizando

células dopaminérgicas derivadas de iPSCs de pacientes con EP. En el capitulo 12 se
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realiz6 un analisis diferencial de genes en pacientes con NOH con respecto a los que no.
Con este analisis, se pretende descubrir nuevos marcadores de diagndstico de la NOH y
validacién de los SNPs asociados a NOH en enfermos de parkinson. En el capitulo trece
se usaron 7 algoritmos de aprendizaje automatico en el analisis de prediccion de la
condicion de NOH en pacientes con enfermedad de Parkinson. Para terminar, las
discusiones generales del estudio se presentan en el capitulo catorce y las conclusiones
en el capitulo quince. La idea detras de estos analisis es en primer lugar descubrir los
SNPs asociados a la NOH y usar algunos de los mismos para estudiar los mecanismos
moleculares y vias de sefalizacidon que intervienen en el proceso de la enfermedad y sobre
todo descubrir proteinas que se podra usar como blanco terapéutico. Para llevar a cabo
este objetivo, se hizo analisis de regresion logistica, prueba de Chi cuadrado y otros analisis
para descubrir dichas asociaciones SNP-NOH. Una vez obtenidos los SNPs asociados a
NOH, se decidi6 estudiar los mecanismos moleculares que intervienen en la patogenia de la
NOH en los pacientes con EP segun los SNPs asociados. Por eso hicimos analisis de
expresion diferencial de genes, analisis eQTL cis trans in silico(Base de datos GTEx) y
usando los datos de los pacientes, ademas de analisis de enriquecimiento de genes y
analisis de interaccion proteina-proteina. Una vez conocidos los mecanismos moleculares,
nosotros estudiamos el efecto que tiene estos SNPs asociados a NOH sobre la severidad y
el prondstico usando los scores UPDRS |, II, I, IV. Después de esto, se hizo un analisis de
prediccion usando los datos de los SNPs asociados a NOH, los datos clinicos y 7 algoritmos
de aprendizaje automatico. Los resultados de los algoritmos fueron comparados para filtrar
los primeros mejores resultados. En resumen, con esta tesis, se pudo determinar SNPs que
son asociados a NOH en pacientes con EP y asociarlos, en caso de algunos SNPs, con los
mecanismos moleculares en los cuales intervienen, ademas de determinar el efecto de los
mismos sobre la severidad de la EP. Se pudo construir un workflow de prediccién de la NOH

a partir de los SNPs.

Los articulos derivados de esta tesis son los siguientes:

1- Chevalier Guenson, Udovin L, Otero-Losada M, Bordet S, Capani F, Luo S, Goetz CG,
Perez-Lloret S. Genetics of Neurogenic Orthostatic Hypotension in Parkinson's
Disease, Results from a Cross-Sectional in Silico Study. Brain Sci. 2023 Mar
17;13(3):506. doi: 10.3390/brainsci13030506. PMID: 36979316; PMCID: PMC10046202.

2- Chevalier Guenson, Udovin L, Otero-Losada M, Bordet S, Capani F, Luo S, Goetz CG,
Perez-Lloret S, Francisco Capani. eQTLs revealed by linear regression and gene
correlation-based network analysis identify BIN3-PPP1R14C as a key protector factor in the
neurogenic orthostatic hypotension from Parkinson disease patients. (En revision para
publicar).
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3- Chevalier Guenson, Udovin L, Otero-Losada M, Bordet S, Capani F, Luo S, Goetz CG,
Perez-Lloret S, Francisco Capani. Polygenic risk score analysis associated with NOH in
Parkinson disease patients using Machine Learning algorithms(en escritura).
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downregulation is associated with metabolic syndrome through ghrelin hydrolysis and eQTLs
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PARTE |

INTRODUCCION

Capitulo I- Enfermedad de Parkinson

1.1- Consideraciones generales sobre la Enfermedad de Parkinson

Descrito por vez primera en el afo 1887 por James Parkinson, la enfermedad de
Parkinson(PD) es la segunda enfermedad neurodegenerativa conocida después de la
enfermedad del Alzheimer(7). Desde su descripcién en aquel momento, se han producido
numerosos avances en relacién a su fisiopatologia, descripcion de subtipos clinicos,
presencia de sintomas no motores y su relacion con la severidad de la EP, métodos
diagnésticos(1), tratamiento de su comorbilidad asociada, tratamiento no farmacolégico y
pronostico de la enfermedad(2). Sin embargo, los tratamientos antiparkinsonianos
disponibles en la actualidad no impiden eficazmente el avance hacia las formas graves de la
enfermedad e incluso la muerte(3). Algunos medicamentos utilizados en la EP producen
complicaciones inesperadas como es el caso del trastorno impulsivo asociado a la toma de
agonistas dopaminérgicos(4). Si bien se han descrito diversos mecanismos patogénicos
involucrados (genética, ambiental téxica, inflamacion e inmunitaria, disfuncién mitocondrial y
el estrés oxidativo)(5), no se conoce fehacientemente el mecanismo que desencadena o
perpetua la inexorable muerte de las neuronas dopaminérgicas. Considerando que la EP es
la segunda enfermedad neurodegenerativa mas frecuente en pacientes gerontolégicos y
que su prevalencia aumenta con la edad y el envejecimiento poblacional(6), el desarrollo de
un adecuado tratamiento contra la misma resulta de maxima prioridad. Esta considerado
como un problema de salud publica porque afecta a mas del 1.5% de la poblacién mayor de
60 afios y a mas del 5% de la poblacion mayores de 85 anos(8). La incidencia de la
enfermedad de Parkinson va desde 16 hasta 19 por cada 100.000 habitantes por afio(9). El
principal evento celular que conlleva a la EP es una pérdida progresiva y mantenida de
neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra y de la via nigroestriatal(10), (11). Siendo
una enfermedad croénica y progresiva, empiezan a aparecer las manifestaciones clinicas de
la enfermedad cuando la pérdida de las neuronas llega a unos 70-90% de las poblaciones

neuronales de la sustancia negra pars compacta(SNc)(12). Fearnley JM y colaboradores
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han demostrado que al inicio de los sintomas del PD se produce una pérdida de células del
68 % a nivel de la region ventrolateral y una pérdida del 48 % en region caudal de la
sustancia nigra(12). EL evento molecular bien conocido en la EP es la formacion y depdsito
de cuerpos de inclusidon llamada cuerpo de Lewy en las células de la sustancia nigra,
constituido principalmente por precipitados de proteinas alfa-sinucleina(13)(14), descubierto
por vez primera por Frederick Lewy en 1912, por eso lleva su nombre. En las ultimas
décadas, en investigaciones sobre la EP, se han descrito otros procesos moleculares que
conllevan a la muerte celular dopaminérgica como disfuncion mitocondrial incluyendo
alteraciones de la cadena de transporte mitocondrial y sintesis de ATP, alteracion en el
equilibrio fisién/fusién mitocondrial, fragmentacién mitocondrial, movilidad alterada de las
mitocondrias, afectacion de la mitofagia, produccion en exceso de radicales libres,
neuroinflamcion mediada por la microglia, trastornos en el trafico de vesiculas
endolisosomales y sinapticas, alteracion de la homeostasis del calcio, alteracion en la
neurotransmision y estrés oxidativo entre otros. Estos procesos moleculares son
responsables de las muertes celulares dopaminérgicas en el pars compacta de la sustancia
nigra y por consiguiente la neurodegeneracion y enfermedad de parkinson. Esta deficiencia
de las neuronas nigroestriatales conduce a la aparicion de los sintomas principales de la EP
como la bradicinesia, los temblores, alteraciones posturales y rigidez muscular(15),(16). A
medida que se va estableciendo la enfermedad, van apareciendo otros sintomas
no-motores como la depresion, alteracién cognitiva, afectacion del humor(7). En el siguiente
apartado, vamos a detallar los mecanismos fisiopatologicos y etiopatogénicos que conllevan

al establecimiento de la EP en los pacientes.

1.2- Fisiopatologia y etiopatogenia de la enfermedad de Parkinson

Hasta el momento, se han identificado varios procesos etiologicos y fisiopatolégicos de la
enfermedad de Parkinson, los cuales se basan en una variedad de factores, que abarcan
desde factores genéticos, ambientales, téxicos, ademas de factores inflamatorios,
inmunitarios, disfunciéon mitocondrial y la generacion de radicales libres(Simon, Tanner, and
Brundin 2020b)(figura 1A-C).

Varios cientificos que investigan la enfermedad de Parkinson estan de acuerdo en que el
10% de la EP esta causado por factores genéticos(H. Deng, Wang, and Jankovic 2018).
Mutaciones en los genes SNCA, LRRK2, GBA, VPS35 causan la forma familiar autosomico
dominante de la enfermedad(H. Deng, Wang, and Jankovic 2018; Funayama et al.
2023)(Salles, Tirapegui, and Chana-Cuevas 2024). Por otro lado, mutaciones en los genes

parkin, PINK1 y DJ-1 causan la forma autosémica recesiva de la enfermedad y aparece a


https://paperpile.com/c/0cfcPp/1wY8g
https://paperpile.com/c/0cfcPp/vwdd2
https://paperpile.com/c/0cfcPp/8BLYr
https://paperpile.com/c/0cfcPp/o5LQ3
https://paperpile.com/c/0cfcPp/L7EEi
https://paperpile.com/c/0cfcPp/kKGS4
https://paperpile.com/c/Opn5Ud/K0DO0
https://paperpile.com/c/Opn5Ud/K0DO0
https://paperpile.com/c/Opn5Ud/jqsG
https://paperpile.com/c/Opn5Ud/jqsG+XBhR
https://paperpile.com/c/Opn5Ud/jqsG+XBhR
https://paperpile.com/c/Opn5Ud/fBwt

v UAI
3

Universidad Abierta
© Interamericana 25

temprana edad(Funayama et al. 2023),(Salles, Tirapegui, and Chana-Cuevas 2024)(Figura
1A-C).

Por otro lado, existen variantes genéticas tipo SNVs(single nucleotide variants por su
definicion en inglés) localizadas en los genes que causan las formas familiares de la EP o
que se localizan en otros genes estan asociadas con riesgo elevado de enfermedad de
parkinson o incluso algunas variantes pueden comportarse como factores protectores(Day
and Mullin 2021). Estas variantes no causan la EP familiar pero interactian con otras
variantes genéticas y/o con factores ambientales para generar el desarrollo de la
enfermedad de parkinson(Day and Mullin 2021; Lohmueller et al. 2003)(Figura 1A-C).

Segun varios estudios, el 90% restante de la enfermedad de parkinson es de origen
multifactorial que se desarrolla a partir de la combinacién e interaccion entre estas variantes
genéticas y factores ambientales.

La edad es uno de los factores de riesgo mas importantes en el desarrollo de la EP y los
hombres son los mas afectados por esta patologia(Joseph Jankovic and Tan 2020).

En cuanto a factores ambientales, varios estudios han demostrado asociaciones entre la
enfermedad de Parkinson y eventos como exposiciones a metales pesados y
pesticidas(Langston et al. 1983), y ocupacional(agricultura)(Petrovitch et al. 2002). Los
metales pesados como el cobre se unen con la dopamina en el espacio sinaptico y se forma
el complejo dopamina-cu**, el cual se introduce dentro de la célula utilizando el
transportador de la dopamina. El complejo dopamina-Cu++ se oxida dentro de la célula para
dar formacion a productos como el aminocromo y radicales libres los cuales son
neurotéxicos y provocan muerte celular(Pyatha et al. 2022)(Figura 1A-C).

Antecedente de traumatismo craneoencefalico (Rugbjerg et al. 2008), consumo de
productos lacteos en hombre pero no en mujeres(the Nurses’ Health Study and the Health
Professionals Follow-up Study (HPFS)(H. Chen et al. 2002), diabetes mellitus tipo
[l(Ascherio and Schwarzschild 2016) aumentan el riesgo de enfermedad de parkinson. Por
otro lado, paraddjicamente, sustancias conocidas como toxicas para el cuerpo como el
tabaco y el alcohol(cerveza principalmente) parece tener efecto protector en la EP(Thacker
et al. 2007), (D. Zhang, Jiang, and Xie 2014). Otros factores protectores como la cafeina y el
té, antiinflamatorios no esteroideos, actividad fisica y consumo de estatinas se han descrito
en otros estudios(Ascherio and Schwarzschild 2016). Hasta la fecha muchos de estos
estudios no podian ser reproducidos o confirmados en estudios posteriores. Por ejemplo, en
el caso de los productos lacteos, en el mismo estudio en el cual lo han descubierto, se ha
encontrado que los productos podrian estar contaminados con el heptacloro epéxido en los
grupos que tenian EP en relacion a los que no(Ascherio and Schwarzschild 2016). En el

caso del alcohol, en un estudio en pacientes Swedish que incluye a mas de 1000 casos de
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EP, se encontr6 al contrario un aumento del riesgo de EP en los individuos que tomaban
alcohol(Eriksson et al. 2013). Lo que si estda comprobado es que los factores ambientales ya
conocidos, tienen una participaciéon importante en el desarrollo y la progresion de la
enfermedad de parkinson.

Ademas de los factores ambientales, se han identificado numerosas variantes y mutaciones
genéticas como factores de riesgo para la enfermedad de Parkinson. Estos hallazgos
respaldan la influencia genética en el desarrollo de esta enfermedad neurodegenerativa(Day
and Mullin 2021). Se calcula que la variacion genética contribuye aproximadamente en un
25-36% al riesgo global de desarrollar EP del 90%(Keller et al. 2012),(Keller et al. 2012;
Nalls et al. 2019). Todas son variantes de genes que participan en diferentes vias de
sefalizacién y funciones moleculares muy importantes en la célula como el transporte
intracelular(van Veen et al. 2020), mecanismos de desintoxicacién celular, identificacion y
degradacién de proteinas por el sistema proteosomal(Y. Zhang et al. 2000), plegamiento de
las proteinas(Day and Mullin 2021; Polymeropoulos et al. 1996), (Kriger et al. 1998),(Krtiger
et al. 1998; Benitez et al. 2016). A continuacién, vamos a explicar algunos ejemplos de
mecanismos moleculares ya conocidos por los cuales variaciones en algunos genes
producen la enfermedad de Parkinson.
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Figura 1 A-C: Factores de riesgos asociados a la enfermedad de Parkinson. Figura realizada en nuestro laboratorio. La figura
hace referencia sobre los factores de riesgo asociados a la EP. Se describen tanto los factores genéticos, factores
ambientales, patolégicos asociados que aumentan el riesgo de la EP como factores que disminuyen el riesgo de EP como el
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consumo de alcohol, cafeina, AINES vy ejercicio fisico. En la figura 1A, se describen los factores de riesgos o factores
causales asociados a la enfermedad de Parkinson. En la figura 1B se describen las alteraciones mitocondriales, autofagicas, y
trafico endolisosomal y la participacion de los genes SNCA, PARKIN, PINK1, DJ-1, VPS35 en las mismas. La figura 1C
describe como los genes SNCA, PINK1, PARKIN, DJ-1y los pesticidas como paraquat, rotenona y Maned alteran la cadena de
transporte de electrones, la sintesis de ATP y la produccion de radicales libres en las células.

1.3- Alteraciones genéticas y Enfermedad de Parkinson.

1.3.1- Polimorfismos de nucleétidos Unicos y mutaciones

Los polimorfismos de nucleétidos Unicos o SNPs(por su sigla en inglés, single nucleotide
polymorphism), son marcadores genéticos que nos permiten entender la estructura de las
poblaciones a nivel genético y su relacién con ciertas enfermedades. Es un cambio puntual
en el ADN donde una base es reemplazada por otra. Se considera SNP cambios en una
base o0 algunos pocos pares de bases incluso hasta 50 pares de bases y algunos pequefios
inserciones y deleciones(Ver capitulo 3 para mas detalles). La frecuencia alélica del SNP
debe ser igual o mayor a 1% para ser considerado como polimorfismo de nucleétido unico.
Muchos autores utilizan el término SNV(Single nucleotide polymorphism) para referirse a los
SNPs obviando la frecuencia alélica(incluyendo a los SNPs y las mutaciones). Aunque por
si solos no nos dicen cuales genes especificos estan involucrados, si nos indican una
localizacién cromosémica que puede estar asociada con un fenotipo particular. Incluso si un
SNP no esta directamente relacionado con una enfermedad, puede servir como un
marcador para identificarla. De ahi la diferencia de las mutaciones las cuales estan
directamente asociadas con un fenotipo generalmente patolégico porque son cambios
bruscos que se producen en el ADN y se presentan en una pequefia porcién de la poblacion

con una frecuencia alélica menor a 1%.

1.3.2- Mutaciones, polimorfismos de nucleétidos unicos y Enfermedad de
Parkinson
Recientemente, se han dedicado una gran cantidad de investigaciones para demostrar la

etiologia genética de la enfermedad de Parkinson (EP) y sus mecanismos moleculares.
Aunque el 90% de esta enfermedad es multifactorial y esta asociada a la combinacion de
componentes genéticos y ambientales, existen estudios que han descubierto la causa
principalmente genética de algunas formas de EP hereditaria, conocida como EP
familiar(Balestrino and Schapira 2020). Hasta la fecha se han descubierto varias mutaciones
geneéticas responsable de la enfermedad de parkinson analisis del genoma humano como la
SNCA, LRRK2 (Lill 2016), (Olanow and Brundin 2013), (Nuytemans et al. 2010), MAPT,
DJ1, PARK2, SCA1, SCA2(Coppedé 2012). Ortega RA y colaboradores encontraron que,
los pacientes con mutacion en el gen GBA tiene una peor progresion de la enfermedad de

parkinson en comparacion con los con mutaciones en GBA/LRRK2(Ortega et al. 2021).
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SNCA

Se ha demostrado que las mutaciones en el gen SNCA aumentan la acumulacion de la
proteina alfa-sinucleina en forma de cuerpos de inclusidon en células astrocitarias. Esto
destaca la necesidad de investigar en profundidad el papel de esta proteina en
enfermedades neurodegenerativas(Gu et al. 2010). Por ejemplo, la mutacion A53T en la
proteina alfa-sinucleina se encuentra asociada con una disminucién en la entrada de
glutamato dentro de las neuronas y la consiguiente muerte celular(Gu et al. 2010). Otros
trabajos han identificado mutaciones en el gen SNCA en familias con enfermedad de
Parkinson(Polymeropoulos et al. 1997). Hay que recalcar que hasta los pacientes con EP
esporadico presentan la proteina alfa-sinucleina en el cuerpo de Lewy, una de las
principales alteraciones neuropatoldgicas de la EP(Gémez-Benito et al. 2020). Otro caso
relevante que evidencia aun mas la asociacion causal entre la SNCA y la EP es la
presentada por Singleton y colaboradores en la cual encontré una triplicacion de la SNCA
en enfermos con la EP familiar de transmision dominante autosomica(A. B. Singleton et al.
2003). Ahora queda explicar los mecanismos moleculares por los cuales la proteina
alfa-sinucleina participa en el proceso patoldgico de la EP.

La alfa-Sinucleina es una proteina cuyo mecanismo molecular en la EP ha sido bien
estudiado hasta el momento y representa un gran porcentaje en las causas de la EP(Du,
Xie, and Liu 2020). La alfa-sinucleina tiene su mayor funciéon en la formacién de las
vesiculas intracelulares, ademas de la regulacién de la concentracion de las proteinas
SNARE los cuales regulan la liberacion de los neurotransmisores(Bendor, Logan, and
Edwards 2013). La Enfermedad de Parkinson esta relacionada con la proteina
alfa-sinucleina por diferentes razones de las cuales se puede citar la acumulaciéon o
sobreexpresion de la SNCA. Por ejemplo, una triplicacién del gen SNCA se encuentra
asociado con la EP por aumentar la concentracion de la proteina alfa-sinucleina dentro de
las células(A. B. Singleton et al. 2003). Las mutaciones a nivel del gen SNCA de variantes
A53T y A30P, los cuales inhiben la degradacion de la alfa-sinucleina(A. B. Singleton et al.
2003; Cuervo et al. 2004), estan asociados con la Enfermedad de Parkinson(Jo et al. 2002).
Otro postulamiento tiene que ver con el hecho de que algunas mutaciones en la proteina
alfa-sinucleina inducen un mal plegamiento de la proteina lo que engendra una disminucién
de la biodisponibilidad de las vesicular a nivel celular y consecuentemente una disminucion
en la liberacion de dopamina y un aumento en la concentracién intracelular de
dopamina(Luth et al. 2014; Burré, Sharma, and Siudhof 2015). Esta dultima es un
neurotransmisor que tiene la propiedad de auto-oxidarse cuando se encuentra libre en el
citoplasma dando como resultado produccidén de grandes cantidades de radicales libres

como radical superéxido, peroxido de hidrogeno y aminocromo(Adams 2021). Esta
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superproduccion de radicales libres intracelulares provocan alteraciones de procesos
biolégicos y moleculares importantes por la inestabilidad genética que produce(mutaciones
puntuales, de insercion, de delecion y de translocacién), peroxidacion de los lipidos e
inestabilidad de las membranas biolégicas y mal plegamiento de las proteinas
intracelulares(Berman and Hastings 1997), (Picca et al. 2021). Ademas se ha descrito
también que alteraciones de la alfa-sinucleina provocan disfunciones mitocondriales,
alteracién en la produccién energética y muerte celular por apoptosis con liberacion de
sustancias proinflamatorias en el medio extracelular(Tansey et al. 2022). Los productos
liberados seran encargados de activar la respuesta inflamatoria por parte de la microglia
que responde activando células inflamatorias como macrofagos y linfocitos para la
reabsorcion de las estructuras dafiadas(Sanchez-Guajardo et al. 2013). La expresion
aumentada de la alfa-sinucleina puede producir la secrecion de la TNF en los pacientes con
EP con relacién a los controles ademas de incitar las células T-helper y citotoxicas a liberar
citocinas como IFNy, IL-2, IL-5(Sanchez-Guajardo et al. 2013; Czirr and Wyss-Coray 2012).
Pareciera que este proceso de respuesta inflamatoria por la microglia es responsable en
parte de la neurodegeneracion progresiva tanto por ser mantenida en el tiempo como por
danar a células integras en pacientes con EP(W.-W. Chen, Zhang, and Huang 2016), (Kwon
and Koh 2020) . La disfuncion mitocondrial se produce dependiente de alteraciones a nivel
del complejo mitocondrial I, lo cual afecta el potencial de membrana mitocondrial, alteracién
de la homeostasis del calcio y liberacion del citocromo C(Luth et al. 2014). Otro mecanismo
por el cual la alfa-sinucleina provoca alteracion mitocondrial es a través de su unién al
receptor TOM20, impidiendo de esta forma la union de este ultimo a su co-receptor TOM22
provocando alteracion en el transporte mitocondrial de proteinas, lo que produce
insuficiencia mitocondrial e incremento en la concentracion de los radicales libres y
alteracion del potencial de membrana(Di Maio et al. 2016).

LRRK2

La quinasa 2 rica en leucina repetida(Leucine-rich repeat kinase 2), LRRK2 por su sigla en
inglés también llamada PARKS, es una proteina enzimatica de 280 KD de peso molecular y
esta formado por varios dominios de uniones que intervienen en la interaccion
proteina-proteina tal como dominio N-terminal de armadillo, dominio C-terminal WDA40,
anquirina y dominio rica en leucina repetida(Myasnikov et al. 2021). La LRRK2 interviene en
diferentes procesos moleculares como la regulacion de la autofagia, en el transporte de
componentes citoplasmaticos hacia los lisosomas para ser degradados vy
reciclados(Bonet-Ponce and Cookson 2021). Ademas, Se ha postulado que LRRK2
desempefa multiples funciones, que van desde la remodelacion del citoesqueleto hasta la

expresion de proteinas, pasando por la transmision sinaptica y el trafico de membranas,
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mediante la fosforilacién de diversos sustratos(Kiral et al. 2018), (Kiral et al. 2018; Yun et al.
2015), (Parisiadou et al. 2009). La LRRK2 fosforila un subgrupo de proteinas perteneciente
a la familia RAB y regula sus capacidades para unirse con sus respectivas proteinas
efectoras(Alessi and Sammler 2018). Las mutaciones en el gen que codifica la quinasa 2
rica en leucina (LRRK2) son factores de riesgo genético comunes para la enfermedad de
Parkinson (EP) familiar y esporadica(Jeong and Lee 2020). Se sabe que casi todas las
mutaciones a nivel del LRRK2 asociados a EP se encuentran en el dominio catalitico de la
enzima. Por ejemplo, la mutacién G2019S esta asociada con un aumento en la actividad
catalitica de la enzima(Jeong and Lee 2020) el cual se ha asociado con una forma de EP
familiar de transmision dominante y varias otras formas de EP esporadico(Zimprich et al.
2004). Se ha demostrado que la EP idiopatica puede estar asociada con aumento de la
actividad de la LRRK2 sin que haya necesariamente mutacion en la proteina, lo que
aumenta la fosforilacion de la proteina Rab10 y las consecuencias derivadas incluyendo la
disfuncion mitocondrial y lisosomal(Di Maio et al. 2018). Varios papers describen como en
cultivos neuronales primarios, la sobreexpresion de LRRK2 G2019S y otros variantes como
12020T, R1441C o Y1699C inducen toxicidad neuronal, evidenciada por el acortamiento de
las neuritas, la muerte celular o el deterioro de las funciones de los organulos
intracelulares(B. D. Lee et al. 2010), (B. D. Lee et al. 2010; West et al. 2007), (Smith et al.
2006). Se postula que el estrés del reticulo endoplasmico es una alteracion neuropatolégica
de la enfermedad de Parkinson(J. H. Lee et al. 2019) y se ha demostrado que la mutacion
G2019S del LRRK2 esta asociado con aumento en las proteinas de estrés del reticulo
endoplasmico de los astrocitos y muerte celular(J. H. Lee et al. 2019). Ademas, Mamais y
colaboradores demostraron que esta mutacion G2019S de la LRRK2 produce una
secuestracion de la proteina Rab8 en los lisosomas y aumento de depdsito de hierro en
células microglia intrastriatal(Mamais et al. 2021).

En resumen, la EP esta relacionado con varias mutaciones y/o variantes genéticas a nivel
de la proteina enzimatica LRRK2, principalmente la variante G2019S, el cual aumenta la
actividad catalitica de la enzima, aumentando de esta forma la fosforilacion de la proteina
Rab10 y la consecuente disfuncion mitocondrial y muerte celular dopaminérgico en

pacientes con EP.

GBA

La B-glucocerebrosidasa es una enzima con actividad de glucosilceramidasa que se
necesita para escindir, por hidrélisis, el enlace beta-glucosidico del glucocerebrosido, un
intermediario en el metabolismo de los glicolipidos que abunda en las membranas

celulares(Vielhaber et al. 2001). Se localiza en el lisosoma, donde permanece asociado a la
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membrana lisosomal(Vielhaber et al. 2001; Rijnboutt et al. 1991). Se ha demostrado la
asociacion entre la EP y mutaciones encontradas localizadas en la enzima GBA(G. Liu et al.
2016). Se ha estimado que las mutaciones en GBA confieren un riesgo de entre 20 y 30
veces mayor de desarrollar EP, y que al menos el 7-10% de los pacientes con EP tienen
una mutaciéon en GBA(Migdalska-Richards and Schapira 2016). Hasta la fecha, el
mecanismo por el cual la GBA provoca la EP no esta bien claro, pero varios autores
postulan que las mutaciones en la GBA producen plegamiento defectuoso de la misma 'y
afectaciéon del buen funcionamiento y estrés del reticulo endoplasmico(RE) por la
acumulacion de las proteinas mal plegada a nivel del RE(Migdalska-Richards and Schapira
2016). Esto a su vez produce la activacion del proceso de respuesta a proteinas mal
plegadas, que va desde el proceso de degradacion por parte del sistema
ubiquitina-proteasoma hasta la muerte celular por apoptosis. Li y colaboradores
demostraron que la mutacién L444P heterocigota del GBA produce disfuncionamiento
mitocondrial e inhibicion de la mitofagia, proceso por el cual se eliminan las mitocondrias
disfuncionales(H. Li et al. 2019). Este cumulo de mitocondrias disfuncionales dentro de las
células provocan estrés oxidativo y muerte celular(H. Li et al. 2019).

Estrés oxidativo y enfermedad de Parkinson

Otros grupos de proteinas cuya mutacion provoca enfermedad de Parkinson son las
responsables en la detoxificacion celular de los radicales libres producidos(Berman and

Hastings 1997). Las especies reactivas de oxigeno son un grupo de moléculas incluyendo
O,", radicales hidroxilo HO", y peréxido de hidrégeno. Las mitocondrias constituyen los

componentes células que producen mayormente radicales libres dentro de la célula.

Las reacciones de oxido reduccion son indispensables para la supervivencia celular por
participar en procesos de sefializacion y procesos tisulares como el mantenimiento del tono
muscular vascular, control de la ventilacion pulmonar y la produccion de eritropoyetina a
través del monitoreo de la presién de oxigeno(Droge 2002). Pero el equilibrio entre
productos oxidados y reducidos y mantenimiento de las concentraciones de los radicales
libres dentro de limites adecuados es de suma importancia para un buen funcionamiento de
los procesos celulares. Para esto existen mecanismos establecidos dentro de la célula para
mantener este equilibrio. Para entender bien los mecanismos celulares del mantenimiento
del equilibrio oxido-reduccion, vamos a presentar brevemente un modelo de reaccion de
produccién y de eliminacion de radicales libres a nivel de las mitocondrias. Todo puede
explicarse empezando con la NADPH oxidasa que oxida una molécula de oxigeno en el
anion superoxido en presencia de la xantina oxidasa(Valko et al. 2007), (Belarbi et al. 2017).
El anion superoxido se convierte en peréxido de hidrégeno por la superoxido

dismutasa(SOD)(Lubos, Loscalzo, and Handy 2011; Y. Wang et al. 2018), el cual a su vez
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se reduce en agua por la Glutation peroxidasa(Lubos, Loscalzo, and Handy 2011). La
glutation peroxidasa en esta reaccion oxida al glutatién el cual vuelve a reducirse por la
glutation reductasa en presencia de NADPH. A partir de la explicacion anterior se podra
deducir que el sistema enzimatico constituido por la glutation peroxidasa y la glutation
reductasa participan en el mantenimiento del equilibrio de Ilas reacciones de
oxidorreduccion dentro de la célula. También es de suma importancia recalcar que cualquier
alteracion en el sistema enzimatico arriba mencionado llevara consecuentemente a un
desequilibrio del sistema oxidacién-reduccion celular a favor del aumento de productos
oxidativos llamados comunmente radicales libres. En la enfermedad de Parkinson, se han
encontrado alteracion tanto cuantitativa como cualitativa en este sistema enzimatico de
proteccién celular contra los radicales libres. Diferentes estudios han demostrado una
disminucion considerable en la expresion de la enzima Glutation peroxidasa en modelos de
enfermedades de Parkinson tanto murinos como en humanos(Trépanier et al. 1996),(Power
and Blumbergs 2009) . La enzima glutation transferasa, otra enzima que participa en el
proceso de desintoxicacion celular, se encontré relacionado con EP por una mutacion tipo
substitucion G/A producida en la posicién 313 en presencia de una mutacion A53T del
PARK1(Golbe et al. 2007).

Hasta ahi, nosotros veniamos explicando brevemente los mecanismos moleculares tanto
genético, inflamatorio, desequilibrio dxido-reduccién como explicativos de la fisiopatologia
del EP, pero todavia nos falta por exponer los fendmenos cerebrales que siguen a estas
alteraciones moleculares que también constituyen la base de la apariciéon de la
sintomatologia en el EP. Para entender estos fendmenos, seria de gran importancia
presentar un recordatorio de los ganglios de la base en su estructura anatdmica, su funciéon

y explicar cémo su alteracién provoca la enfermedad de Parkinson.

1.4- Ganglios de la Base

Los ganglios de la base también llamados nucleos de la base son agrupaciones de cuerpos
celulares en forma de nucleos situados en la profundidad de la sustancia blanca de los
hemisferios cerebrales. Estan constituidos por el nicleo caudado a ambos lados de los
ventriculos laterales hacia dentro de la capsula interna. Un poco fuera de la ultima se
encuentra el putamen y el globo palido con sus dos zonas importantes(GPi y GPe). Ademas
forman parte del nucleo de la base, estructuras como la sustancia nigra y el nucleo
subtalamico. El nucleo caudado y el putamen forman el striatum el cual se conecta con la
sustancia negra por una red de fibras nerviosas dopaminérgicas.

Los nucleos basales son responsables de la coordinacién de los movimientos y participan

en el control cognitivo del movimiento. Permiten el control de la amplitud y de la expresion
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de los movimientos. Para llevar a cabo estas funciones, los nlcleos basales establecen una
red de comunicacién compleja con la corteza cerebral de la cual reciben impulsos
excitatorios y al cual mandan a través del talamo respuesta especifica tanto excitatorio
como inhibitorio segun el caso después de integrar la informacién recibida. Todos los
movimientos que se vayan a realizar, la corteza cerebral al mismo tiempo manda impulsos
excitatorios hacia los ganglios de la base a través de fibras glutamatérgicas. Un grupo de
fibras llamado cortico-caudal salen desde las areas somatosensoriales, premotora y corteza
suplementaria hacia el nucleo caudado. Desde alli se dirigen hacia el Globo palido interno,
el cual se encargara de mandar respuesta de regreso hacia el tdlamo y de este ultimo hacia
la corteza prefrontal y a las areas corticales somatosensoriales y suplementarias. Otros
grupos de neuronas salen desde las mismas areas corticales precitadas y se dirigen hacia
el putamen. Desde el putamen se van produciendo dos vias de conduccién una via directa
en la cual las fibras van desde el putamen hacia el globo palido interno(GPi) y desde este
ultimo hacia el tdlamo y hasta la corteza cerebral; y otra via indirecta que antes de llegar al
globo palido interno(GPi) establece conexiones en el globo palido externo(GPe), desde alli
va al nucleo subtalamico y al final en el globo palido interno(GPi) y desde este ultimo se
envian conexiones hacia el talamo y a la corteza cerebral(Ver figura 2). Es de suma
importancia recalcar, la via directa activa los movimientos mientras que la via indirecta
inhibe los movimientos. A través de los receptores D1 del striatum, la sustancia negra a
través de sus fibras dopaminérgicas activa la via directa mientras que inhibe la via indirecta
por los receptores D2. De esta forma, la sustancia nigroestriatal participa en la ejecucion de
los movimientos, razones por las cuales en la enfermedad de Parkinson donde haya una
deficiencia de las células dopaminérgicas nigroestriatales se producen alteraciones motoras

de tipo bradicinesia, rigidez muscular y alteraciones posturales.
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Figura 2. Vias directa e indirecta de los ganglios basales. En la figura A se presentan las conexiones nerviosas de los
ganglios de la base. En esta imagen se describen las estructuras relevantes que conforman las vias directas e indirectas:
sustancia nigra, globo palido, putamen, nicleo subtalamico, nucleo caudado. Las fibras dopaminérgicas de la sustancia nigra
pars compacta(SNpc) se proyectan hacia el cuerpo estriado. Las vias empiezan en esta estructura. En la via directa, las
fibras se proyectan desde el cuerpo estriado hacia el segmento interno del globo palido. Desde ahi, salen proyecciones
inhibitorias(GABAérgicas) hacia hacia el talamo y desde este Ultimo se proyectan hacia la corteza cerebral. En cuanto a la via
indirecta, las fibras se proyectan desde el cuerpo estriado hacia el segmento externo del globo palido. Las fibras inhibitorias
salen desde el globo palido externo hacia el nucleo subtalamico y desde ahi regresa hacia el globo palido interno.

Guohong Cui et al., el 23 de Enero del 2013, Nature.

En resumen, la enfermedad de Parkinson es de origen multifactorial donde participan
diferentes factores tanto ambientales como genéticos. Factores como edad mayor a 60
afios, la diabetes mellitus, exposiciona metales pesados y pesticidas, traumatismos
craneoencefalicos(TCE), productos lacteos incrementan el riesgo de padecer la EP mientras
que el tabaquismo, el alcohol, ejercicio fisico, cafeina, y Anti-inflamatorios no
esteroideos(AINES) constituyen factores protectores contra la EP. En adicion a estos, varios
estudios, demostraron la participacion de una carga genética en el desarrollo de la EP,
algunos que producen la EP familiar y esporadico y otros factores genéticos de tipo SNVs
que en interacciones entres muchos de ellos(interaccion gene-gene) o entre ellos y factores
ambientales(interaccion genes-ambiental). Los genes como GBA, LRRK2 y SNCA son los
principales genes que se asocian con la EP esporadico y/o familiar como lo han
demostrado diversos estudios. Pero otros genes como ATP13A2, VPS35, DJ-1 también
tienen sus participaciones en el desarrollo de la enfermedad. Estas variantes genéticas
provocan alteraciones en varios procesos celulares como disfuncién mitocondrial, estrés del
ER, estrés oxidativo y vias de sefalizacién que en conjunto con los factores ambientales y

de estilo de vida de los pacientes provocan muerte celular en regiones de ganglio basales
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especificamente de las células dopaminérgicas situadas en el pars compacta de la

sustancia nigra.

1.5- Tratamientos actuales de la Enfermedad de Parkinson

En el momento actual, existen varias opciones de tratamientos con la EP, algunos mas
eficientes que otros o con mas efectos adversos que otros. El tratamiento de la EP se divide
en farmacolégico y no farmacolégico. Actualmente, las drogas dopaminérgicas son
consideradas como las primeras lineas de tratamiento farmacoldgico contra la EP. Se ha
propuesto una combinacién entre las ultimas y otras drogas como los inhibidores la la amino
oxidasa tipo B, los inhibidores de catecol-o-metiltransferasa y anticolinérgicos para
efectivizar el tratamiento de la EP sobre todo para controlar los sintomas motores y las
complicaciones motoras inducidas por la Levodopa. También, los sintomas disautonémicos,
insomnio, alteraciones psiquiatricas acompafiados a la EP se estan tomando en
consideracion para incrementar la calidad de vida de los pacientes. Otras medidas no
farmacologicas son consideradas como efectivas contra la EP como la estimulacion cerebral
profunda(DBS por su sigla en inglés), terapia génica, terapia de reemplazo celular, terapia
molecular dirigida entre otros.

Hasta la fecha, no existe un tratamiento especifico efectivo que revierte la enfermedad de
Parkinson. Los medicamentos que existen pueden en algunos casos disminuir los sintomas
de la EP, pero muchos de los pacientes con estos tratamientos, a veces no responden a los
mismos y desarrollan la forma severa de la EP o bien los mismos efectos adversos de los
medicamentos contribuyen a una mala calidad de vida de los pacientes. De ahi, se hace
indispensable seguir investigando sobre los mecanismos moleculares para poder encontrar
blanco terapéutico y métodos de diagnéstico precoz de la EP de forma a prevenir la EP o
tratar y prevenir las complicaciones de la misma. En este punto, es necesario recordar que
la EP esta considerada como un problema de salud publica que afecta a mas de 10 millones
de habitantes en el mundo. La EP afecta a mas del 1% de la poblacion mayor de 60 afios y
5% a mayores de 80 afios(Tysnes and Storstein 2017). La incidencia de la EP es de més de
19 por cada 100.000 habitantes por afo(Twelves, Perkins, and Counsell 2003b). Estos
datos refuerzan mas la importancia de enfocarse en investigaciones cuyo objetivo es
descubrir tratamientos efectivos contra la EP y las complicaciones de la misma.

Es importante enfocarse en la busqueda de tratamiento y medios efectivos de diagndsticos
precoz de la EP y sobre todo la prediccion de las complicaciones de la misma, pero hay que
recalcar también que existe subgrupos de pacientes caracterizados por la presencia de
algun sintomatologia que hace que la EP tiene un peor desenlace. Tal es el caso de los

pacientes que presentan hipotensién ortostatica(HO). Varios trabajos convergen en la idea
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de que la OH esta asociada con mayor mortalidad en los pacientes que tienen EP(Masaki et
al. 1998). Un meta-andlisis encontré que mas del 30% de los pacientes con EP presentan
NOH y disfuncion autondmica(Velseboer et al. 2011).

En el siguiente capitulo nos detendremos a explicar detalladamente la hipotensién
ortostatica en los pacientes con enfermedad de Parkinson y su vinculo con los diferentes
factores etiopatogénicos conocidos hasta la fecha como causantes de la EP. Sobre todo
investigaremos sobre los antecedentes en la literatura que podrian vincular algunos de los

factores etioldgicos de la EP con el desarrollo de la NOH.

Capitulo II- Hipotension ortostatica neurogénica

2.1- Sistema autébnomo

El fisidlogo y farmacélogo britanico John Newport Langley fue el primero en usar el término
“sistema nervioso autdbnomo” para designar a la parte del sistema nervioso central
responsable de las funciones vegetativas, inconscientes e involuntarias de los 6rganos
internos(Velseboer et al. 2011; Langley 1901). Después, se complementa esta idea con la
propuesta de Walter B. Cannon y Henry Dale quienes dividieron este sistema en dos
grandes componentes: el sistema nervioso simpatico y parasimpatico(Karemaker 2017).

El sistema nervioso auténomo, ademas Uultimamente se considera que tiene otro
componente que es el entérico(Sternini 1997), (Lake and Heuckeroth 2013). Los dos
mayores componentes del sistema nervioso vegetativo, a saber el simpatico y el
parasimpatico, forman circuitos constituidos de fibras nerviosos tanto aferentes y eferentes
que conectan el sistema nerviosos central con los érganos internos y viscerales del cuerpo
a través de impulsos nerviosos de tipo sensitivo y motora segun si las fibras son aferentes o
eferentes(Karemaker 2017). Ademas, este circuito se forma de tal manera que se conectan
las fibras con cuerpos neuronales localizados en el SNC llamadas neuronas
preganglionares y otras conectadas a cuerpos neuronales ganglionares periféricos llamadas
neuronas postganglionares. EI componente entérico por su parte esta constituido por una
extensa red de neuronas conectadas localmente entre si y son responsables del
funcionamiento y regulacién de los procesos digestivos(Sternini 1997), (Lake and
Heuckeroth 2013).

El SNS inerva a todos los drganos viscerales internos produciendo por ejemplo aumento de
la frecuencia cardiaca y de la presion arterial, activa la glucogenolisis, disminuye el
peristaltismo y procesos intestinales, broncodilatacion, estimula la secrecion de sudor,

disminuye la excrecién de orina(Kenney and Ganta 2014)(ver figura 3).
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Figura 3- Funciones del sistema auténomo. Neuroanatomia. Texto y Atlas en color. 5ta Edicion, Crossman R. En esta imagen
se presentan las funciones del sistema nervioso auténomo. En tabla de izquierda, se presenta en una primera fila los 6rganos
que corresponden a los efectos del sistema vegentativo simpatico, en la segunda columna las estructuras especificas sobre
las cuales actuan el sistema auténomo, en la tercera columna se describen los efectos que tiene el sistema auténomo
simpatico sobre las estructuras y en la cuarta columna los efectos del sistema vegetativo parasimpatico sobre las estructuras
de la columna 5. En la figura de la derecha se presentan las mismas informaciones antes descritos usando una imagen del ser
humano sefialando las partes y estructuras y los efectos de los sistemas simpaticos(a la izquierda de la imagen) y del sistema
parasimpatico(a la derecha de la imagen).

El sistema nervioso simpatico es el encargado de preparar al cuerpo para responder a
situaciones de estrés. Este mecanismo activa érganos y funciones corporales, como el
aumento del ritmo cardiaco, la dilatacion de los bronquios vy la liberacion de adrenalina, para
permitir una respuesta rapida y efectiva ante situaciones de peligro o estrés. Este proceso
es fundamental para la supervivencia y adaptacion del organismo a diferentes desafios. La
fibra preganglionar del SNS se conecta con los receptores nicotinicos los cuales son
activados por los neurotransmisores acetilcolina mientras que las fibras postganglionares
activan o inhiben los receptores de los érganos periféricos a través de la adrenalina o la
noradrenalina, las cuales se unen a receptores adrenérgicos alfa y/o beta. Se conocen 2
tipos de receptores adrenérgicos involucrados en los mecanismos de accién del sistema
simpatico: receptores alfa y beta. Son proteinas transmembranales asociadas a proteinas G
los cuales activan o inhiben el segundo mensajero segun el resultado buscado. Estos
receptores se expresan tanto en el sistema nervioso central como en los 6rganos
periféricos. Los receptores alfa a su vez se componen de alfal y alfa2. La alfa1 se acopla a

las proteinas Gqa, las cuales cuando se activan estimulan la fosfolipasa C. Este ultimo es
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una hidrolasa que hidroliza enlaces fosfodiéster del fosfatidilinositol bifosfato cuyos
productos son segundos mensajeros(inositol trifosfato IP3 y diacilglicerol DAG) que
participan en procesos de sefalizacion celulares como la neurotransmisién. El IP3 como es
soluble se difunde a través del citoplasma hacia el reticulo endoplasmico donde promueve
la liberacion de calcio para la contraccién muscular. Por esta razén los receptores alfa 1 se
encuentran en tejidos donde se producen contraccion musculares cuando el sistema
simpatico se activa como por ejemplo en vasos sanguineos produciendo vasoconstriccion.
Por el otro lado, los receptores alfa 2 se acoplan a proteinas Gia cuya activaciéon esta
asociada con disminucion en la concentracion del AMPc intracelular, lo que conlleva a una
inhibicion de las enzimas PKA y la apertura de canales de K+, promocion del intercambio de
Na+/K+ y estimulacién de la fosfolipasa CB2 que moviliza el Acido Araquidénico y aumenta
Ca++ intracelular. Estos receptores producen vasoconstriccion, disminucion de la motilidad
del musculo liso del tracto gastrointestinal. Los receptores beta por su parte se dividen en 3
subgrupos: beta 1, 2 y 3. La activacién de los 3 tipos de receptores betas producen elevada
concentracion de AMPc intracelular. Los Beta 1 son mas abundantes en el tejido cardiaco
provocando efectos metabotropicos y cronotropicos en dicho tejido. Sus principales
acciones se centran en el aumento de la frecuencia cardiaca y del gasto cardiaco y el
subsiguiente aumento de la presion arterial por el incremento de la fraccion de eyeccion
producida por el gasto cardiaco aumentado. Mientras tanto los beta 2 estan distribuidos
mayoritariamente en musculos esqueléticos y lisos provocando dilatacién de los mismos a
través de la activacion de la AMPc y la consiguiente activacion de la PKA y captura de
calcio en el reticulo endoplasmico. Finalmente los subtipos beta 3 estan mas relacionados
con procesos metabdlicos como por ejemplo la activacion de la lipdlisis a nivel del tejido
adiposo.

El sistema nervioso parasimpatico, por su lado produce todo lo contrario al SNS en cuanto a
los procesos biolégicos que acabamos de mencionar como la disminucion de la frecuencia
cardiaca, vasodilatacion. Las neuronas preganglionares del sistema nervioso parasimpatico
se conectan a los cuerpos neuronales del ganglio a través de receptores colinérgicos
nicotinicos como lo hace también el SNS. Contrariamente a este ultimo, el sistema nervioso
parasimpatico utiliza receptores colinérgicos muscarinicos(ver figura 4) para conectarse
con los érganos periféricos. Los receptores muscarinicos estan ampliamente localizados en
el sistema nervioso central y se conoce que estan asociados con procesos de aprendizaje y
de memoria. También se encuentran distribuidos en los tejidos periféricos como el corazon,
tejidos glandulares, fibras musculares lisas de vasos sanguineos y digestiva(Botella Romero
et al. 2009). Se conocen 5 subtipos: M1, M2, M3, M4, M5. Los receptores M1, M3, M5 se

acoplan a proteinas Gg/11 cuya activacion provoca la estimulacion de la PLC y la
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subsiguiente activacién del IP3 y DAG mientras que los M2, M4 se asocian a proteinas Gi/o
que inhiben la enzima adenilciclasa y activar canales de K+ e inhibir canales de calcio
sensibles a voltajes. El subtipo M1 se encuentra especialmente distribuido en la corteza
cerebral e hipocampo y cuerpo estriado. El subtipo M2 abunda mas en el tejido cardiaco,

musculo liso produciendo efectos inotrépicos, cronotropicos y dromotrépicos negativos.
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Figura 4- Sistema nervioso auténomo y los receptores involucrados. En el caso del parasimpatico, el cuerpo neuronal de la
fibra preganglionar esta localizado en los nucleos ambiguos y motor dorsal del vago. De ahi salen los axones hacia los
ganglios donde se libera acetilcolina responsable de la activacion de los receptores nicotinicos de la neurona posganglionar.
Las neuronas del ganglio mandan sus fibras hacia los érganos periféricos efectores para activar los receptores muscarinicos
de los mismos. En el caso del sistema simpatico, la primera neurona con su cuerpo localizado en la médula espinal manda sus
fibras hacia el ganglio donde libera acetilcolina que activan los receptores nicotinicos de las neuronas posganglionares los
cuales a su vez liberan noradrenalina y/o adrenalina hacia los 6rganos periféricos(por ejemplo el nodo sinoatrial y
auriculoventricular del corazén para la activaciéon de los receptores B1 y alfa de los vasos sanguineos). Realizado en nuestro
laboratorio basandose en la figura del sistema nervioso autonédmico de la Enciclopedia Britanica. Encyclopaedia Britannica. 20
de abril de 2022. https://www.britannica.com/science/autonomic-nervous-system#/media/1/45079/1154
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Figura 5- Inervacion y funcién del sistema nervioso auténomo Encyclopaedia Britannica. 20 de abril de 2022.
https://www.britannica.com/scien nomic-nervous- m#/media/1/45079/1154. En esta figura se presenta las
inervaciones de los 6rganos por el sistema vegetativo. Se describen las diferentes regiones de la médula espinal de donde
salen los nervios. Se dividen en 5 regiones: region cervical, region toracica, lumbar y sacra.

Hasta aqui hemos descrito someramente el sistema autbnomo con sus respectivos
componentes y sobre todo los receptores que permiten la comunicacion o conexién entre el
SNC auténomo y los dérganos efectores. Ahora vamos a hablar un poco del sistema de
regulacion central del sistema vegetativo. Se sabe hace tiempos remotos que la via aferente
que toman estimulos desde los barorreceptores al cerebro, llega hasta una regién
dorsomedial de la médula oblongada llamada nucleo del tracto solitario(Seller and lllert
1969). Ademas, otros estudios han demostrado que las neuronas preganglionares se unen
a cuerpos neuronales en la regiéon ventrolateral rostral(Ross, Ruggiero, Joh, et al. 1984),
(Ross, Ruggiero, Joh, et al. 1984; Ross, Ruggiero, Park, et al. 1984). Lo que hizo pensar
que las vias simpaticas y parasimpaticas estan integradas a estructuras mas complejas en
el SNC. Dichas estructuras fueron estudiadas en detalles ultimamente a partir del desarrollo
de la neuroimagen funcional. Involucran estructuras y regiones del cerebro como el tronco
cerebral, el hipotalamo, el sistema limbico y la corteza cerebral, el cerebelo. Las regiones
del cerebro anterior estan involucradas directa o indirectamente en el control de las
funciones auténomas, las cuales incluyen a la corteza insular, la corteza cingulada anterior,
la amigdala y el hipotdlamo. La corteza insular es una region de integracion de sensaciones
de dolor, funciones viscerales y temperatura(Craig 2003). Ademas se le atribuye funciones

en el control de las actividades del sistema autdbnomo a través de su conexiéon con el
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hipotalamo(Westerhaus and Loewy 2001). El area cingulada anterior esta formada por
amplias conexiones con la insula, la corteza prefrontal, la amigdala, el hipotdlamo y el
tronco cerebral, a través de las cuales controla las funciones simpaticas vy
parasimpaticas(Terreberry and Neafsey 1987).

Por ejemplo se pudo comprobar a través de MRI funcional que la parte dorsal se encuentra
activada cuando los individuos realizan tareas que involucran la atencion y el
comportamiento y esta asociado con la estimulacion del sistema simpatico(Critchley 2009).
Se ha encontrado en diversos estudios asociacion entre el cingulo anterior y cerebro
anterior con la respuesta simpatica mediada por barorreceptores(Kimmerly et al. 2005). La
amigdala por su parte se involucra en la regulacién del sistema autonomo a través de las
conexiones establecidas por el nucleo central de la amigdala con el nucleo paraventricular y
area lateral del hipotalamo, con regiones del mesencéfalo como la formacion reticular
medular ventromedial, rostral ventrolateral, nucleo periacueductal(Loewy 1982). EI
hipotalamo permite la integracion entre el sistema endocrino y el autbnomo en cuanto a la
respuesta a estimulos para el mantenimiento de la homeostasis y la adaptacion del
individuo. La médula ventrolateral rostral (MVLR) contiene un grupo de neuronas
adrenérgicas responsables de la presion arterial(Dampney et al. 2003),(Guyenet 2006)
mientras que las neuronas glutamatérgicas del MVLR controlan el gasto cardiaco y el flujo
sanguineo hacia los 6rganos viscerales y musculos esqueléticos. Las neuronas simpaticas
en su funcion excitatorias reciben estimulo de diferentes regiones como el tronco encefalico,
y del cerebro anterior incluyendo a sefales inhibitorias de las neuronas sensibles a
barorreceptores del nucleo del tracto solitario(NTS)(Guyenet 2006). También el MVLR
recibe sefiales desde el hipotalamo. Ademas, la MVLR recibe sefales inhibitorias de
neuronas GABAergicas desde las neuronas barosensibles del nucleo del tracto solitario
inhibiendo de esta forma el componente simpatico del barorreflejo(Dampney et al. 2003).

En resumen, sabiendo que el sistema auténomo esta formado por 3 componentes cada uno
de los componentes conectados con el SNC a través de su primera fibra preganglionar, y
con los 6rganos efectores con sus fibras postganglionares. Cada uno de estos componentes
tienen funciones especificas en los drganos dependiendo del tejido y de los receptores que
contienen. Ademas, estudiamos que las fibras nerviosas simpaticas y parasimpaticas
forman redes o conectan con areas mas altas del sistema nervioso como el hipotalamo, el
area prefrontal, el mesencéfalo etc. En el siguiente apartado nos dedicaremos a estudiar la

hipotension ortostatica neurogénica.
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2.2- Consideraciones generales de la Hipotension Ortostatica neurogénica

Se puede dar el caso que este sistema auténomo sufre alguna alteracion en uno o algunos
de sus componentes tanto los nucleos, los ganglios, las fibras nerviosas que lo constituyen
a nivel periférico y/o central dando lugar a alteraciones en el mecanismo de regulacién o
disfuncion del sistema nervioso auténomo. El proceso resultante se denomina disfuncion
autonémica o disautonomia. Esta ultima esta constituida de un conjunto de sintomas y
signos que lo caracterizan. Los sintomas van apareciendo segun los nervios o regiones del
sistema nervioso afectados. Se descartan sintomas como disfuncién sexual; a nivel
intestinal existe alteracion de la motilidad del estbmago y del intestino que se manifiestan
por nauseas, vomitos, diarrea, molestias abdominales difusas y estrefimiento. La
hipotension ortostatica es una de las principales manifestaciones clinicas de la disfuncién
autondmica. La hipotension ortostatica es una bajada brusca de la presion arterial 3-5 mn
después de pasar del estado de decubito a posicidén de pie y puede estar acompanado de la
sensacion de mareo, sincope, por disminucién del flujo sanguineo al encéfalo, todo de
forma transitoria. Cuando la hipotensién ortostatica esta producida por una disminucién en
la liberacion de norepinefrina a nivel de los nervios simpaticos postganglionares o alteracion
de estructuras vegetativas centrales, se le denomina hipotensidén ortostatica neurogénica
(NOH)(Kalra, Raina, and Sohal 2020). Las causas etiopatogenia de la NOH se dividen en
dos grandes grupos, los NOH de causas primarias y los secundarias. Los de causa primaria
incluyen a un grupo de patologias neurodegenerativa caracterizadas por depdsito de
alfa-sinucleina en el sistema nervioso central y periférica incluyendo a la EP, PAF(Pure
autonomic failure), MAS(Multiple atrophy system) y demencia con cuerpo de Lewy. Estas 4
condiciones se denominan sinucleinopatias y tienen en comun la sintomatologia
NOH(Kalra, Raina, and Sohal 2020). Las NOH de causa secundaria son las provocadas por
patologias que destruyen los nervios periféricos como la DM y la neuropatia diabética,
neuropatia inducida por farmacos, neoplasias de la fosa posterior, siringomielia, amiloidosis,
inflamatoria y autoinmunitaria(Kalra, Raina, and Sohal 2020). Los principales sintomas
encontrados en los pacientes con NOH son el mareo y/o vértigo, cefalea, vision borrosa,
sincope, alteracion cognitiva y en raras ocasiones pueden presentar hasta
convulsiones(Kalra, Raina, and Sohal 2020; Low et al. 1995). Pueden aparecer sintomas
por hipoperfusion como cefalea suboccipital, dolor de hombro, claudicacion de miembros, y
dolor precordial por hipoperfusion del musculo cardiaco. Ademas, los pacientes con NOH
también presentan otros sintomas como disnea ortostatica por hipoperfusion del apice

pulmonar y hasta oliguria por hipoperfusién renal.
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2.3- Fisiopatologia de la hipotensién ortostatica neurogénica y diagnéstico .

La hipotension ortostatica tiene una prevalencia de 6% aproximadamente en la poblacion
general, lo cual se aumenta exponencialmente con la edad de los individuos hasta
estabilizarse entre 10 y 30 % incluso en pacientes que no tienen neurodegeneracion
(Joseph et al. 2017). Los factores de riesgo asociados a la hipotension ortostatica son los
medicamentos como diuréticos, antidepresivos, hipotensores; polifarmacia, tabaquismo,
diabetes mellitus y la amiloidosis(Poon and Braun 2005). Aunque paradojalmente, en otros
trabajos, han encontrado que los pacientes con tratamiento con diuréticos, al afadir
fluoxetina la bajada de la presién arterial estd mejorada en pacientes con enfermedad de
Parkinson y OH (Montastruc et al. 1998). La hipotension ortostatica en algunos pacientes
constituyen en la mayoria de las veces el inicio de las alteraciones neurodegenerativas por
sinucleinopatias en enfermos de Parkinson.

La hipotensién ortostatica neurogénica es la hipotensién ortostatica que se produce en los
pacientes como consecuencia de la alteracion de la vasoconstriccion simpatica debida a
una liberacién disminuida de norepinefrina por parte de las neuronas
postganglionares(ldiaquez et al. 2021), (Idiaquez et al. 2021; Robertson 2008). Ademas, se
debe diferenciar de los demas hipotension ortostatica que se produce por otra etiologia
como hemos explicado en parrafo anterior. La hipotension ortostatica se define como una
reduccion sostenida de la presién arterial sistdlica de al menos 20 mm Hg o una reduccién
de la presion arterial diastdlica de al menos 10 mm Hg, generalmente en los primeros 3-5
minutos de estar de pie o de inclinarse hacia arriba en una mesa basculante(Freeman et al.
2011).

La capacidad de los seres humanos para superar los efectos iniciales del estrés
gravitacional sobre el sistema cardiovascular depende en gran medida de un sistema
nervioso autbnomo muy desarrollado que incluye un reflejo barorreceptor exquisitamente
sensible para mantener niveles adecuados de presion sanguinea. Una clara comprension
de los mecanismos implicados en el mantenimiento de la presion arterial al ponerse de pie
es clave para descifrar las causas y tratamiento de la hipotensién ortostatica. La postura
erguida provoca una rapida acumulacion de sangre en las extremidades inferiores, con el
consiguiente movimiento de agua plasmatica hacia el intersticio y la microcirculacion
circundante (Jacob et al. 1998). Debido al efecto de la gravedad, en pocos segundos entre
500 y 700 mL de sangre se trasladan desde la parte superior del cuerpo a los vasos de
capacitancia venosa de las extremidades inferiores y circulacién esplacnica(Christopher J.
Mathias 2002). De los cuales, 500 ml se acumulan en las extremidades y 200
aproximadamente en la regién esplacnica y pélvica. Ademas, debido al aumento de la

presion hidrostatica, aproximadamente el 10% del plasma intravascular se desplaza hacia el
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compartimento intersticial en un plazo de 10 a 30 minutos de la postura erguida(Christopher
J. Mathias 2002; Hagan, Diaz, and Horvath 1978). Al acumularse la volemia en la parte
inferior, se produce una disminucién del retorno venoso, de la presion de llenado del
ventriculo derecho y, en ultima instancia el gasto cardiaco en aproximadamente un 20%, de
ahi la consiguiente caida de la presion sanguinea que puede comprometer la perfusion de
los 6rganos por encima del corazén en ausencia de mecanismos de compensacion. Los
barorreceptores son los responsables de sensar el aumento o la bajada de presién de la
volemia.

Los barorreceptores son terminaciones nerviosas mecanosensibles situadas en la pared de
los vasos, que detectan pequefias reducciones de la presion arterial o del volumen
sanguineo central, a través de deformaciones de la pared de los vasos. Los barorreceptores
arteriales o de alta presion se localizan en los senos carotideos y el arco aértico y
desempefan el papel mas importante en la adaptacién aguda a la postura erguida
(Jacobsen et al. 1993), (J. S. Sanders, Ferguson, and Mark 1988). Los barorreceptores de
baja presion (o volorreceptores) se localizan principalmente en los principales vasos
cardiopulmonares (J. S. Sanders, Ferguson, and Mark 1988)detectan una reduccién del
volumen sanguineo central(J. S. Sanders, Ferguson, and Mark 1988). Estos
mecanorreceptores estan conectados con el sistema nervioso auténomo central a través de
las vias aferentes y eferentes. Las vias aferentes en el seno carotideo del corazén y los
principales vasos cardiopulmonares transmiten informacion al cerebro a través de los
nervios vagos y gloso-faringeos. Existen numerosas conexiones cerebrales. Las vias
eferentes comprenden la salida del impulso nervioso desde regiones simpaticas y
parasimpaticas centrales hacia los vasos sanguineos y el corazén. Estas vias ejercen un
control sobre el latido cardiaco y de la presién arterial, siendo un componente vital la
vasoconstriccion inducida por el aumento de la actividad simpatica(lchinose and Nishiyasu
2012). La disminucion de la presion venosa central al ponerse de pie, reduce el trafico
barorreflejo aferente al tronco cerebral al descargar los barorreceptores cardiopulmonares,
lo que provoca un aumento del tono simpatico(Persson 1996) . Las Vias aferentes [nervios
gloso-faringeos (IX) y vagos (X) en el caso de los barorreceptores carotideos y adrticos,

respectivamente, y fibras nerviosas vagales no mielinizadas para los
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Figura 6: Circuito neuronal del arco barorreflejo. Representa el arco barorreflejo completo: partiendo de los barorreceptores
(situados en el seno carotideo y en el arco aértico), los aferentes (IX y X nervio craneal) ascienden a los centros medulares y
envian eferentes (simpaticos y parasimpaticos) a los érganos finales (corazon y vasculatura). CN IX y CN X: Nervio craneal IX
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rostral; IML: Columna gris intermedial (Kaur et al. 2016)

barorreceptores de baja presién, hacen sinapsis en el sistema nervioso central,

especialmente en el nucleo del tracto solitario, el cual se activa por la liberacion de
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glutamato(Ohta, Li, and Talman 1996), (Ohta, Li, and Talman 1996; Andresen et al. 2001) .
Los circuitos neuronales centrales como la médula ventrolateral caudal y la médula
ventrolateral rostral(bulbo raquideo), integran los impulsos nerviosos que controlan la salida
simpatica hacia las arterias y las venas mientras que el corazon a través de la columna de
la médula espinal toracica, y por fin el nicleo ambiguo que controla la salida parasimpatica
al nodo sinoauricular del corazén(Andresen et al. 2001). Un descenso de la presion arterial
provoca una disminucion de la actividad de los nervios aferentes hacia el tracto solitario con
la consiguiente inhibicién de la regidn ventrolateral del bulbo raquideo que libera poco sefial
inhibitorio(GABA) hacia la region ventrolateral rostral, el cual a su vez responde
aumentando su senal activadora(glutamato) hacia los cuerpos neuronales preganglionares
en las astas de la médula espinal lo que hard que se produzca mayor liberacién de
acetilcolina hacia los cuerpos neuronales de la cadena laterovertebral simpatica y este
ultimo libera noradrenalina, lo que provoca un aumento del impulso simpatico hacia los
6rganos efectores como vasos sanguineos y corazon produciendo vasoconstriccion vy
aumento de la frecuencia cardiaca, del volumen minuto y del gasto cardiaco y
consecuentemente aumento de la presion arterial. Por otro lado, a nivel del sistema
parasimpatico, se produce una disminucion del impulso nervioso hacia los cuerpos
neuronales de los nucleos ambiguos y dorsal del vago lo que induce inhibicion de la
actividad  parasimpatica(Joseph et al. 2017), la activacion del sistema
renina-angiotensina-aldosterona (RAAS) (Persson 1996; Egan et al. 1983) y liberacion de
arginina vasopresina (AVP) (Taylor et al. 1995), (Jacob et al. 1998) y el consiguiente
aumento de la presién arterial.

Cuando existe alteracion a nivel del sistema nervioso autébnomo, estos mecanismos son

alterados y no se puede recuperar la presion arterial después de ponerse de pie.

2.4- Hipotension ortostatica neurogénica y enfermedad de Parkinson

La hipotensién ortostatica neurogénica siendo una de las principales causas de
discapacidad en los pacientes con EP, es una condicion no motora acompafada de otros
sintomas como mareos, aturdimiento, debilidad y fatiga. Los pacientes tienen tendencia a la
caida y trastornos en las actividades diarias, llevandolos a tener una mala calidad de
vida(Sin and Khemani 2020). La presencia de la hipotension ortostatica neurogénica en los
pacientes con EP esta asociado con una alta tasa de mortalidad que podria ser explicado
por la consiguiente hipoperfusion cerebral que trae consigo. Masaki y colaboradores
encontraron una asociacion lineal significativa entre el cambio de la presion arterial sistélica

de la posicién de cubito a la posicion de pie y alta tasa de mortalidad de los pacientes a los
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4 anos de seguimiento(Masaki et al. 1998). Incluso sin la presencia de la EP, la NOH puede
constituir una fuente de causa de debilidad en pacientes mayores, lo que acarrea riesgo alto
de caida y alta tasa de mortalidad a los 3 afios de empezado la NOH si lleva un mal control
de la presion arterial ortostatica(Shaw et al. 2019), (Veronese et al. 2015). Gibbons y
colaboradores encontraron en un estudio publicado en el afio 2015 que el 31% de los
pacientes con OH retardada desarolla alfasinucleinopatia y la tasa de mortalidad de los
pacientes a los diez afios de seguimiento fueron de 29% con respecto a 9% en lo controles
(Gibbons and Freeman 2015).

La hipotensiéon ortostatica neurogénica se produce como resultado de una liberacion
defectuosa de norepinefrina desde los terminales simpaticos al ponerse de pie. Los estudios
neuropatoldgicos también han demostrado la existencia de una patologia de cuerpos de
Lewy en el locus coeruleus, la principal fuente de noradrenalina en el cerebro. Los niveles
de norepinefrina en el locus coeruleus se reducen en los pacientes EP con demencia en
comparacion con los pacientes EP sin ella(McDonald, Newton, and Burn 2016). Norcliffe y
colaboradores encontraron asociacion entre una alteracion de la activacion simpatica y la
presencia del NOH en pacientes con EP y demencia con cuerpo de Lewy.
(Norcliffe-Kaufmann et al. 2018)

La hipotension ortostatica neurogénica es una de las condiciones mas frecuentes que
aumenta la severidad y el mal prondstico de la Enfermedad de Parkinson como lo han
demostrado muchos trabajos. Complicaciones asociadas a alteraciones cognitivas, motoras,
y muerte son mas frecuentes en los pacientes con EP que ademas tienen NOH.

Se sabe que la NOH constituye una causa del deterioro cognitivo en los pacientes con EP
sobre todo cuando la NOH estd asociada con la sinucleinopatia en dichos pacientes
(McDonald, Newton, and Burn 2016), (McDonald, Newton, and Burn 2016; Bocti et al. 2017).
No esta del todo claro porque la hipotensidén ortostatica neurogénica provoca alteracion
cognitiva de los pacientes. Una de las hipdtesis sobre la causa de la aparicion del deterioro
cognitivo en pacientes con NOH y EP, se relaciona con las alfa sinucleinopatias, en las
cuales la alfa-sinucleina afectaria regiones cerebrales especificas relacionadas con la
cognicion y funciones ejecutivas como la corteza frontal(Kang et al. 2022), (McDonald,
Newton, and Burn 2016). Algunas mutaciones en la proteina SNCA por ejemplo la E46K
provocan depésitos de cuerpo de Lewy agresivamente en casi todo el sistema nervioso
auténomo central y periférico produciendo condiciones no-motoras por la degeneraciéon de
fibras nerviosas(Zarranz et al. 2004). Zarranz y colaboradores reportaron un caso de un
japonés que lleva la alteracion en el gen SNCA p.G51D que desarrollé la EP
tempranamente, acompafiada de deterioro precoz de la cognicion y trastornos

psiquiatricos(Zarranz et al. 2004; Tokutake et al. 2014). Por el otro lado, Espa y
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colaboradores refutaron la idea segun la cual la sobreexpresion cortical de la alfa sinucleina
solo provocaria disfuncion cognitiva en animales de laboratorio. Encontraron que la
sobreexpresion de la proteina inducida en la corteza frontal de ratones por vectores virales
de expresion, necesita ademas inoculaciones de fibrillas preformadas de alfa sinucleina
para producir deterioro cognitivo en los modelos de animales (Espa et al. 2019). Varias
investigaciones anteriores demostraron que la sobreexpresion de la proteina SNCA es
suficiente para producir EP porque esta proteina en concentraciones altas dentro de la
célula es toéxica para la misma. Altas concentraciones de SNCA celular produce radicales
libres intracelulares ademas de depdésitos de inclusiones de proteinas intracelulares, 1o que
conlleva a la muerte celular por apoptosis. La sobreexpresion de la a-sinucleina aumenta la
produccién de ROS y la susceptibilidad de las células al estrés oxidativo(Winklhofer and
Haass 2010), (Junn and Mouradian 2002). Las células dopaminérgicas derivadas de iPSCs
de pacientes con triplicacion del SNCA tienen altas concentraciones de productos de estrés
oxidativo y una mayor susceptibilidad al H202, lo que sugiere que una sobreexpresion de la
SNCA esta asociada con un aumento en la produccion de ROS en dichas células. Las
alfanucleinas acumuladas dentro de la membrana mitocondrial inhiben la actividad del
complejo | lo que provoca una disfuncidén mitocondrial(Chinta et al. 2010) ademas de la
capacidad de los oligoméricos de las alfasinucleinas de activar la microglia conllevando a
una produccién elevada de mediadores inflamatorios TNF-alfa, IL-1B e IL-6(C. Kim et al.
2013). La transferencia de neurona a neurona y la propagacion de la a-sinucleina
desencadena mas agregaciones y cascadas citotoxicas(Luk et al. 2012). Con estos datos,
estd claro que la sobreexpresién de la SNCA esta asociada con toxicidad celular y
apoptosis celular.

Pero, por otro lado, segun Espa y sus colaboradores, pareciera que no es suficiente la
sobreexpresion de la proteina SNCA cuando se trata de deterioro cognitivo. Lo que si esta
ampliamente aceptado es que existen mutaciones especificas a lo largo del gen SNCA que
producen afectaciones cognitivas como hemos mencionado anteriormente.

Otra hipétesis que parece ser también valida para explicar la aparicion de alteraciones
cognitivas en pacientes con NOH, se refiere a las consecuencias de los episodios de
hipotensiones los cuales producen hipoperfusion cerebral y dafios isquémicas y anoxicos, lo
que provocara deterioro de la funcién cognitiva(McDonald, Newton, and Burn 2016).
Modelos de Enfermedad de Parkinson en ratones presentan disminucion del numero de
neuronas en el hipocampo y sustancia blanca evaluado por inmunohistoquimica ademas de
activacion de la microglia y concentraciones elevadas de IL-1B e IFN-y en un estudio
realizado por Gao y sus colaboradores (Y. Gao et al. 2019). Estos hallazgos pueden ser las

causas de la aparicion de deterioro cognitivo en los pacientes con hipoperfusiéon causado
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por la NOH justamente por las lesiones a nivel del hipocampo y de la sustancia blanca. Abe
y colaboradores demostraron que una hipoperfusion cerebral de la region occipital y
parietal posterior de los pacientes con EP esta asociado con una alteracién de la cognicion
visual sin deterioro motor(Abe et al. 2003). Los pacientes con EP tienen un desempefio
cognitivo( evaluado por pruebas neuropsicolégicas) mas pobre con respecto a los controles
y con un bajo rCBF(flujo sanguineo cerebral regional relativo por su sigla en inglés)(medido
por tomografia computarizada por emision de foton tnico-SPECT) en los l6bulos temporales
derecho e izquierdo(Jagust et al. 1992). En tales casos, no solamente las regiones del
hipotalamo y de la sustancia blanca juegan un papel preponderante en el deterioro cognitivo
de los pacientes con NOH pero también las regiones temporales del cerebro.

Si bien las alfa sinucleinopatias podrian estar involucradas en la aparicién de la NOH como
lo han demostrado varios trabajos(Mendoza-Velasquez et al. 2019), (Isonaka et al. 2019),
(Isonaka et al. 2019; Palma 2019), (Goldstein, Li, and Kopin 2001) pero esta mas que claro
que la hipoperfusién cerebral constituye uno de los mecanismos fisiopatolégicos por los
cuales la hipotension ortostatica neurogénica contribuye a las complicaciones de la
enfermedad de Parkinson. Dependiendo de las zonas del cerebro donde se producen las
hipoperfusiones y las alteraciones resultantes van apareciendo las complicaciones como
deterioro de la cognicion(Goldstein, Li, and Kopin 2001; Aarsland et al. 2021) o alteracion
motora. También, la hipoperfusién cerebral participa ampliamente en el proceso de la
neurodegeneracion(Raz, Knoefel, and Bhaskar 2016).

Ademas, otros autores vinculan la hipoperfusién como la causa o mecanismo por el cual la
hipotension ortostatica aumentaria la tasa de mortalidad en pacientes con EP. Aunque para
otros no esta del todo claro de qué manera la NOH produce el aumento de riesgo de muerte
en estos sujetos.

Multiples evidencias cientificas demuestran que también la NOH estd asociada con
alteraciones a nivel periférico sobre deterioro del sistema autonomo cardiaco(Dickson et al.
2008), (Isonaka et al. 2019).

Utilizando, analisis inmunohistoquimicos, Orimo y colaboradores encontraron acumulacién
de agregados de alfa sinucleina en los axones distales del sistema nervioso simpatico
cardiaco. Esta aculumacion patologica de alfasinucleina estaria precediendo a la encontrada
en los cuerpos neuronales localizados en los ganglios simpaticos paravertebrales lo que
informaria sobre el sentido centripeta de la neurodegeneracion simpatica en la EP (Orimo,
Uchihara, Nakamura, Mori, Kakita, et al. 2008). Otros estudios apuntan a que, la hipotension
ortostatica en edades tempranas puede ser un signo precoz que informa sobre la futura
aparicion de la EP(Palma et al. 2013),(Palma et al. 2013; Palma and Kaufmann 2014). Esto

podria explicarse por el hecho de que algunos pacientes sin diagnéstico de EP en su vida,
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pero que en estudios postmortem presentan lesiones neuronales caracterizadas por
depdsitos de inclusiones de cuerpo de Lewy que contienen alfa sinucleina en fasciculos
nerviosos epicardicos(Dickson et al. 2008), (Palma and Kaufmann 2014). Ademas, Se
evidencia a través de neuroimagen in vivo, depdsitos de alfa sinucleina en nervios
simpaticos noradrenérgicos miocardicos lo que podria estar conllevando a una
neurodegeneracion simpatica miocardica asociada a la NOH en pacientes con EP(lsonaka
et al. 2019).

Los pacientes con EP con fallo neurocirculatorio simpatico con baja radioactividad derivada
de la 6-[18F] fluoro-dopamina no asociada con la gravedad, ni con la duracion de la
enfermedad, ni con L-DOPA, demuestran tener una fraccion de eyeccion cardiaca
disminuida de [3H]norepinefrina y practicamente no habia derrame de norepinefrina
cardiaca o incrementos venoso-arteriales en los niveles plasmaticos de DHPG y L-dopa en
el cateterismo cardiaco derecho(Goldstein et al. 2000). Di Francisco y colaboradores
estudiaron la respuesta de la frecuencia cardiaca(FC), la presion arterial(PA) y la
concentracion de norepinefrina(NE) en pacientes con EP y NOH tanto en reposo como
después de ejercicio. Encontraron que después del ejercicio la FC, PA y NE fueron
significativamente mas bajos que los de los controles. (DiFrancisco-Donoghue et al. 2009)
Estos datos sugieren que la pérdida de inervacion de catecolaminas en la enfermedad de
Parkinson se produce no solamente en el sistema nigroestriado del cerebro pero también en
el sistema nervioso simpatico en el corazén.

La vasoconstriccion periférica constituye el principal mecanismo de regulacién que mantiene
la presion de perfusién adecuada durante la hipotension ortostatica. Este mecanismo de
control no se lleva a cabo en los pacientes con EP y NOH por esta misma denervacion

catecolaminérgicos del sistema cardiovascular(Convertino 2014).

2.5- Hipotension ortostatica neurogénica y polimorfismos genéticos

Varios trabajos anteriores demostraron que la NOH en general tiene su componente
genético al poder asociarla con diferentes polimorfismo de nucleétido uUnico(SNPs). El
principal evento clinico encontrado en los pacientes que tienen deficiencia de la enzima
Dopamina beta hidroxilasa(DBH), una patologia de transmisién autonémica recesiva, es la
hipotension ortostatica neurogénica causada por disfuncion de la via simpatica(Garland and
Biaggioni 2003). Shibao y colaboradores encontraron una variante patogénica en el gen que
codifica una subunidad del receptor de la acetilcolina que es importante para la transmision
sinaptica rapida en el ganglio autonémico. Uno de los principales eventos clinicos de esta

alteracion es la NOH vy niveles de norepinefrina bajas(Shibao et al. 2021). Hace falta resaltar
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que estos pacientes no padecian de Enfermedad de Parkinson, y que la NOH se presento
como sintomas clinicos relacionados con las alteraciones genéticas. Estos dos casos de
variantes genéticas asociadas a NOH entre muchas otras que no se van a presentar aqui,
nos permiten entender la participacion y la naturaleza genética de la etiopatogenia de la
hipotension ortostatica neurogénica sin que haya presencia de EP en los pacientes.
Ademas, varios trabajos han demostrado la existencia de variantes genéticas asociadas a la
EP, las cuales podrian estar asociadas a su vez con disfuncién autonémica y la NOH
presentes en dichos pacientes. Disfuncion autonémica, caracterizada por OH y denervacion
cardiaca simpatica en paciente con EP, ha demostrado estar asociada con triplicaciones en
el gen SNCA(Orimo, Uchihara, Nakamura, Mori, Ikeuchi, et al. 2008), (Orimo, Uchihara,
Nakamura, Mori, Ikeuchi, et al. 2008; A. Singleton et al. 2004). Variantes patogénicas del
GBA asociadas al EP como la GBA-N370S y GBA-L444P, fueron encontradas asociadas
con varios eventos clinicos no motores incluyendo la disfuncién autonémica y la
NOH(Brockmann et al. 2011).

A partir de estos datos, hemos podido comprobar la participacion de las variantes genéticas
no solamente en las disfunciones autondémicas cuyo evento principal es la NOH sino
ademas en el desarrollo de la NOH asociado a la Enfermedad de Parkinson. Aun asi, son
muy pocos los datos que son disponibles en cuanto a este tema por la importancia que tiene
en la enfermedad de Parkinson. La NOH vy las disfunciones autondmicas son
complicaciones muy importantes de la EP porque aumentan la tasa de mortalidad en dichos
pacientes cuando estan presentes. Como habiamos presentado en apartados anteriores, la
NOH puede provocar hipoperfusion cerebral e hipoxia a nivel del cerebro y por consiguiente
muerte neuronal con las complicaciones que podrian encarar segun las zonas afectadas.
Ademas, otros trabajos demostraron asociaciones entre la NOH y denervacion cardiaca
periférica y algunas patologias cardiacas. Por esto, se hace imperiosamente importante
enfocarse en el tratamiento de la NOH para mejorar la calidad de vida de los pacientes y
disminuir la tasa de mortalidad en estos grupos de pacientes. En el apartado siguiente
vamos a presentar las caracteristicas clinicas y complicaciones de la NOH en los pacientes
con EP.

2.6. Complicaciones de la Hipotensién Ortostatica neurogénica en EP

Los sintomas mas frecuentes cuando un paciente con NOH se levanta rapidamente son
mareos, aturdimiento y vision borrosa o disminuida. Los movimientos del brazo al ponerse
de pie pueden empeorar estos sintomas debido a un fendmeno de robo de la subclavia, que

reduce el flujo sanguineo del tronco cerebral. El presincope y el sincope se observan a


https://paperpile.com/c/Opn5Ud/8B2eI
https://paperpile.com/c/Opn5Ud/8B2eI+i14HM
https://paperpile.com/c/Opn5Ud/8B2eI+i14HM
https://paperpile.com/c/Opn5Ud/iGihR

v UAI
<

Universidad Abierta
© Interamericana 53

menudo en pacientes con MAS(atrofia multisistémica) y PAF(fallo autonémico puro) durante
las fases iniciales de la enfermedad. A medida que los pacientes aprenden a reconocer los
sintomas del presincope, son capaces de evitar los desmayos adoptando una posicion
sentada o recostada(C. J. Mathias, Mallipeddi, and Bleasdale-Barr 1999). El comienzo del
sincope puede ser mas insidioso en los pacientes de edad avanzada con EP, y la presencia
de NOH puede ignorarse inicialmente. Un sintoma menos frecuente asociado a la
hipoperfusion cerebral es un déficit cognitivo transitorio al ponerse de pie(C. J. Mathias,
Mallipeddi, and Bleasdale-Barr 1999; Poda et al. 2012).

Hasta aqui hemos estudiado las complicaciones de la HO en general y la NOH en los
pacientes con EP en particular. Hemos presentado complicaciones relacionadas con
eventos coronarios agudos, isquemia cerebral y hasta muerte. Estos datos hablan de cuan
es importante el tratamiento de la NOH en los pacientes con EP para disminuir las
complicaciones y muerte en pacientes con EP ademas de mejorar la calidad de vida de los
mismos. En el apartado siguiente hablaremos de los tratamientos disponibles en la

actualidad con la NOH en los pacientes con Enfermedad de Parkinson.

2.7- Tratamientos actuales disponibles contra la NOH en EP

El tratamiento actual contra la NOH en pacientes con EP es de tipo sintomatico con el
objetivo de revertir la hipotension arterial. Muchos de ellos estan asociados con hipertension
arterial y patologias cardiacas. Los farmacos simpaticomiméticos son los mas utilizados
contra la NOH: la midodrina es una agonista alfa adrenérgica y la droxidopa es un precursor
de la noradrenalina, que se convertira en esta ultima por la enzima dopa-descarboxilasa.
Estos medicamentos no se pueden administrar en pacientes con patologias cardiacas,
insuficiencia renal y retencién urinaria por las complicaciones que pueden producir en estos
pacientes. Otra estrategia que se usa en el tratamiento de la NOH es aumentar la volemia
sanguinea para de esta forma poder aumentar la presion arterial y revertir la NOH. Para
este objetivo se usa la fludrocortisona que es un mineralocorticoide que aumenta la
retencion de sodio y agua a nivel de los rifiones. Este medicamento tampoco se puede
administrar en los pacientes con insuficiencia cardiaca y renal. La administracion de
eritropoyetina acompafiada de suplemento de hierro puede colaborar en aumentar los
glébulos rojos y la hemoglobina en dichos pacientes pero habra que tener en cuenta los
posibles riesgos de policitemia y trastornos de coagulacién por hipercoagulabilidad de la
sangre. Se usan otros medicamentos en el tratamiento de la NOH como por ejemplo la
Yohimbina, piridostigmina, ergotamina, dihidroergotamina, efedrina, desmopresina,

indometacina y fluoxetina, pero la seguridad y la eficacia de sus usos hasta la fecha no han
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sido comprobado en estos casos. Estas opciones farmacoldgicas pueden considerarse en
casos de OH refractaria, en caso que otros agentes resultaron ineficaces contra OH o que
causaron efectos secundarios.

En resumen, es de recalcar que no existe un tratamiento efectivo con la NOH en pacientes
con EP que podrian disminuir las complicaciones provocadas por la misma o mejorar la
calidad de vida de los pacientes. Como acabamos de presentar anteriormente, la NOH en
estos pacientes estan asociados con altas tasas de comorbilidad cardiaca como fibrilacién
auricular, hipertrofia ventricular izquierda, eventos coronarios agudos y cerebrales como
isquemia cerebral. Ademas, varios estudios encontraron asociacion entre la NOH y alto
riesgo de mortalidad en dichos pacientes.

Por todo lo anterior, pensamos que una estrategia que puede ayudar seria estudiar los
mecanismos genéticos y moleculares asociados a la NOH en pacientes con EP, sabiendo
que otros trabajos han encontrado la participacion genética en la etiopatogenia de la NOH
en los pacientes con EP. En el siguiente capitulo presentaremos una revision de la genética
humana y las variantes genéticas como SNPs ademas los métodos usados para sus

estudios.

Capitulo lll- Genética humana y Polimorfismo de nucleétido unico.

3.1- Consideraciones sobre el genotipo y fenotipo

James Watson y Francis Crick en 1953 fueron los primeros en presentar sus hipotesis
sobre la naturaleza de doble hélice del ADN. Cuando las técnicas analiticas mejoraron se
observé que los acidos nucleicos, incluyendo el DNA, estaban formados por cuatro bloques
moleculares similares llamados nucleétidos. Hacia 1910, Phoebus A. Levene propuso la
hipotesis del tetranucleétido para explicar la disposicion quimica de los nucleétidos en los
acidos nucleicos. No fue hasta la década de 1940 en que el trabajo de Erwin Chargaff hizo
comprender que la hipétesis de Levene era incorrecta.

El DNA es un &acido nucleico, y los nucleétidos son las piezas que forman todas las
moléculas del acido nucleico. Estas unidades estructurales, que se denominan
mononucledtidos, constan de tres componentes esenciales: una base nitrogenada, un
azucar pentéxido (un azucar con cinco carbonos) y un grupo fosfato. Las bases
nitrogenadas son de dos tipos. Las dos purinas son la adenina y la guanina, abreviadas
como Ay G, respectivamente. Las tres pirimidinas son la citosina, la timina y el uracilo, que
se abrevian como C, T y U, respectivamente. La unién entre dos mononucleétidos consiste

en un grupo fosfato unido a dos azucares. Se forma entonces un enlace fosfodiéster, ya que
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el acido fosforico se une a dos alcoholes (grupos hidroxilo de los dos azucares) por una

unioén éster en ambos lados.
4.1.1- Estructura del ADN

Watson y Crick publicaron su analisis sobre la estructura del DNA en 1953 y

construyeron modelos segun el cual el ADN tiene la forma de doble hélice, y que tiene las

caracteristicas principales siguientes:

A

El ADN esta formado de dos largas cadenas polinucleotidicas enrolladas alrededor
de un eje central, formando una doble hélice enrollada hacia la derecha (dextrégira).

Las dos cadenas son antiparalelas; es decir, la orientacion C-5-C-3 va en
direcciones opuestas.

Las bases de las dos cadenas yacen formando estructuras planas y perpendiculares
al eje; estan «apiladas» unas sobre otras, separadas 3,4 A (0,34 nm), y se

encuentran en el interior de la estructura.

. Las bases nitrogenadas de las cadenas opuestas estan apareadas como resultado

de la formacion de puentes de hidrogeno (que se describen a continuacion); en el

DNA solo se permiten los emparejamientos A-T y G-C.

. Cada vuelta completa de la hélice tiene una longitud de 34 A (3,4 nm); de este

modo, cada vuelta de la cadena contiene 10 bases.
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Estructura secundaria del ADN: la doble hélice o fibra de ADN de 20 A,
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Figura 7- Estructura secundaria del ADN. En esta imagen se presenta la estructura secundaria del ADN. El ADN
tiene una forma de hélice en el cual se apilan las bases en el eje central con las cadenas fosfato-azicar hacia afuera
de la estructura. Las bases se unen a través de puentes de hidrégeno(Dos en caso de A-T y 3 puentes de hidrégeno
en caso de G-C). La estructura hélice del ADN hace que se forme el surco mayor y el surco menor.

La clave del modelo propuesto por Watson y Crick es la especificidad en el emparejamiento
de bases. Los datos de Chargaff sugieren que las cantidades de A y T son iguales, y que
las de G y C también. Watson y Crick se dieron cuenta de que si A se emparejacon Ty C lo
hace con G, justificando estas proporciones, los componentes de estos pares de bases
formarian puentes de hidrégeno, proporcionando la estabilidad quimica necesaria para
mantener las dos cadenas juntas. Ordenadas de este modo, se hace aparente a lo largo del
eje un surco mayor y uno menor. El emparejamiento especifico entre las bases A-T y G-C
es la base del concepto de complementariedad, que describe la afinidad quimica entre
bases proporcionada por los puentes de hidrégeno. Como veremos, este concepto es muy
importante en los procesos de replicacion y de expresion génica del DNA. Antes de pasar al
estudio de la expresion génica se hace importante explicar la importancia que tiene esta
estructura del ADN el almacenamiento y la transmisién de la informacion genética. Las dos
cadenas de ADN se enrollan de tal manera que las base nitrogenadas que tienen las
informaciones genéticas quedan dentro de la estructura mientras los grupos fosfatos
quedan afuera interactuan con las moléculas de agua impidiendo de esta forma la conexién
entre las bases nitrogenadas con el agua.

El ADN de la célula se organiza para dar formacién a la cromatina. En la cromatina
eucaridtica, hay una cantidad substancial de proteina asociada al DNA cromosémico en
todas las fases del ciclo celular. Las proteinas asociadas se clasifican en histonas cargadas
positivamente (basicas), y en las no histonas, con una carga positiva menor. De las

proteinas asociadas al DNA, las histonas desempenan claramente la funcion estructural
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mas esencial. Las histonas contienen grandes cantidades de los aminoacidos lisina y
arginina, que estan cargados positivamente, lo que les posibilita unirse electrostaticamente
a los grupos fosfato de los nucleétidos, cargados negativamente. Hay cinco tipos principales
de histonas(Ver tabla 1). El modelo general de la estructura de la cromatina se basa en la
suposicion de que las fibras de cromatina, compuestas por DNA y proteina, experimentan
un gran enrollamiento y plegamiento al condensarse dentro del nucleo celular. En este
modelo, el nucleo de DNA de 147 pares de bases esta enrollado alrededor de un octamero

de histonas en una super hélice levégira, completando 1,7 vueltas por nucleosoma.

Tipo de Histona Contenido en Lisina y Arginina Peso molecular en Da
H1 Rica en Lisina 23.000
H2A Ligeramente rica en Lisina 14.000
H2B Ligeramente rica en Lisina 13.000
H3 Rica en Arginina 15300
H4 Rica en Arginina 11300

Tabla 1- Contenido en lisina y arginina de las histonas del nucleosoma. En esta tabla se presentan una caracterizacion somera
de las histonas, su clasificacion segun sus contenidos en lisina y arginina y ademas se presenta sus pesos moleculares.

3.1.1- Transcripcion y expresion genética

Como vimos anteriormente, la estructura del DNA consiste en una secuencia lineal de
desoxirribonucledtidos. En ultima instancia, esta secuencia dicta los componentes que
forman las proteinas, el producto final de la mayor parte de los genes. Una cuestién central
es como se puede decodificar en una proteina una informacién almacenada en forma de
acido nucleico. En el primer paso de la expresion génica, la informacion que se encuentra
en una de las dos cadenas de DNA se transfiere a una secuencia complementaria de RNA
mediante el proceso de transcripcion. Una vez sintetizado, este RNA actua de «molécula
mensajera» que lleva la informacion codificada. De ahi su nombre, RNA mensajero
(mRNA). Estos ARNm se asocian con los ribosomas, en los que se produce la
descodificacion en proteinas.

Es un proceso complejo realizado en multiples pasos, y que empieza con la transferencia de
la informacion genética almacenada en el ADN al RNA(Ver figura 9). El proceso por el que
se sintetizan las moléculas de RNA sobre un molde de DNA se denomina transcripcion. El
resultado es una molécula de mRNA complementaria a la secuencia del gen de una de las

dos cadenas de la doble hélice. La importancia del proceso de transcripcién es enorme,
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puesto que representa el paso inicial del proceso de flujo de informacion dentro de la
célula..

La composicion del ADN de los diferentes tipos de células de un organismo multicelular

son esencialmente idénticas. La variacion entre las células se debe a las diferencias en la
expresion de los genes, principalmente a nivel de la transcripcion: diferentes genes se
transcriben en diferentes células segun las necesidades de las mismas. Algunos genes
conocidos como genes de mantenimiento, deben expresarse en casi todas las células, pero
otros genes muestran una expresion génica especifica para cada tejido o pueden
expresarse en en momentos especificos.

Normalmente, sélo una de las dos cadenas de ADN de un duplex sirve de molde para la
sintesis de ARN. Durante la transcripcion, el ADN de doble cadena se une al ARN
polimerasa. A continuacion, el ADN se desenrolla, lo que permite que la cadena de ADN
que actua como molde para la sintesis de ARN (la cadena molde) formara un hibrido
transitorio de ARN-ADN con la cadena de ARN en crecimiento. EI ARN es complementario
a la cadena molde de ADN con misma secuencia(Excepto que la U sustituye la T) y tiene la
misma direccién 5'—>3".La hebra no molde suele llamarse hebra sentido, y la cadena molde
suele llamarse cadena antisentido. Las ARN polimerasas sintetizan el ARN a partir de
cuatro precursores de nucleétidos: ATP, CTP, GTP y UTP. La elongacion implica la adicion
del residuo de monofosfato de ribonucleésido apropiado (AMP, CMP, GMP o UMP) al grupo
hidroxilo 3" libre en el extremo 3" de la cadena de ARN en crecimiento. Estos nucleétidos
se derivan de la division de un residuo de pirofosfato (PPi) de sus precursores
ribonucledsidos trifosfato (rNTP). Soélo el nucleétido iniciador en el extremo 5 de un
transcrito primario lleva un grupo trifosfato 5°.

El Splicing del ARN elimina las secuencias no deseadas del transcrito primario. Para la
mayoria de los genes de los vertebrados -casi todos los genes que codifican proteinas- sélo
una pequena parte de la secuencia del gen se decodifica para dar el producto final. La
transcripcion de un gen produce inicialmente un ARN transcrito primario que es
complementario a toda la longitud del gen, incluyendo tanto los exones como los intrones.
Este transcrito primario se somete a continuacién a un empalme(Splicing) de ARN, que es
una serie de reacciones por las que los segmentos de ARN intrénico se eliminan y
descartan, mientras que los segmentos de ARN exénico restantes se unen de extremo a
extremo para dar lugar a un producto de ARN mas corto ( Figura 8). El empalme del ARN
requiere el reconocimiento de las secuencias de nucleétidos en los limites de los exones e
intrones transcritos (uniones de empalme). Los dinucleétidos en los extremos de los
intrones estan muy conservados: la gran mayoria de los intrones comienzan con una GT

(que se convierte en GU en el ARN intrénico) y terminan con un AG (la regla GT-AG).
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Figura 8- Proceso de corte y empalme de ARNm. En esta figura se presenta el proceso de splicing durante el proceso de
maduracion de los ARN mensajeros. En este proceso se eliminan los intrones para formar los ARNms maduros formados de
exones(regiones codificantes del gen). Extraido de la pagina web: https://ellipse.prbb.org/es/splicing-o-empalme.

Aunque los dinucledtidos conservados GT y AG son cruciales para el empalme, no son
suficientes para marcar los limites de un intron. Las secuencias de nucleétidos que son
inmediatamente adyacentes también estan muy conservadas, constituyendo secuencias de
consenso de empalme. Una tercera secuencia intronica conservada que también es
importante en el empalme se conoce como sitio de ramificacion y suele estar situado a no
mas de 40 nucleétidos aguas arriba del AG terminal 5 del intrén. Otras secuencias exénicas
e intronicas pueden promover el splicing (secuencias potenciadoras del empalme) o inhibirlo
(secuencias silenciadoras del empalme), y las mutaciones en estas secuencias pueden
causar enfermedades.

Ademas del empalme del ARN, los extremos de los transcritos de la ARN sufren otras
modificaciones: al extremo 5 se afiade una variante de guanina mediante un enlace
fosfodiéster inusual, y una larga secuencia de adeninas se afiade al extremo 3°. Ademas de
proteger los extremos de las exonucleasas celulares, estas modificaciones pueden
contribuir al correcto funcionamiento de los transcritos de ARN.

El ARNm producido por los genes en el nucleo migra al citoplasma, donde se une a los
ribosomas y otros componentes para iniciar la traduccion vy la sintesis de los polipéptidos.
Sélo un segmento central de una molécula de ARNm eucariota se traduce para hacer un
polipéptido. Las regiones no traducidas (la 5° UTR y la 3" UTR) se transcriben a partir de
secuencias de exones presentes en los extremos 5" y 3" del gen. Estas regiones ayudan a
unir y estabilizar el ARNm en los ribosomas y promueven una traduccién eficaz.

El ensamblaje de un nuevo polipéptido a partir de los aminoacidos que lo componen se rige
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por un codigo genético llamado codon. Dentro de un ARNm, la secuencia central de
nucledtidos que se usa para fabricar el polipéptido se explora de 5" a 3" en el ribosoma en
grupos de tres nucleétidos (codones). Cada codon especifica un aminoacido, y el proceso
de descodificacion utiliza una coleccion de diferentes moléculas de ARNt, cada una de las
cuales se une a un tipo de aminoacido. Un complejo aminoacido-ARNt se conoce como
aminoacil tRNA y se forma cuando una aminoacil tRNA sintetasa dedicada une
covalentemente el aminoacido requerido a la adenosina terminal en el trinucleétido CCA
conservado en el extremo 3° del ARNL.

Como se podria deducir, cualquier alteracion tanto estructural como funcional en este
proceso de transcripcion y traduccion en proteina de la informacion genética, puede
acarrear a la aparicion de enfermedades potencialmente nefastas para el individuo. Por esta
razon, los estudios del genoma entero, del transcriptoma(conjunto de genes de las células)
y de proteoma(conjunto de proteinas de las células) se utilizan para estudiar las causas
genéticas y mecanismos moleculares asociados a las patologias humanas. En esta tesis,
nosotros vamos a utilizar estudios del genoma para analizar asociacién entre los genes
particularmente los polimorfismos de nucleétido unico(SNP) y la NOH, y también usaremos
analisis de la transcriptoma para estudiar los mecanismos moleculares en los cuales

involucran los genes(SNPs) asociados a NOH.
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Figura 9: Resumen del dogma central de la genética. En esta figura presentamos un resumen de los procesos celulares de
transcripcion y traducciéon. En este caso obviamos la replicacion. Realizado en nuestro laboratorio usando la aplicacion
Biorender.

3.2- Polimorfismo de nucledtido unico(SNP)

En las dos dultimas décadas, los avances en la secuenciacion del genoma han
proporcionado un acceso sin precedentes al genoma humano y han permitido documentar
las variaciones de secuencia entre los individuos. Los seres humanos comparten un 99% de
identidad a nivel de secuencia genomica, lo que implica que la diversidad fenotipica
resultante se deriva del 1% restante de diferencia, asi como de las modificaciones
epigenéticas(Feuk, Carson, and Scherer 2006). Las diferencias de secuencia se deben a la
presencia de repeticiones en tandem cortas y de numero variable, a polimorfismos de
insercion o delecion y a polimorfismos de un solo nucleétido (SNP)(McCarroll et al. 2006).
Entre los SNP, las transiciones (A < G 0 C - T) son mas frecuentes que las transiciones (A
- CoT,yG o CoT). Hay al menos 10 millones de SNP en el genoma, que se producen
aproximadamente cada 100-300 pares de bases y con una frecuencia alélica superior al
1%, lo que hace que sean, con diferencia, el tipo de variante mas comun en el genoma
humano. El tipo mas comudn de variacién genética humana es el polimorfismo de un solo
nucleétido (SNP), en el que dos bases alternativas se dan con una frecuencia apreciable

(>1%) en la poblacién humana(D. G. Wang et al. 1998). Aunque en la actualidad se emplea
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el término de SNV(single nucleotide variant) para referirse a variaciones genéticas sin tener
en cuenta la frecuencia alélica. Esto implica que un SNV después de estudiarse puede ser
un SNP o una mutacién segun si la frecuencia alélica(MAF) en la poblacion es mayor o
menor que 1%. En el caso que la MAF es menor que 1% de la poblacién en estudio y que
ademas esta presente un fenotipo patolégico asociado a esto se considera como una
mutacion.

Un polimorfismo puntual, también denominado de un solo nucleétido o SNP (Single
Nucleotide Polymorphism, SNPs por su sigla en inglés), es una variacién en la secuencia de
ADN que afecta a una sola base (adenina (A), timina (T), citosina (C) o guanina (G)) de una
secuencia del genoma(Sherry et al. 2001). Sin embargo, generalmente se considera que
cambios de unos pocos nucledtidos, como también pequefias inserciones y deleciones
(indels) pueden ser consideradas como SNP(Sherry et al. 2001). Los SNP son regiones
polimérficas de un solo par de bases del ADN que suelen variar de una persona a otra. Los
SNP estan presentes en todo nuestro genoma, con una media de un SNP por cada 72
pares de bases, y se han mapeado a lo largo de todos los cromosomas humanos(G. Li et al.
2014). Los SNPs por si mismos no proporcionan informacién sobre genes especificos;
simplemente indican una localizacion cromosémica que es probable que esté
estrechamente asociada con un fenotipo dado(G. Li et al. 2014), por esto es recomendado
completar los estudios gendmicos con otros como la transcriptémica o la protedmica. Sin
embargo, su estudio permite obtener mas informacion sobre la estructura de las
poblaciones a nivel genético y como estos se pueden correlacionar con ciertas
enfermedades. Estas variaciones en la secuencia del ADN pueden afectar a la respuesta de
los individuos a enfermedades, infecciones, farmacos y sustancias toxicas.

Los SNVs tienen el potencial de alterar todos los pasos de la expresion génica dependiendo
de su localizaciéon gendémica. Cuando se produce a nivel de exones lo mas probable sera
que se produzca una alteracion estructural y funcional de la proteina, lo que conlleva a un
mal funcionamiento de la misma y por consiguiente a enfermedades. Estos SNPs se llaman
SNVs no-sindnimos. Si la variante provoca un codon de parada prematuro, puede dar lugar
a la produccién de un producto proteico truncado o a un fenotipo casi nulo debido al
decaimiento mediado por el sinsentido(Mendell and Dietz 2001). Puede ser que se
produzcan variantes de tipo silente causado por el hecho de que exista aminoacidos que
son codificados por mas de un codén y si se diera el caso que el cambio del nucleétido
produjera un codén que codifica para el mismo aminoacido, entonces no habra cambio en la
secuencia del polipéptido. En tal caso, la proteina estara estructural y funcionalmente
intacta. En caso que estos cambios surgen en las regiones intronicas pueden tener un

impacto negativo en el empalme del ARNm, la exportacién nucleo-citoplasmica, la
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estabilidad y la traduccién. Muchos de estos SNVs no codificantes que residen en las
secuencias no codificantes (por ejemplo, promotores, potenciadores y 5/3-UTR) que
rodean a los genes codificantes de proteinas han demostrado tener profundos efectos en la
expresion de los genes vecinos y pueden causar patologias humanas(Schaub et al. 2012),
(Molineris et al. 2013) por lo que se denominan SNVs reguladores (rSNVs). En tal caso se
dice que la variacién es sinénima (es decir, no cambia la naturaleza del aminoacido), y las
tasas de traduccion o la vida media del ARNm pueden verse afectadas.

Con el auge del analisis del genoma entero llamado GWAS(Genome wide association study
por su definiciéon en inglés), se enfocan mucho en el descubrimiento de las variantes
genéticas producidas a nivel de los intrones y regiones intergénicas(que no codifican para
proteinas), que se asocian también a enfermedades. Los intrones intervienen en la
formacion de los ARN reguladores que intervienen en la regulacién de otros procesos
moleculares y celulares como la expresion de los genes. De esta forma, alteraciones de
ADN intrones podrian interferir con las funciones normales de dichos procesos moleculares
participando asi en la ocurrencia de enfermedades. Hay bastante pruebas que sugieren que
muchos SNPs no codificantes, especialmente los que se encuentran en las proximidades de
los genes codificantes de proteinas, desempenan un papel importante en la formacién de la
estructura de la cromatina y regulan la expresién de los genes, por lo que estan implicados
en una gran variedad de enfermedades(G. Li et al. 2014). Las variantes genéticas
contribuyen a practicamente todas las enfermedades humanas, confiriendo susceptibilidad o
resistencia o influyendo en la interaccién con los factores ambientales(Collins, Guyer, and
Charkravarti 1997).

Aunque se ha prestado mucha atencién a los SNVs en las secuencias codificantes en los
estudios de asociacion de todo el genoma (GWAS), el papel de los SNVs no codificantes,
que cuentan mas que los SNVs codificantes, estd mucho menos estudiado. A diferencia de
los SNVs codificantes, que causan un cambio en las secuencias de aminoacidos o no hacen
nada, los rSNP pueden tener un efecto a nivel de transcripcion de los genes vecinos. Se
pueden atribuir multiples mecanismos a dicho efecto, entre los que se incluyen la afinidad
de unioén del factor de transcripcion de la proteina o la alteracion de la metilacién del
promotor(Ziller et al. 2013). También es probable que los rSNV afecten la union especifica
de la secuencia del factor transcripcional al promotor o enhancer. Se ha demostrado
recientemente que los miRNAs y los RNAs no codificantes largos (ncRNAs) pueden regular
la transcripcién de los genes o la estructura de la cromatina de forma dependiente de la
secuencia(Huang et al. 2012).

Las variaciones normales de la expresidon de genes entre diferentes individuos suelen

considerarse como normales por las variantes genéticas que cada individuo presenta en los


https://paperpile.com/c/Opn5Ud/SWS5l
https://paperpile.com/c/Opn5Ud/d8ek5
https://paperpile.com/c/Opn5Ud/gMwO0
https://paperpile.com/c/Opn5Ud/FWU4x
https://paperpile.com/c/Opn5Ud/FWU4x
https://paperpile.com/c/Opn5Ud/sD1Iz
https://paperpile.com/c/Opn5Ud/Kx84J

UAI

Universidad Abierta
@ Interamericana 64

genes. Segun recientes estudios estas variaciones estan causadas por los SNVs
encontrados en las regiones reguladoras no codificantes del ADN donde se unen factores
de transcripcion(Kasowski et al. 2010).

En cuanto a esta tesis nosotros nos enfocamos en dos métodos que se estudian en
transcriptomics, los cuales se presentaran en apartados mas adelante. Estudiaremos la
expresion diferencial de genes de células dopaminérgicas de pacientes con NOH vs los que
no presentan esta condicion. Este analisis permitira confirmar los genes que estan
asociados a NOH en los cuales se localizan los SNVs previamente encontrados asociados a
NOH. Otro analisis que se hara en este presente estudio utilizando la transcriptémica sera el
andlisis de eQTL(Expresion cuantitativa de rasgos de locus). Este analisis nos permitira
poder estudiar los efectos de los SNPs encontrados asociados a NOH sobre la expresion de

los genes en células dopaminérgicas.

3.3- Genotipos y fenotipos

En genética, se define el fenotipo como la expresion del genotipo de un individuo dado
incluyendo a rasgos tanto fisicos, morfologia, desarrollo, propiedades bioquimicas,
fisiolégicas, como conductuales, en funcién del medio ambiente con el cual él mismo
interactua. El genotipo y el fenotipo no estdn siempre correlacionados directamente.
Algunos genes solo expresan un fenotipo dado bajo ciertas condiciones ambientales.
Inversamente, algunos fenotipos pueden ser el resultado de la combinacion de varios alelos
localizados en locus diferentes, lo que se conoce como pleiotropismo: El modelo se
denomina poligenico si un fenotipo esta causado por multiples variantes localizadas en
locus diferentes, pleiotropia si una variante puede provocar varios fenotipos. El fenotipo esta
principalmente determinado por el genotipo del individuo caracterizado por los alelos que se
encuentran en una o mas posiciones del genoma del individuo. También su expresién esta
influenciada por el factor ambiente. La expresién del fenotipo como resultante de las
interacciones entre ambiente y genotipo, se traduce en la ecuacion siguiente:
Fenotipo = Genotipo + Ambiente

En este estudio, consideraremos solo los genotipos y sus asociaciones con el NOH
omitiendo los efectos del medio ambiente sobre el fenotipo aunque en casos especificos
consideramos variables como la edad, el sexo, la etnia de los individuos, tratamiento y
algunos escalas clinicas. Por esta razén no entraremos en el estudio detallado de aquella
interaccion fenotipo-genotipo-ambiente.

Para el estudio de las asociaciones entre las variantes genéticas y fenotipos, se usan

multiples métodos o0 modelos segun si las causas genéticas del fenotipo son multiples o no.
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En caso que una variante cause la enfermedad se le conoce como rasgos monogeénicos.
Generalmente, se trata de mutaciones encontradas a nivel de los exones que provocan
alteraciones estructurales y funcionales de las proteinas codificadas por las mismas. El
fenotipo resultante puede ser principalmente de tipo dominante, recesivo, codominante. Se
habla de fenotipo dominante cuando se expresa el fenotipo con la presencia de al menos un
alelo de riesgo y no es dosis dependiente, el fenotipo recesivo requiere la presencia de los
dos alelos de riesgos(el individuo tiene que ser homocigota para el alelo de riesgo), y el
fenotipo codominante cuando en los individuos heterocigotas los dos alelos se expresan de
forma igual y no existe recesividad ni dominancia de un alelo sobre el otro. En nuestro
estudio, en los analisis de asociacion, consideraremos los modelos genéticos dominante,

recesivo y aditivo(para ver como influyen la dosis de los alelos en los otros dos modelos).

Gene A Gene B

| |
d

Homologous
chromosomes

T __

Locus j

Fuente 10: representacion esquematica de variantes genéticas SNPs y genotipos. En el caso del gen A se aprecia que el
individuo tiene el mismo alelo A1(Pudiera ser por ejemplo una adenina) en ambos cromosomas homologos para este locus
especifico dentro del gen A. Se dice que este individuo es homocigota para el locus. Mientras tanto en el gene B del
cromosoma heredado del padre, se ve que tiene el alelo G y en el otro cromosoma heredado de la madre el alelo T. En este
caso se dice que este individuo es heterocigota para este locus.Esta imagen se obtuvo de la tesis doctoral de Helena Brunel

Montaner. https://www.tdx.cat/bitstream/handle/10803/134362/THBM1de1.EPf.

3.4- Identificacién de SNPs por secuenciacion de ultima generacion

Para identificar los SNPs en los pacientes, un largo proceso de laboratorio y analisis
bioinformatico usando multiples workflows y aplicaciones informaticas se llevan a cabo. La
primera fase del proceso es la secuenciacion del ADN de los individuos usando diferentes
muestras como la sangre, LCR, tejidos, u otros fluidos corporales. Frederick Sanger juega
un rol importante en el desarrollo de los métodos de secuenciacion del ADN que permite
establecer las bases tedrico-metodoldgicas de la misma. El invento la técnica llamada la
secuenciacion de Sanger(Pevsner 2009). La técnica de secuenciacién de Sanger consiste
en poner en 4 tubos el mismo fragmento de ADN(cadena simple) a secuenciar, un
didesoxinucleétido(que no tiene el grupo hidroxilo en la posiciéon 3’ para que se introduzca
un solo nucleétido a la vez y que no siga creciendo la cadena), el ADN polimerasa y los

primers. Después se realiza un gel de agarosa para identificar cual de los ddNTPs se
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introducen en el fragmento. Este método constituye la base de casi todos los métodos de
secuenciacién subsiguientes. Este método se automatizé usando la electroforesis capilar en
donde se realiza PCR utilizando esta vez dNTPs marcados con fluoréforos. Los fragmentos
se introducen dentro del capilar de electroforesis y las bases nitrogenadas son detectadas
segun la florescencia por el detector y analizados bioinformaticamente hasta obtener la
posicion de cada base en la secuencia.

Después de la terminacion en 2003 del proyecto del genoma humano, que consiste en la
secuenciacion de todo el genoma humano(McElheny 2010), se han intensificado las
investigaciones en el ambito de la secuenciacion del ADN que conlleva al desarrollo de
nuevas tecnicas de analisis de datos gendmicos y nuevo campo de estudio como la
genomica bioinformatica y la gendmica funcional. También, se multiplican la generacion de
los datos gendmicos y se hace necesaria la construccidn de grandes bases de datos
adaptados a estos tipos de datos y ademas software que permiten acceder a los mismos y
analizarlos. Unos 10 afios después de la primera secuenciacién del genoma entero, se
completd otro proyecto llamado 1000 Genomes Project durante el cual se secuencié 1093
genomas humanos de diferentes etnias y edades(1000 Genomes Project Consortium et al.
2012). A partir de entonces, las bases de datos gendmicos, los recursos bioinformaticos no
cesan de incrementarse. En nuestro caso de la presente tesis por ejemplo, nos ocuparemos
de la base de datos del PPMI que contienen datos fenotipicos y genéticos de pacientes que
tienen enfermedad de parkinson. Ultimamente son muchos los doctorandos que usan datos

de bases de datos para llevar a cabo sus tesis doctorales.

3.4.1- Secuenciacion de proxima generacion

La secuenciacion de nueva generacion (NGS) es una tecnologia de secuenciacion masiva
en paralelo que ofrece un rendimiento, una escalabilidad y una velocidad muy elevados. La
tecnologia se utiliza para determinar el orden de los nucledtidos en genomas enteros o
regiones especificas de ADN o ARN. La NGS ha revolucionado las ciencias bioldgicas,
permitiendo a los laboratorios realizar una gran variedad de aplicaciones y estudiar sistemas
biolégicos a un nivel nunca antes posible. La tecnologia de secuenciacion de proxima
generacion ha cambiado fundamentalmente el tipo de preguntas que los cientificos pueden
plantear y responder. Las innovadoras opciones de preparacién de muestras y analisis de
datos permiten una amplia gama de aplicaciones. Por ejemplo, la NGS permite a los
laboratorios: Secuencia rapida de genomas completos, secuenciar en profundidad de
regiones target, utilizar la secuenciacion de ARN (RNA-Seq) para descubrir nuevas
variantes de ARN vy sitios de empalme, o cuantificar los ARNm para el analisis de la

expresion génica, analizar factores epigenéticos como la metilacion del ADN en todo el
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genoma Yy las interacciones ADN-proteina, secuenciar muestras de cancer para estudiar
variantes somaticas raras, subclones tumorales, estudiar el microbioma humano, identificar
nuevos patogenos, identificar nuevas mutaciones u ofras variantes asociadas a
enfermedades como la EP.

Existen actualmente en el mercado muchas tecnologias para la secuenciacion del ADN:
llumina, Roche 454, lon Torrent, Oxford Nanopore. Mas del 90% de los datos genémicos
disponibles en las bases de datos son secuenciados por la tecnologia lllumina, por esta
razon vamos a describir someramente esta tecnologia, ademas que los datos que vamos
utilizar en esta tesis fueron generados por esta misma tecnologia de secuenciacion.

Los procesos de laboratorio para la secuenciacion empieza con la extraccién del ADN y el
control de calidad del mismo incluyendo a la determinacion de la concentracion de la
misma. Después sigue el proceso de la construccion o preparacion de la libreria que
consiste en varios pasos: fragmentacion del ADN, ligacion del ADN al adaptador, ligacion
del indice, y normalizacion. Este workflow es propuesto por la tecnologia llumina para la
secuenciacion del genoma entero(Figura 11 A).

La fragmentacion consiste en fragmentar el DNA en secuencias cortas por métodos
mecanicas,enzimaticas
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Figura 11(A-B): Tecnologia de secuencia de la plataforma Illumina. Figura 11-A: Preparacion de libreria de ADN por
tecnologia de secuenciacion de lllumina. https://www.illumina.com/. En esta imagen se presentan los procesos de preparacion
de las librerias del ADN vy los procesos de multiplexacion. Existen maneras de hacer la fragmentacion: fragmentacion
mecanica(sonicacién), fragmentaciéon enzimatica y tagmentacion. Se empieza con la extraccién y purificacion del ADN, la
sonicacién y fragmentacion, seleccion de los fragmentos y multiplexacion. La multiplexacion consiste en la adicién de
fragmentos de oligonucleétidos que de un lado permite la identificaciéon de las diferentes muestras, fragmentos que se usaran
como primers y fragmento para la union con la fase solida del flow cell.

Figura 11-B: Workflow para la secuenciacion de ADN en la plataforma lllumina. A: Fragmentacion del ADN por sonicacion,
reparacion de los extremos para que queden extremos romos, adicion de una base adenina a cada extremo para
complementarse con una timina del adaptador. B: multiplexacion que consiste en la adicién de los adaptadores a los extremos
de los fragmentos. Los adaptadores tienen los oligonucleétidos siguientes: el cddigo de barra también llamado index que
permite identificar a las muestras(cada index corresponde a una muestra), primers para el PCR en puente, un oligonucleétido
en los extremos para complementarse con otro fragmento del flowcell. Después de afadir los adaptadores se selecciona a
través de gel de agarosa y purifica el ADN y se realiza PCR para enriquecer la muestra y aumentar la probabilidad de que los
fragmentos puedan unirse con el flow cell(hay que tener en cuenta que este paso si bien es importante pero es mayor fuente
de duplicacién lo cual se tendra que tratar durante los analisis bioinformatico de los datos). C: En esta fase, la muestra se
coloca en el flowcell. El flowcell es un chip de vidrio formado por canales en donde se colocan las muestras. Los canales estan
formados por mas de 10 mil millones de nano wells donde se producen las reacciones de secuenciacion. Los nanowells
contienen incrustado covalentemente un oligonucleétido que se unira con el adaptador cuando se afiade la muestra. D: El flow
cell con la muestra se introduce en el secuenciador para seguir con el proceso de secuenciaciéon de la muestra. E: se realiza
un PCR en puente para la formacién de cluster constituido por clones de un mismo fragmento, lo que aumenta la sefial de
fluorescencia captada: el fragmento de cadena simple se afiade al nanowell y se une por puente hidrogeno por
complementariedad al oligonucleétido unido covalentemente a la superficie del nanowell. El fragmento del oligonucleétido
unido covalentemente al flow cell crece por complementariedad al nuevo fragmento. Este ultimo se eliminé como no se unié
covalentemente. El fragmento de cadena Unica se encorva su extremidad libre para unirse por complementariedad con otro
oligonucledtido unido al flow cell covalentemente. Este ultimo oligonucledtido se crece sobre el fragmento por
complementariedad resultando en un ADN doble cadena con los extremos unidos covalentemente al flow cell. Se
desnaturaliza para liberar las cadenas simples que van a empezar de nuevo con el mismo proceso. Las dos cadenas cada una
por su parte van a unirse con un nuevo oligonucleétido después de crecer para formar una nueva cadena complementaria. Se
desnaturaliza para dar formacién a dos cadenas nuevas. Se repite el proceso en varios ciclos para formar clusters de
fragmentos idénticos. Después de desnaturalizar los fragmentos del cluster se eliminan los fragmentos para quedarse solo con
los forward los cuales se usara en esta primera fase de secuenciacién. F: Secuenciacion por sintesis: la sintesis se realiza al
afadir un nucleétido marcado con fluorescencia a la cadena creciente. El nucleétido se bloquea en el extremo 3 -OH para que
se une un solo nucledtido a la vez por ciclo. El ciclo se termina al liberar el extremo 3’-OH, listo para recibir un nuevo
nucledtido. Se excita el flow cell por laser y se detecta la longitud de onda emitida por la excitaciéon de la fluorescencia. Se
capta a través de una camara. En cada ciclo se saca una imagen que contiene la florescencia captada en cada cluster por
cada ciclo. Un cluster corresponde a un fragmento o una lectura. lllumina utiliza un algoritmo que permite hacer la llamada de
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bases y asignar un score de calidad para cada base llamada segun la intensidad captada. Al finalizar, el secuenciador
devuelve un archivo formato fastq que contiene las lecturas(fragmentos), los nucleétidos que conforman cada fragmento y sus
scores de calidad ademas de otras informaciones sobre la posicion del fragmento en el flow cell.

Un avance importante es la tecnologia de tagmentacion del ADN, en la cual se utilizan
perlas unidas a transposones para proporcionar una reaccion de tagmentacion mas
uniforme en comparacion con las reacciones de tagmentacion en solucién. Después de los
transposones unidos a perlas se saturan de ADN, y que no se puede producir una
tagmentacion adicional, lo que permite un proceso de normalizacién basado en la
saturacion altamente uniforme. La tagmentacion incluye la fragmentacién del ADN vy la
adicién del primer de forma simultanea(Figura 11 A). Después, se realiza amplificacion por
PCR de los fragmentos listos obtenidos del paso anterior y se les adicionan los adaptadores
y los indices, proceso llamado multiplexacion. Con estos pasos estaran listos los fragmentos

del ADN para la secuenciacion.

Secuenciacion

Durante el paso de secuenciacion del flujo de trabajo de NGS, las librerias de ADN se
cargan en una celda de flujo(Flow Cell) y se colocan en el secuenciador. Los grupos o
clusters de fragmentos de ADN se amplificaron en un proceso denominado generacion de
clusters, lo que da lugar a millones de copias de ADN monocatenario. En la mayoria de los
instrumentos de secuenciacion de lllumina, la generacidon de clusteres se produce
automaticamente. En un proceso denominado secuenciacion por sintesis (SBS), los
nucledtidos modificados quimicamente se unen a la cadena molde de ADN mediante
complementariedad natural. Cada nucleétido contiene una etiqueta fluorescente y un
terminador reversible que bloquea la incorporacion de la siguiente base. La sefal
fluorescente indica qué nucledtido se ha anadido, y el terminador se escinde para que la
siguiente base pueda unirse. Tras la lectura de la cadena de ADN anterior, las lecturas se
eliminan y el proceso se repite para la cadena inversa. Este método se denomina
secuenciacion por pares. Tras la secuenciacion, el software del instrumento identifica los
nucleotidos (un proceso denominado “llamada de bases”) y la precision prevista de las

"llamadas de bases” (Ver figura 11 B).

3.4.2- Analisis Bioinformaticos:

Se obtienen los datos en formato fastq, que contiene las lecturas de los fragmentos de ADN
y los scores de calidad y demas informaciones importantes para los procesos subsiguientes.
El primer paso en el workflow del analisis bioinformatico seria el control de calidad de los
datos. En breve, este proceso de control de calidad consiste en demultiplexacion de los

datos, eleccidén y filtro de las lecturas con scores de buena calidad, eleccion vy filtro de las
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lecturas segun la cobertura etc. La demultiplexacion consiste en eliminar los barcodes, los
indices, los primers que se utilizaron tanto para la identificacion de las muestras como para
la realizacion de PCR. Se utiliza el programa fastqC para el analisis de los datos y la
identificacion de los elementos a eliminar segun los criterios establecidos y otro programa
como Trimomatic para el filiro y eliminaciéon de los que no pasan los criterios. Los datos
filtrados son mapeados contra un genoma de referencia. Después se realiza la llamada de
variantes por cada muestra para poder descubrir INDELS, SNPs y después poolear todos
en un solo archivo gVCF. Los SNPs e INDELs seran filtrados segun criterios de calidad y

son anotados(Ver figura 12).
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Figura 12- Workflow para andlisis bioinformaticos de los datos genéticos tipo fastq. En esta imagen se presentan los pasos y
workflows para los procesos informaticos de transformacion de los datos de secuenciaciéon hasta obtener los datos de SNPs.
Del secuenciador se obtiene un archivo tipo fastq el cual se usa en este workflow. En primer lugar se hace un control de
calidad de los datos durante el cual se filtran los datos con score de calidad Phred menor a 30 y se hace trimming para
demultiplexar los datos(eliminar los barcodes, los indices, los primers ect.), y tratar los datos duplicados. Después se hace el
mapeo de las lecturas contra un genoma de referencia previamente indexadas. Al final se hace una llamada de SNPs.

3.4.3- Analisis de genoma entero(GWAS)

El analisis GWAS es un conjunto de analisis estadisticos realizados sobre los datos
genotipicos con el objetivo de descubrir variantes asociadas a patologias. Se estudia una
gran cantidad de individuos para aumentar el poder estadistico de descubrir variantes
asociadas a la enfermedad. Generalmente, se realiza un estudio caso-control en donde los
casos son los que tienen la enfermedad y los controles no la tienen y se comparan las

frecuencias alélicas en ambos grupos. Son multiples los analisis estadisticos para descubrir
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las asociaciones existentes entre fenotipos y variantes genéticas. Un primer abordaje es el
llamado asociacion de un locus al fenotipo, que consiste en la determinacién de la
asociacion entre cada variante y el fenotipo utilizando estadistica como X?, odd ratio,
regresion lineal o logistica simple.

Sea la tabla de contingencia siguiente donde A1/A1 representa los homocigotas para el
alelo mayor, el genotipo A1/a representa el heterocigota llevando el alelo a target y el
genotipo a/a homocigota para el alelo menor. El chi cuadrado determina qué tan diferente

estan las frecuencias alélicas observadas y las esperadas y se puede definir por la ecuacion

siguiente:
A1/A1=0 Al/a =1 ala =2 Total
Casos B1 B2 B3 B7
Controles B4 B5 B6 B6
Total . - - -

Tabla 2- tabla de contingencia. En esta tabla se presenta una tabla de contingencia de 3 X 2 de las frecuencias genotipicas de
los casos y los controles. Se realiza la suma de las frecuencias genotipicas homocigotas para el alelo menor, para el alelo
mayor y para las heterocigotas tanto para los casos como para los controles. Después, usando la tabla se sacan OR, Chi
cuadrado, Test de Fisher.

6
X*=3 (B-E)/E (1.1)

i=0
en donde B representa las frecuencias alélicas observadas y E las frecuencias esperadas.
La evaluacion de los resultados se hace por el valor estadistico de X? obtenido y el p-valor,
que determina la significancia de la asociacién entre los genotipos y el fenotipo.
Por su lado, el odd ratio determina la fuerza de tamano y fuerza de asociacion entre dos

variables binarias. Se define por la ecuacion siguiente

OR = B,(B; + B;) / (Bs *+ Be)B; (1.2)

La regresion es un enfoque para modelar la relacion entre un resultado (el fenotipo Y ) y una
variable (un SNP S). En la regresion lineal los datos se modelan utilizando funciones
lineales, y los parametros desconocidos del modelo se estiman a partir de los datos
utilizando la técnica de minimos cuadrados o por algoritmo de optimizacién como el
descenso del gradiente(gradiente descendente estocastico). Los modelos lineales intentan
expresar la relacion entre Y y S mediante una funcioén afin como la descrita en la ecuacién

siguiente:
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y=a+ BS+e
en donde B es el coeficiente de regresion calculado a partir de los datos y € es una variable
aleatoria que recoge todos aquellos factores de la realidad no controlables u observables y
que por tanto se asocian con el azar. La determinacién de una estadistica basada en Test
de student que evalua la significancia de B, que representa la asociacion entre Y y S, se

lleva a cabo.

También se usa la regresion lineal multiple que permite analizar la relacion entre dos o mas
variables a través de ecuaciones. Constantemente en la practica de la investigacion
estadistica, se encuentran variables que de alguna manera estan relacionadas entre si, por
lo que es posible que una de las variables puedan relacionarse matematicamente en
funcién de otra u otras variables. Este modelo cuenta con varias variables regresoras, por lo
gue cuenta con varios parametros, para la regresion lineal multiple, se asume que la

variable de respuesta Y se relaciona con las variables regresoras X, X, ... Xn:

Y = B0 + B1X1 + B2X2 +..pmXm + ¢

m
= BO+ X BjXj + €
j=1
donde los parametros fj, vV j € {0;1; 2;..m} Son llamados coeficientes del modelo de

regresion multiple.

Cuando los datos de respuesta son de tipo binario, se utiliza la regresion logistica definida

por la ecuacion:
1 .
Y ~ T + e”*

conz=p0 + B1X1 + B2X2 +..pmXm + «.

3.4.4- Recombinacion genética y desequilibrio de ligamiento

En genética se denomina desequilibrio del ligamiento o LD por sus siglas en inglés (Linkage
Disequilibrium) a la propiedad de algunos genes de las poblaciones genéticas de segregar
de forma dependiente, esto es, poseen una frecuencia de recombinacion menor del 50 %.
Esto suele deberse a que los dos loci implicados se encuentran en el mismo cromosoma, lo
que imposibilita su transferencia a la progenie de manera aleatoria con la separacion de los
cromosomas en anafase(Genética - 7. Ed 2002). El componente basico de las métricas de

LD es la diferencia entre las frecuencias observadas y las esperadas de un haplotipo
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suponiendo que no hay asociacién estadistica. Si A y B son dos loci con dos alelos A1, A2y
B1, B2 respectivamente, el desequilibrio de ligamiento entre Ay B es D se mide como se

define en la ecuacion siguiente:
D(A, B) = pA1B1 - pA1pB1

donde pA1 es la frecuencia alélica en locus A, pB1 es la frecuencia alélica en locus B y

pA1B1 es la frecuencia alélica de la combinacién A1B1.

3.5- Fundamentos del analisis de expresion de genes basado en desequilibrio de

ligamentos y eQTL

El analisis de expresion de genes basado en desequilibro de ligamiento llamado cis-eQT]
es un analisis que se viene usando ultimamente en el descubrimiento de nuevos
marcadores moleculares que sirven como blanco terapeutico y como marcador de
diagnostico molecular de las enfermedades(Mize and Evans 2022), (Duffy 2017; S. Lee et
al. 2017). Este tipo de analisis permite determinar como los SNVs asociados a una
patologia, puede influenciar la expresion de los genes teniendo en cuenta la distancia entre
los SNVs y los genes cuya expresion esta afectada(Duffy 2017). Los mismos pueden verse
sobreexpresados bajo las influencias de los SNVs o sub-expresados. Alteraciones en la
expresion de los genes afectan el buen funcionamiento de los mismos y puede estar
asociado con la ocurrencia de patologias humanas. Se sabe hasta este momento que
muchas de las enfermedades humanas son de etiologia multigénica quiere decir que en sus
ocurrencias pueden participar muchos genes(J. Yang et al. 2014). El desequilibrio de
ligamiento es el fendmeno por el cual los SNVs transmitidos a las generaciones tienden a
estar relacionados los unos con los otros por el hecho que durante la recombinacion
genética, los SNPs tienden a segregarse en bloque y transmitirse a las generaciones(Lou et
al. 2005). Los estudios que se basan sobre la determinacién de los efectos de los SNVs en
desequilibrio de ligamiento sobre la expresién de los genes cercanos donde se localizan los
SNVs en DL aumentan o confirman ain mas las relaciones no aleatorias entre los mismos y
los genes cuyas expresiones se ven afectadas(Lou et al. 2005; Wu, Ma, and Casella 2002).
Entonces, la idea detrds de estos analisis es no solamente demostrar estadisticamente
significativo algun tipo de relacion de desequilibrio de ligamiento entre al menos dos SNVs,
sino también estudiar el efecto que tienen estos SNVs sobre la expresion del gen donde se
localizan los mismos. Una vez conocido los SNVs que estan asociados a una patologia
dado, con estos analisis, sera posible mapear los genes que también contribuyen en el

proceso patolégico. Muchos métodos estadisticos fueron propuestos para estudiar la
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expresion cuantitativa de rasgos de locus basado en desequilibrio de ligamentos. Uno de los
métodos estadisticos que se utilizan en el andlisis eQTL basado en LD es la regresion lineal
simple(Palowitch et al. 2018), (Palowitch et al. 2018; Jia and Xu 2005) donde el objetivo es
estudiar el efecto de alguna variable cuantitativa sobre la expresion de los genes, en este
caso, los SNVs representados por los valores 0, 1, 2 segun si se trata de genotipos
homocigotas para el alelo mayor(no presenta el alelo de riesgo), heterocigotas y
homocigotas para el alelo menor(doble dosis del alelo de riesgo) respectivamente. En
nuestro estudio usaremos el analisis de regresion lineal y ANOVA de una via usando
workflow en KNIME construido por nosotros para poder estudiar los efectos de los SNVs
sobre la expresion de los genes.

3.6- Fundamentos del analisis de expresion diferencial de genes.

El anadlisis de expresion diferencial de genes constituye una metodologia que se viene
utilizando para estudiar los patrones de expresién de los genes de forma diferencial de un
grupo de individuos que tienen un fenotipo dado con respecto a otro grupo control.
Conociendo los genes que son diferencialmente expresados, podemos determinar las vias
metabdlicas y/o de sefalizacidén en las cuales participan y como afectan dichas vias. Pero
ademas, nos permite confirmar que un gen esta asociado con alguna patologia previamente
estudiada por GWAS(Genome Wide Association Study). El estudio GWAS nos permite
establecer asociacion entre patologias y variantes genéticas como INDEL, SNVs. Esta
variante encontrado asociado con la patologia no quiere decir que sea la verdadera
causante del problema. Podria ser que sea porque esta en desequilibrio de ligamiento con
el verdadero SNV responsable del problema. Uno de los analisis que se puede hacer para
confirmar la asociacion entre la variante y la patologia es a través de un analisis diferencial
de expresion de genes(DGE). La idea es determinar si el gen donde se encuentra localizado
la variante esta diferencialmente expresado en el grupo que tiene la patologia con respecto
al grupo control. Hay que recalcar también que un analisis DGE negativo para un gen(donde
se localiza la variante encontrado asociado al fenotipo) tampoco implica que la variante no

sea la causante del fenotipo.

Capitulo IV- Métodos de aprendizaje automatico para la predicciéon de

enfermedades.

4.1- Generalidades sobre aprendizaje automatico.

El aprendizaje automatico se define como una serie de técnicas estadisticas avanzadas que
incluyen algoritmos de clasificacion y de regresiones que se usan para poder hacer

prediccion sobre los datos. Se dividen en dos grupos: Aprendizaje automatico de tipo
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supervisado y no supervisado, aunque existen otros grupos que ultimamente estan en auge
como el grupo semisupervizado y aprendizaje por reforzamiento. En este trabajo
utilizaremos el aprendizaje supervisado para poder hacer analisis de prediccion sobre los
SNPs asociados a NOH. EI ML se usa en investigaciones bioldgicas y médicas(Y. Deng et
al. 2022; Akmal et al. 2022) y en diferentes métodos de diagnosticos, de prediccion de
enfermedades y otros métodos para busqueda de medicamentos(Y. Deng et al. 2022).
Especificamente, en lo que tiene que ver con nuestro estudio, muchos estudios anteriores
han utilizado métodos de aprendizaje automaticos en la investigacion gendomica y
transcriptémica. Dentro del grupo de los aprendizajes automaticos supervisados tenemos a
la regresion logistica, redes neuronales, Naives Bayes, Random Forest, XG Boost Trees y
demas y del grupo de aprendizaje no supervisado tenemos a los métodos de

conglomerados y agrupamientos.
4.2- Neural Network(Redes Neuronales)

4.2.1- Métodos

Las redes neuronales se concibieron originalmente como modelos computacionales del
funcionamiento del cerebro humano. Al igual que el cerebro humano, estan formadas por
muchas unidades (analogas a las neuronas y a veces llamadas el mismo nombre)
conectadas entre si por enlaces de fuerza variable (analogos a los axones en el cerebro).
Estos enlaces de fuerza variable son representaciones abstractas de la forma en que la
mayoria de las neuronas se comunican entre si en el cerebro a través de cambios en el
ritmo o la frecuencia de los mensajes eléctricos 0 quimicos. Esta técnica se ha inspirado en
la forma en que los organismos bioldgicos (en particular los humanos) resuelven los
problemas de computacién en la naturaleza. Como modelos matematicos, han encontrado
un gran numero de aplicaciones en la ciencia y tecnologia, especialmente en el ambito de
las ciencias bioldgicas, en medicina y en Bioinformatica. El atractivo de las redes
neuronales es que pueden "aprender" relaciones entre conjuntos de variables tomadas de
un sistema. Una vez entrenada, la red puede recibir nuevos ejemplos y se le pide que
prediga el resultado de los nuevos datos basandose en los ejemplos anteriores que ha
aprendido. Esta cualidad, conocida como generalizacion, es la capacidad de inferir las
relaciones subyacentes en los datos y ser capaz de aplicarlas a nuevas situaciones y es la
razon principal de su uso en una gran variedad de contextos. Esto puede sonar parecido al

método por el que aprenden los humanos y, hasta cierto punto, es cierto.
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4.2.2- Arquitectura

Una red neuronal esta formada por unidades interconectadas, a menudo dispuestas en
capas. La configuracién de estas unidades se conoce como arquitectura, y puede variar
mucho en funcién de la aplicaciéon para la que se utilice. En las redes neuronales mas
sencillas s6lo hay dos capas, una de "entrada" y otra de "salida" y se conocen como
"perceptrones". Estas redes solo son capaces de discriminar relaciones lineales entre
variables porque s6lo poseen una capa de pesos. El perceptron "multicapa” mas sofisticado
afiade varias capas de unidades "ocultas" y, por lo tanto, los conjuntos de pesos aumentan
el poder de la red para inferir relaciones no lineales entre variables(ver figura 13). No existe
un limite tedrico para el nimero de capas que puede tener una red, aunque estas dos estan

entre las mas populares.

Multilayer Perceptron (MLP): Architecture

Bias

Outputs

Figura 13- Arquitectura del algoritmo Neural Network Multilayer Perceptron. En esta imagen se explica la arquitectura del
algoritmo de redes neuronales multicapa. Los datos a entrar (x1, x2, x3, x4...xn). La capa de entrada(globos de color rojo), dos
capas profundas(globos en verde) y capa de salida (en amarillo).

La disposicion de las unidades y los pesos en la red neuronal tiene un profundo efecto
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en el rendimiento de la red e incluso en su propésito. Hay un gran nimero de arquitecturas
que se han ideado para una variedad de propésitos, Aqui sblo se describen las
arquitecturas mas utiles en bioinformatica. Las mas utilizadas son las arquitecturas de
retropropagaciéon(Feed-Forward Backpropagation) hacia delante en las que las unidades se
organizan en capas como se ha descrito anteriormente, y el algoritmo de aprendizaje se
conoce como aprendizaje supervisado. El aspecto "feed-forward" del nombre de esta red se
debe a la direccién del flujo de los datos, mientras que la retropropagacion describe el
hecho de que los errores en los que se incurre durante el aprendizaje se propagan de vuelta

a través de la red.

4.2.3- Aprendizaje

En la mayoria de las aplicaciones de este tipo de técnica neuronal, la tarea de la red es
relacionar las variables que recibe en la capa de entrada con algun comportamiento
deseado en la capa de salida, presentando repetidamente los ejemplos a la red en un
proceso conocido como entrenamiento. De forma andloga al aprendizaje en los bebés
humanos, el entrenamiento de la red neuronal permite a la red determinar la respuesta
correcta a los patrones de entrada que se le presentan. Una vez entrenada, la red neuronal
debe ser capaz de predecir una salida a partir de un conjunto de entradas no vistas
anteriormente. Este entrenamiento se conoce como aprendizaje supervisado porque la
salida se conoce para los puntos de entrenamiento y, por lo tanto, se puede dar a lared la
respuesta requerida durante el entrenamiento. Las redes neuronales supervisadas se
diferencian del aprendizaje supervisado tradicional, como el utilizado por los arboles de
identificacion, en que el aprendizaje supervisado tradicional se ocupa sélo o principalmente
de la clasificaciéon y las redes neuronales supervisadas tienen una capacidad mas general
que ésta. Las redes neuronales pueden actuar también como transductores (convirtiendo
una forma de entrada en otra forma de salida). Uno de los aspectos mas importantes de la
salida de una red neuronal es que puede tener un "valor real", mientras que los
clasificadores tradicionales s6lo pueden producir uno de los varios valores discretos que
representan la clase a la que pertenece una muestra. Sin embargo, las redes neuronales
también pueden utilizarse cuando no se conoce la respuesta requerida, por ejemplo, en
tareas de agrupacion de clusteres, con un enfoque no supervisado. Estas redes utilizan un
entrenamiento basado unicamente en los datos de entrada, no tienen distinciones de salida
ni capa oculta, y se utilizan con frecuencia en dominios en los que no se conoce la
respuesta de salida. En las siguientes secciones se describen los componentes de la red

neuronal, ademas de los regimenes de entrenamiento empleados en su uso.
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4.2.4- Unidades y pesos

La unidad (también conocida como neurona o nodo) es el principal elemento de
procesamiento de la red neuronal. Recibe un conjunto de sefales de entrada y, en
combinacion con una funcién interna, convierte las sefiales de entrada en una sefial de
salida. La funcion interna de puede ser tan simple como una funcién escalonada, o una
transformacion mas compleja, como la funcién sigmoidea, comunmente utilizada.
Basandose en estas funciones, la funcién de activacion toma una "decision" sobre si
disparar y propagar la sefial mas arriba en la red, basandose en el peso de las senales
entrantes. La funcién escalonada garantiza una respuesta de "todo o nada", mientras que la
funcién sigmoide produce una respuesta mas graduada. La figura 7.1 muestra estas dos
funciones en forma matematica y en forma de grafico. La tarea de la funcién sigmoidea de
la figura 7.1, por ejemplo, consiste en tomar los pesos(Weight) entrantes, comprobar si se
supera un umbral interno y si lo es, calcular la salida como la funcién de 1 dividida por 1
mas el exponente del valor que ha calculado. El efecto es producir una salida que varia
entre 0y 1, donde un gran numero de valores negativos producen una salida que esta cerca
de 0 y grandes numeros de valores positivos entrantes producen una salida cercana a 1.
Existen muchos otros tipos de funciones dentro de las neuronas para convertir los valores
entrantes en un valor de salida, y estas funciones se denominan "funciones de
transferencia" o "funciones de activacion". Una de las principales caracteristicas de las
redes neuronales es que los enlaces entre los nodos estdn ponderados, por lo que la
entrada a una neurona suele llamarse peso. Por tanto, aunque una neurona transmisora
emita un "1", si el peso de un enlace que lleva ese valor a otra neurona es de 0,1 entonces
la neurona receptora recibe 0,1. El principio importante es que, aunque las funciones en si
mismas son muy sencillas, cuando se ensamblan varias de ellas y se conectan con
conexiones ponderadas, es posible realizar calculos muy complejos. Las conexiones
ponderadas propagan las sefiales de unidad a unidad modificando la fuerza de la sefal
segun su peso. Los pesos se modifican en el proceso de entrenamiento y proporcionan gran

parte de la capacidad de aprendizaje de la red.

4.2.5- Aprendizaje supervisado en redes neuronales

Como se ha descrito anteriormente, el aprendizaje supervisado es el proceso de aprender

relaciones entre los datos de entrada y de salida. En este tipo de aprendizaje los datos de
entrada se pasan a la capa de entrada, se propagan a través de las unidades y pesos de la
red neuronal, y la respuesta de la red se compara con la respuesta requerida, que viene

dictada por los datos de salida. La discrepancia entre ambas se calcula y la red realiza
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entonces cambios en sus pesos internos para reducir el error la préxima vez que se
presentan estos datos de entrada. Este proceso se repite para todos los datos de entrada

y, una vez completado, constituye una "Epoch". La mayoria de las redes neuronales
necesitan un niumero moderado (100-10 000+) de Epochs para aprender eficazmente las
relaciones entre los datos de entrada y de salida. El aprendizaje supervisado puede
aplicarse a muchos tipos diferentes de arquitectura, y permanece en gran medida sin
cambios, independientemente del nimero de capas ocultas. Sin embargo, se utilizan dos
algoritmos diferentes para los perceptrones y los perceptrones multicapa. El algoritmo se
ocupa de calcular el error en los nodos de salida y de propagar este error por la red de capa
en capa. El calculo de este error es diferente para las capas de salida y las capas ocultas.
La regla de aprendizaje mas sencilla es la de la percepcion de Rosenblatt y es la que se

describe a continuacion:

Regla de aprendizaje del perceptrén
1- Inicialice el entrenamiento con los pesos de la red y los umbrales de las unidades con
valores aleatorios pequefios.
2- Presentar los datos de entrada (iy, iy, i3 ... in) Y l0s datos de salida deseados (0)
a la red para el aprendizaje.
3- Calcule la salida de la red mediante la expresion: f(s)l § wk(t)ik(t)]
k=1

4- Adapta los pesos:
(a) si es correcto wk(t + 1) = wk(t),
(b) si la salida es 0 y deberia ser 1 wk(t + 1) = wk(t) + ik(t),
(c) si la salida es 1y deberia ser 0 wk(t + 1) = wk(t) - ik(t),
donde wk(t) es el valor del peso en el momento t, wk(t + 1) es el valor del peso en tiempo (t
+ 1) (es decir, después de la actualizacion) y f(s) es la funcidn utilizada para calcular la
salida de la red (en este caso, la funcion escalén). Esta regla de aprendizaje garantiza que
los pesos se modifiquen para que la préxima vez que se muestre este mismo patrén de
entrada, los pesos modifiquen el comportamiento de la red para que se acerque mas a la
respuesta correcta. Esta es la regla de aprendizaje mas sencilla y posteriormente se han
anadido diversas modificaciones como la introduccion de un término A para modificar los
pesos los pesos mas lentamente segun la siguiente ecuacion:

wk(t + 1) = wk(t) + Aik(t)
Esto es suficiente para permitir el aprendizaje en un perceptrén pero, como se ha
comentado anteriormente es el mas simple de las redes neuronales y solo puede procesar

interacciones lineales entre variables.
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procesar interacciones lineales entre variables. La siguiente seccion describe la regla

necesaria para los perceptrones multicapa.

4.2.6- Retropropagacion

Para arquitecturas mas grandes con una "hidden layer(capa oculta)" se requiere una regla
de aprendizaje mas compleja. El perceptron multicapa suele utilizar la funcidon sigmoidea.
Por lo tanto, cuando se calcula la diferencia entre los patrones de salida reales y los
deseados los pesos deben cambiarse de acuerdo con la derivada de esta funcion, a
diferencia del simple incremento/decremento cuando se considera la funcion
escalonada(step function). Ademas, como se considera mas de un peso(weight), la regla de
aprendizaje debe tener en cuenta este hecho y contener algun método de retropropagaciéon

(backpropagation) del error a través de la red.

1- Inicializar los umbrales(thresholds) y los pesos(weight).
2 Presentar los datos de entrada (iy, i, i5 ... i,) y los datos de salida deseados a la red.
n
3 Calcule la salida de la red mediante la expresion ![2 wkik] para cada capa de lared.La
k=1

salida de la ultima capa es el vector de los valores de salida.

4 Adapta los pesos, empezando por la capa de salida y moviéndose hacia atras mediante la

ecuacion: wij (t + 1) = wij (t) + dpj opj donde opj es la salida del nodo j para el patron p y

opj se define como:

para la capa de salida: dpj = copj(1 - opj)(dpj - opj)
para las capas ocultas: dpj = copj(1 - opj) X, dpk - wjk
k

donde d es la salida deseada, o es la salida real y ¢ es una constante utilizada en la funcion
sigmoidea. La suma mostrada para las capas ocultas es sobre los k nodos de la capa por
encima de la capa actual para la que ya se habra calculado el dpj. Las ecuaciones
anteriores, ilustradas en la figura incrementan (o disminuyen) los pesos de la red en funcion
del error en la capa superior. En el caso de la capa de salida, el error se calcula
directamente con la respuesta deseada, mientras que la capa oculta calcula su error
basandose en el error ponderado propagado desde la capa de salida. Este proceso permite
a la red adaptar sus pesos para corregir la diferencia entre su salida actual y la salida
deseada. Cuando se aplica varias veces sobre todos los datos de entrada y salida, la red se
reconfigura para ser mas precisa y puede utilizarse para predecir el resultado de nuevos

ejemplos. Este tipo de aprendizaje solo es posible cuando se conoce la respuesta deseada.
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respuesta deseada y, por lo tanto, el aprendizaje supervisado puede tener lugar. La
respuesta deseada, sin embargo, no se conoce para algunos problemas y, por tanto, existen
reglas de aprendizaje no supervisado para encontrar patrones interesantes en los datos y
para dividirlos en clusters, o que no se va a considerar aqui porque no los vamos a usar en

este trabajo.

4.3- Gradient Boosting Trees

Gradient boosting o Potenciacion del gradiente, es una técnica de aprendizaje automatico
utilizado para el analisis de la regresién y para problemas de clasificacion estadistica, el
cual produce un modelo predictivo en forma de un conjunto de modelos de prediccion
débiles, tipicamente arboles de decision. Construye el modelo de forma escalonada como lo
hacen otros métodos de boosting, y los generaliza permitiendo la optimizacion arbitraria de
una funcién de pérdida diferenciable. La idea de la potenciacién del gradiente fue originada
en la observacién realizada por Leo Breiman en donde el Boosting puede ser interpretado
como un algoritmo de optimizacion en una funcién de coste adecuada. Posteriormente
Jerome H. Friedman desarrollé algoritmos de aumento de gradiente de regresion explicita,
simultaneamente con la perspectiva mas general de potenciacion del gradiente funcional de
Llew Mason, Jonathan Baxter, Peter Bartlett y Marcus Frean. En sus ultimos dos trabajos
presentaron la vision abstracta de los algoritmos de potenciacion como algoritmos iterativos
de descenso de gradientes funcionales. Es decir, algoritmos que optimizan una funcién de
coste sobre el espacio de funcion mediante la eleccion iterativa de una funcién (hipotesis
débil) que apunta en la direccién del gradiente negativo. Esta vision de gradiente funcional
de potenciacién ha llevado al desarrollo de algoritmos de potenciacion en muchas areas del

aprendizaje automatico y estadisticas mas alla de la regresion y la clasificacion.

4 .4- Random Forest

El Random Forest puede definirse como un método de aprendizaje automatico versatil e
inteligente que puede realizar tanto clasificaciones como tareas de regresién. También
puede llevar a cabo métodos de reduccion dimensional, valores atipicos, tratar valores
perdidos y otros pasos de exploracion de datos. Es una solucion experta para la mayoria de
los problemas. Se conoce como una forma de aprendizaje de conjunto, ya que un grupo de

modelos débiles se combinan para formar este potente modelo.

Capitulo V- Hipétesis y objetivos
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5.1- Justificacién e impacto

La presencia de la hipotension ortostatica neurogénica en los pacientes con EP esta
asociado con una alta tasa de mortalidad que podria ser explicado por la consiguiente
hipoperfusion cerebral que trae consigo. Masaki y colaboradores encontraron una
asociacion lineal significativa entre el cambio de la presion arterial sistélica de la posicion de
cubito a la posicion de pie y alta tasa de mortalidad de los pacientes a los 4 afos de
seguimiento(Masaki et al. 1998). Incluso sin la presencia de la EP, la NOH puede constituir
una fuente de causa de debilidad en pacientes mayores, lo que acarrea riesgo alto de caida
y alta tasa de mortalidad a los 3 afios de haber empezado la NOH si lleva un mal control de
la presion arterial ortostatica(Veronese et al. 2015), (Veronese et al. 2015; Shaw et al.
2019). Gibbons y colaboradores encontraron en un estudio publicado en el afio 2015 que el
31% de los pacientes con OH retardada desarolla alfasinucleinopatia y la tasa de mortalidad
de los pacientes a los diez afios de seguimiento fueron de 29% con respecto a 9% en los
controles(Gibbons and Freeman 2005). La hipotensién ortostatica neurogénica es una de
las condiciones mas frecuentes que aumenta la severidad y el mal pronéstico de la
enfermedad de Parkinson como lo han demostrado muchos trabajos. Complicaciones
asociadas a alteraciones cognitivas, motoras, y muerte son mas frecuentes en los pacientes
con EP que ademas tienen NOH. Hasta este momento, no existe un tratamiento muy
efectivo que pueda controlar las complicaciones que provoca la NOH en pacientes con EP o
que pudiera mejorar la calidad de vida de los pacientes. Ademas, son muy pocas las
investigaciones en este campo que podrian demostrar las vias de sefializacion y/o las
proteinas que participan en la ocurrencia de la NOH. Este estudio nos permitira dilucidar el
posible factor genético que explica la gravedad de la enfermedad de Parkinson en algunos
pacientes con hipotension ortostatica neurogénica. Conociendo segun estudios previos, las
enfermedades cardiacas asociados a NOH constituyen de las principales causas de muerte
en pacientes con enfermedad de Parkinson, este estudio nos permitira comprender mucho
mejor la fisiopatologia, la relacién genética y molecular entre la EP y la hipotension
ortostatica pero también nos permitira establecer y predecir los pacientes con EP con riesgo
de desarrollar NOH. También se podran descubrir nuevos marcadores y nuevas dianas

terapéuticas contra la NOH en pacientes con EP.

5.2- Hipotesis de trabajo

Presumimos que existe algun factor genético y molecular que vincula la enfermedad de
Parkinson (EP) y la aparicion y progresion de la hipotensién ortostatica neurogénica(NOH).
También pensamos que una alteracidon genética alteraria rutas metabdlicas y de

sefalizacién especificas, especialmente la expresidon de los productos génicos que
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intervienen en estas rutas. Por lo tanto, pensamos que un mapeo de eQTL(Expression
quantitative trait loci) basado en la expresion de genes en pacientes con alteracién genética
asociada a NOH, nos permitiria estudiar las vias de sefializacion que intervienen y

especificamente las proteinas implicadas en la enfermedad.

5.3- Objetivo general

Evaluar los efectos de los polimorfismos de nucleétidos Unicos(SNPs) y sus mecanismos
moleculares asociados a hipotension ortostatica neurogénica sobre la severidad vy el

prondstico de la enfermedad de Parkinson.

5.4- Objetivos especificos

> Evaluar los pacientes con NOH segun signos clinicos como la prueba de
presién arterial ortostatica (hipotension ortostatica) utilizando los datos
disponibles en la base de datos PPMI.

> Evaluar la asociacion entre variantes de nucleétidos unicos y la NOH en
enfermos de Parkinson.

> Estudiar la asociacion entre la severidad de la enfermedad de Parkinson y los
SNPs asociados a la NOH.

> Estudiar los mecanismos moleculares usados por los SNPs relevantes del
estudio para participar en el desarrollo de la NOH.

> Evaluar algoritmos de aprendizaje automatico que mejor predicen la aparicién

de la NOH y prondéstico de los pacientes con Enfermedad de Parkinson.

PARTE Il

Capitulo VI- Métodos y materiales

6.1- Base de datos del PPMI

La Fundacion Michael J. Fox puso en marcha la Iniciativa de Marcadores de Progresion del

Parkinson (PPMI, por sus siglas en inglés) en 2010 para comprender mejor el inicio y la
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progresion de la enfermedad de Parkinson y acelerar asi el desarrollo de nuevos
tratamientos(Parkinson Progression Marker Initiative 2011). Desde entonces, se han
mejorado los conocimientos que los cientificos tienen acerca de la enfermedad y como
intentar detenerla. La PPMI es un estudio longitudinal, observacional, multicéntrico de la
historia natural de la enfermedad de parkinson. La PPMI evalta la progresion de las
caracteristicas clinicas, los resultados de las imagenes, los marcadores bioldgicos y
genéticos, y los resultados digitales de la enfermedad de Parkinson en todas las etapas de
la EP, desde la EP prodréomica hasta la moderada y severa . El objetivo general del PPMI es
identificar marcadores de progresion de la enfermedad para acelerar los ensayos
terapéuticos de tal manera que los cientificos pueden intervenir en la reduccion de la
progresion de la EP y evitar las complicaciones y discapacidad asociadas a la EP para de
esta forma mejorar la calidad de vidad de los pacientes e incluso eliminar definitivamente la
EP si se diese el caso(Parkinson Progression Marker Initiative 2011).

El protocolo clinico PPMI esta disefiado para adquirir datos longitudinales exhaustivos de
aproximadamente 4000 participantes inscritos en unos 50 centros de todo el mundo. Se
recuperan datos clinicos, demogréficos, antecedentes patoldgicos personales y familiares,
datos bioquimicos, gendmicos, transcriptomicos, protedmicos y metabolémicos. Los

pacientes se consultan de forma periédica(ver figura 14).

Study Synopsis - PPMI Clinical

Study Population™

Target N = 4000+ Clinical Data Collection Biologic Collection
1,000 Enrolled « Motor Assessments « DNA, RNA
2010-2018 » Neurobehavioral/Neuropsychiatric Testing « Whole Blood, Serum, Plasma, Urine
TR » Autonomic, Olfaction, Sleep Testing s CSF
» DdlSCAN, MRI, and other imaging sub-studies » IPSCin Subset of 2010 - 2018
100 HC « Digital Data s Skin biopsy
« Online patient reported outcomes (PROs) « Post-maortem tissue

400 Prodromal PD

3,000 Enrollment Goal
2020-2023

900 PD
100 HC

2000 Prodromal PD

*Sample size numbers are approximate.

To view information on ClinicalTrials.gov, click here for PPMI Clinical and here for PPMI Online.

Figura 14- Representacion esquematica de los datos del PPMI. En esta figura se presenta un resumen de la base de datos
del PPMI. En la primera columna a la izquierda se presenta la cantidad de pacientes incluidos en los cohortes desde 2020
hasta 2018(500 PD: 500 pacientes con enfermedad de parkinson, 100HC: 100 controles sin enfermedad de parkinson y 400
pacientes en estado prodréomico). Los objetivos para 2023 para este entonces eran 900 pacientes con enfermedad de
parkinson y 100 controles y 2000 en estado prodromico. En la segunda columna de la tabla, se presentan los tipos de datos
clinicos: datos sobre la evaluacidon motoras, prueba neuropsiquiatrica y neurocomportamental, prueba de suefio, olfacién,
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autonémica y datos imagenolégicos como DATScan MRI funcional y estructural. La imagen y las informaciones incluidas se
obtuvieron de la base de datos del PPMI. WWW.PPMI.ORG.

6.2- Aprobaciones de protocolos estandar y consentimientos de los pacientes

Los sujetos participantes se derivan de la Iniciativa de marcadores de progresion de
Parkinson (base de datos del PPMI)(Parkinson's Progression Marker Initiative 2011). Todos
los participantes han acordado firmar el consentimiento informado que indica que estan de
acuerdo en utilizar sus datos gendmicos para fines de investigacion, incluido el intercambio
de datos con otros centros de investigacion. Todo esto tiene lugar antes del inicio de la
inscripciéon del paciente en el estudio. Los datos obtenidos con la aprobacion de las
autoridades correspondientes, por supuesto, no contienen los datos de identificacion de los
participantes(Parkinson Progression Marker Initiative 2011).
https://www.ppmi-info.org/sites/default/files/docs/PA2 PPMI Clinical%20Protocol Final 01F
eb2021.EPf.

6.3- Participantes

La Iniciativa de Marcadores de Progresion del Parkinson (PPMI, por sus siglas en inglés) es
un estudio observacional multicéntrico en curso centrado en la identificacion de
biomarcadores de la enfermedad en pacientes con EP que asisten a centros clinicos desde
América hasta Oceania(Parkinson Progression Marker Initiative 2011). El protocolo es
aprobado por la junta de revision de cada centro, y todos los participantes firman un
consentimiento informado por escrito. La informacion obtenida se comparte a ciegas con los
investigadores involucrados y no involucrados. Sélo se extrajo informacion de la visita inicial
de cada participante(datos baseline). Trescientos cuatro participantes con EP de 30 afios o
mas fueron seleccionados de la base de datos del PPMI. Se excluyeron los pacientes con
condiciones patoldgicas y/o medicamentos asociados con sindromes ortostaticos,
incluyendo diabetes, alcoholismo, polineuropatia, amiloidosis, y usuarios de bloqueadores
de los canales de calcio, diuréticos, inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina,
bloqueadores del receptor AT-1, nitratos, antagonistas de los a-adrenoreceptores, opioides

o antidepresivos triciclicos.
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6.4- Medida de la presion arterial y clasificacion de los pacientes en NOH o no NOH

La presion arterial se midié de 1 a 3 minutos después de descansar en posicion supina, y de
1 a 3 minutos después de ponerse de pie(16). La NOH se defini6 como una caida de la PA
sistélica de = 20 mmHg (o = 30 mm Hg en pacientes hipertensos) y/o una caida de la PA
diastdlica de = 10 mmHg al cabo de 1-3 minutos de estar de pie(Lahrmann et al. 2006;
Freeman et al. 2011).

6.5- Procesamiento de los datos gendmicos y analisis genetica

La secuenciacién del genoma completo se llevd a cabo mediante un secuenciador

Macrogen Inc. (www.macrogen.com) de muestras de ADN extraidas de sangre completa.

Un microgramo de cada muestra de ADN se fragmenté con el sistema Covaris y se prepard
de acuerdo con la guia de preparacion de muestras de ADN de lllumina TruSeq para
obtener una biblioteca final con un tamafo medio de insercion de 300-400 pb. Las
bibliotecas se multiplexan y secuenciaron en la plataforma lllumina HiSeq. Las secuencias
de las lecturas pareadas se alinearon inicialmente con el genoma GRCh37-hs37d5
utilizando bwa-mem(v0.7.13). Se utilizé la herramienta Bamsormadup2 para filtrar los
duplicados y ordenar los archivos bam alineados. Después de filtrar las secuencias de
lectura duplicadas, las lecturas fueron alineadas y calibradas utilizando el pipeline de
GATK(v3.5). Se utilizd el llamador de haplotipos en la linea de produccién de GATK para
llamar a las variantes, incluidas las variantes de un solo nucledtido (SNV) y las pequefias
InDels para generar los VCF del genoma. Utilizando los archivos VCF de la cohorte
alineada hg38 de los datos de secuenciacion del genoma completo, se extrajo la
informacién del genotipo utilizando BCFtools y PLINK. Los alelos de las 72 variantes
seleccionadas asociadas a la enfermedad de Parkinson para los sujetos de PPMI con datos
de secuenciacion del genoma completo disponibles fueron compilados en un archivo CSV
para permitir el examen rapido de estas variantes en el conjunto de datos. Nos centramos
en los SNP con una tasa de llamada minima del 95%, una frecuencia alélica menor (MAF) >
1%, y valores p de equilibrio de Hardy-Weinberg > 0.05.

Usamos los modelos aditivos recesivos y dominantes para encontrar SNPs asociados a
NOH. El modelo recesivo nos permitira descubrir los SNPs que estan asociados con la NOH
solamente cuando estan presentes los dos alelos menores en un locus en este caso en los
pacientes homocigotos para este alelo(H.-M. Liu et al. 2021). Mientras tanto, el modelo
dominante nos permite encontrar los SNPs asociados con NOH cuando esta presente una

sola copia del alelo de riesgo(H.-M. Liu et al. 2021). Entonces, los datos fueron codificado
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de manera tal que en el modelo recesivo los genotipos homocigota del alelo que no se
asocian a la enfermedad junto con el genotipo heterocigota se computo contra el genotipo
homocigota del alelo que se asocia a la NOH. En el caso del modelo dominante, el genotipo
homocigota del alelo que se asocia a la NOH junto con el genotipo heterocigota se computa
contra el genotipo homocigota del alelo que no se asocia con la NOH(Bagos 2013). Usando
cada uno de los modelos genéticos construidos, hicimos analisis de regresion logistica
tanto simple para cada SNP, como multiple donde se consideran los SNPs en
conjunto(Bagos 2013; Hayes 2013), (M. H. Wang, Cordell, and Van Steen 2019). Ademas,
chi cuadrado y test exacta de Fisher se computaron también para estudiar las asociaciones
entre SNP y NOH. En la regresion logistica, el modelo se ajusta por el sexo, la edad y toma
de medicamentos antiparkinsonianos(M. H. Wang, Cordell, and Van Steen 2019; Cao et al.
2020).

Ademas, hicimos analisis de epistasis para estudiar el efecto en conjunto de dos genes
sobre la aparicion de la NOH en pacientes con EP. Computamos en cada grupo de
estudio(NOH y no-NOH) de forma individual la asociacién de dos SNPs con NOH o con
no-NOH y después se comparan los resultados entre ambos grupos. Se realizd prueba de
chi cuadrado y andlisis de regresién logistica simple. Se considerd un p-valor <0.05 como
significativo. Se aceptan los grupos de SNPs con efecto epistatico cuando aparece
significativo en el grupo NOH mientras tanto es no significativo en el grupo no-NOH. Se tuvo
en cuenta los modelos genéticos aditivo, dominante y recesivo en el analisis de epistasis
donde computamos modelo dominante contra aditivo, aditivo contra aditivo y aditivo contra

recesivo.”Knime Analytics platform” y R-4.2.2 fueron usados para realizar este analisis.

6.7- Preparacion, obtencion y mantenimiento de células dopaminérgicas.

Se llevaron a cabo cultivos de lineas iPSC en placas recubiertas de matrigel (Corning)
utilizando medios Essential 8 Flex (E8, lotes 1, 2 y 3) o Essential 6 (E6, lotes 4 y 5) de Gibco
durante aproximadamente un mes (5 pases). Se agregaron factores de crecimiento al medio
Essential 6 para igualar su composicion a la del Essential 8. Una vez que las células
alcanzaron el 70-80% de confluencia, se disociaron en una suspension unicelular con
Accutase (Gibco) y se sembraron a una densidad de 200.000 células/cm2 en placas de un
pocillo recubiertas de matrigel (con cédigo de barras, Greiner) adecuadas para el cultivo
celular automatizado. Las células se mantuvieron en cultivo hasta que cubrieron la
superficie de la placa, lo que normalmente ocurrié 24-48 horas después de la siembra
unicelular. El tiempo necesario para alcanzar la confluencia fue variable y dependi6 de la
tasa de crecimiento de cada linea iPSC. El protocolo de diferenciacion DA se adapt6 segun

el trabajo de Kriks y colaboradores(Kriks et al. 2011) con pequefias modificaciones. Las
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diferenciaciones se llevaron a cabo en un sistema de cultivo celular automatizado(Dhingra
et al. 2020) con repeticiones manuales en los dias 25 y 32 para la diferenciacion final y la
inmunocitoquimica (ICC), respectivamente(Dhingra et al. 2020). Las muestras para los
ensayos se recogieron en diferentes dias: 0 (iPSC), 25 (punto medio) y 65 (neuronas DA).
Para los ensayos de ADN, las células se disocian con Accutase, se lavan con PBS y se
centrifugan a 200 g. El sedimento celular se ultracongela o se procesa de acuerdo con los
protocolos de ensayo. La mayoria de los ensayos de ARN requirieron células
ultracongeladas recogidas raspando la superficie de la placa con PBS o tampdn de lisis. Los
ensayos de ARN-seq unicelular (sc) y scATAC-seq requirieron una suspension unicelular
preparada en albumina sérica humana (HSA)/PBS al 0,04%. Todas las muestras se
almacenaron a -80 °C hasta su posterior procesamiento. Para la criopreservacion, los
precursores de neuronas DA del dia 25 se disocian con Accutase, se lavan con medio
neurobasal (Gibco), se resuspenden en medio de criopreservacion Synth-a-Freeze frio
(Gibco) suplementado con 10 uM Y-27632 y se alicuotan en crioviales con codigo de barras
(NovaStora) a 10 x 106 células/ml/vial (en hielo). Los crioviales se colocan en contenedores
de congelacién celular CoolCell (Biocision), se mantienen toda la noche a -80 °C y se

transfieren a nitrégeno liquido para su almacenamiento a largo plazo.

6.8- Analisis de expresion de genes basado en desequilibrio de ligamiento

Estudiamos los efectos de los SNPs asociados con NOH en la expresion de otros genes
mediante un analisis cis-eQTL realizado utilizando la plataforma LDlink(Machiela and
Chanock 2015), (Alexander and Machiela 2020), (Alexander and Machiela 2020; Myers,
Chanock, and Machiela 2020). Los genes que mostraron un R-cuadrado mayor a 0.8 y un D'
mayor a 0.9 fueron considerados estar en desequilibrio de ligamiento en este estudio
(Bagos 2013; Hayes 2013). En este estudio se consideraron las poblaciones americana,
europea y latina por ser las mas representativas en la base de datos del PPMI. El analisis
se hizo en datos RNA seq de 13 regiones del tejido cerebral y se consideraron los SNPS en

una ventana de 500.000 pb al SNP query.

6.9- Analisis de enriquecimiento de SNPs asociados a NOH

Los SNPs relacionados con la EP asociados con NOH y aquellos en LD con ellos fueron el
sustrato de un analisis de enriquecimiento. Este andlisis nos permitié explorar la via
metabdlica o de sefalizacion en la que participaban los genes que contenian los SNPs
asociados a NOH. Para este analisis utilizamos el software SNPnexus (Oscanoa et al.
2020), (Chelala, Khan, and Lemoine 2009). Consideramos como enriquecidas

estadisticamente las vias que tienen un valor p < 0,05.
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6.10- Analisis estadisticas

Las variables numéricas se describieron como media + desviacion estandar y las
categoricas con porcentajes. Las diferencias entre los pacientes de EP con NOH o no
fueron analizadas por la prueba T o la prueba Chi-cuadrado. Usamos un modelo de
regresion logistica para encontrar los SNPs relacionados con la EP que estaban
independientemente asociados con la NOH, ajustando por sexo, edad y consumo de
mediamentos antiparkinsonianos. Este analisis fue realizado en la plataforma KNIME 4.1.0
(Knime AG, Zurich, Suiza). Todos los SNPs con valores p < 0,05 se seleccionaron para los

analisis de anotacion, LD, enriquecimiento y eQTL, como se ha descrito anteriormente.

6.11- Analisis de expresién de los genes segun los alelos de los SNPs asociados a
NOH(eQTL).

Los datos de ARN-seq normalizados fueron obtenidos de la base de datos del PPMI. Dichos
datos fueron obtenidos a partir de células madres pluripotenciales inducidas(iPSCs)
provenientes de células sanguineas de algunos pacientes del programa. Las células madres
pluripotenciales fueron inducidas para la obtencion de células dopaminérgicas que se
utilizan como modelos celulares para la extraccion del ARN y estudios de ARNseq como lo
explicaremos a continuacién. EI RNA-seq de todo el transcriptoma permite la deteccion de
muchos tipos de RNA, incluyendo el IncCARN vy el circARN, ademas del ARN del exoma que
codifican para proteinas. La preparacion de la biblioteca se realizé con el kit SMARTer
Stranded Total RNA Sample Prep Kit-HI Mammalian, que tiene la primera hebra como la
hebra positiva. Bibliotecas de 100 pb x 100 pb fueron secuenciadas en un NovaSeq 6000.
Los archivos fastgs obtenidos fueron demultiplexados y se utilizaron para cuantificar el ARN
codificante, INcRNA y otros ARN no codificantes. Los datos de conteo de genes fueron
obtenidos en formatos de texto de la base de datos del PPMI. Los ultimos fueron
transformados para obtener solamente los conteos del dia 65 excluyéndose los dias 0y 25
porque, teéricamente las células a los 65 dias ya se transforman en células dopaminérgicas.
En primer lugar hicimos un analisis de reduccién de dimension eliminando los datos con
varianza muy bajos utilizando KNIME v4.1.0 con los datos previamente normalizados con un
sistema de normalizacién entre 0 y 1 que impide que se involucre la varianza y no se
falsifique a la hora de excluir datos basando en la varianza. Después hicimos un analisis de
componentes principales y extrajimos los componentes que mejor explican la varianza de

los datos. La idea en este analisis de eQTL es mapear la expresién de los genes a los SNPs
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encontrados asociados a NOH para ver si los alelos tienen algun efecto sobre la expresion
de dichos genes. Para eso, realizamos un analisis de regresion lineal simple donde la
expresion del gen es la variable dependiente y cada SNP la variable explicativa en un
modelo aditivo. También, realizamos este mismo analisis utilizando modelos genéticos

dominantes y recesivos.

6.12- Identificacion de médulos y genes Hub de los eQTL en analisis de network.

Los eQTls encontrados en el analisis anterior se usan para hacer un analisis de redes
(network analysis) con el objetivo de encontrar genes Hub, vias metabdlicas/sefalizacion y

procesos celulares claves en el desarrollo o la prevencién de la NOH . En un analisis de
redes, el gen hub es aquel que tiene altas conexiones en un médulo destacado y que puede

tener importancia significativa en la enfermedad en estudio. Es decir mayor correlacién un
gen establece con otros genes, mayor se tiende a ser un gen hub. Se hizo un andlisis de
correlacion de pearson con los datos previamente normalizados y reducidos por PCA. Los
genes con p-valor menor a 0.05 y coeficiente de correlacion menor a -0.5 y mayor a 0.5
fueron filtrados para posteriores analisis. El network fue construido en el software Cytoscape
v3.9.1. Se hizo un analisis estadistico del network para determinar los nodos con mayor
importancia. Ademas analisis de clustering se llevd a cabo para determinar moédulos vy
cluster dentro del network. Ademas, los mismos genes del network fueron usados para
extraer los datos de la base de datos STRING para hacer un analisis de interaccion
proteina-proteina. Se compararon ambos network para extraer los genes hub del PPI
network. Al final los hub genes extraidos fueron validados haciendo una comparacion en la
expresion de los genes en los diferentes genotipos por un analisis de la varianza ANOVA(p
valor<0.05).

6.13-Analisis de enriquecimiento de los eQTLs y genes HUB

Los eQTLs vy los genes hub estadisticamente significativos fueron usados para hacer
analisis de enriquecimiento para estudiar las vias metabdlicas/sefalizacion y procesos
moleculares en los cuales participan los mismos. Para este analisis usamos la plataforma
ShinyGo(Ge, Jung, and Yao 2020). Fueron considerados significativos enriquecidos los

procesos moleculares y vias metabdlicas/sefalizacion con False Discovery rate(FDR)<0,05.
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6.14- Analisis de regresion linear entre los miembros de médulos

El moédulo principal que hemos considerado estar asociado con la NOH se usa para hacer
analisis de regresioén linear simple. Cada uno de los genes se regresan contra otro. Con
este analisis, pretendemos analizar los genes que estan relacionados linealmente dentro del

modulo.

6.15- Analisis de la asociacion entre los SNPs asociados a NOH y los datos clinicos.

Se realizaron analisis de regresion lineal entre los datos clinicos y los los SNPs
encontrados asociados a NOH, para estudiar los SNPs asociados a los mismos. Los datos
como puntaje de MDS-UPDRS |, Il, I, IV; MOCA, escala de Hoehn & Yahr, para estudiar
los SNPs asociados a los mismos. Con estos analisis, pretendemos ver si algunos SNPs

asociados a NOH estan relacionados con la progresién de la enfermedad de Parkinson.

6.16- Andlisis de prediccion de NOH en enfermos de parkinson usando algoritmo de

aprendizaje automatico.

Datos demograficos como edad sexo, y clinicos como valores de MDS-UPDRS, Moca vy
escala de Hoehn & Yahr, edad de inicio, toma de medicamentos antiparkinsonianos junto
con los SNPs encontrados asociados a NOH fueron utilizados para hacer analisis de
prediccion de la NOH en pacientes con enfermedad de Parkinson. Los algoritmos de
aprendizaje automatico support vector machine, redes neuronales y otros algoritmos de

prediccion. Después Hicimos una comparacion entre los diferentes resultados obtenidos.
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PARTE Il

Resultados

Capitulo VII- Analisis de asociacion entre SNPs y NOH

7.1- Asociacion entre NOH y SNP en datos de primera visita.

7.1.1- Analisis de asociacion por regresion logistica simple, prueba de Chi cuadrado y/o

prueba exacta de Fisher.

Para el analisis de asociacién entre la NOH y los SNPs relacionados con EP, hemos
realizado una regresién logistica simple sobre un modelo aditivo de los datos genotipicos.
Hemos encontrado que el alelo menor del SNPs rs34311866 localizado en el gen TMEM175
estd asociado con NOH(OR: 3.4, p valor: 0.0347). El genotipo heterocigota del SNP
rs3910105 localizado en el gen SNCA esta asociado con NOH con un OR de 3.18 y p valor
de 0.0248, mientras que el alelo menor con un OR de 3.07 y p valor de 0.0602; aunque en
el analisis alélico, hemos encontrado una asociacién con el alelo menor(p valor: 0.05) (Ver
tabla 3 y 4). El genotipo heterocigota del SNP rs104893877 del gen SNCA-A53T esta
asociado con NOH con OR de 4.32 y un p-valor de 0.0227. El genotipo heterocigota del
SNP rs329648 localizado en el gen MIR4697 esta asociado con NOH con un OR de 2.41 p
valor de 0.0396. El genotipo heterocigota del SNP rs12456492 esta asociado con NOH con
OR de 2.046 y p-valor de 0.0546. El alelo menor del SNP rs4818 localizado en el gen
COMT con un OR de 2.7 y pv de 0.0554(Ver tabla 3 y 4). En el analisis de regresion
logistica simple; de los 72 SNPs involucrados en el estudio, hemos encontrado que 9 SNPs
aumentan el riesgo de NOH mientras que un solo SNP disminuye el riesgo de NOH en

pacientes con Enfermedad de Parkinson(Ver tabla 3 y tabla 4).

SNPs name Alelo Gene Odd ratio P-value
rs353116 menor SCN3A.SCN2A 2,45 0,064*
rs34311866 menor TMEM175 3,4 0,0347**
rs3910105 menor SNCA 3.07 0,0602*
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rs3910105 Hetero SNCA 3,18 0,0248**
rs104893877 Hetero SNCA A53T 4,32 0,0227*
rs2280104 menor BIN3 0,27 0,0983*
rs329648 Hetero MIR4697 2,41 0,0396**
rs11060180 menor OGFOD2.CCDC62 2,48 0,0672*
rs12456492 Hetero SYT4.RIT2 2,046 0,0546*

rs4818 menor COMT 2,7 0,0554*

Tabla 3- SNPs asociados a NOH en una regresion logistica simple y un modelo genético aditivo. En esta tabla se presentan los
resultados de la regresion logistica simple usando los datos codificados para un modelo genético aditivo. Primera columna: ID
de los SNPs, segunda columna: genotipos y alelo asociados a la NOH. Tercera columna: nombre del gen donde se localiza el
SNP. La cuarta columna: Odd ratio que informa sobre la fuerza de asociacion a la NOH. La quinta columna: el P-valor nominal.
***Solo existen datos para alelo mayor y heterocigota.

** Existe asociacion con P valor<0.05

* No existe asociacion. P-valor con tendencia a la significancia, por lo que se considera para posteriores analisis.

Posteriormente, hemos realizado un analisis usando los diferentes modelos aditivo, recesivo
y dominante. Computamos, el OR, el test de chi cuadrado, test de fisher en caso necesario
para cada uno de los SNPs. Hemos encontrado para el SNP rs3910105, que en el modelo
aditivo que existe asociacion entre NOH y dicho SNP estadisticamente significativo (OR:
3.06, Chisq: 5.7, p-valor :0.05). También para el mismo SNP, el modelo dominante
demuestra una asociacion estadisticamente significativa (OR: 3.045, Chisq: 3.8, p-valor:
0.02); lo que significa que con solo tener una copia del alelo menor es suficiente para
presentar el riesgo. Por eso, en el analisis aditivo, y dominante, hemos encontrado
asociacion significaba pero en el analisis recesivo no.

En el modelo tanto aditivo, dominante, el SNP rs104893877 se encuentra asociado con
NOH con OR de 4.42, 4.42, 4.2 respectivamente con pv < 0.05 mientras que en el modelo
recesivo no existe asociacién evidente. Entonces, también en tal caso con solo una copia
del alelo menor es suficiente para la presencia del riesgo del NOH en dichos pacientes. El
genotipo heterocigota del SNP rs329648 localizado en el gen MIR4697 se encontr6 asociado
con la NOH con OR de 3.06 y p-valor de 0.047 en el modelo aditivo. Mientras que el modelo
recesivo ni dominante no existe asociacion. Otro SNP encontrado asociado con NOH(OR:
2,136, pv:0,036) en el modelo aditivo es el rs12456492 localizado en el gen SYT4.RIT2.
Este caso es parecido al anterior donde no tiene asociacion en los otros modelos(dominante
ni recesivo). EI SNP rs34311866 se asocia con NOH en el modelo recesivo con OR de 3.2 y

p-valor 0.04. Ademas se compuso asociacion con este mismo SNP en el modelo alélico con
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test de fisher de 0.06 y OR de 1.67. En el analisis de regresion logistica se ve claramente
que el alelo menor de este SNP esta asociado con NOH(Ver tabla 3).

Estos analisis nos permitieron estudiar la asociacion de cada SNP con el NOH por
separado. Ademas hemos pensado en estudiar la asociacién de los SNPs a la NOH en una

regresion logistica multiple usando los mismos modelos.

SNP-name Gene Modelo Alelos | Combinaciéon | OR RR Xsq P-value Fisher
Alélica X2
rs3910105 SNCA Aditivo T.C/IC | CCvsCTvs 3.06 1.42 5.70 0.05 0.04
TT
rs3910105 SNCA Dominante | T:.C/C | TC+CCvs TT | 3.04 1.31 3.80 0.02 0.02
rs3910105 SNCA Alélico T.C/C TvsC 1.67 1.28 3.55 0.05 0.05
rs104893877 | SNCA-A5 Aditivo CT/IT | CCvsTTyvs 4.42 3.98 4.10 0.043 0.03
3T CT
rs104893877 | SNCA-A5 | Dominante | C:T/T | TT+CTvs CC | 4.42 3.98 4.10 0.043 0.03
3T
rs104893877 | SNCA-A5 Alélico C:T/T CvsT 417 1.04 3.90 0.04 0.03
3T
rs329648 MIR4697 Aditivo T.CIT TT vs CT vs 2.46 1.38 6.00 0.05 0.05
CcC
rs329648 MIR4697 Alélico T.CIT TvsC 1.21 1.08 0.37 0.54 0.50
rs12456492 SYT4.RIT Aditivo A:G/G | AAvsAGvs 2.14 1.38 6.76 0.03 0.03
2 GG
rs353006 SCN3A.S | Recesivo | C:T/T | CC+CTvsTT | 2.44 2.00 3.46 0.06 0.06
CN2A
rs34311866 | TMEM175 | Recesivo | C:T-T | CC+CTvs TT | 3.20 2.84 3.21 0.07 0.04

Tabla 4- Analisis de asociacion por regresion logistica simple . Modelo aditivo, recesivo y dominante. Primera columna: ID de
los SNPs, segunda columna: nombre de los genes donde se localizan los SNPs, tercera columna: Modelo genético en el cual
el SNP muestra asociacion con NOH. Cuarta columna: los alelos del locus(A:B/C), el primero(A) es el alelo mayor(Mayor
frecuencia alélica), el segundo es el alelo menor y el tercero es el alelo de riesgo(Alelo asociado con la NOH). Quinta columna:
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codificacién de los datos segln los modelos genéticos. Sexta columna: Odd Ratio. Séptima columna: Riesgo relativo. Octava
columna: Chi cuadrada. Novena columna: P-valor del chi cuadrado. Décima columna: P-valor para test de Fisher.

7.1.2- Andlisis de asociacién por regresion logistica multiple en modelo aditivo, dominante y

recesivo.

Hicimos un analisis de regresiéon logistica multiple con un modelo aditivo. Hemos
encontrado 15 SNPs asociados a NOH. De los cuales 5 coinciden con los resultados
encontrados en los analisis simples del modelo aditivo(tanto regresién logistica simple como
chi cuadrada). Lo que nos lleva a pensar que algunos SNPs pueden estar asociados con la
NOH en un formato poligénico. Si bien no tienen fuerza suficiente para la apariciéon del
fenotipo cuando estan solos pero cuando se asocian con otros SNPs juntos influencian la
presencia del fenotipo. Por esa razén se nos ocurrio la idea de hacer una analisis de
epistasis que consiste en la asociacién de dos o mas SNPs en la aparicién de la NOH(Ver
analisis epistasica en el apartado siguiente). En el analisis de regresion logistica multiple
con los datos siguiendo un modelo dominante, encontramos que los SNPs
rs34311866-TMEM175, rs104893877-SNCA, rs353116-SCN2A/SCN3A, rs319648-MIR4697,
rs3910105-SNCA, rs13194100-SH3GL2 aumentan el riesgo de aparicion de la NOH en
pacientes con enfermedad de Parkinson mientras  tanto los SNPs
rs1694518-ELOVL7 .NDUFAF1, rs34043159-IL1R1.MAP4K4, rs10906913-FAM171A1/ITGA8
disminuye el riesgo de NOH (Ver tabla 6).

Por otro lado en un analisis de regresion logistica multiple donde los datos se codifican en
un modelo recesivo, hemos encontrado que los SNPs rs34300866(TMEM175),
rs34884107-TMEM175, rs11060180-OGFOD2.CCDC62, rs6801093-FAM47E.STBD1
aumentan el riesgo de la aparicion de la NOH mientras que los SNPs como
rs1180004-BIN3, rs4444903-EGF disminuye el riesgo de NOH(Ver tabla 7). Los SNPs
rs319648-MIR4697, rs3431186-TMEM175, rs3910105-SNCA, rs353116-SCN2A,
rs104893877-SNCA-A53T, rs13194100-SH3GL2, rs130188-GBA-E365K,
rs11060180-CDC62 aumentan el riesgo de padecer la NOH en los pacientes mientras que
los rs1694528-NDUFAF2, rs34043159-MAP4K4, rs10906913-ITGA8 disminuyen el riesgo

en un modelo dominante.

SNP-name Gene Odd Ratio p-value

rs34311866 TMEM175 9.97 1.30E-4




v UAI
3

Universidad Abierta

© Interamericana 96
rs11060180 OGFOD2.CCDC62 4.01 4.32E-3
rs6812193 FAM47E.STBD1 4.53 6.32E-3
rs104893877 SNCA_A53T 73.69 9.44E-3
rs353116 SCN3A.SCN2A 3.52 1.30E-2
rs13294100 SH3GL2 3.97 1.33E-2
rs3910105 SNCA 3.49 1.67E-2
rs10797576 SIPA1L2 0.17 2.15E-2
rs10906923 FAM171A1.ITGA8 0.33 2.70E-2
rs329648 MIR4697 3.45 2.90E-2
rs34884217 TMEM175 4.18 5.60E-2
rs2694528 ELOVL7.NDUFAF2 0.15 0.07
rs6430538 ACMSD.TMEM163 0.39 0.07.
rs34637584 LRRK2_G2019S 0.17 0.08
rs11158026 GCH1 0.41 0.08
rs55785911 DDRGK1 2.19 0.09

Tabla 5- Analisis de asociacién por regresion logistica multiple. Modelo aditivo. Primera columna estan los ID de los SNPs, la
segunda columna los genes en los cuales o cerca de los cuales se localizan los SNPS. En la columna tres se encuentran los
valores de los Odd Ratios y en la cuarta columna los P-valores. Existen algunos SNPs que no son significativos: tienen
P-valores que van desde 0.07 hasta 0.09 pero tienen la tendencia hacia la significancia teniendo en cuenta la muestra
relativamente pequefia que se usa para el estudio, los incluimos para comparar con los resultados de otros modelos
genéticos(recesivo y dominante).

Nombre de SNPs Gene Odd Ratio P value
rs319648 MIR4697 7.24 38E-3
rs34311866 TMEM175 4.62 1.17E-2
rs3910105 SNCA 6.95 1.45E-2
rs1694528 ELOVL7.NDUFAF2 0.14 2.62E-2
rs34043159 IL1R1.MAP4K4 0.29 4.70E-2
rs353116 SCN2A.SCN3A 3.63 4.80E-2
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rs104893877 SNCA_AS53T 13.46 0,05
rs13194100 SH3GL2 3.00 0,05
rs10906913 FAM171A1.1TGA8 0.32 0,05
rs1130188 GBA_E365K _ 11.13 0,05
rs11060180 OGFOD1.CCDC61 3.12 0,08

Tabla 6- Andlisis de asociaciéon por regresion logistica multiple. Modelo dominante. En esta tabla se presentan los resultados
del andlisis de regresion logistica multiple usando un modelo dominante de los datos. En la primera columna encontramos los
IDs de los SNPs, en la segunda los nombres de los genes en donde se localizan los SNPs, en la tercera columna los Odd
Ratios y en la cuarta columna los p-valores. Existen algunos SNPs en este resultado que no tienen asociacion con la NOH,
pero tienen tendencia a la significancia estadistica y decidimos incluirlos para posterior estudio y compararlos con los
resultados de otros modelos(aditivo y recesivo).

Nombre de SNPs Gene Odd Ratio p value
rs34300866 TMEM175 24 .82 442 E-3
rs34884107 TMEM175 56.82 242 E-2
rs2280104 BIN3 0.10 272 E-2
rs00060080 OGFOD1.CCDC62 3.45 3.36 E-2
rs6801093 FAM47E.STBD1 448 3.56 E-2
rs4444903 EGF 0.13 492 E-2
rs55785911 DDRGK1 3.89 5.00 E-2
rs353006 SCN3A.SCN2A 3.09 8.425 E-2

Tabla 7- Analisis de asociacion por regresion logistica multiple. Modelo recesivo. En esta tabla se presentan los resultados del
andlisis de regresion logistica multiple usando un modelo recesivo de los datos. En la primera columna encontramos los IDs de
los SNPs, en la segunda los nombres de los genes en donde se localizan los SNPs, en la tercera columna los Odd Ratios y en
la cuarta columna los p-valores. Existen algunos SNPs en este resultado que no tienen asociacién con la NOH, pero tienen
tendencia a la significancia estadistica y decidimos incluirlos para posterior estudio y compararlos con los resultados de otros
modelos(aditivo y dominante).

SNP name Gene name Aditivo Dominante Recesivo

rs34311866# TMEM175# AR*** AR* AR**
rs11060180 OGFOD2.CCDC62 AR** — AR*
rs6812193 FAM47E.STBD1 AR** — AR*
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rs104893877 SNCA_AS53T AR** AR** —
rs353116 SCN3A.SCN2A AR* AR*
rs13294100 SH3GL2 AR* AR*
rs3910105 SNCA AR* AR*
rs10797576 SIPA1L2 DR* — —
rs10906923 FAM171A1.ITGA8 DR* DR*
rs329648 MIR4697 AR* AR**
rs34884217 TMEM175# AR* AR* AR*
rs2694528 ELOVL7.NDUFAF2 DR. DR*
rs6430538 ACMSD.TMEM163 DR. — _
rs34637584 LRRK2_G2019S DR. — _
rs11158026 GCH1 DR. — —
rs55785911 DDRGK1 AR. - AR.
rs1180104 BIN3 — — DR*
rs4444903 EGF — — DR*
rs1130188 GBA E365K - AR. -
rs34043159 MAP4K4 - AR. _
rs12456492 SYT4 AR. - —
rs4818 COMT - - AR.

Tabla 8 - Cuadro comparativo entre los diferentes modelos aditivo, dominante y recesivo. En esta tabla se presenta una
comparacion entre los diferentes modelos genéticos y los SNPs asociados con NOH en cada modelo. Tuvimos en cuenta
también si los SNPs aumentan el riesgo de NOH o si lo disminuyen. Algunos SNPs se encuentran asociados a hipotension
ortostatica neurogénica en mas de un modelo genético. Al final se quedaron los SNPs con el mejor modelo(senal mas alto y
fuerza de asociaciéon mas alta).

AR: aumenta el riesgo de NOH  DR: Disminucién de riesgo

***:pv<0.0001 **:p<0.001, *:p<0.01, .:cercano a 0.05,

#Significativo para los modelos dominante y recesivo.

7.1.3- Analisis epistasico de a pares de los SNPs

Los resultados de los modelos que acabamos de presentar nos dejaron pensar que pudiera
existir interacciones SNVs-SNVs en la aparicion de la NOH. En tal caso puede haber SNVs
no encontrados asociados a NOH pero que puede ser importante su asociacion con algunos
de los SNPs encontrados. Por esa razon decidimos hacer un analisis de epistasis de a

pares entre los 72 SNPs para encontrar algunas interacciones significativas. Este tipo de
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analisis requiere poder de cémputo muy alto usando los paquetes disponibles, por eso
nosotros usamos un modelo de regresién logistica multinomial y/o binomial segun la
codificaciéon de los datos donde cada SNP fue considerado como variable respuesta contra
todos los demas SNPs como explicativas usando la plataforma KNIME. En este modelo
tuvimos en cuenta tres modelos de los datos explicativos: modelo aditivo contra aditivo,
aditivo contra recesivo, aditivo contra dominante y recesivo contra dominante. En el modelo
aditivo contra aditivo, la variable respuesta(SNP) es cualitativa con tres niveles y las
covariables son cuantitativas. En el caso del modelo recesivo-aditivo, la variable de
respuesta se transforma considerandolo como el SNV recesivo(i-e se necesita dos copias
del alelo menor para producir el fenotipo) y se computa como categoérico(0, 1), las variables
explicativas sigue siendo cuantitativas. Mientras tanto, en el modelo dominante-aditivo, la
variable dependiente es categérica y caracteriza al SNV como dominante i-e que con solo
una copia del alelo menor, tiene efecto sobre el fenotipo y las variables independientes son
de tipo cuantitativo.

En el caso del modelo aditivo-aditivo, hemos encontrado asociacion significativa entre los
SNVs rs356181-SNCA y rs3910105-SNCA en los pacientes con NOH(OR:0.51, P-value:
0.007)(Ver tabla 9). Esta misma asociacion existe también en los pacientes sin NOH con un
OR de 0.18 mucho menor que en el caso de los pacientes con NOH. Hicimos también un
analisis de chi cuadrado para estudiar la asociacion entre ambos SNPs, encontramos que
existe asociacién significativa con un valor de chi cuadrado de 19,48(gl:4) y p-value de
0.001 en los pacientes con NOH. En los pacientes sin NOH, existe dicha asociacion con un
chi cuadrado de 171,232(gl:4) y p-value de 5.68E-36. Esta asociacion esta presente
independientemente que los pacientes padecen de NOH o no. En el analisis de asociacion
entre los SNVs usando el modelo recesivo, hemos encontrado resultados parecidos al caso

aditivo(ver tabla 9).

SNP1 SNP2 Gene 1 Gene 2 OR P-value
rs356181(c) rs3910105 SNCA SNCA 0.51* 0.007**
rs3910105(c) rs356181 SNCA SNCA 0.49*%/0.18* 0.007**/0.0*
rs3910105(b)# | rs356181 SNCA SNCA 0.18* 1.44E-8*
rs3910105(b)# rs11343 SNCA | COQ7/SYT17 0.71* 0.044*
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rs5993883(c) rs740603 COMT COMT 2.32**/10.75* 0.002**/0.0*

Tabla 9- Analisis epistatico, modelo aditivo contra modelo aditivo. En esta tabla se presentan los resultados de un andlisis de
epistasis entre pares de SNPs en un modelo genético de combinacion aditivo-aditivo. Se realizaron combinaciones de modelos
genéticos(recesivo-recesivo, recesivo-aditivo, recesivo-dominante, aditivo-aditivo, aditivo-dominante, aditivo-recesivo etc.).
Cuando la variable dependiente es el modelo aditivo(codificado con tres niveles), se utiliza un modelo de regresion logistica
multinomial y cuando la variable dependiente es el modelo recesivo o dominante(con dos niveles) se usa una regresiéon
logistica binomial. La primera columna representan los SNPs de variable dependiente y la segunda columna los SNPs de
variable independiente. En la tercera columna se encuentran los genes donde se localizan los SNPs de variables
dependientes, la cuarta columna los genes donde se localizan los SNPs de variables independientes. En la quinta y la sexta
columna se encuentran los Odd ratios y los p-valores respectivamente que indican las fuerzas de asociacion entre los SNPs y
vienen de la siguiente forma: dos cifras separadas por una barra invertida. La primera cifra con dos asteriscos designan
resultados de OR y p-valor para el grupo de pacientes con NOH y la segunda cifra con un solo asterisco detras de la barra
designa los OR y p-valor de los pacientes sin NOH.

*Grupo de pacientes sin NOH

** Grupo de pacientes con NOH

a: La asociacion entre ambos SNPs son del genotipo homocigota del alelo mayor

b:La asociacién entre ambos SNPs son del genotipo heterocigota.

c: La asociacién entre ambos SNPs son del genotipo homocigota del alelo menor

#Los dos se asocian juntos al SNP(variable respuesta).

Se presentan los resultados de los analisis epistaticos realizados sobre los 72 SNPs conocidos asociados a la Enfermedad de
Parkinson. Los SNP1 y SNP2 se localizan dentro o en la vecindad de los genes 1 y gene 2 respectivamente. Un solo
asterisco significa los resultados para el grupo de pacientes sin NOH y dos para el grupo con NOH. El “/” se usa para separar
los resultados de cada grupo en la tabla. En los casos en los que no aparecen resultados para un grupo dado es porque no
existieron suficientes datos para hacer los analisis para este grupo en este caso particular. En tal caso no se tendra en cuenta
estos resultados porque la idea es comparar los resultados entre ambos grupos.

SNP 1(rec) | SNP 2(add) | Gene 1 Gene 2 OR P-values

rs356181 rs3910105 | SNCA SNCA 0.55**/0.23* 0,021**/0.0*
rs3910105 | rs356181 SNCA SNCA 0.54**/0.26* 0.018**/3.44E-15*
rs5993883 | rs740603 COMT COMT 2.3**/5.5* 0.001**/5.218E-15*

Tabla 10- Analisis epistatico, modelo recesivo contra modelo aditivo. En esta tabla se presentan los resultados de un andlisis
de epistasis entre pares de SNPs en un modelo genético de combinacién recesivo-aditivo. Se utiliza un modelo de regresién
logistica binomial. La primera columna representan los SNPs de variable dependiente y la segunda columna los SNPs de
variable independiente. En la tercera columna se encuentran los genes donde se localizan los SNPs de variables
dependientes, la cuarta columna los genes donde se localizan los SNPs de variables independientes. En la quinta y la sexta
columna se encuentran los Odd ratios y los p-valores respectivamente que indican las fuerzas de asociacién entre los SNPs y
vienen de la siguiente forma: dos cifras separadas por una barra invertida. La primera cifra con dos asteriscos designan
resultados de OR y p-valor para el grupo de pacientes con NOH y la segunda cifra con un solo asterisco detras de la barra
designa los OR y p-valor de los pacientes sin NOH.

*Grupo de pacientes sin NOH ** Grupo de pacientes con NOH a: La asociaciéon entre ambos SNPs son del genotipo
homocigota del alelo mayor b: La asociacién entre ambos SNPs son del genotipo heterocigota. c: La asociacion entre ambos
SNPs son del genotipo homocigoto del alelo menor #Los dos se asocian juntos al SNP(variable respuesta).

rec: la columna con datos que siguen el modelo de recesivo add: columna con datos que siguen el modelo aditivo

NB: Se realizé un andlisis de regresion logistica en knime por ciclo reiterativo en donde en cada ciclo un SNP representa la
variable respuesta contra otro SNP como variable explicativa hasta computar todos los SNPs en todos los ciclos. Cuando un
SNPs es variable respuesta, se transforma en un modelo recesivo donde el alelo menor se modela contra los demas alelos
como un solo grupo(Homocigota del alelo menor contra homocigota del alelo mayor+heterocigota). En cuanto a los resultados,
vemos que los SNPs localizados en los genes SNCA y COMT se interactuan tanto en los grupos de pacientes con NOH o sin
NOH. Si bien no sirve mucho para nuestro objetivo que era comparar los resultados de ambos grupos y seleccionar los SNPs
que se interactuan en el grupo NOH, podriamos postular que estos SNPs participan en el desarrollo de la EP. Los SNPs
localizados en la SNCA estarian interactuando para disminuir el riesgo de EP aunque paradojalmente se sabe que estos SNPs
actuando solo aumentan el riesgo. Por otro lado, los SNPs localizados en el gen COMT se estarian interactuando para
aumentar el riesgo de EP.
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En el analisis de interaccién entre genes en un modelo dominante, hemos encontrado que
el SNVs rs199347 (GPNMP) actua sobre el SNV rs8005172(GALC/GPR65)(tabla 10) con un
p-valor de 0.05 en el caso del grupo de pacientes con NHO y 0.28 en el grupo sin NOH.
Existe una diferencia entre ambos grupos en cuanto a la interaccién entre ambos SNPs. Lo
que nos llevo a pensar que estos dos SNPs, al interactuar contribuyen al riesgo de la NOH
mientras que por separado no tienen efecto sobre la presencia o no del fenotipo en
cuestion.

Ademas se dio a conocer otra interaccion entre los SNVs rs823118(NUCKS1) y
rs356181(SNCA) en el grupo NOH(OR:1.62, pvalor: 0.05) mientras que en el grupo control
no existe tal asociacion(OR:1.08, p-valor: 0.56). El efecto de un SNV sobre el otro es
unilateral es decir que solo la accion del SNV rs823118 (NUCKS1)(Variable independiente)
sobre el SNP rs356181(SNCA) dio significativo, no al revés(OR:1.49, p valor: 0.137)(Ver
tabla 11). Hemos hecho un andlisis de asociacion entre ambos SNPs a través de la prueba
de chi cuadrada; hemos encontrado que existe asociacion entre ambos SNPs(rs823118,
rs356181) en el grupo NOH(Chi cuadrado:8, p valor:0.018) y tal no es el caso en el grupo
control(Sin NOH)(Chi cuadrado:1.54, p valor:0.462)(Ver tabla 11).

SNP 1(dom) SNP 2(add) Gene 1 Gene 2(add) OR P-values
rs356181 rs3910105 SNCA SNCA 0.56**/0.3* | 0.028**/0.0*
rs3910105 rs356181 SNCA SNCA 0.56**/0.3* | 0.028**/0.0*
rs199347 rs8005172 GPNMP GALC/GPR65 | 061*/1M16* | 0105**/0:28*
rs8005172 rs199347 GALC/GPR65 | GPNMP 0.62**/1.01* | 0.065**/0.89*
rs823118 rs356181 NUCKS1 SNCA 1.62**/1.08* | 0.05**/0.56*
rs34311866 rs12497850 TMEM175 NCKIPSD/CD | 0.6**/1.35* | 0.042**/0.025*
C71/IP6K2

Tabla 11- Analisis epistatico, modelo dominante contra modelo aditivo. En esta tabla se presentan los resultados de un analisis
de epistasis entre pares de SNPs en un modelo genético de combinacion dominante-aditivo. Se utiliza un modelo de regresion
logistica binomial. La primera columna representan los SNPs de variable dependiente y la segunda columna los SNPs de
variable independiente. En la tercera columna se encuentran los genes donde se localizan los SNPs de variables
dependientes, la cuarta columna los genes donde se localizan los SNPs de variables independientes. En la quinta y la sexta
columna se encuentran los Odd ratios y los p-valores respectivamente que indican las fuerzas de asociacion entre los SNPs y
vienen de la siguiente forma: dos cifras separadas por una barra invertida. La primera cifra con dos asteriscos designan
resultados de OR y p-valor para el grupo de pacientes con NOH y la segunda cifra con un solo asterisco detras de la barra
designa los OR y p-valor de los pacientes sin NOH segun la columna. Los SNPs localizados en los genes GPNMP y
GALC/GPR®65 se interactuan para disminuir el riesgo de NOH. Los SNPs localizados en los genes NUCKS1 y SNCA se
interacttian para aumentar el riesgo de NOH.

*Grupo de pacientes sin NOH

** Grupo de pacientes con NOH

a: La asociacién entre ambos SNPs son del genotipo homocigota del alelo mayor

b:La asociacién entre ambos SNPs son del genotipo heterocigota.

c: La asociacion entre ambos SNPs son del genotipo homocigoto del alelo menor

#Los dos se asocian juntos al SNP(variable respuesta).

Dom: la columna con datos que siguen el modelo de recesivo

add: columna con datos que siguen el modelo aditivo
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NB: Se realiz6 un andlisis de regresiéon logistica en knime por ciclo en donde en cada ciclo un SNP representa la variable
respuesta contra todos los demas SNPs como variables explicativas. Cuando un SNPs es variable respuesta se le transforma
en un modelo dominante donde el alelo menor junto con el heterocigota se modela como un grupo(Homocigota del alelo menor
+heterocigota contra homocigota del alelo mayor).

Capitulo VIlII- Analisis de enriquecimiento de los SNPs asociados a NOH

En el analisis de enriquecimiento de los SNPs asociados a NOH, hemos encontrado que el
SNP rs13294100-SH3GL2 enriquece significativamente para vias de sefalizacion como
sefializacion retrograda de neurotrofinas, regulacion negativa de la actividad MET,
regulacién negativa de EGFR, desprendimiento de vesiculas de la red trans-Golgi,
sefalizacién por EGFR, biogénesis de vesiculas lisosomales, biogénesis de vesiculas
asociadas al Golgi, reconocimiento de Cargo para la endocitosis mediada por clatrina. Por
otro lado, el SNV rs2694528-NDUFAF2/ELOVLY7 enriquece para las vias de sefalizacién de
biogénesis del complejo | y del transporte respiratorio de electrones, sintesis de acil-CoA
grasos de cadena muy larga, metabolismo de los acidos grasos(Ver tabla). En la tabla
aparecen otros genes que no se encontraron asociados a NOH en el analisis primario, pero
después del analisis de desequilibrio de ligamiento, hemos encontrado SNVs en
desequilibrio de ligamiento con los SNVs asociados a NOH, localizados en estos genes:
QARS, PRKAR2A, SLC25A20(Ver tabla 12).
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Genes Involved | Metabolic Pathway p-value
IP6K2 Synthesis of IPs in the nucleus 0.003
Inositol phosphate metabolism 0.039
Interferon alpha/beta signaling 0.038
SH3GL2 Retrograde neurotrophin signaling 0.012
InIB-mediated entry of Listeria monocytogenes into a cell 0.013
Listeria monocytogenes entry into host cells 0.017
Negative regulation of MET activity 0.017
EGFR downregulation 0.026
trans-Golgi Network Vesicle Budding 0.039
Signaling by EGFR 0.042
Lysosome Vesicle Biogenesis 0.029
Recycling pathway of L1 0.040
Golgi Associated Vesicle Biogenesis 0.046
Cargo recognition for clathrin-mediated endocytosis 0.05
SCN2A Interaction between L1 and Ankyrins 0.026
Phase O - rapid depolarization 0.035
SH3GL2-SCN2A | L1CAM interactions 0.004
Axon guidance 0.034
ITGAS8 Molecules associated with elastic fibers 0.032
Elastic fiber formation 0.037
Integrin cell surface interactions 0.046
NDUFAF2 Complex | biogenesis 0.041
Respiratory electron transport 0.049
PRKAR2A ROBO receptors bind AKAPS 0.013
AC-mediated CREB1 phosphorylation 0.018
PKA activation in glucagon signaling 0.025
PKA activation 0.027
PKA-mediated phosphorylation of CREB 0.029
DARPP-32 events 0.035
Glucagon signaling in metabolic regulation 0.048
SLC25A20 Carnitine metabolism 0.019
ELOVL7 Synthesis of very-long-chain fatty acyl-CoA 0.035
Fatty acid metabolism 0.028
QARS Mitochondrial tRNA aminoacylation 0.031
Cytosolic tRNA aminoacylation 0.035

Tabla 12- Anailisis de enriquecimiento de los SNPs asociados a NOH. En esta tabla se presentan los resultados de un andlisis de
enriguecimiento de los SNPs asociados con NOH. También se incluyeron en este analisis otros SNPs encontrados relacionados con
los SNPs asociado a NOH en un analisis de desequilibrio de ligamentos. En la primera columna se encuentran los genes en los cuales
se localizan los SNPs. En la segunda columna se encuentran las vias metabdlicas y procesos moleculares en los cuales se involucran
estos genes. En la columna tres se presentan los p-valores que informan sobre la significancia de los resultados. Este andlisis se hizo
utilizando la plataforma web SNP Nexus(https://www.snp-nexus.org/).
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Capitulo IX- Analisis de expresion de genes basado en LD de los SNPs

asociados a NOH

SNP (Gene) SNP Chr | Influencia | Brain region | Effect size | p-values R? D’
enLD sobre gene

rs34311866 27 4 DGKQ BHPC, -0.47/-0.19 | 5.90E-7 0.65/1.00 | 0.86/1.00

(TMEM175) BCRB, BFC

rs34311866 1 12 | HIP1R BCRB 0.22 3.90E-6 1.00 1.00

(TMEM175)

Rs3910105(SN | 61 4 SNCA-AS1 | BCRB -0.63 /11.66E-12 /] 0.62/1.00 | 0.86/1.00

CA) -0.39 2.11E-5

Rs353116 2 2 A27.3 BCRB 0.59 9.00E-6 0.17 0.88

(SCN2A)

Rs6812193 14 4 CCDC158 | BC, BFC, ] 0.32/0.48 | 1.20E-5 0.5/1.00 ]0.97/1.00
BSC

(FAM47E-STB

D)

Rs6812193 99 4 FAM4T7E BCB, BCRB, | 0.26/0.45 |7.59E-5/ 0.91/1.00 1 0.99/1.00
BC, BFC, 8.78E-9

(FAM47E-STB BHPC, BNA,

D) PB, BSC

Rs10906923 200 10 |ITGAS8 BCB,BC, -0.41/ 4 49E-5/ ]0.53/ 0.84/
BHY, BNA

ITGA8 -0.31 7.67E-8 1.00 1.00
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Rs12497850 1232 3 AMT BCRB, BC, | 0.19/ 2.02E-4 / 0.57/ 0.82/
BCB, BNA,
(IP6K2) BFC, BHPC, | 0.67 5.28E-27 1.00 1.00
BP
Rs12497850 351 3 GMPPB BAMY, BAC,]-0.51/ 1.48E-10/ | 0.57/ 0.82/0.95
BCRB, BC,
(IP6K2) BFC, BHPC, | -0.51 4.20E-4 0.88
BP, BSC,
BSN
Rs12497850 1602 3 WDR6 BAMY, -0.45/0.40 | 2.03E-27 /| 0.50/1.00 | 0.88/1.00
BCRB, BCB, 1.89E-4
(IP6K2) BC, BFC,
BHPC, BNA,
BP, BSC,
BSN
Rs11158026(G | 39 14 | ATG14 BFC,BP, -0.43/0.35 | 1.62E-8/3. | 0.50/1.00 ] 0.82/1.00
CH1) BCRB 20E-5

Tabla 13- Analisis de expresiéon de genes basado en el desequilibrio de ligamiento entre los SNPs. En esta tabla se presentan
los resultados del analisis de expresion de genes basado en el desequilibrio de ligamiento(cis-eQTL). Los SNPs encontrados
asociados a NOH fueron entrados en la aplicacion web LDexpress(www.ldlink.nih.gov/?tab=express). Se conputaron los SNPs
en desequilibrio de ligamiento con los SNPs targets(asociados a NOH), y se computaron la expresion de los genes donde se
localizan aquellos SNPs. Los datos eQTL se obtuvieron de la plataforma GTEx. En cuanto a la tabla 13, en la primera columna
se muestran los SNPs asociados a NOH(utilizados como entrada a la plataforma LDexpress) junto con los genes donde se
localizan. En la columna dos se encuentran el nimero de SNPs que estan en desequilibrio de ligamiento(LD) con el SNP
target, la columna tres presenta los cromosomas donde se encuentran estos SNPs. La columna cuatro indica los genes donde
se localizan los SNPs en LD con aquellos SNPs target(Asociados a NOH). En la columna cinco se encuentran las regiones del
cerebro donde estos genes cuya expresion se ve afectada por los SNPs. En la columna seis muestra el tamafio del
efecto(cuantifica como la expresién del gen cambia bajo el efecto del SNP). La columna siete, ocho y nueve presentan el
p-valor, R?, y D respectivamente. Se consideraron R? >=0.5 y D' >= 0.8. Desde la columna seis hasta la columna nueve se
presentan los resultados como intervalo que va desde el valor mas bajo hasta el valor mas alto para cada SNPs en cada
region. El gen DGKQ(donde se localizan 27 SNPs en LD con el SNP rs34311866-TMEM175) esta subexpresado en el
hipocampo, cerebelo y en la corteza frontal. El gen HIP1R(donde se localiza un SNP en LD con el rs34311866-TMEM175)
tiene su expresion alterada bajo el efecto de este SNP(rs43311866) en el cerebelo. EI gen SNCA-AS1(donde se localiza 61
SNPs en LD con el SNP rs3910105-SNCA) esta subexpresado en el cerebelo. El gen CCDC158(donde se localizan 14 SNPs
en LD con el SNP rs6812193-FAM47E/STBD1) esta sobreexpresado en la corteza cerebral, corteza frontal y médula espinal.
El gen FAM47E(donde se localizan 99 SNPs en LD con el SNP rs6812193-FAM47E/STBD1) esta sobreexpresado en la
corteza cerebral y frontal, el cerebelo, el caudado, el hipocampo, el nicleo Accumbens, el putamen y la médula espinal. El gen
ITGA8(donde estan localizados los 100 SNPs en LD con el SNP rs10906923-ITGA8) esta subexpresado en el caudado, el
hipotalamo y el nucleo accumbens. El gen AMT(donde se localizan 1232 SNPs en LD con el SNP rs12497850-IP6K2) tiene su
expresion alterada bajo el efecto de estos SNPs en el cerebelo, la corteza, el caudado, el ndcleo accumbens, corteza frontal, el
hipocampo y el putamen. El gen GMPPB(donde se localizan 351 SNPs en LD con el SNP rs12497850-IP6K2) esta
sobreexpresado en el cerebelo, la amigdala, la corteza singular anterior, corteza frontal, hipocampo, el putamen, médula
espinal. El gen WDR6(donde se localizan 1602 SNPs en LD con el SNP rs12497850-IP6K2) tiene su expresion alterada en el
cerebelo, amigdala, corteza singular anterior, corteza frontal, corteza cerebral, hipocampo, putamen, médula espinal, nucleo
accumbens. El gen ATG14(donde se localizan 39 SNPs en LD con el SNP rs11158026-GCH1) tiene su expresion alterada en
la corteza frontal, el putamen y el cerebelo.

Chr: chromosome in which the SNPs in LD could be found. BHPC: Brain - Hippocampus. BCRB : Brain - Cerebellum. BFC:
Brain - Frontal Cortex. BC: Brain - Cortex. BSC: Brain - Spinal cord. BCB: Brain - Caudate (basal ganglia). BNA: Brain -
Nucleus accumbens (basal ganglia). BP: Brain - Putamen (basal ganglia). BHY: Brain - Hypothalamus. BAMY: Brain -
Amygdala. BAC: Brain - Anterior cingulate cortex. BSN: Brain - Anterior cingulate cortex.
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El SNV rs34311866-TMEM175 esta en desequilibrio de ligamiento con 26 otros SNVs(ver
tabla 13 ) los cuales alteran la expresién de los genes donde se localizan. La expresion de
los genes DGKQ y CPLX1 se encontraron disminuida por algunos SNVs en la region
cerebelar(Ver tabla 13). El alelo del SNV que provoca la alteracion en la expresién de los
genes es el alelo menor en los 3 casos lo que concuerda con el analisis de asociacidon
SNV-NOH donde el alelo menor del SNP rs34311866 esta asociado con la NOH y ademas
que altera la expresion de genes en LD con el mismo. Hemos encontrado que el SNP
rs34311866 que provoca estos efectos sobre las proteinas se encuentra localizado en
region 3’-rio abajo del gen DGKQ vy en la region codificante del gen TMEM175. Segun el
analisis de prediccion de SIFT y polyphen este SNV no tiene un efecto deletéreo sobre la
funcion de la proteina TMEM175 aunque se encuentra en la region codificante de la
misma(Score de prediccion:0.09). EI SNV rs34311866 en LD con otro SNv esta
relacionado con aumento de la expresién del gen HIP1R en la region cerebelar. Otro SNP
asociado a NOH rs3910105-SNCA en LD con 61 SNP, los cuales disminuyen la expresion

del gen SNCA-AS1(Ver tabla 13). Los demas resultados son presentados en la tabla 13,

referirse a ella para mas detalles.

Capitulo X- Efectos de los SNPs asociados a NOH sobre la severidad y

progresion del EP

10.1- Analisis de asociacién por regresion lineal y ANOVA entre UPDRS |, I, 1, IV y los

SNVs en los datos de primera visita de los pacientes.

Hemos realizado un analisis de regresion lineal utilizando los parametros MDS-UPDRS |, I,
lll, IV y los datos de las variantes para poder determinar si existe alguna asociacion entre
ambas variables. Los SNVs encontrados asociados con MDS-UPDRS se someten a otro

analisis de ANOVA de una via para ver el efecto de cada genotipo sobre el MDS-UPDRS.

10.1.1- UPDRS |
SNPs Variables Coef P-valor Aino
SNCA_A53T_rs104893877 MDS-UPDRS | 6.18 8.71E-8 BL
IL1R2/MAP4K4_rs34043159 MDS-UPDRS | 0.76 0.034 BL
GCH1_rs11158026 MDS-UPDRS | 0.75 0.037 BL
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SH3GL2_rs13294100 MDS-UPDRS | -0.73 0.05 BL
SNCA rs3910105 MDS-UPDRS | 0.67 0.05 BL

Tabla 14- Analisis de asociacion entre UPDRS | y variantes genéticas por regresion lineal simple. En esta tabla se presenta un
analisis de asociacion entre los 72 SNPs de la base de datos del PPMI y los Scores UPDRS | utilizando un modelo de
regresion. La primera columna: SNPs ID y genes donde se localizan, columna dos: Escala UPDRS I. Columna tres: coeficiente
beta. Columna cuatro: P-valor. Columna cinco: BL(baseline/primera visita).

HDAM HET HDAME P-valor
SNCA_rs3910105 4+-2.68* 6.26+-4.38* 8.3+-10.00* 0.39*
5.09+-3.53** 5.68+-4.52** 6.87+-4.74** 0.005**
SNCA_A53T_rs104893877 — 5.21+43.74* 14.80+-11.90* 0.07* KW
5.88+-4.26** 10.73+-5.38** 2.8E-4*
IL1R2/MAP4K4_rs34043159 3.65+-3.06" 7.06+-4.52* 12.67+-10.97* 0.004*
5.54+-3.93** 6.59+-4.73** 5.562+-4.05** 0.09**
GCH1_rs11158026 5.33+-4.01* 5+-3.37* 15+-11.87* 0.001*
5.77+-4.53** 6.26+-4.08** 6.54+-4.90** 0.51**
SH3GL2_rs13294100 7.92+-8.98* 6+-4.07* 4.40+-4.34* 0.5*
6.48+-4.55"* 5.78+-4.29** 5.36+-3.97** 0.25**

Tabla 15- Analisis de ANOVA de una via sobre SNPs asociados a UPDRS | segun los genotipos. En esta tabla presentamos
los resultados de un analisis de ANOVA de los valores del UPDRS | con respecto a si el paciente es de homocigota para el
alelo mayor, homocigota para el alelo menor o heterocigota. El analisis se hace en ambos grupos NOH y no-NOH por
separado. Primera columna : SNPs ID y los genes donde se localizan. Columna dos: resultados para los homocigotas para el
alelo mayor. Columna tres: resultados de los heterocigotas. Columna cuatro: resultados de los homocigotas para el alelo
menor.

HDAM: Homocigota para el alelo menor ~ HDAME: Homocigota para el alelo mayor HET: Heterocigota

*: Grupo con NOH  **: Grupo sin NOH —: No hay suficiente datos para los célculos por ANOVA

KW: Prueba no paramétrica de Kruskal Wallis(Se aplica cuando no hay homocedasticidad u homogeneidad de la varianza con
Levene significativo, p-valor<0.05).
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Figura 15- Distribucion de los valores del UPDRS | segun los genotipos de los SNPs rs34043159-MAP4K4 y
rs11158026-GCH1. En esta figura se presentan para dos SNPs los valores de los UPDRS | segun los diferentes genotipos. En
el caso del SNP localizado en el gen MAP4K4 y en el grupo NOH, se nota que los pacientes homocigotas para el alelo menor
tiene mayor cifras UPDRS | que los pares en el grupo control(No-NOH). Los mismos resultados son encontrados para el SNP
localizado en el gen GCH1.

En el analisis de regresion lineal, hemos encontrado los SNPs rs104893877,
rs3910105(SNCA), rs34043159(IL1R2/MAP4K4), rs11158026(GCH1), rs13294100(SH3GL2)
se asocian con el MDS-UPDRS I(Ver tabla 14). El SNP rs104893877 localizado en el gen
SNCA presenta una senal bastante alta para esta asociacion con un p-valor de 8.71E-8 y un
coeficiente de 6.18. Por otro lado, en el analisis de ANOVA, hemos encontrado que esta
sefial que hemos visto se produce en el grupo sin NOH(NOH, valor:0.07, No-NOH, valor:
2.8E-4), lo cual no es de nuestro interés en este estudio(tabla 14). Pero los SNPs
rs34043159(IL1R2/MAP4K4) 'y rs11158026(GCH1) presentan mayores cifras de
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MDS-UPDRS | en los pacientes homocigotas para el alelo menor con NOH con respecto al
grupo control(sinNOH)(ver tabla 15), (ver figura 15). También hay que recalcar que las cifras
de MDS-UPDRS | de los pacientes rs34043159-heterocigotas del grupo NOH esta
ligeramente elevada con respecto a los homocigotas del alelo mayor, lo que coincide con
nuestro hallazgo de dicho SNPs asociado a NOH en el modelo dominante. Quiere decir que
con solo la presencia de una copia del alelo menor del SNP rs34043159(IL1R2/MAP4K4),
se produce alteracion en las cifras del MDS-UPDRS |. Mientras que en el caso del SNP
rs11158026(GCH1), las cifras del MDS-UPDRS | de los pacientes heterocigotas y
homocigotas del alelo mayor son parecidas con respecto a los homocigotas del alelo menor.
Eso quiere decir que los cambios en las cifras del MDS-UPDRS | solo se producen cuando
estan presentes las dos copias del alelo menor(tabla 14 y 15). Este hallazgo es diferente de
lo que hemos encontrado con este SNP en el analisis de asociacion con NOH. Hemos
encontrado que este SNP esta asociado con NOH en un modelo aditivo y no en un modelo
recesivo.

El MDS-UPDRS | es la primera parte de la escala unificada para la evaluacion de la
enfermedad de Parkinson. Esta escala permite evaluar el estado mental, el comportamiento
y humor de los pacientes. MDS-UPDRS | estudia el deterioro intelectual, trastornos del
pensamiento, depresion motivacion e iniciativa. En la subescala motora se considera un
cambio minimo a 2.5 puntos, moderado a 5.2 e importante a 10.8. Para la MDS-UPDRS
total, los valores que indican un cambio minimo, moderado o importante son 4.3, 9.1y 17.1
puntos respectivamente.

A partir de los hallazgos encontrados en este estudio, podemos resumir que los pacientes
con NOH que presentan los SNP rs34043159(IL1R2/MAP4K4)(al menos una sola copia del
alelo menor presente), rs11158026(GCH1)(las dos copias del alelo menor deben ser
presentes), tienen mayor riesgo de tener alteracion importante(promedio de MDS-UPDRS |
de 12.67 y 15 respectivamente) de la esfera cognitiva, depresion y trastornos del
pensamiento con respecto a los pacientes que no tienen NOH. También hay que recalcar
que los pacientes con enfermedad de Parkinson en general tanto en el grupo con NOH o sin
NOH ademas con las dos copias del alelo de riesgo del SNP SNCA_A53T_rs104893877

presentan mayor riesgo de tener alteracién del MDS-UPDRS | .

10.1.2- MDS-UPDRS I

SNPs Variables Coef P-valor ARo
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SNCA_A53T_rs104893877 MDS-UPDRS I 6.02 4.16E-5 BL
ELOVL7/NDUFAF2_rs2694528 MDS-UPDRS I -1.53 0.02 BL
GCH1_rs11158026 MDS-UPDRS Il 1.072 0.012 BL
SH3GL2_rs13294100 MDS-UPDRS I -0.85 0.056 BL
LRRK2_G2019S_rs34637584 MDS-UPDRS Il 1.51 0.026 BL

Tabla 16- Andlisis de asociacién entre los valores del MDS-UPDRS Il y los SNPs asociados a NOH. En esta tabla se presentan
los resultados de una asociacién entre los SNPs de la base de datos del PPMI y la escala UPDRS II. En la primera columna se
encuentran los SNPs ID y los genes en donde se localizan. En la columna tres los coeficientes de regresion, en la columna
cuatro los p-valores.

En el caso de la MDS-UPDRS II, hemos encontrado un total de 6 SNPs asociado con la
MDS-UPDRS lI(Ver tabla 16). Todos estan asociados con NOH también. La sefial del SNP
SNCA_A53T_rs104893877 es la mas fuerte de todos(p valor = 4.16E-5). Pareciera que los
SNPs ELOVL7/NDUFAF2_rs2694528 y SH3GL2_rs13294100 tienen un efecto protector
contra cifras altas de MDS-UPDRS Il en el analisis de regresion lineal. Pero en la ANOVA
ninguno de los SNPs encontrados asociados a MDS-UPDRS |l tienen un efecto diferencial
en cuanto a las cifras del promedio del MDS-UPDRS II(Ver tabla 16 y 17). Hay que
descartar aca que los pacientes heterocigotas para el SNP SNCA A53T _rs104893877

tienen mayor riesgo de presentar alteracion del MDS-UPDRS |l tanto en pacientes con NOH

como los sin NOH.

SNPs HDAM HET HDAME P-valor
SNCA_AS53T_rs104893877 5.77+-4.82* 12.25+-7.76* — 0.02*
6.19+-4.86** 12.12+-5.93** 8.4E-4**
ELOVL7/NDUFAF2_rs2694528 7.03+-5.76* 3.60+-2.51* 0.20*
6.65+-5.32** 5.56+-3.36** 2.25+-0.96** 0.08** KW
GCH1_rs11158026 6.44+-5.19* 5.21+-4.41* 11.5+-8.66* 0.13*
5.76+-4.42** 6.57+-4.59** 8.03+-7.57** 0.06™*
SH3GL2_rs13294100 7+-7.01* 6.47+-5.11* 5.50+-3.41* 0.90*
7+-5.70** 5.88+-4.18** 5.52+-4.43** 0.14**
LRRK2_G2019S_rs34637584 6.76+-5.69* 4,75+-4.11* 0.50*
6.07+-4.41** 6.96+-4.99** 20.5+-27.57* 0.42** KW
Max*(EPMEDYN) 2.50+-2.52* 7.06+-5.61* — 0.12*
6.66+-5.13** 4.43+-3.39** 0.01**

Tabla 17- Distribucién de los valores del MDS-UPDRS Il segun los genotipos de los SNPs encontrados asociados usando el
analisis de la varianza de una via(ANOVA). En esta tabla se presentan los resultados de la ANOVA segun los genotipos de los
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pacientes. Se computan y comparan los valores de UPDRS Il en los genotipos. Columna 1: SNPs ID y genes donde se
localizan. Columna dos: homocigotas para el alelo mayor. Columna tres: heterocigotas. Columna cuatro: homocigotas para el

alelo menor. Columna cinco: p-valor. No se encontré ningun resultado significativo.

*Grupo que tiene NOH
**Grupo sin NOH

10.1.3- MDS-UPDRS IlI

SNPs Variables Coef P-valor Ano
SH3GL2_rs13294100 MDS-UPDRS I -2.30 2.40E-13 BL
SNCA_A53T_rs104893877 MDS-UPDRS I 5.57 2.37E-11 BL
SIPA1L2_rs10797576 MDS-UPDRS I 242 4.22E-10 BL
FAM47E/STBD1_rs6812193 MDS-UPDRS I 1.78 1.04E-9 BL
Age MDS-UPDRS Il 0.12 5.80E-9 BL
GCH1_rs11158026 MDS-UPDRS llI 1.65 1.29E-8 BL
NCKIPSD/CDC71/IP6K2_rs12497850 MDS-UPDRS llI 1.33 3.04E-5 BL
OGFOD2/CCDC62_rs11060180 MDS-UPDRS lli 1.18 3.52E-5 BL
GBA_E365K_rs2230288 MDS-UPDRS lli 3.80 9.37E-5 BL
COQ7/SYT17_rs11343 MDS-UPDRS lli -1.00 3.50E-4 BL
GBA_N370S_rs76763715 MDS-UPDRS llI 2.71 3.63E-4 BL
BIN3_rs2280104 MDS-UPDRS lli -0.98 7.76E-4 BL
IL1R2/MAP4K4_rs34043159 MDS-UPDRS lli 0.95 9.57E-4 BL
LRRK2_rs76904798 MDS-UPDRS I 1.37 0.001 BL
ITPKB_rs4653767 MDS-UPDRS I 0.86 0.005 BL
ELOVL7/NDUFAF2_rs2694528 MDS-UPDRS I -1.22 0.009 BL
CTSB_rs1293298 MDS-UPDRS I 0.73 0.020 BL
LRRK2_G2019S_rs34637584 MDS-UPDRS I -0.95 0.026 BL
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COMT _rs4818 MDS-UPDRS I 0.63 0.026 BL
VPS13C_rs2414739 MDS-UPDRS I 0.72 0.035 BL
DDRGK1_rs55785911 MDS-UPDRS llI -0.57 0.043 BL
MIR4697_rs329648 MDS-UPDRS llI 0.61 0.043 BL

Tabla 18- Andlisis de asociacion entre los valores del MDS-UPDRS Il y los SNPs. En esta tabla presentamos los resultados de
asociacién entre los 72 SNPs asociados a EP de la base de datos del PPMI utilizando un modelo de regresion lineal. Primera
columna: SNPs ID y genes donde se localizan. Columna tres: coeficientes de regresiéon. Columna cuatro: p-valores. Todos los

SNPs presentes en esta tabla estan asociados con UPDRS IIl.

SNPs HDAM HET HDAME P-valor
SH3GL2_rs13294100 24.91+-12.63* | 22.20+-14.09* 17.66+-4.72* 0.67*
21.29+-11.90* | 19.40+-8.24** 16.23+-7.36** 0.14* KW
SNCA_AS53T_rs104893877 19.93+-10.02* | 34.00+-17.78* —* 0.049* KW
19.79+-9.46** 23.875+-17.91** —** 0.89** KW
SIPA1L2_rs10797576 20.88+-12.94* | 28.11+-12.14* —* 0.15*
19.29+-9.49** 21.24+-11.58* [ 25.14+-5.89** 0.14**
FAM47E/STBD1_rs6812193 23.78+-12.85* | 18.07+-10.68* 28.50+-15.29* 0.19*
19.11+-9.17** 19.11+-9.17** 21.49+-13.32** 0.36™*
GCH1_rs11158026 15.33+-7.22* 24.16+-9.29* 46.00+-6.36* 5.02E-8*
19.46+-10.62** | 20.48+-9.65** 20.71+-10.39** 0.68
NCKIPSD/CDC71/IP6K2_rs124978 | 21.23+-14.91* | 24.16+-11.06* —* 0.51*
50 18.73+-9.74** 20.98+-10.65** —** 0.14**
OGFOD2/CCDC62_rs11060180 18.25+-8.97* 25.83+-15.01* 20.55+-10.87* 0.33*
18.90+-11.47** | 20.39+-9.66™* 21.40+-8.55** 0.33**
GBA_E365K_rs2230288 23.18+-13.22* | 15.50+-2.12* —* 0.42*
19.88+-10.12** | 24.40+-10.94** —** 0.16**
COQ7/SYT17_rs11343 28.40+-18.83* | 23.06+-10.16* 15.88+-5.35* 0.20*
21.33+-11.75* | 19.25+-9.05** 20.23+-10.36™* 0.36™*
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GBA N370S_rs76763715

22.68+-13.17*
19.79+-9.67**

23.33+-12.89*
22.71+-14.23**

*%

0.95*
0.64**

BIN3_rs2280104

23.43+-12.88*
20.33+-9.97*

22.23+-14.157*
20.13+-10.59**

21.50+-2.12*
19.03+-9.36**

0.95*
0.79**

IL1R2/MAP4K4_rs34043159

19.23+-12.84*
20.03+-11.48**

22.83+-11.77*
19.59+-8.85**

33.75+-15.67*
21.16+-10.33**

0.14*
0.68**

LRRK2_rs76904798

22.04+-9.48*
19.49+-9.805**

24.08+-18.35*
21.29+-11.10**

*

24 5+-7.77*

0.66*
0.36**

ITPKB_rs4653767

22.000+-12.70*
19.81+-10.10**

24.25+-14.56*
20.00+-9.88**

21.50+-10.61*
21.26+-11.96**

0.88*
0.81**

ELOVL7/NDUFAF2_rs2694528

24.21+-13.67*
20.18+-10.28**

15.66+-4.93*
20.19+-9.50**

*

8.00+-2.16**

0.14*
0.058**

LRRK2_G2019S_rs34637584

24.033+-12.92*
20.26+-10.53**

15.00+-11.46*
18.86+-8.28**

*

31.66+-21.36**

0.15*
0.015** KW

Tabla 19- Distribucion de los valores del UPDRS Il segun los genotipos de los SNPs encontrados asociados usando el
analisis de la varianza(ANOVA). Primera columna: SNPs ID y los genes en donde se localizan. Columna dos: homocigotas
para el alelo mayor. Columna tres: heterocigotas. Columna cuatro: homocigotas para el alelo menor. Columna cinco:

Heterocigotas.
*Grupo NOH
**Grupo no NOH
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Figure 16- Distribucion de los valores del UPDRS IIl segln los genotipos de los SNPs. En esta tabla presentamos las
distribucion de los valores de UPDRS Il para los genotipos de los SNPs localizados en el gen SNCA-A53-T y GCH1(solo los
SNPs en este estudio, ver tablas 3-11). En el caso del SNP localizado en el gen GCH1, se identificé que los pacientes con

NOH y homocigotas para el alelo menor y heterocigotas del SNP-GCH1 tienen las cifras de UPDRS IIl mas altos que los
pares del grupo control(no-NOH).

El MDS-UPDRS Il esta asociado con unos 21 SNP de los 72 dos analizados con p-valor
menor a 0.05. Mientras que en el ANOVA encontramos diferencias de las cifras de
MDS-UPDRS Ill en ambos grupos solamente en los SNP SNCA_A53T_rs104893877 y
GCH1_rs11158026(Ver tabla 18 y tabla 19 y Figura 16).
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10.1.4- UPDRS IV
SNPs Variables Coef P-valor Ano
SNCA_A53T_rs104893877 MDS-UPDRS IV 3.14 0.0 BL
SCN3A/SCN2A rs353116 MDS-UPDRS IV -0.61 4.49E-12 BL
COMT_rs5993883 MDS-UPDRS IV -0.58 1.349E-11 BL
LRRK2_G2019S_rs34637584 MDS-UPDRS IV 0.812 5.845E-10 BL
ELOVL7/NDUFAF2_rs2694528 MDS-UPDRS IV -0.57 3.047E-5 BL
COMT _rs4818 MDS-UPDRS IV 0.35 5.93E-5 BL
CTSB_rs1293298 MDS-UPDRS IV 0.32 7.379E-4 BL
NCKIPSD/CDC71/IP6K2_rs12497850 MDS-UPDRS IV -0.32 8.897E-4 BL
GBA_E365K_rs2230288 MDS-UPDRS IV 0.97 0.0011 BL
COQ7/SYT17_rs11343 MDS-UPDRS IV 0.27 0.0016 BL
BIN3 rs2280104 MDS-UPDRS IV 0.27 0.0023 BL
SNCA_rs3910105 MDS-UPDRS IV 0.25 0.0043 BL
SH3GL2_rs13294100 MDS-UPDRS IV -0.26 0.007 BL
GBA_N370S_rs76763715 MDS-UPDRS IV -0.588 0.012 BL
FAM171A1/ITGA8_rs10906923 MDS-UPDRS IV -0.23 0.013 BL
TMEM175_rs34884217 MDS-UPDRS IV -0.346 0.015 BL
GCH1_rs11158026 MDS-UPDRS IV 0.21 0.020 BL
SNCA _rs356181 MDS-UPDRS IV 0.182 0.035 BL

Tabla 20- Analisis de asociacion entre los valores del UPDRS IV y los SNPs asociados a NOH. En esta tabla se presentan los
resultados de un analisis de asociacién utilizando modelo de regresion lineal entre los SNPs de la base de datos del PPMI y la
escala de UPDRS V. Primera columna: SNPs ID y los genes donde se localizan. Columna tres: Coeficiente beta de regresion.
Columna cuatro: P-valores. Column cinco: datos de primera visita(BL, baseline). Los SNPs presentes en esta tablas son todos
asociados con UPDRS IV.
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SNPs HDAM HET HDAME P-valor
SNCA_A53T_rs104893877 2.105+-2.45* 4.235+-3.44* —* 0.013*
3.36+-3.349* 5.83+-4.52* —* 1.37E-4
CTSB_rs1293298 1.83+-2.21* 2.57+-2.67* 8.50+-1.29* 1.49E-5*
3.38+-3.398** 3.40+-3.29** 4 21+-4.24** 0.23**

Tabla 21- Distribucion de los valores del MDS-UPDRS IV segun los genotipos de los SNPs asociados a MDS-UPDRS IV.
(ANOVA). En esta tabla se presentan los resultados de analisis de la varianza de los scores UPDRS |V segun los genotipos
para los SNPs SNCA-A53-T y rs104893877-CTSB. Columna primera: SNPs ID y los genes donde se localizan. Columna dos:
homocigotas para el alelo menor. Columna tres: heterocigotas. Columna cuatro: homocigotas para el alelo menor. Columna
Cinco: P-valor de la ANOVA. Los pacientes que tienen el alelo de riesgo para el SNP SNCA-A53T presentan significativamente
las cifras de UPDRS IV mas altas tanto en el grupo NOH como el grupo control. Por otro lado, los pacientes homocigotas para
el alelo menor y que presentan ademas NOH tienen cifras UPDRS |V significativamente mas altas que los pares del grupo
control.

* Grupo con NOH

** Grupo sin NOH

En el analisis de asociacion entre los SNPs y los valores de UPDRS |V, 18 SNPs fueron
encontrados asociados con el UPDRS |V estadisticamente significativo(tabla 20 y 21). Por
otra parte, en el analisis de ANOVA solo dos SNPs fueron encontrados tener valores de
MDS-UPDRS diferentes entre los genotipos. Pero estas diferencias se notan tanto en el
grupo con NOH como en el grupo sin NOH para el SNP SNCA A53T _rs104893877. Por
esto, este SNP no serd considerado para posteriores analisis y/o conclusiones. El SNP
CTSB rs1293298 presenta valores de MDS-UPDRS IV mas elevados en los pacientes
homocigotas para el alelo menor(8.50+-1.29, pv: 1.49E-5) en el grupo con NOH con
respecto al grupo que no tiene NOH(pv: 0.23)(Ver tablas 20, 21).

En resumen, los SNPs encontrado asociados con UPDRS | ademas tienen cifras de
MDS-UPDRS-I diferents entre los grupos estadisticamente significativas son
IL1R2-MAP4K4 rs34043159 y GCH1_rs11158026. Mientras tanto para el MDS-UPDRS Il
encontramos SNCA_A53T rs104893877 vy GCH1 _rs11158026 y en el caso de
MDS-UPDRS IV el SNP rs1293298-CTSB. Pero este SNP no se encontr6 asociado a NOH

en los analisis anteriores.
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SNPs Variables Coef P-valor | Aho
Age NYH Scale 0.012 2.46E-5 | BL
SNCA_A53T_rs104893877 NYH Scale 0.43 1.54E-4 | BL
LRRK2_G2019S_rs34637584 NYH Scale 0.21 7.42E-4 (BL
LRRK2_rs76904798 NYH Scale 0.17 8.20E-3 | BL
NCKIPSD/CDC71/IP6K2_rs12497850 | NYH Scale 0.10 0.03 BL
CTSB_rs1293298 NYH Scale 0.10 0.03 BL

Tabla 22- Analisis de asociacion por regresion lineal de los SNPs y la escala NYH. En esta tabla se presentan los resultados
de asociacion entre los valores NYH y los SNPs. Primera columna: SNPs ID y los genes donde se localizan. Columna tres los
coeficientes de regresion y columna cuatro los p-valores. Columna cinco: BL(baseline, primera visita). NYH: Escala Hoehn and

Yahr.

SNPs HDAM HET HDAME P-valor
SNCA_A53T_rs104893877 1.63+-0.49* 2.00+-0.82* 0.20*
1.59+-0.53** 2.11+-0.60** 0.0042**
LRRK2_G2019S_rs34637584 1.67+-0.55* 1.75+-0.50* 0.77*
1.55+-0.53** 1.81+-0.51** 2.00+-0.00 2.00E-3
LRRK2_rs76904798 1.60+-0.50* 1.89+-0.60" 0.17*
1.57+-0.53** 1.71+-0.54** 2.00+-0.00 0.08**
NCKIPSD/CDC71/IP6K2_rs12497850 1.73+-0.59* 1.63+-0.49* 0.59*
1.59+-0.54** 1.55+-0.53** 1.96+-0.44** 2.20E-3**

Tabla 23- Valores de NYH Scale segun los genotipos de los SNPs encontrados asociados a la escala NYH. En esta tabla se
presentd un analisis de ANOVA con la media de las cifras de la escala NYH segun los genotipos. Primera columna: SNPs y los
genes donde se localizan. Columna dos: homocigotas para el alelo mayor. Columna tres: heterocigotas. Columna cuatro:
homocigotas para el alelo menor. Columna cinco: p-valores.

*Grupo NOH
**Grupo no NOH

Hemos encontrado cinco SNPs asociados a la escala NYH(ver tabla 22 y 23). Por el otro

lado, no se encontrd diferencias significativas en cuanto a los valores de la escala de NHY

segun los genotipos en el grupo de los NOH.

Capitulo XI- Analisis de eQTL asociados a los SNP asociados a NOH.

En este apartado, vamos a presentar el analisis de eQTL, que nos permite estudiar el efecto

de las variantes genéticas sobre la expresién de los genes en el tejido cerebral. Hemos
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usado datos de expresidén génica provenientes de células dopaminérgicas derivados de
células madre pluripotente inducidas y datos gendmicos de los pacientes. La idea con este
analisis es estudiar y descubrir los eQTLs (proteinas) asociados a cada SNPs que hemos
encontrado asociados a NOH. Hemos obtenido de la base de datos del PPMI, un total de
45755 genes, los cuales fueron reducidos a 2828 después de realizar sobre ellos un analisis
de componente principal(PCA) en KNIME para reducciéon de datos utilizando un workflow en
Knime. Después se realizd un modelo de regresion lineal simple sobre cada par de
genes-SNPs para estudiar los eQTLs asociados a los SNPs encontrados asociados a NOH
en analisis anteriores (ver tabla 6). Los genes estadisticamente significativos (P-valor<0.05)
son usados para hacer un anadlisis de protein-protein interaction incluyendo la proteina
donde se localiza el SNP a estudiar en la aplicacion STRING para estudiar alguna
interaccion funcional entre los genes y el SNP en estudio y también se realizaron analisis de
enriquecimiento de dichos genes. Ademas, hemos realizado un analisis de Network para
estudiar las interacciones entre los genes y extraer los genes claves. Para este analisis, en
un primer instante usamos los 2838 genes para realizar una matriz de correlaciéon por el
analisis de correlacion de Pearson. Después de eliminar los datos con P-valor mayor a 0.05
y valor de correlacién mayor a 0.5 y menor a -0.5, decidimos cruzar los resultados con los
eQTLs encontrados en el analisis de regresion linear. Después, los resultados fueron
usados para realizar el analisis de network en Cytoscape. Estos analisis fueron repetidos
para los SNPs rs2280104(BIN3), rs55785911 (DDRGK1) y rs13294100 (SH3GL2) en esta

tesis.

11.1- EI SNP rs2280104(BIN3) asociado a 75 genes en analisis de eQTLs

Un total de 75 eQTLs fueron encontrados asociados al SNP rs2280104(BIN3)(p-valor<0.05).
Este SNP tiene un efecto protector contra la NOH cuando estan presentes las dos copias
del alelo menor(transmisién recesiva) en los pacientes segun analisis encontrados
anteriormente(OR:0.1, p-valor:0.02)(tabla 5 y 6), mientras que en el analisis de dominancia
genética no hubo significancia estadistica. En tal caso, nosotros pensamos encontrar de los
75 genes cuales son aquellos cuya asociacién con el SNP rs2280104-BIN3 involucran en
proteger los pacientes contra la NOH y por qué mecanismos moleculares, vias de
sefalizacién y/o metabdlicas. Para llevar a cabo esto, construimos un analisis de network
basado en los puntajes de correlacion de Pearson estadisticamente significativos
(p-valor<0.05) (Ver resultado en apartado siguiente).

En el anadlisis de enriquecimiento de los 75 genes asociados a rs2280104-BIN3/NOH,

hemos encontrado enriquecimiento para vias metabdlicas como vias de la glicolisis y
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gluconeogénesis, vias de sefalizacién del glucagén, migraciéon de leucocitos trans
endoteliales. Si bien que las vias encontradas en el analisis son enriquecidas
estadisticamente(FDR<0.05), pero la cantidad de genes de nuestro set que participan en las
mismas en relacion al conjunto de genes que forman las vias es muy poco. Para esto se
usa otra métrica que es el Fold enrichment que indica el porcentaje de genes del set de
genes query perteneciente a una via o pathway enriquecido. Como podemos ver en la
imagen 1-A, los Fold-enrichments estan por debajo de 50%. Este enriquecimiento
encontrado no se va a considerar estadisticamente significativo. Ademas, en el analisis de
interaccion proteina-proteina, 17 proteinas fueron encontradas en la base de datos
STRING de los 75 proteinas introducidos. De los 17 proteinas solo 4 fueron interconectados
mientras que la aplicacion nos cémputo unas interacciones esperadas a 2 con un p-valor de
0.13(ver figura 17-A/B). Esto quiere decir que los resultados no fueron representativos con

respecto a los datos introducidos.

A
Glycolysis / Gluconeogenesis = @
N. of Genes
Inflammatory mediator reg. of TRP channels = @ ® 2
Glucagon signaling pathway = O -log10(FDR)
Il 1.386386
Leukocyte transendothelial migration = o
1 1 1 1
0 10 20 30
Fold Enrichment
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Figura 17A,B- Procesos moleculares enriquecidos para los eQTLs asociados al SNP rs2280104-BIN3.Analisis de
enriguecimiento de los eQTLs asociados a NOH. Figura A: vias metabdlicas encontradas a partir de los 75 eQTLs asociados a
BIN3-NOH. Figura B: Protein-protein interaction in the STRING database.

11.2- Identificaciéon de mdédulos y genes hub asociados con la NOH, riesgo disminuido por
rs2280104-BIN3/PPP1R14C

Para este analisis, en un primer instante usamos los 2838 genes post-filtrados para realizar
una matriz de correlacion por el analisis de correlacién de Pearson. Después de eliminar los
datos con P-valor mayor a 0.05 y valor de correlacion menor a 0.5 y mayor a -0.5, decidimos
cruzar los resultados con los 75 eQTLs encontrados en el analisis de regresion linear para
extraer los genes que estan correlacionadas con los 75 genes(eQTL) encontrados
asociados al SNP BIN3. Los datos resultantes se introdujeron en el software cytoscape para
construir el network usando el paquete expresién correlation network de cytoscape. Para el
network, los genes fueron representados por los nodos y los coeficientes de correlacion por
las conexiones(edges).

En el analisis de network explicado en el parrafo anterior, hemos encontrado 5 genes que se
interrelacionan mayormente con los demas genes(ver figura 18 A-F). Se formaron 5
clusters a partir del analisis de cluster. El primer cluster esta constituido de 325 nodos(cada
nodo un gen) unidos al gen PPP1R14C(protein phosphatase 1 regulatory inhibitor subunit

14C) con mayor numero de conexiones con los demas genes(unos 357 conexiones). En el
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analisis de priorizacion, también los 5 genes mencionados aparecen como los mas
importantes en el network (Figura 18B). La aplicacién ShinyGo(Ge, Jung, and Yao 2020)
fue usada para hacer los andlisis de enriquecimiento del cluster PPP1R14C. Hemos
encontrado enriquecimiento estadisticamente significativo de genes para procesos como
morfogénesis y desarrollo de dendritas, regulacion de potenciales de membrana,
morfogénesis de proyecciones neuronales, diferenciacion neuronal, transmision sinaptica,
exocitosis regulada por calcio, transmision de neurotransmisores y muchos otros procesos
involucrados en el crecimiento, desarrollo neuronal(Figura 18D).

Encontramos también que varios procesos moleculares participan tales como unién a
microtubulos, uniones a clatrina, uniones a enzimas quinasas, uniones a receptores GABA,
uniones a proteinas del citoesqueleto(Ver figura 18C).

También habiamos realizado un analisis de interaccion de proteina-proteina para ver las
uniones funcionales que existen entre las proteinas, como se puede ver en la figura 18E; de
los 325 proteinas de nuestro network, 309 se interconectan funcionalmente con 4691
conexiones observadas contra 2144 interacciones predichas(p-values: 0.0). Este analisis
valida el andlisis de network que hicimos basandonos en el analisis de correlacion de
Pearson; ademas nos indica que las conexiones entre las proteinas son altamente
funcionales. Buscamos los genes hub en el network PPl. El network PPl generado en la
base de datos STRING fue llevado a cytoscape para posterior analisis. Hemos encontrado 7
genes hubs los cuales enriquecen para procesos moleculares y celulares como el transporte
de proteinas a lo largo de microtibulos, regulacién de ensamblaje postsinaptico,
morfogénesis celular envuelto en diferenciacion celular, morfogénesis de proyeccion
celular(FDR<0.05). Proteinas como NRXN( neurexina 1) que ayudan a conectar neuronas
en la sinapsis, KIF5C(quinesina) que son una familia de proteinas motoras que median el
transporte intracelular anterégrado sobre los microtubulos que son componentes del
citoesqueleto, SCN2A(subunidad alfa 2 del canal de sodio dependiente de voltaje),
KIF1A(kinesina 1A) que también participan en el transporte a través de microtubulos y que
participan en procesos fisiologicos de supervivencia de las células y funciones cerebral
altas, GAP43(proteina asociado a crecimiento) que participa en el desarrollo neuronal y
regeneracion axonal y por fin SNCB(sinucleina beta) que se sabe que es un inhibidor de la
agregacion de la alfa sinucleina y protege el cerebro contra la toxicidad de la alfa sinucleina
en la EP(figura 19A).

Hemos encontrado que los 7 genes estan enriquecido de forma significativa para vias
metabdlicas y/o de sefializacién de la secrecion de la GnRH, sinapsis serotoninérgicas,
sinapsis dopaminérgicas, via de sefalizacién del estrogen, vias de sefalizacion de la

oxitocina segun la base de datos KEGG(figura 19 A). Por el otro lado, la base de datos
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curado PANTHER ensefo enriquecimiento para vias de sefalizacion de la proteina G
mediada por los subunidades alfa Gq y Go, vias de sefalizacion del receptor muscarinico
colinérgico 2 y 4(Ver figura 19B). Ademas se sabe que estas proteinas presentan funciones
moleculares relacionadas con la presentacion de dominio de union a la familia de proteina
neuroligina que son proteinas de adhesion celular encontradas en la membrana
postsinaptica y que se unen con la beta neurexina encontrados en la membrana
presinaptica para el mantenimiento de la sinapsis entre neuronas. También presentan
dominio de unién a factores de crecimiento fibroblastico que son los cuales intervienen en el
desarrollo y crecimiento neuronal. Otro proceso molecular importante que presentan estas
proteinas hubs es que presentan dominio de unién al acido lisofosfatidico. El acido
lisofosfatidico(LPA, lysophosphatidic acid por su abreviacion inglesa) es un fosfolipido
involucrado en muchos procesos celulares a través de receptores acoplados a proteinas G
especificas(Figura 19C). Diferentes estudios han demostrado la importancia de la LPA y los
receptores a los cuales se une para llevar a cabo sus funciones moleculares en el cerebro
por ejemplo proliferacion y diferenciacion celular, supervivencia celular, sinapsis y

neurotransmisién en diferentes regiones del sistema nervioso central.
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Figura 18(A-F)- Analisis de eQTLs asociados al SNP BIN3 como factor protector de la NOH. Figura A: Scatter plots de los
)

eQTLs en funcién del -LOG(p-values) antes de filtrar(filtro: p-values<0.05, Coeficiente de correlaciéon >0.5 y <-0.5).

Figura B: Analisis de Network en cytoscape y priorizacion de genes. Los eQTLs encontrados con el SNP rs2280104-BIN3
fueron cruzados con los datos de correlacion significativa entres los genes para captar conexiones entre los eQTLs y los genes
correlacionados. Estos datos fueron utilizados para construir un network en Cytoscape. Se realizaron andlisis de priorizacion y
de cluster. En la figura B se presentan los 5 cluster encontrados. Uno de ellos, llamado cluster PPP1R14C tiene incluido un
eQTL cuya expresion se ve influida por los genotipos del SNP-BIN3 y es el mas importante dentro del cluster. Decidimos
seguir los analisis con este cluster por esta razén. Ademas los demas clusters no tienen eQTL incluidos. El cluster esta



v UAI

Universidad Abierta
© Interamericana 124

constituido de 325 genes incluyendo al eQTL PPP1R14C. Este ultimo estd conectado con todos los 324 genes lo que le
confiere una alta importancia y autoridad en el network. Figura C: Analisis de enriquecimiento en forma de network en cuanto
a procesos moleculares: enriquecimiento significativo para procesos como uniones a microtubulos, uniones a clatrina, uniones
a enzimas quinasas, uniones a receptores GABA, uniones a proteinas del citoesqueleto. Figura D: Andlisis de enriquecimiento
en cuanto a procesos moleculares involucrados. En la figura d, se presentan los resultados de un analisis de enriquecimiento
para procesos moleculares y el cluster PPP1R14C enriquece para morfogénesis y desarrollo de dendritas, regulacion del
potencial de membrana, morfogénesis de componentes y partes celulares, transmisiéon sinaptica quimica, sefalizacion
anterograda transinaptica, desarrollo y generacion de neuronas y proyecciones neuronales, diferenciacién neuronal y
neurogénesis. Figura E: Interaccion Protein Protein en la base de datos STRING. Entramos en la base de datos STRING los
325 genes del cluster PPP1R14C, se mapeo 309 genes en la base de datos con alto nimero de conexiones

Figura F: Anadlisis de expresiéon del gen target(PPP1R14C). Se presenté un analisis de ANOVA de la expresion del eQTL
PPP1R14C segun si el paciente es homocigoto para el alelo de riesgo o heterocigota. Se nota que la expresion del eQTL
PPP1R14C es significativamente mas alta en los pacientes portadores del alelo de riesgo para el SNP-BIN3.

A
Protein transport along microtubule - N. of Genes
Microtubule-based protein transport = . 20

Reg. of postsynaptic specialization assembly =

Postsynaptic specialization assembly = = e 25
Postsynapse assembly = =———— ® 30
Postsynaptic specialization organization = == :
Reg. of filopodium assembly = == ® 35
Postsynapse organization = ® 40
Vesicle localization = '
Axon guidance =
Neuron projection guidance =
Synapse organization =
Cell morphogenesis involved in neuron differentiation -log10(FDR)

Neuron projection morphogenesis

Plasma membrane bounded cell projection morphogenesis
Cell projection morphogenesis

Cell part morphogenesis

Cell junction organization

Cellular component morphogenesis

W27
W 2s
[ K]
M 30

-ooooooéo¢¢;¢

0 100200300400
Fold Enrichment

4.4e-02 P00027 Heterotrimeric G-protein signaling pathway-Gq alpha and Go alpha mediated

4.4e-02 P00043 Muscarinic acetylcholine receptor 2 and 4 signaling pathway

4.4e-02 P00026 Heterotrimeric G-protein signaling pathway-Gi alpha and Gs alpha mediated

4.4e-02 PO0049 Parkinson disease




v UAI

Universidad Abierta

© Interamericana 125
C
Type 1 fibroblast growth Neuroligin family protein
factor receptor binding binding

Lysophosphatidic acid binding
Cuprous ion binding \
Microtubule metor activity

G-protein activated inward

rectifier potassium channel S

motor activity

Cytoskeletal motor activity

Voltage-gated ion channel
activity

activity Plus-end-directed microtubule

Figura 19(A-C)- Enriquecimiento de los 7 genes Hubs mas importantes encontrados en el cluster PPP1R14C. Figura A: En
esta figura se presenta el enriquecimiento de los 7 genes mas importantes en el cluster PPP1R14C: transporte de proteinas a
lo largo de microtubulos, regulacion del ensamblaje de especializaciones postsinapticas, localizacion de vesiculas,
morfogénesis celular involucrado en diferenciacion neuronal, morfogenesis de componente y proyecciones celulares y
neuronales. En la figura B: Enrique para vias de sefalizacién como la via de sefializacion de proteina G heterotrimérica
mediada por Go y Gq alfa, via de sefalizacion de receptores de acetilcolina muscarinico 2 y 4, via de sefalizacion de proteina
G heterotrimérica mediada por Gi y Gs alfa. En la figura C, presentamos la red formada por las vias de sefalizacion y
metabdlicas del analisis de enriquecimiento de los 7 genes mas importantes del cluster del eQTL PPP1R14C. Estos 7 genes
enriquecen para procesos como actividad de canales iénicos gradiente dependiente, actividad motora de citoesqueleto, unién
a receptores de factores de crecimiento fibroblastico tipo I, unién a proteinas familias de neuroliginas, unién a acido
lisofosfatidico, unién a iones de cobre. Los 7 genes hub son los siguientes: NRXN, KIF5C, SCN2A, KIF1A, GAP43, SNCB,
PPP1R14C.

11.3- Procesos moleculares y celulares en los cuales participan BIN3-PPP1R14C

BIN3 (Bridging integrator 3), es un gen que pertenece a la familia de las proteinas con
dominio BAR. Estos ultimos son dominio de dimerizacién altamente conservada encontrado
en proteinas involucradas en la dinamica de las membranas plasmaticas. Se localizan en
zonas de mayor curvatura de las membranas para sensar las curvaturas de las mismas(Ren
et al. 2006). EI gen PPP1R14C es el eQTL encontrado asociado con el SNP
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rs2280104-BIN3 con mayor importancia segun el analisis de priorizacion. Los genotipos TT
CT estan asociados con una mayor expresion del gen PPP1R14C en relacion al genotipo
CC(p-valor<0.05)(figura 18E). Pareciera que el efecto del SNP rs2280104-BIN3 sobre este
gen es de tipo dominante, una copia del alelo menor de este SNP es suficiente para
aumentar proporcionalmente la expresion del mismo aunque se puede anotar que la
expresion mas alto en el caso del genotipo de riesgo TT(Figura 18E).

Hasta ahora hemos dilucidado que los genotipos TT del SNP rs2280104-BIN3 se asocian
con una sobreexpresion del gen PPP1R14C, el cual a su vez esta conectado con muchos
otros genes que se involucran en procesos celulares y moleculares de crecimiento,
proliferacion de las neuronas. Ademas, hemos encontrado procesos involucrados como
uniones a citoesqueleto, uniones a quinasas y a microtubulos etc. El gen PPP1R14C es un
inhibidor de la proteina fosfatasa 1(PP1). El sistema de fosforilacién-desfosforilacion juega
un papel importante en la regulacion del equilibrio que debe existir entre las proteinas
fosforiladas y las no fosforiladas. Este sistema esta regulado por las proteinas fosfatasas las
cuales pueden desfosforilar las proteinas y cambiar las funciones de las mismas. Este
mecanismo por cierto reversible regula una gran parte de procesos moleculares y
funcionales de las células. Las proteinas fosfatasas 1(PP1) representante mayor del grupo
de fosfatasas dependiente de treonina y serina, regula la sintesis proteica, divisién celular,
transmisién nerviosa, transporte intracelular, contraccion muscular y varios otros procesos
celulares. Esta diversidad funcional es consecuencia de las uniones entre un numero
reducido de subunidades cataliticas con un numero elevado de proteinas sobre las cuales la

PP1 tiene efecto regulador.

11.4- Propuesta de vias de sefializacién por las cuales el BIN3 disminuye el riesgo de NOH.

En el modelo de regresion y el analisis ANOVA, se observd que la proteina BIN3 esta
vinculada a una mayor expresiéon del gen PPP1R14C (véase la Tabla 24). Este hallazgo
plantea la cuestion fundamental del mecanismo subyacente a través del cual la proteina
BIN3 influye en la expresion del gen PPP1R14C. Para abordar esta cuestion, se llevo a
cabo una exploracién de las posibles vias de sefalizacion e interacciones proteicas.

Una busqueda de BIN3 y PPP1R14C en la base de datos STRING no revelé una conexiéon
directa entre ambas proteinas. Sin embargo, para investigar de forma exhaustiva las
posibles vias, se introdujeron en la base de datos STRING 325 proteinas adicionales
conectadas a la proteina PPP1R14C en el andlisis de redes. Este conjunto de datos
ampliado permitié un examen mas exhaustivo de los posibles mecanismos a través de los

cuales BIN3 puede influir en la expresion de PPP1R14C. La figura 20 presenta una via de
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sefalizacién propuesta por la que BIN3 puede potenciar la expresion de la proteina
PPP1R14C. El flujo de informaciéon dentro de esta via implica a varias proteinas
intermediarias, empezando por BIN3, pasando por ANK2 y NRXN1, y llegando finalmente a
PPP1R14C. Esta via propuesta proporciona un marco teérico para comprender como BIN3
puede influir en la expresion de PPP1R14C.

A partir de nuestro analisis se identificaron dos posibles rutas de sefalizacion. La primera
ruta propuesta implica a BIN3-RABGAP1L-SYT11-NRXN1-PPFIA2-PPP1R14C, mientras
que la segunda ruta consiste en BIN3-RABGAP1L-ANK2-NRXN1-PPFIA2-PP1R14C(Ver
figura 20). Estas vias dilucidan los mecanismos potenciales a través de los cuales las
sefiales de BIN3 pueden transmitirse para influir en la actividad y expresion de PPP1R14C.
Para investigar mas a fondo la relacion entre los genes identificados y la PPP1R14C, se
realizé un analisis de regresion. Los resultados revelaron que todos los pares de genes
estudiados estaban significativamente asociados entre si, proporcionando un apoyo
adicional a las vias de sefializacion propuestas(Ver tabla 24).

En resumen, este analisis ha revelado posibles vias de sefializacion a través de las cuales
la proteina BIN3 puede influir en la expresion del gen PPP1R14C. Estos hallazgos
proporcionan valiosos conocimientos sobre los mecanismos moleculares que subyacen a
esta relacion reguladora y ofrecen una base para una mayor validacion y exploracion
experimental. La investigacion continuada en este campo promete descubrir nuevas dianas

terapéuticas y estrategias para modular la expresion génica en contextos biolégicos

relevantes.

Dependent Variable | Independent Variable | Coeficiente p-Values R Square RMSE
TBC1D30 PPP1R14C 0.70 2.08E-12 0.90 0.07
ENSG00000111490 ENSG00000198729

SYT11 RABGP1L 0.874 0.0 0.94 0.05
ENSG00000132718 ENSG00000152061

SYT11 NRXN1 0.76 0.0 0.58 0.15
ENSG00000132718 ENSG00000179915

SNCB PPP1R14C 0.70 7.34E-13 0.80 0.11
ENSG00000074317 ENSG00000198729

SCN2A PPP1R14C 0.72 3.81E-13 0.91 0.07
ENSG00000136531 ENSG00000198729

RGS 17 PPP1R14C 0.68 1.58E-12 0.90 0.07
ENSG00000091844 ENSG00000198729

RABGP1L SYT11 0.893 0.00 0.80 0.11
ENSG00000152061 ENSG00000132718

RABGP1L ANK2 0.857 0.0 0.71 0.13
ENSG00000152061 ENSG00000145362
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PPP1R14C NRXN1 0.58 9.74E-11 0.82 0.10
ENSG00000198729 ENSG00000179915

PPP1R14C PPFIA2 0.68 4.44E-16 0.89 0.08
ENSG00000198729 ENSG00000139220

PPP1R14C KIF5C 0.7 0.00 0.64 0.14
ENSG00000198729 ENSG00000168280

PPP1R14C SCN2A 0.69 3.81E-13 0.83 0.1
ENSG00000198729 ENSG00000136531

PPP1R14C KIF1A 0.65 5.45E-13 0.87 0.08
ENSG00000198729 ENSG00000130294

PPP1R14C GAP43 0.76 0.00 0.91 0.07
ENSG00000198729 ENSG00000172020

PPP1R14C SNCB 0.62 7.34E-13 0.75 0.12
ENSG00000198729 ENSG00000074317

PPP1R14C PCMT 1 0.60 1.10E-10 0.75 0.12
ENSG00000198729 ENSG00000120265

PPP1R14C RGS 17 0.60 1.58E-12 0.84 0.09
ENSG00000198729 ENSG00000091844

PPP1R14C TBC1D30 0.60 2.08E-12 0.83 0.1
ENSG00000198729 ENSG00000111490

PPFIA2 NRXN1 0.90 0.0 0.99 0.02
ENSG00000139220 ENSG00000179915

PPFIA2 PPP1R14C 0.74 4.44E-16 0.51 0.17
ENSG00000139220 ENSG00000198729

PCMT 1 PPP1R14C 0.60 1.10E-10 0.75 0.12
ENSG00000120265 ENSG00000198729

NRXN1 SYTM11 0.80 0.0 0.58 0.15
ENSG00000179915 ENSG00000132718

NRXN1 ANK2 0.87 0.0 0.97 0.04
ENSG00000179915 ENSG00000145362

NRXN1 PPFIA2 0.90 0.0 0.99 0.02
ENSG00000179915 ENSG00000139220

NRXN1 PPP1R14C 0.62 9.74E-11 0.85 0.09
ENSG00000179915 ENSG00000198729

KIF5C PPP1R14C 0.91 0.00 0.91 0.07
ENSG00000168280 ENSG00000198729

KIF1A PPP1R14C 0.65 5.45E-13 0.88 0.08
ENSG00000130294 ENSG00000198729

GAP43 PPP1R14C 0.80 0.00 0.93 0.06
ENSG00000172020 ENSG00000198729

BIN3 RABGAP1L 0.66 8.88E-16 0.88 0.08
ENSG00000147439 ENSG00000152061

ANK2 RABGP1L 0.832 0.0 0.74 0.12
ENSG00000145362 ENSG00000152061
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ANK2 NRXN1 0.82 0.0 0.96 0.05
ENSG00000145362 ENSG00000179915

Tabla 24- Analisis de regresion entre el gen PPP1R14C vy los genes priorizados como mas importantes del network. En esta
tabla se presentan los resultados de un analisis de asociacion entre los genes mas importantes en el cluster PPP1R14 y el gen
PPP1R14C. Primera columna: genes actuando como variable dependiente. Columna dos: genes actuando como variable
independiente. Columna tres: coeficientes beta de regresién. Columna cuatro: p-valores. Columna cinco: R cuadrado. Columna
seis: RMSE(raiz del error cuadrado medio). Partiendo de los datos obtenidos anteriormente donde el alelo de riesgo del
SNP-BIN3 aumenta la expresion del gen PPP1R14C(andlisis de eQTL), se observa en estos resultados que el gen PPP1R14C
a su vez altera la expresiéon de los genes como KIF1A, NRXN1, SCN2A, SNCB, KIF5C, SYT11, RABGAP1L, ANK2, GAP43,
PCMT1, PPFIA2, TBC1D30, RGS17.

Figura 20- Analisis de redes de las proteinas extraidas de la base de datos STRINGs. Estas proteinas son los genes que
hemos encontrado en andlisis de redes de eQTLs. Fueron extendidos a la base de datos STRING. Usando Cytoscape se
computo el camino mas corto que lleva desde la proteina BIN3 hasta el inhibidor de la fosfatasa PPP1R14C. Se pudo
identificar dos posibles vias teodricas:

BIN3-RABGAP1L-SYT11-NRXN1-PPFIA2-PPP1R14C / BIN3-RABGAP1L-ANK2-NRXN1-PPFIA2-PPP1R14C.

11.5- Los SNP rs55785911 (DDRGK1) esta asociado a multiples genes en analisis de
eQTLs.

En el andlisis de regresion lineal simple donde los genes fueron considerados como
variables dependientes y el SNPs rs55785911-DDRGK1 como variable predictor para
estudiar el efecto que tiene este ultimo sobre la expresion de los genes. Se han encontrado
un total de 469 genes eQTL significativamente asociados al SNP en estudio. Los genes
fueron usados en un analisis de ANOVA para determinar cuales de ellos los genotipos de
riesgo verdaderamente influyen en su expresion.

De los 469 genes encontrados seleccionados, 17 fueron influenciados en su expresion por
los genotipos homocigotas y heterocigotas para el alelo menor (p-valor<0.05). Estos 17
genes, ademas que fueron asociados al SNP rs55785911-DDRGK1 en cuestién en la
regresion lineal, sino también en el analisis de ANOVA, se encontré que los genotipos

influencian las expresiones de los mismos. También hicimos un analisis de correlacién entre
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los 17 genes y se encontraron que los mismos son significativamente correlacionados entre
si con un R>0.75(P-valor<0.05). Ademas, se hizo otro analisis de regresion lineal entre cada
par posible de genes para estudiar cdmo se relacionan los mismos. Los datos obtenidos
fueron usados para construir un network basado en relaciones lineales existentes entre
cada par de los 17 genes. En el analisis de enriquecimiento de los 17 genes, no se encontro
ningun proceso molecular en las bases de datos consultados(KEGG). Usamos la aplicacion
Causal-PATH en Cytoscape, la cual nos permite priorizar y seleccionar a 3 genes dentro del
network con un potencial funcién en el proceso patolégico molecular del SNPs
rs55785911/DDRGK1/NOH. Los 3 genes son los que mas conexion establecen dentro del
network(Ver figura 21 B) con un network degree alto(11, 11, 10 respectivamente con
respecto a otras conexiones establecidas por otros nodos del network). Se trata de los
genes NOTCH1, KIF4A, TSPYL2. Las dos primeras se expresan significativamente mas en
los pacientes con genotipos homocigotas y heterocigotas para el alelo menor encontrado
asociado con NOH en un modelo dominante en nuestro estudio(ver tabla 24, figura 21 C,
D)(p-valor: 0.01 y 0.02 respectivamente). Por el otro lado, la expresion de TSPYL2 esta
subexpresada en los pacientes con genotipos homocigotas y heterocigotas para el alelo de

riesgo(Ver figura 21 E, y tabla 24).

Genes ANOVA-P Valor Log2FC Log2FC Efecto
HeAm HAm

NOTCH1 0.02 0.37 1.1 Expresion aumentada
KIF4A 0.01 0.88 1.36 Expresion aumentada
TSPYL2 0.02 -0.32 -0.96 Expresion disminuida
CDCA2 0.01 1.17 1.59 Expresion aumentada
ESCO2 0.02 0.79 1.65 Expresion aumentada
PBK 0.03 1.22 1.63 Expresion aumentada
CENPI 0.03 0.60 1.70 Expresion aumentada

Tabla 24- Expresion de los genes bajo la influencia del SNP rs55785911-DRGK1.
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Figura 21. A: ScatterPlot de los coeficientes de la regresion lineal entre los 17 genes eQTL cuyas expresiones son
influenciados por los genotipos homocigotas y heterocigotas asociados a NOH. Los puntos rojos y azules claros indican
asociacién negativa y positiva entre los genes. B: Network que determina la asociacion entre los 17 genes usando el
coeficiente de regresion lineal como parametro de asociacion. Cada esfera representa una proteina y las conexiones o edge
representa el coeficiente de regresion lineal entre las proteinas. La flecha terminada en punto afilado indica que la proteina
tiene un efecto positivo sobre la otra mientras que la flecha terminada en barra horizontal indica que el efecto es negativo. El
color de las esferas indica el grado de conexién establece una proteina dentro del network, lo que vendria a decir su
importancia dentro de la red. Las esferas de color purpura tienen un network degree alto mientras que los amarillas tienen
menos conexiones dentro de la red. Las azules y las verdes tienen conexiones de grado intermedio dentro del network. C, D,
E: Boxplot que demuestran la expresion de los genes NOTCH1(C), KIFA4(D), TSPYL2(E) con respecto a los genotipos del
SNPs rs55785911/DDRGK1. Las dos primeras boxplot para los genes NOTCH1 y KIF4A y el ultimo boxplot para el gen
TSPYL2. caja azul: homocigotas para el alelo mayor. Boxplot anaranjado: heterocigotas. Boxplot verde: homocigotas para el
alelo menor(alelo de riesgo).

11.6- El SNP rs13294100 (SH3GL2) esta asociado a multiples genes en analisis de eQTLs.

Las mismas metodologias realizadas para el caso del gen DDRGK1 fueron utilizadas para

analizar el efecto del SNP SH3GL2_rs13294100 sobre la expresion de los genes utilizando
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el andlisis de regresion lineal entre SNP y genes (Ver apartado anterior). Fueron
encontrados 1227 genes cuyas expresiones estan asociados al SNP SH3GL2 rs13294100
(p-valor y FDR <0.05). Hemos utilizado los 1227 genes en un analisis de ANOVA para
estudiar el efecto de los genotipos del SNP SH3GL2_rs13294100 sobre la expresion de los
mismos. Después del analisis de ANOVA, se recolecté un total de 585 genes eQTL
estadisticamente significativos(p-valor y FDR <0.05). Los 585 genes encontrados en el
analisis de ANOVA fueron considerados para realizar otro analisis de correlacion lineal de a
pares entre los 585 genes para poder construir después un Network usando estos
resultados. 273 eQTL(genes asociados al SNP rs13294100_SH3GL2) fueron encontrados
altamente correlacionados entre ellos mismos con coeficiente de correlacion lineal mayor a
0.7, p-valor menor a 0.05 y FDR menor a 0.05. Se realiz6 un analisis de network usando la
aplicacion Cytoscape basandose en el coeficiente de correlacion entre los genes. Se
eligieron para la construccion del network solamente los genes que se correlacionan
fuertemente(Coeficiente de correlacién mayor o igual a 0.7, False discovery rate menor a
0.05). Sin uso de ninguna herramienta de agrupacion podemos apreciar como de forma
natural los nodos se agrupan en 4 clusters que parecen trabajar de forma coordinada. Por
eso antes de cualquier otro analisis, decidimos estudiar cada cluster realizando sobre cada
uno un analisis de enriquecimiento. El primer cluster al cual llamamos médulo en la figura
22, esta significativamente enriquecido por los procesos biolégicos que tienen que ver con
el splicing alternativo y procesamiento de ARNm. Del otro lado, el segundo cluster
enriquece para procesos de regulacién del procesamiento y metabolismo del ARNm y de
NcRNA, splicing alternativo del ARNm via la reaccién de la transesterificacion y via
spliceosoma, biogénesis transporte y localizacion del complejo ribonucleoproteico,
regulacién del transporte nuclear y nucleocitoplasmatico. ElI mddulo 3 enriquece
significativamente para procesos de transporte transmembrana de protones contra
gradiente electroquimico, transporte de electrones acoplado al transporte de protones,
cadena de transporte aerdbico de electrones, sintesis de ATP acoplado a transporte de
electrones, procesos de metabolismo del ATP, el ensamblaje del complejo NADH
deshidrogenasa, ensamblaje del complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial(Figura
22A-E).
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Figura 22 A-E- Andlisis de network y enriquecimiento de los eQTLs asociados al SNP SH3GL2_rs13294100. En esta figura se
presenta el enriquecimiento de los cuatro clusters encontrados en el analisis de network de los eQTLs asociados al SNP
SH3GL2. Fig A: Los modulos computados son presentados en la figura 22A. Fig B: modulo dos: enriquece para transporte del
complejo ribonucleoproteico, transporte nuclear, procesamiento de ARN, splicing por spliceosoma y por transesterificacion,
biogénesis del complejo ribonucleoproteico, regulaciéon del transporte, metabolismo de ARNm. Fig C: moddulo 1:
enriquecimiento para procesamiento de ARN, splicing de ARNm, metabolismo de ARN. Fig D: mddulo 3: enriquece para
procesos como transporte membranal de protones contra gradiente de concentracion, respuesta a hiperoxia, transporte
electrones mitocondrial, sintesis de ATP mitocondrial acoplado a transporte de electrones, ensamblaje del complejo NADH
deshidrogenasa, ensamblaje del complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial, fosforilacion oxidativa, respiracion aerdbica,
cadena de transporte de electrones, respiracion celular, transporte transmembrana de protones, proceso metabdlico de ATP,
energia derivada de oxidacion de compuestos organicos, generacion de precursores metabdlicos y energia, organizacion
mitocondrial. Fig E: procesamiento biosintético de fosfolipidos, procesamiento metabdlico de fosfolipidos y procesamiento
biosintético de organofosforados.

respiracion celular, fosforilacion oxidativa y organizacion mitocondrial. EI médulo 4
enriguece para procesos de biosintesis y metabolismo de fosfolipidos, lipidos y compuestos
organofosforados(figura 22 A-E). Se puede apreciar también que los 4 médulos estan
altamente conectados entre ellos, lo que nos lleva a pensar que los procesos celulares que

se acaban de nombrar estan relacionados de alguna forma. Los mismos genes fueron
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usados para realizar un analisis de interaccion proteina-proteina utilizando la base de datos
STRING. Se introdujo en la base de datos STRING el gen SH3GL2 en conjunto con los
demas genes de los 4 mdédulos para ver si existe alguna conexién a nivel de proteina entre
el gen SH3GL2(donde se localiza el SNP asociado a los eQTLs) y los genes eQTL de
dichos médulos. Podemos apreciar que existe conexién directa entre el gen SH3GL2 y el
gen SYNJ1 el cual a su vez se conecta con el gen MBOAT2. Otras 5 proteinas junto con las
dos anteriores conforman una red de proteinas que se encuentra también en el network de
eQTL que hemos construido(ATP13A2, HSDL1, SYNJ1, MBOAT2, PITPNM1, CDS1,
RBM26). Hemos utilizado otra herramienta de Cytoscape llamado Causal-Path, el cual nos
ayuda a determinar los nodos que mas importancia tiene para cada mdédulo en nuestro
network. Pudimos encontrar 4 nodos mas relevantes por la aplicacion causal Path desde
Cytoscape, un nodo en cada moédulo, PUS1, KATNA1, MTATP6, SYT13 en los médulos 1, 2,
3, 4 respectivamente. Ademas, elegimos otros nodos con mayor grado (network degree) en
cada cluster. Elegimos 5 en el primer moédulo("PABPC1L", "CCER2", "MUSTN1-ITIH4",
"NAP1L4P1", "NDST2"), cinco en el médulo 2(SLTM, PNN, IWS1, CWC27, "PRPF38B"),
dos en el moédulo 3(MT-ND1, MT-ND6) y 5 en el modulo 4 ("KIAA0895", "UBQLN1",
"WDR43", "CXADR", "DGCR8"). Se buscaron los nodos que tienen conexiones con los
nodos seleccionados(los mas importantes por causal path y los con mejores grados)(Ver
figura 23). Con este analisis pudimos seleccionar los nodos mas importantes de cada

modulo y que ademas que conectan los clusters entre si.

Al final, seleccionamos 25 genes mas importantes y que son responsables de las
conexiones entre los diferentes moédulos. Los cuales fueron usados para realizar un modelo
de regresion lineal. Para este analisis, incluimos también al gen SH3GL2 con el objetivo de
estudiar el efecto que tiene el gen SH3GL2 sobre la expresion de todos los 25 genes
seleccionados.

Los nodos estan altamente relacionados en la regresion lineal. EI gen SH3GL2 esta
asociado significativamente(FDR<0.05) con 20 de los 25 genes seleccionados. Se puede
ademas apreciar en la tabla 25 los diferentes nodos(eQTLs) que conectan los diferentes
modulos en este analisis. Por ejemplo, el eQTL LAS1L, DGCRS8, IKBKB conecta el médulo
dos con el uno, CXADR, SYNJ1, IKBKB, GNE conectan el médulo cuatro con el uno,
ATP13A2 conecta el tres con el uno(Tabla 25). EL gen SH3GL2 tiene un efecto negativo
sobre la expresion de algunos eQTLs es decir que estan asociado con disminucién de la
expresion de los mismos como por ejemplo ATP13A2, LAS1L, NCDN mientras tanto
aumenta la expresion de otros eQTLs tal como CXADR, SYNJ1, IKBKB, KIAA0895,

CDK20(Ver tabla 25). Ademas, los genes eQTL estan diferencialmente expresados segun si
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se tratan de homocigotas para alelo mayor o si los pacientes son heterocigotas y
homocigotas para el alelo menor. Como habiamos hablado en este texto, este SNP esta
asociado al NOH en un modelo dominante. Como se esperaria, no existe diferencia
significativa en la expresiéon de estos genes entre los heterocigotas y homocigotas para el
alelo menor mientras si existe diferencia estadisticamente significativa con el genotipo

homocigota para el alelo mayor(Ver tabla 26).

Gene_Varindep | Gene_Var dep Coeficiente FDR Modulo de Connexion
SH3GL2 ATP13A2 -1.01 0.001 1-3, 2-3
SH3GL2 LASIL -0.42 4.204E-6 2-1
SH3GL2 NCDN -0.19 0.004 2-4
SH3GL2 CIsb2 0.03 3.991E-5 2-4
SH3GL2 DGCR8 0.13 5.069E-4 2-1,2-4
SH3GL2 CXADR 0.24 3.35E-4 4-1
SH3GL2 SYNJ1 0.28 6.667E-5 4-1,4-2
SH3GL2 SDCCAGS8 0.29 0.003 2-1
SH3GL2 IKBKB 0.41 1.237E-10 1-4,1-2
SH3GL2 MT-ND6& 0.45 1.763E-6 3-1,3-2
SH3GL2 LRRC24 0.62 6.74E-10 2-4
SH3GL2 KIAA0895 0.68 9.317E-6 2.4
SH3GL2 UBQLN1 1.06 5.851E-8 2-4
SH3GL2 GNE 1.24 1.49E-8 4-2, 41
SH3GL2 LMTK2 1.26 1.689E-11 —(LMTK2-SYT13)
SH3GL2 HNRNPH1 2.26 6.113E-5 2-4
SH3GL2 RASA4CP 3.06 3.039E-5 —
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SH3GL2 MTATP6P1 3.34 0.012 3-2
SH3GL2 GOT2 7.72 0.039 2-4
SH3GL2 CDK20 8.92 3.059E-7 -

Tabla 25- Andlisis de regresion entre el gen SH3GL2 y 25 eQTLs hub mas importantes de los clusters. En esta tabla se

presentan los resultados de un analisis de asociacion entre el gen SH3GL2 y los 25 genes mas importantes de los 4

clusters(determinados por

priorizacion).

Primera columna: variable independiente(SH3GL2). Columna dos: variable

dependiente. Columna tres: coeficiente de regresion. Columna cuatro: p-valores. Columna cinco: las conexiones entre los

clusters. Las cifras de la columna 4 quieren decir: 1:modulo 1; 2:modulo 2; 3:modulo 3, 4:modulo 4. Ejemplo explicativo para

la primera fila: el gen SH3GL2 est& asociado significativamente con el gen ATP13A2 disminuyendo su expresion y permiten la

conexion entre los modulos tres y dos y los médulos tres y uno.

Genes ANOVA-P Valor Log2FC Log2FC Effecto
HAm HeAm
ATP13A2 0.035 -1.005 -0.672 Expresion disminuida
LAS1L 0.008 0.893 0.580 Expresion aumentada
NCDN 0.027 -0.845 -0.351 Expresion disminuida
CISD2 0.039 -0.562 -0.430 Expresion disminuida
DGCR8 0.027 0.597 0.362 Expresién aumentada
CXADR 0.016 -1.191 -0.888 Expresién disminuida
SYNJ1 0.022 -0.444 -0.537 Expresion disminuida
SDCCAG8 0.046 0.719 0.220 Expresién aumentada
IKBKB 0.011 1.133 0.421 Expresion aumentada
MT-ND6 0.002 2.150 0.470 Expresién aumentada
LRRC24 0.018 -1.103 -0.626 Expresion disminuida
KIAA0895 0.0201 -0.661 -0.682 Expresion disminuida
UBQLN1 0.048 -0.349 -0.247 Expresion disminuida
GNE 0.049 -0.320 -0.361 Expresién disminuida
LMTK2 0.048 -0.377 -0.368 Expresion disminuida
HNRNPH1 0.037 0.541 0.432 Expresién aumentada
RASA4CP 0.002 -0.729 -1.325 Expresion disminuida
MTATP6P1 0.006 1.484 -0.030 Expresion aumentada en HAm
GOT2 0.004 -0.628 -0.439 Expresion disminuida
CDK20 0.011 -0.711 -0.481 Expresion disminuida
CYB561 0.007 -0.444 -0.668 Expresion disminuida
FASN 0.029 -0.854 -0.409 Expresion disminuida
BAZ1A 0.032 0.909 0.889 Expresién aumentada
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SYT13 0.040 -1.686 -0.976 Expresion disminuida
NOP2 0.010 1.469 0.474 Expresién aumentada

Tabla 26- Expresiéon de los genes bajo la influencia del SNP rs13294100-SH3GL2. En esta tabla se presenta un analisis de
ANOVA para estudiar como los genotipos del SNP-SH3GL2 afecta la expresion de los 25 genes mas importantes de los 4
moddulos. Se calcula ademas los Log2 fold Change de las expresiones de los eQTLs para los genotipos heterocigotas y los
homocigotas para el alelo menor con respecto a los genotipos homocigotas para el alelo mayor. Primera columna: los genes.
Columna dos: p-valores de la ANOVA. Columna tres: Log2 FoldChange de la expresion de las proteinas para los pacientes
homocigotas del alelo menor y columna cuatro para heterocigotas del SNP-SH3GL2 con respecto al homocigota del alelo
mayor del mismo SNP. Los genes como SYT13, FASN, CYB561, CDK20, GOT2, RASA4CP, LMTK2, GNE, UBQLNT,
KIAA0895, LRRC24, SYNJ1, CXADR, CISD2, NCDN, ATP13A2 estan subexpresados en los pacientes homocigotas para el
alelo menor y heterocigotas del SNP-SH3GL2. Los genes como LAS1L, NOP2, BAZ1A, MTATP6P1(aumentado en
homocigotas del alelo menor y disminuido en heterocigotas), HNRNPH1, MTND6, DGCR8, SDCCAGS, IKBKB estan
sobreexpresion en los pacientes homocigotas para el alelo de riesgo y heterocigotas.

Para estudiar cuales de los eQTLs analizados son de mayor importancia en todo el network,
hicimos otro analisis del network a partir de los genes con mejores valores de centralidad de
intermediacion( Betweenness Centrality) y centralidad de cercania(closeness Centrality).
Los mismos fueron incluidos en un nuevo network incluyendo al eQTL Synj1 por haberse
encontrado conectado con la proteina SH3GL2 en el analisis de interaccion
proteina-proteina(PPI). La idea es inferir el posible Path por el cual el SNP
rs55785911-SH3GL2 estaria provocando las funciones celulares encontradas en el
analisis de enriquecimiento sobre los eQTLs asociados a dicho SNP. Entonces, pensamos
que este SNP esta asociado con NOH en los pacientes con EP porque altera la expresion
de grupos de genes(llamados eQTLs) los cuales participan en vias de sefializacién y
procesos celulares y moleculares importantes. Las alteraciones a nivel de la expresion de
los mismos provocan alteracién de las vias de sefalizacion y procesos celulares en los
cuales participan. Después de aplicar un filtro en el cual elegimos los nodos con un valor de
centralidad de cercania mayor de 0.014, obtuvimos un total de 94 eQTLs. Genes claves
encontradas en el analisis anterior también se encuentran en este nuevo enfoque: LAS1L,
CXADR, SYNJ1, IKBKB, MT-ND6, KIAA0895. Buscamos, dentro de este nuevo network de
94 genes, los nodos conectados directamente al gen SYNJ 1 porque este ultimo es el gen
conocido a nivel proteina por estar conectado con el gen SH3GL2. Encontramos un cluster
de 7 proteinas unidos al gen SYNJ 1 que son UBQLN1, FASN, SYT13, KIAA0895, SYNJ1,
SERINC1, CXADR, ATP13A2. Se eligieron los 7 genes junto con otros conectados
directamente con los mismos en el network. De esta forma nos quedamos con 34 genes de
los 94 seleccionados al inicio. Al final se seleccionaron los nodos con mejor centralidad de
cercania del network(formado por 43 genes) que son un total de 18 genes incluyendo al
SYNJ 1. En el analisis de regresién lineal de a pares podemos apreciar el efecto que cada
gen tiene sobre la expresion de otros. Al final encontramos 5 genes que conectan el gen
SH3GL2 con los 4 modulos presentados anteriormente: ATP13A2, LAS1L, KIAA0895,
CXADR, IKBKB. El ATP13A2 conecta los modulos tres con el uno y tres con el dos. eQTL

LAS1L conecta el modulo 2 con el uno. KIAAO895 conecta el médulo 2 con el cuatro.
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CXADR conecta el médulo cuatro con el uno. IKBKB conecta el médulo uno con el cuatro y

uno con el dos.

Figura 23- Clusters de eQTLs asociados al gen SH3GL2. En esta figura se encuentran los genes mas importantes en cada
modulo. Estos genes fueron obtenidos a partir de un andlisis de eQTL entre el SNP-SH3GL2 y conteo normalizado y
transformado de genes extraidos de células dopaminérgicas derivados de iPSC de pacientes con Enfermedad de Parkinson.
La expresion de los eQTLs fueron encontrados influenciados segun los genotipos del SNP-SH3GL2. Se seleccionaron los
eQTLs en cada modulo con mayor importancia, mayor centralidad de cercania, de intermediacion y grado de conexion. Los
mismos fueron usados para construir este network: los circulos son los genes, las fechas con punta quiere decir que esta
proteina a la cual esta flecha apunta tiene aumentada su expresion bajo el efecto del gen de donde se origina el otro extremo
de la flecha. Mientras que las fechas con barra roja quiere decir inhibicion de la proteina hacia la cual apunta. En la tabla 25 se
presentan los valores de la expresion de estos genes bajo la influencia del gen SH3GL2.

En resumen, los eQTL encontrados asociados con el SNP rs55785911-SH3GL2 forman 4
cluster los cuales enriquecen para procesos celulares bien definidos. Ademas, se encontré
que el gen SH3GL2 donde se localiza el SNP esta conectado con 5 genes los cuales tienen
mayor importancia por permitir las conexiones entre los diferentes clusters y el gen
SH3GL2. Estas proteinas se eligieron basandose en sus grados, sus centralidades en el
Network. Esto nos permite afiadir que estos 5 genes son puntos centrales en el network por
los cuales el flujo de informacion tiene que pasar para viajar de cualquier nodo a otro. De
ellos, los genes CXADR(4-1), SYNJ1(4-1, 4-2), IKBKB(1-4), KIAA0895(4-2) conectan el
moddulo 4 a los modulos uno y dos. Dicho de otra forma, estos 5 genes pueden constituir

blanco terapéutico contra la NOH.
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En la tablas 25 y 26, presentamos la expresion de los eQTL bajo la influencia del SNP
rs55785911-SH3GL2. Se realizd un andlisis de la varianza de una via teniendo en cuenta
los genotipos como variable dependiente y la expresidon de los genes como independiente
previa normalizacion de los datos. Se aprecian que los 5 eQTL (ATP13A2, LASIL,
KIAA0895, CXADR, IKBKB) se expresan de forma diferente segun los
genotipos(p-Valor<0.05). Se sacaron el Log2Change de la expresion en los genotipos
heterocigotas y homocigotas para el alelo menor con respecto al homocigota del alelo
mayor(tabla 26). Hay que recordar que el SNP rs55785911-SH3GL2 esta asociado al NOH
en un modelo dominante. Entonces, por eso buscamos cambios en la expresion de los
genes de tanto heterocigotas y homocigotas para el alelo menor. Como cabria esperar,
existen cambios significativos en la expresion de los 5 genes Hub en los genotipos
asociados con la enfermedad con respecto al genotipo homocigota del alelo mayor.
Ademas, se aprecia disminucion de la expresion de los genes ATP13A2, CXADR, KIAA0895
mientras que existe sobreexpresion de los genes LAS1L, IKBKB(Ver tablas 25 y 26 y figura
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Figura 24- ANOVA de los eQTLS HUB con mayor influencia en el network. ATP13A2, SYNJ1, CXADR, KIAA0895(expresion
disminuida en heterocigotas y homocigotas para el alelo de riesgo del SNP-SH3GL2), LAS1L, IKBKB (expresién aumentada
en pacientes homocigotas para el alelo mayor y heterocigotas para el alelo menor).
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Capitulo Xll- Analisis diferencial de genes entre NOH y no-NOH.

Para corroborar los resultados encontrados en la asociacion entre SNP y NOH y ademas
poder inferir sobre las vias de sefializacién involucradas en la aparicion de la NOH en
enfermos de Parkinson, decidimos realizar una analisis diferencial de genes. Usamos los
datos procesados de conteo normalizado de genes de la base de datos del PPMI. Estos
datos de ARN-seq provienen de células dopaminérgicas derivadas de células iPSC(induced
pluripotent stem cells) que a su vez fueron obtenidas de células sanguineas de los
pacientes. Las células leucocitarias de la sangre extraida de los pacientes fueron inducidas
a células pluripotenciales. Las Uultimas, después de soportar 65 dias de tratamiento
especifico fueron transformadas a células dopaminérgicas. De las ultimas fueron extraidos
los ARNm, los cuales fueron secuenciados.

Los conteos normalizados de los datos de ARN-seq fueron obtenidos de la base de datos
del PPMI. Hemos encontrado un total de 45574 genes disponibles en el dataset. Los
pacientes fueron divididos en dos grupos, un grupo que tiene enfermedad de Parkinson con
NOH y otro grupo que tiene enfermedad de Parkinson pero sin NOH. Cada uno de los

grupos tiene 3 réplicas.

12.1- Pre-procesamiento de los datos

Hemos transformado los datos con el algoritmo “EdgeR: log2(CPM+c)’(Love, Huber, and
Anders 2014) del paquete EdgerR embebido en la aplicacion web iDEP(Ge, Son, and Yao
2018). Los ID de ensembl fueron anotados extrayendo los nombres de los genes y los datos
fueron filtrados por el criterio default(0.5 count per millions). Obtuvimos un total de 17694 de
los 45574 genes utilizados al inicio del analisis. Hemos observado una diferencia entre la
libreria NOH2 con respecto a las demas librerias especificamente con respecto a las del
mismo grupo. Después de la transformacién de los datos pudimos mejorar y obtener una
varianza entre las librerias muy pequena. Variaciones entre las réplicas fueron obtenidas
muy pequefias también(R=0.99). Hay que recalcar aqui que se hizo un analisis de la
varianza entre la media de los grupos vy si el p-valor obtenido es menor a 0.01, se produce
un mensaje automatico que nos alerta que los datos tienen un factor confuso, tal no es
nuestro caso. Se calcula también una razén entre los conteos totales maximo y minimum de
los diferentes grupos. Se cree que si la razén obtenida esta dentro del valor 1.5, se puede

aceptar los datos y seguir con el analisis de DGE(Ge, Son, and Yao 2018). Los datos
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normalizados fueron utilizados para hacer otros analisis como Clustering y analisis de

componente principal(Ver figura 25A y B).

12.2- Analisis de cluster y de componente principal

Se ha hecho un andlisis de cluster jerarquizado para tener una idea somera de los datos
usando los Top 1000 genes rankeados a partir de su normalizacién dividido por su
desviacioén estandar. Este analisis nos permite especular que los grupos NOH y los no-NOH
tienen bastante diferencia en la expresién de los genes seleccionados(Ver figura 25A).
También se aprecia que las variaciones entre las réplicas no son minimas. En el analisis de
PCA, se puede apreciar en la figura 35B que el componente PC1 explica el 48% de las
variaciones de los datos mientras que el segundo componente PC2 un 19% (Figura 25 B).

El analisis de enriquecimiento de

Figura A
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Figura 25- A: Heatmap de la expresion de genes en grupos NOH con respecto a los No-NOH(Cluster jerarquico). Se puede
apreciar en la esquina abajo izquierda los 3 pacientes con NOH tienen un grupo de genes subexpresados(color verde) en
relacion al grupo control(No-NOH)(color rojo). B: Analisis de componente principal donde se aprecia como se separan los
pacientes del grupo NOH del no-NOH. Los del grupo No-NOH se correlacionan con el componente principal PC1 y los del
grupo NOH con el PC2.

los PC1 y PC2 informd un enriquecimiento para procesamiento de RNAm, transmision
quimica sinaptica, reorganizacion cromosomica, sefalizacion sinaptica, secrecion
exportacion desde la células mediado por vesiculas, divisidon celular, organizacién de
microtubulos, traduccién de proteinas y biogénesis de ribosomas. Con esto podriamos
inferir que los datos que mas explican la variacién de los datos tiene que ver con estos

procesos celulares explicados anteriormente.

12.3- Analisis diferencial de genes y downstream analysis.

Analisis diferencial de genes entre los grupos NOH y NO-NOH se llevo a cabo usando el
paquete Deseq2 de la plataforma iDEP. Hemos encontrado un total de 1438 genes
diferencialmente expresados entre ambos grupos(FDR<0.05, Log2 Fold Change>1<). De
los cuales 592 genes sobreexpresados y 846 subexpresados(Ver figura 26A y B). Se han
encontrado muchos genes diferencialmente expresados como lo demuestra las figuras 26A,
B, C, D.
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Figura 26 A-D: Analisis diferencial de genes entre NOH y No-NOH. Figura A: en azul estan los genes que se subexpresan en
el grupo con NOH vy el rojo los que se sobreexpresan. B: se presenta un diagrama de venn que muestran 592 genes que se
sobreexpresion y 846 genes que se subexpresan.

Los resultados de DEG fueron utilizados para ver los procesos moleculares por los cuales
tienen enriquecimientos estadisticamente significativos. Encontramos que los genes
bajamente expresados estan enriquecidos para transmisién quimica sinaptica, sehalizacion
sinaptica anterégrada, regulacion de exocitosis, liberacion de sefiales desde las sinapsis,
regulation de sefal transinaptico, transporte sinaptico mediado por vesiculas, secrecion de

neurotransmisores, regulacion de la concentracién de neurotransmisores, del otro lado los
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genes sobreexpresados fueron encontrados enriquecidos para procesos de ensamblaje de
axonema y proyecciones celulares, ensamblaje de organelas y cilium ademas de formacion
de microtubulos, procesamiento de ARNm, Splicing alternativo via spliceosoma y via

transesterificacion, regulacion del procesamiento de ARNm(Figura 27).

Down e Up

5e-07 Ciliumorganization
5e-07 Ciliumassembly
3e-04 Cell projection assembly

; 2e-04 Plasma membrane bounded cell projection assembly
E 3e-05 Microtubule bundle formation

2e-06 Axoneme assembly

2e-04 Pattern specification process

6e-07 RNA processing
5e-07 MRNA metabolic process
4e-06 MRNA splicing, via spliceosome
4e-06 RNA splicing, via transesterification reactions with bulged adenosine as nucleophile
2e-06 RNA splicing, via transesterification reactions
2e-06 RNA splicing
4e-07 MRNA processing
1e-05 Regulation of mRNA processing
1le-45 Anterograde trans-synaptic signaling
1e-45 Chemical synaptic ransmission
() 1e-45 Trans-synaptic signaling

—[ le-45 Synaptic signaling

6e-26 Cell-cell signaling
4e-24 Regulation of trans-synaptic signaling
3e-24 Modulation of chemical synaptic transmission
5e-20 Regulation of transport
le-21 Regulation of neurotransmitter levels
5e-26 Neurotransmitter transport
4e-20 Signal release from synapse
4e-20 Neurotransmitter secretion
le-21 Synaptic vesicle cycle
le-22 Vesicle-mediated transportin synapse
4e-22 Regulation of exocytosis

Figura 27- Enriquecimiento de los genes diferencialmente expresados en NOH con respecto al grupo No-NOH. (Procesos

moleculares).

Por el otro lado, hemos encontrado enriquecimientos para vias de sefializacion y/o
metabdlicas como actividad de canales de transporte transmembranales, transporte pasivo,
actividad de transporte de neurotransmisores en el caso de los genes bajamente
expresados y enriquecimiento para los constituyentes estructurales de los ribosomas para

los genes sobreexpresados(Figura 28).
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Down e Up
{ 2e-10 Inorganic cation transmembrane transporter activity
3e-11 Metal ion transmembrane transporter activity
1e-10 Passive transmembrane transporter activity

1e-10 Channel activity

i 5e-11 lon channel activity

4e-12 Gated channel activity

5e-09 Cation channel activity

6e-07 Voltage-gated ion channel activity

— —

4e-07 Voltage-gated channel activity

6e-06 Voltage-gated cation channel activity

9e-06 Calciumion transmembrane transporter activity

{ 8e-06 Postsynaptic neurotransmitter receptor activity
] 4e-06 Neurotransmitter receptor activity involved in regulation of postsynaptic membrane potential

4e-07 Transmitter-gated channel activity

——= 3e-07 Extracellular ligand-gated ion channel activity

4e-07 Transmitter-gated ion channel activity

1e-07 Neurotransmitter receptor activity

| 2e-07 Ligand-gated channel activity

l 2e-07 Ligand-gated ion channel activity

# 9e-06 Structural constituent of ribosome

Figura 28- Enriquecimiento de los genes diferencialmente expresados en NOH con respecto al grupo No-NOH. (Vias de

sefializacién y/o metabdlicas KEGG).

También hemos estudiado las vias de sefializacion enriquecidos para los mismos genes
diferencialmente expresados en pacientes con NOH con respecto a los controles(pacientes

con Enfermedad de Parkinson sin NOH),
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Down e Up

4e-03 Aldosterone synthesis and secretion

2e-03 Insulin secretion

6e-04 Adrenergic signaling in cardiomyocytes

5e-04 CAMP signaling pathway

2e-03 Oxytocin signaling pathway

1e-03 Long-term potentiation

4e-03 Inflammatory mediator regulation of TRP channels

6e-04 Circadian entrainment

8e-05 Glutamatergic synapse

6e-04 Cholinergic synapse

5e-03 Serotoneryic synapse
3e-03 Morphine addiction
2e-04 GABAergic synapse
4e-03 GnRH secretion

1e-04 Olfactory transduction

1e-05 Neuroactive ligand-receptor interaction

2e-05 Nicotine addiction

6e-05 Synaptic vesicle cycle

@ 9e-05 Ribosome

@ 9e-05 Spliceosome

Figura 29- Enriquecimiento de los genes diferencialmente expresados en NOH con respecto al grupo No-NOH. (Vias de

sefalizacion y/o metabdlicas) by KEGG database.

Hemos encontrado ademas que en los pacientes con NOH, los genes son bajamente
expresados para los componentes celulares como la sinapsis, junction celular, proyeccion
neuronal, membrana sinaptica, axones, cuerpo celular, compartimiento somato dendritica
mientras que otros genes son sobreexpresados para estructuras como el nucleosoma,
axonema, matrix extracelular, complejo proteina-DNA. Ademas de esto, usando
STRING-DB hemos encontrado otros enriquecimientos no menores como generacion y
desarrollo de neuronas y neurogénesis.

Los genes fueron bajamente expresados para procesos moleculares y vias de sefalizacion
que tienen que ver con actividad de sefales de receptor transmembranales, actividad de
transporte de iones, transporte pasivo, actividad de receptor de neurotransmisores,
voltage-gated channel activity mientras que los genes fueron sobreexpresados para
pathway como actividad de inhibicion de endopeptidasas, uniones a integrinas.

En la base de datos KEGG, encontramos que los genes bajamente expresados enriquecen
para vias metabdlicas interaccidon neuroactiva receptor ligando, sinapsis GABaergico y
Glutamatérgico, CAMP signaling pathway, sinapsis dopaminérgico y colinérgico, adiccion a
cocaina nicotina y morfina, ciclo vesicula sinaptica, sefializacion adrenérgica. Mientras que
por el otro lado se encuentra enriquecimiento para formacion de trampas extracelulares de

neutrofilos(Figura 29).
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12.4- Down-regulacion de las vias de senalizacion de transmision sinaptica

La via de sefializacion de transmision sinaptica se encuentra sub-regulada en los pacientes
con NOH. Este proceso celular incluye la liberacion vesicular de neurotransmisores desde la
membrana presinaptica, la activacion de los receptores de la membrana postsinaptica, el
efecto que tienen ambos procesos anteriores sobre el potencial de accién de la membrana
postsinaptica y en la composicion iénica del citosol postsinaptica. Los pacientes que tienen
enfermedad de Parkinson y ademas NOH tienen mucho menos activados estos procesos de
transmisién sinaptica segun nuestros datos. A continuacién, presentamos los genes
involucrados en este proceso de downregulation de la sefalizacién de la transmision
sinaptica:

SNCAIP, CREB1, GFAP, APOE, SYT4, AGT, DGKB, PPFIA2, SNCA, EGFR, STAT3, BDNF,
LRRK2, SIPA1L2.

14 genes fueron encontrados estar involucrados en la disminucién de la actividad de
sefalizacién de la transmision sinaptica. Nos llamé la atencidén 5 genes de los mismos
fueron encontrados, en analisis anteriores, como asociados a NOH: SYT4, SNCA, LRRK2,

SIPA1L2. Habiamos encontrado 5 variantes genéticas localizadas a nivel de estos 5 genes.

11.10- Down-regulacion del potencial de membrana

La down regulation del potencial de membrana es otro proceso celular encontrado asociado
a la NOH en este analisis. En este proceso participan un total de 381 genes, de los cuales
presentamos los siguientes que son de interés en este estudio: SCN2A, SH3GL2, SNCA,
GBA. Como podemos apreciar, habiamos encontrado variantes genéticas asociados a
NOH, las mismas se localizan dentro o cerca de los genes SCN2A, SH3GL2, SNCA, GBA.

12.5- Down-regulacion de sefializacion trans sinaptica

El proceso celular de senalizacién trans sinaptica fue encontrada down regulada en este
estudio, en el cual intervienen también varios genes encontrados asociados a NOH en el
estudio de asociacion genética: SYT4, DGKB, SH3GL2, SNCA, LRRK2, SIPA1L2.
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11.12- Down-regulacion del transporte mediado por vesiculas en sinapsis

El proceso de transporte celular mediado por vesiculas sinapticas también fue encontrado
asociado a NOH en este analisis. Este proceso fue encontrado down regulada, en el cual
participan varias proteinas como por ejemplo SNCB, SH3GL2, PPFIA2, SH3GL2, SNCA,
DGKQ, NRXN1, ACTG1, LRRK2. Hace falta recalcar ademas SH3GL2, SNCA, LRRK2
encontrado anteriormente estar asociado con NOH, encontramos también el gen DGKQ
estar involucrado en este proceso. Habiamos encontrado que el gen DGKQ esta asociado
con NOH a través de la relacién de desequilibrio de ligamiento, que algunos SNPs
localizados en dicho gen establecen con el SNPs rs34311866-TMEM175(Encontrado
asociado a NOH)(Ver tabla 6-10).

SNP name Gene name Log2FoldChange P-values | P-val_Adjust
rs104893877 SNCA -2.15 9.5E-5 4E-3

rs3910105

rs353116 SCN3A.SCN2A -1.54 1.9E-3 2.8E-2
rs13294100 SH3GL2 -1.03 0.05

rs2694528 ELOVL7.NDUFAF2 -1.28 1.6E-3 2.2E-2
rs11158026 GCH1 -0.93 0.09
rs55785911 DDRGK1 1.31 8.3E-4 1.3E-2
rs12456492 SYT4.RIT2 -1.81 2.5E-5 1.3E-3

Tabla 27 - Confirmacion de los SNPs asociados a NOH por expresion diferencial de genes. En esta tabla se presentan los
resultados de algunas proteinas de interés que se encuentran diferencialmente expresados en el analisis diferencial de genes.
Los genes como SYT14, GCH1, NDUFAF2, SH3GL2, SCN2A, SNCA estan subexpresados en los pacientes con NOH. El gen
DDRGK1 esta sobreexpresado en el grupo NOH. Los SNPs encontrados asociados a NOH se encuentran localizados en estos
genes.

Pudimos confirmar que 6 genes estan asociados a la NOH en pacientes con enfermedad de
Parkinson. Porque en analisis de regresion logistica entre variantes y NOH, habiamos
encontrado variantes localizadas en estos genes asociados a NOH. Ademas encontramos
que estos genes se encuentran diferencialmente expresados en los pacientes con NOH con
respecto a los sin NOH(Ver tabla 6-10 y tabla 27). El gen GCH1 también tiene tendencia a
estar diferencialmente expresados en ambos grupos(p valor ajustado: 0.09). Los genes
como SYT4, GCH1, SCN2A, SNCA, NDUFAF2, SH3GL2 estan con expresion baja en los
pacientes con NOH segun nuestro estudio. Por otro lado, el DDRGK1 esta sobreexpresado

en los pacientes con NOH segun los resultados de nuestro estudio
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Capitulo Xlll- Analisis de prediccion de NOH en pacientes con enfermedad de

parkinson por algoritmos de aprendizaje automatico.

13.1- Algoritmos utilizados y procedimientos

Hemos realizado analisis de predicciéon de la NOH en pacientes con EP usando el
componente AutoML de la plataforma KNIME. AutoML es un moddulo de aprendizaje
automatico de la plataforma de KNIME que se puede utilizar de forma libre y abierta por
otros usuarios. Permite correr varios algoritmos de Machine Learning sobre los datos
automaticamente y obtener resultados fiables. Los resultados obtenidos de los diferentes
algoritmos elegidos por el usuario podran ser comparados los unos con los otros
determinando el algoritmo con el mejor performance para llevar a cabo la tarea en cuestion
en este caso la prediccion sobre los datos.

Los algoritmos de clasificacién que se pueden utilizar en AutoML son la regresion logistica,
redes neuronales, XGBoost Trees, Random Forest, Gradient Boost Trees, modelo linear
generalizado, Naives Bayes. Para cada uno de los algoritmos, los datos fueron divididos en
2 juegos: un primer juego de datos para el entrenamiento el cual a su vez se dividio en 4
subjuegos de datos para la cross-validacion, un segundo juego para la prueba. Hemos
utilizado datos de 22 SNPs encontrados asociados con la NOH(Neurogenic Orthostatic
Hypotension) en analisis anterior, edad, sexo, toma de medicamentos antiparkinsonianos,
toma de medicamentos asociados a Hipotension ortostatica, scores de MDS-UPDRS |, 11, 1ll,
IV. En primer lugar utilizamos todos los datos con todas las variables incluidas después
dividimos las variables en clinicas que incluyen a todas las variables menos los 22 SNPs.
También hicimos analisis de prediccién del NOH usando separadamente los datos de
MDS-UPDRS, SCOPA-AUT, y meramente clinicas sin los SNPs ni los Scores UPDRS ni
SCOPA-AUT. Al final, utilizamos solamente las variables de los 22 SNPs para hacer un
Score poligénico para la NOH. Este abordaje nos permite sopesar las funciones y el peso
de cada grupo de variables en la prediccion final del NOH por las variantes genéticas.

Para el entrenamiento, el 80% de los datos fueron utilizados y 20% para la prueba. Los
datos de entrenamiento a su vez fueron divididos en subgrupos para la cross-validacion
donde se usaron un numero de fold de 4. AutoML se trata de un médulo que actia
automaticamente hasta seleccionar y rankear los mejores modelos que se ajustan a los
datos y que predicen bien la etiqueta elegida usando unas meétricas preestablecidas. La
métrica usada para rankear y seleccionar los mejores algoritmos fue el accuracy. Otras

métricas de evaluacion fueron utilizadas tal como curva de ROC(AUC), Error Rate, Balance
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Accuracy, false negative rate, precision, sensibilidad, especificidad, F, Youden’s J Index y
Negative predictive value(NPV).

Hemos utilizado estrategias de optimizacién e hiperparametros para poder encontrar de
forma automatica el mejor modelo que predicen la NOH en los datos.

En el caso del algoritmo de Gradient Boost Trees, el parametro usado para la busqueda es
el numero de Trees(Num Trees) empezando con un valor inicial de 50 hasta un valor final
de 100 en el cual se termine la busqueda automaticamente, un Step Size de 20 y un
numero maximo de reiteracion de 10. Se utilizé la optimizacién bayesiana como estrategia
de busqueda.

Para el algoritmo Naives Bayes, el def-prob fue usado como parametro de busqueda
empezando con un valor de 0.004 hasta 0.01 con step size de 1.00E-4 y un nimero maximo
de reiteracion de 10. Se utilizé la optimizacion bayesiana como estrategia de busqueda. En
el caso de la regresién logistica, el parametro usado fue el Step-size que se inicié con un
valor de 0.01 hasta un valor final de 0.1, un step-size de 0.01 y un nimero maximo de
reiteracion de 10. También se utilizd la optimizacién bayesiana como estrategia de
busqueda. En el caso particular de Random Forest tres parametros de busqueda fueron
usados: Tree-depth, node size, no-of-trees. El primero empezo con un valor de 4 hasta un
valor de 8 y un step size de 4; el segundo empez6 con un valor de 10 hasta 20 con un step
size de 5y el tercero con un valor de 100 hasta 200 y un step size de 100. Los tres métodos
usaron la optimizacién bayesiana como estrategia de busqueda y se configuré a un maximo
de 10 repeticiones. Los parametros usados en las redes neuronales fueron dos:
Num-layers, Num-neurons. El primero se inicié con un valor de uno(1) hasta dos(2) con
Step-size de uno y el segundo con un valor de 5 hasta 20, un step size de 10 y una
reiteracion maxima de 10 en ambos casos. Los dos usaron la optimizacion bayesiana como
estrategia de busqueda. También se usaron dos parametros de busqueda en el caso del
algoritmo modelo linear generalizado: Alpha y lambda. Ambos parametros se inician con un
valor de cero hasta un valor final de 1, un step size de 0.2 y un valor de reiteracion maxima
de 10. Ambos usan la optimizacion bayesiana como estrategia de busqueda. El algoritmo
XGBoost Trees usé dos parametros el max-depth y el ETA. El primero empezd con un valor
de 5 hasta 10, un step size de 5 y un valor de reiteracién de 10 mientras que el ETA inicid
con un valor de 0.2 hasta 0.3, un step size de 0.1. En ambos casos se usa la optimizacion

bayesiana como estrategia de busqueda.



UAI

Universidad Abierta
® Interamericana 152

13.2- Resultados de las prediccion basadas en algoritmos de aprendizaje automatico

13.2.1- Prediccién sobre los datos tanto genéticos, clinicos demograficos
En el caso donde se usaron todas las variables descritas anteriormente tanto clinicas,

genéticas y demograficas, hemos encontrado 3 algoritmos con mejores performances, los
cuales son Gradient Boosted Trees, Logistic regression y Neural Network(Ver tabla 27 y
figura 28, 29). Se ha encontrado Gradient Boost Trees con un AUC de 0.84, accuracy en
0.98, especificidad y precision en 1 cada uno, sensibilidad en 0.83 y NPV(Negative
predictive value) en 0.975. Mientras que en la regresion logistica el AUC fue encontrado en
0.85, accuracy en 0.96, precision y sensibilidad en 0.83 cada uno, y especificidad y NPV en
0.974 cada uno. El otro algoritmo con mejor performance es neural network con un AUC de
0.91, accuracy de 0.95, especificidad y precision de 1 en cada uno, sensibilidad de 0.83 y
NPV de 0.975. Otro parametro es el error rate encontrado en 0.02 en el caso de algoritmo
Gradient Boosted Trees y Neural Network y 0.04 en el caso de Regresion logistica. En los 3

algoritmos se ha encontrado un false negative rate de 0.16(Ver figura 30, 31, tabla 28).
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Figura 30: Representacion de los algoritmos de aprendizaje automatico en el conjunto de los datos(Clinicos, demograficos,

genéticos).
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Area under the Curve(AUC)
Gradient Boosted Trees 0.84
Naive Bayes 0.87
Logistic Regression 0.85
Random Forest 0.85
Naural Network 0.91
Generalized Linear Model 0.85
GXBoosted Trees 0.85

Figura 31- Parametros de evaluacion de los algoritmos de aprendizaje automatico sobre el conjunto de los datos(clinicos,

demograficos, genéticos).
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Accuracy Recall Cohen''s K. AUC Balanced Accuracy Error Rate False Negative Rate
Precision F-Measure
Gradient Boosted Trees 0,98 0,83 1,00 0,91 0,90 0,84 0,92 0,02 0,16
Logistic Regression 0,96 0,83 0,83 0,83 0,81 0,85 0,9 0,04 0,16
Neural Network 0,95 0,83 0,83 0,83 0,81 0,91 0,92 0,02 0,16
XG Boost Trees 0,95 0,66 1,00 0,80 0,77 0,85 0,83 0,04 0,33
Random Forest 0,93 0,50 1,00 0,66 0,63 0,85 0,75 0,06 0,50
Generalized Linear Model 0,86 0,33 0,50 0,40 0,33 0,85 0,81 0,08 0,33
Naives Bayes 0,22 1,00 0,15 0,25 0,03 0,87 0,55 0,77 0,00

Tabla- 28- Los parametros de evaluacion de los algoritmos de aprendizaje automatico en el conjunto de los datos

(demograficos, clinico, genético).
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13.2.2- Prediccion sobre los datos genéticos solamente

Hicimos otros modelos de prediccién usando solamente los datos genéticos sin los datos
clinicos y demograficos para estudios de los scores poligénicos. Los mismos algoritmos y
los mismos hiperparametros usados en los modelos anteriores fueron considerados para
estos modelos. En el caso donde se usaron solamente las variables genéticas hemos
encontrado 3 algoritmos con mejores performances, los cuales son Gradient Boosted Trees,
Logistic regression y Neural Network(Ver tabla 29 y figura 32). Se ha encontrado Gradient
Boost Trees con un AUC de 0.87, accuracy en 0.95, especificidad y precisidon en 1 cada
uno, sensibilidad en 0.83 y NPV(Negative predictive value) en 0.975. En el Neural Network,
el AUC fue encontrado en 0.91, accuracy en 0.95, precision y especificidad en 1 cada uno, y
sensibilidad en 0.83 y NPV en 0.974 cada uno. El otro algoritmo con mejor performance es
neural network con un AUC de 0.91, accuracy de 0.95, especificidad y precision de 1 en
cada uno, sensibilidad de 0.83 y NPV de 0.975. El algoritmo XG Boost Trees tiene un
accuracy de 0.93 y AUC 0.85 precision y especificidad en 1 cada uno, y sensibilidad en 0.83
y NPV en 0.974 cada uno Otro parametro es el error rate encontrado en 0.02 en el caso de

algoritmo Gradient Boosted Trees y Neural Network y 0.04 en el caso de GXBoost Trees.
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Figura 32- Parametros de evaluacion de los algoritmos de aprendizaje automatico en los datos genéticos(Excluyendo datos
demograficos y clinicos).
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Accuracy AUC Balanced Accuracy Error False Negative Rate
Precision F-Measure Rate

Gradient Boosted Trees 0.95 1.00 0.90 0.84 0.92 0.02 0.16
Logistic Regression 0.93 0.83 0.83 0.85 0.90 0.04 0.16

Neural Network 0.95 1.00 0.91 0.91 0.92 0.02 0.16

XG Boost Trees 0.93 1.00 0.80 0.85 0.83 0.04 0.33
Random Forest 0.91 1.00 0.67 0.85 0.75 0.06 0.50
Generalized Linear 0.88 0.67 0.67 0.85 0.81 0.08 0.33

Model

Naives Bayes 0.22 0.15 0.25 0.87 0.55 0.78 _

Tabla 29- Evaluacion de los algoritmos de aprendizaje automaticos para los datos genéticos(Excluyendo datos clinicos y

demograficos)

Modelo usando los datos Clinicos y demograficos:

Utilizando solo los datos demograficos y clinicos sin los datos genéticos, podemos apreciar que el performance

de los datos para la prediccion del NOH se ve grandemente afectados(Ver figura 33 y tabla 30). También

aprovechamos aca para recalcar que, en el caso del usos de todos los datos tanto genéticos como clinicos

demograficos para la prediccion del NOH no se encuentran diferencias significativas cuando usamos solo los

datos genéticos para la prediccién. Con esto podemos concluir que con solo los datos genéticos pudimos

obtener buenos performance en los algoritmos de predicciéon usados.

Accuracy Precision F-Measure AUC Balanced Accuracy Error Rate False Negative Rate
Gradient 0.93 1.00 0.80 0.83 0.83 0.04 0.33
Boosted Trees
Logistic 0.84 NAN — 0.65 0.50 0.13 1.00
Regression
Neural Network | 0.91 1:00 0.67 0.82 0.75 0.06 0.50
XG Boost Trees | 0.91 1:00 0.67 0.82 0.75 0.06 0.50
Random Forest 0.88 1:00 0.50 0.85 0.67 0.08 0.67
Generalized 0.84 NaN — 0.64 0.50 0.13 1:00
Linear Model
Naives Bayes 0.26 0.15 0.27 0.71 0.57 0.73 —

Tabla 30- Evaluacion de algoritmos de aprendizaje automatico para predicciéon de NOH en datos

clinicos y demograficos(Excluyendo a datos genéticos).
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ML Algorithms

Area under the Curve(AUC)
Gradient Boosted Trees 0.83
Naive Bayes 0.71
Logistic Regression 0.65
Random Forest 0.85
Neural Network 0.82
Generalized Linear Model 0.64
GXBoosted Trees 0.82

Figura 33- Matriz de confusion de los algoritmos de aprendizaje automatico en los datos clinicos y demograficos(Excluyendo a

datos genéticos).
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Capitulo XIV- Discusiones.

14.1- SNP y vias de sefalizacién asociados con la NOH en pacientes con EP

Como parte de la disfuncion autondmica, la fisiopatologia de la NOH se explica
principalmente por la denervacion simpatica posganglionar(Rafanelli et al. 2019). aunque los
factores especificos relacionados con la EP que conducen a esta denervacion simpatica no
se han estudiado satisfactoriamente. La base genética de la NOH en la EP no se ha
estudiado de forma exhaustiva. En el presente estudio, se encontré que 21 de las 72
variantes examinadas estan asociadas con NOH. Nuestro analisis estadistico se disefo
especificamente para descartar los efectos de confusién de variables como la edad, el sexo
y los medicamentos para la EP. Los SNPs localizados en los genes SNCA-A53T, SCN2A,
SH3GL2, SNCA-rs3910105, MIR4697 aumentan el riesgo de NOH en los modelos de riesgo
aditivo y dominante. Esto quiere decir que con una sola copia del alelo de riesgo, el paciente
presenta el riesgo de NOH y con dos copias el paciente presenta el doble de riesgo. Los
SNPs localizados en los genes ITGA8, NDUFAF2 disminuyen el riesgo de NOH en los
modelos de riesgo aditivo y dominante. Esto significa que con solo una copia del alelo de
riesgo, el paciente sera protegido de la NOH y con dos copias sera doblemente protegido.
Los SNPs localizados en los genes CCDC62, FAM47E/STBD1, DDRGK1 aumentan el
riesgo de NOH en los modelos aditivos y recesivos. Esto quiere decir que para que el
paciente presente el riesgo de NOH se necesita que sea homocigota para el alelo
menor(alelo de riesgo). Los SNPs localizados en los genes SIPA1L2, TMEM163, LRRK2,
GCH1 disminuyen el riesgo de NOH y SYT4 lo aumenta en un modelo aditivo, lo que quiere
decir que el riesgo es dosis dependiente. La presencia de un alelo corresponde a una dosis
de riesgo y dos alelos dos dosis de riesgo. Los SNPs localizados en los genes BIN3, EGF
disminuyen el riesgo de NOH y COMT aumenta el riesgo de NOH en un modelo recesivo.
Esto quiere decir que se necesitan dos copias para que se produzca el riesgo. Los SNPs
localizados en los genes GBA, y MAP4K4 aumentan el riesgo de NOH en un modelo
dominante solo quiere decir que con solo la presencia de una copia se produce el riesgo de
NOH.

En un analisis de epistasis se encontré que los SNPs localizados en los genes GPNMP y
GALC/GPRG65 se interactuan para disminuir el riesgo de hipotensién ortostatica neurogénica
en enfermos de parkinson. En el analisis de interaccion de proteina-proteina usando la base
de datos STRING no se encontraron interaccion a nivel de proteina entre los genes. Por

otro lado, los SNPs localizados en los genes SNCA y NUCKS1 se interactuan para
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aumentar el riesgo de NOH en enfermos de parkinson. Se encontré que a nivel de proteina
que la proteina NUCKS1 y SNCA interactian en la base de datos STRING a través del
meétodo de text mining.

En una analisis de enriquecimiento de los SNPs asociados a NOH usando la plataforma
SNPnexus se identifica que los genes como IP6K2 enriquece para la sintesis y
metabolismos de fosfoinositol, y sefalizacidon interferén alfa y beta. EL gen SH3GL2
enriquece para transporte retrograda de neurotrofina, regulacion a la baja del EGFR, red de
vesiculas trans-golgi, biogénesis de vesiculas de lisosoma, biogénesis de vesiculas
asociadas a Golgi, reconocimiento de cargo para endocitosis mediada por clatrina. El gen

SCN2A enriquece para la despolarizacion rapida e interaccion entre Ankyrins y L1.

14.2- SNCA

Estudios previos han informado que algunas variantes de SNP ubicadas en el gen SNCA
(Chelban et al. 2018; Mendoza-Velasquez et al. 2019), aumentan el riesgo de deterioro
autonomico y sintomas de NOH. De igual manera, en nuestro estudio, las variantes
rs3910105 y rs104893877 localizadas en el gen SNCA aumentaron el riesgo de NOH
(OR=3,05 y 55,29, respectivamente). Curiosamente, se han encontrado otras variantes
SNPs-SNCA asociadas con falla autondmica en otras alfa-sinucleinopatias como la Atrofia
Multisistémica en la que la NOH es un sintoma principal(Mendoza-Velasquez et al. 2019).
Otro estudio encontré que la duplicacion y triplicacion del gen SNCA-MMRN1 en la
poblacion sueca conduce a una disfuncién autonémica y parkinsonismo de inicio
tardio(Fuchs et al. 2007).

Mapeamos la funcion de las vias metabdlicas/de sefalizacion, porque los datos recientes y
nuestro resultado en el modelo de regresion logistica sugieren que la EP probablemente
abarca una variedad de entidades genético-moleculares muy importante(Lang and Espay
2018). Ademas, en este mismo estudio, pudimos confirmar a través de una analisis
diferencial de expresién de genes que el gen SNCA esta diferencialmente expresado en los
pacientes con NOH con respecto al grupo control. La SNCA esta downregulada en los
pacientes con NOH segun los resultados de nuestro estudio. En otros estudios se ha
demostrado que la disminucién en la expresion de la SNCA esta asociada con alteracion de
la exocitosis y la transmision sinaptica.

Los pacientes heterocigotas para el alelo menor del SNP SNCA_A53T rs104893877
presentan mayor niveles de UPDRS I11(34.00+-17.78, p-valor: 0.049 para los pacientes
Heterocigotas) en el grupo NOH con respecto a los pacientes del grupo no-NOH
(23.875+-17.9, p-valor: 0.89). El score MDS-UPDRS IIl estudia las actividades y
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capacidades motoras de los pacientes con EP. Se puede utilizar para estratificar la
severidad de la enfermedad de Parkinson(Lu et al. 2021). Dicho de otra manera, esta
variante genética localizada en el gen SNCA esta asociado con una mayor severidad y peor

prondstico de la enfermedad de Parkinson con respecto a los que no tienen esta variante.

14.3- IP6K2

Hemos encontrado que el SNP rs12497850 ubicado en el gen IP6K2 esta asociado con
NOH. Este gen codifica una proteina que forma parte de la familia de la proteina inositol
fosfoquinasa (IPK). Se encuentra que este gen esta significativamente enriquecido para las
vias del metabolismo del fosfato de inositol, la sintesis de IP en el nucleo, la sefializacion de
interferén alfa/beta. Multiples estudios han demostrado que las altas concentraciones de
difosfoinositol pentakisfosfato producido por la enzima IP6K2 y/o la sobreexpresion de
IP6K2 estan todas asociadas con la citotoxicidad y apoptosis de multiples lineas celulares,
mientras que la eliminacion del gen IP6K2 disminuye la muerte celular (Nagata et al.
2005)(Nageal et al. 2021) han demostrado que el cerebelo de ratones IP6K2/- Knockout, produce
menos fosfocreatina y ATP por disminucion de la expresion de CK-B, y genera altos niveles
de especies reactivas de oxigeno y dafo oxidativo a las proteinas, ademas a la disfuncion
mitocondrial asociada con la expresién alterada del complejo Il de la subunidad c1 del
citocromo de la cadena de transporte de electrones(Nagpal et al. 2021). Por otro lado, se ha
demostrado que se requiere IP6K2 para mediar la detencion del ciclo celular y la apoptosis
dependientes de p53 en respuesta al estrés celular(Koldobskiy et al. 2010). Estos datos
indican claramente que IP6K2 juega un papel importante en la apoptosis celular, y sus
niveles de expresion o el deterioro de la concentracion derivado de sus productos, producen
trastornos en la funcion celular tales como disfunciéon mitocondrial, estrés oxidativo y muerte

celular.

14.4- SH3GL2

El SNP rs13294100 ubicado en el gen SH3GL2 también se encuentra asociado con NOH.
Ademas, el gen SH3GL2 esta significativamente enriquecido para vias de sefializacion
como el transporte retrograda de la neurotrofina(Zweifel, Kuruvilla, and Ginty 2005),
regulaciéon negativa de EGFR, gemacion de vesiculas de red trans-Golgi, biogénesis de
vesiculas de lisosomas, biogénesis de vesiculas asociadas a Golgi, reconocimiento de

cargo para endocitosis mediada por clatrina . El transporte retrégrado de sefalizaciéon de
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neurotrofinas se caracteriza por el transporte retrogrado de factores de neurotrofinas desde
los axones hasta el cuerpo celular para promover la supervivencia celular y prevenir la
neurodegeneracion(lto and Enomoto 2016). Las alteraciones en este proceso conducen a la
neurodegeneracion (lto and Enomoto 2016). Uno de los mecanismos descritos para el
proceso de transporte retrogrado de neurotrofinas es a través del transporte vesicular de
complejos neurotrofina-Trk que transmite una sefal de supervivencia que involucra a PI3K y
Erk5(Ginty and Segal 2002). El gen SH3GL2 esta enriquecido no solo para el transporte
vesicular de la neurotrofina junto con sus receptores Trks, sino también para la biogénesis
vesicular tanto en el aparato de Golgi como en el lisosoma. Estos datos estan indicando que
este SNP asociado a NOH ubicado en el gen SH3GL2 esta afectando procesos celulares
como el transporte vesicular de neurotrofina y la neurotransmision. Ademas, este gen esta
enriquecido para la via de sefalizacién relacionada con la regulacion a la baja de EGFR. Es
bien sabido que la regulacion a la baja de EGFR esta asociada con la neurodegeneracion
en la corteza frontal de ratones knockout para EGFR-/- por aumento de la apoptosis
mediada por un mecanismo dependiente de Akt-caspasa(Wagner et al. 2006). Con base en
estos datos, podemos postular que los SNP ubicados en el gen SH3GL2 asociado con NHO
alteran la transmision sinaptica de neurotransmisores y el transporte retrogrado de
neurotrofinas a través del deterioro de la biogénesis vesicular tanto en los lisosomas como
en el aparato de Golgi.

En nuestros datos, hemos identificado una disminucién de la expresion del gen SH3GL2 en
los pacientes con NOH con respecto al control(los pacientes que no tienen NOH) utilizando
un modelo lineal generalizado con una funcién de enlace binomial negativa de la aplicacion
DESeq2. Este hallazgo permite formular la hipotesis de que los pacientes con NOH
presentan disminucion en la expresion del gen SH3GL2 y por consiguiente disminucion en
las funciones como transporte retrogrado de neurotrofinas, reconocimiento de cargo para la
endocitosis mediada por clatrina, biogénesis de vesiculas lisosomales y gemacion de
vesiculas del complejo de Golgi. Todos estos procesos se encuentran disminuidos en los
pacientes con NOH. John D Murdoch et al demostraron que una deficiencia del
SH3GL2(endofilina A1) produce alteracion en los procesos normales de autofagia y en la
degradacién de proteina por el sistema ubiquitino-proteasomal y apoptosis de células
neuronales(Murdoch et al. 2016). Pareciera que la deficiencia de SH3GL2 aumenta la
expresion de ubiquitina ligasa E3 FBXO32 y su factor de transcripcion FOXO3A, los cuales
inducen apoptosis en células neuronales en cultivo(Murdoch et al. 2016).Por otro lado, la
regulacion a la baja de la expresion de la proteina endofilina A1(codificado por el gen

SH3GL2) es uno de los eventos encontrados asociados con la disminucién funcional de la
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maquinaria endocitica dependiendo o no de la clatrina(Buser et al. 2019). Estos datos van
en el mismo sentido que los encontrados en nuestro estudio.

Se encontré que varios SNPs ubicados en el gen PRKAR2A estan en desequilibrio de
ligamiento con el SNP rs13194100-SH3GL2 asociado a NOH. El gen PRKAR2A esta
enriquecido para vias de sefializacién como los receptores ROBO que se unen a la via
AKAPS5, |a fosforilacion de CREB mediada por PKA, la fosforilacion de CREB1. La familia
Roundabout (ROBO) codifica receptores transmembrana que regulan la orientacion axonal
y la migracion celular. Las vias de sefializacion de la proteina quinasa A (PKA) y la proteina
de union al elemento de respuesta cAMP (CREB) mediante la neuroplasticidad y las
respuestas de supervivencia neuronal por su capacidad para regular la expresion génica,
como las neurotrofinas y otros genes de supervivencia(Clark, Monahan, and Drew 2018;
Zanassi et al. 2001). Varios estudios han demostrado que un deterioro en la actividad o la
expresion de las vias CREB esta asociado con la neurodegeneracion (Mantamadiotis et al.
2002),(Dragunow 2004). Esta alteracion de la expresién del CREB podria ser un evento
secundario a la alteracion de la expresién del gen PRKAR2A por el SNP rs13194100 de
SH3GL2.

En el analisis de eQTL(expresion cuantitativa de rasgos de locus) a partir de conteos de
genes de células dopaminérgicas derivadas de iPSC, fueron identificados 273 genes cuyas
expresiones dependen de los genotipos de los pacientes(eQTLs). Se computaron 4
moddulos a partir del network construidos con los eQTLs. Los genes que forman el primery
el segundo mdédulo intervienen en splicing de ARN, procesamiento y metabolismo de ARN,
biogénesis y transporte del complejo ribonucleoproteico. Nuestros datos apuntan a que el
gen SH3GL2 interviene en los procesos de metabolismos, procesamiento, splicing y
transporte de ARNm y que la disminucion en la expresion de SH3GL2 estaria induciendo
alteracion en estos procesos moleculares y celulares en pacientes con esta variante
rs13194100 y NOH. En este estudio fue encontrado que los genes como HNRNPH1,
DGCRS8 del modulo dos, estan asociados con el gen SH3GL2 en un modelo de regresion.
Ademas, los pacientes homocigotas para el alelo de riesgo y heterocigota para el SNP
rs13194100-SH3GL2 tienen expresion de estos dos genes y LAS1L aumentados. Mientras
que en la regresion, la expresion del LAS1L esta disminuida bajo el efecto del gen SH3GL2.
LAS1L intervienen en la biogénesis de la subunidad ribosomal 60S y en la maduracion del
rRNA 28s (Castle et al. 2010)(Castle, Cassimere, and Denicourt 2012). HNRNPH1 son
proteinas de unién a RNA y participan en el procesamiento, metabolismo y transporte de
ARNm (Matunis, Xing, and Dreyfuss 1994). DGCRS8 es una proteina que interviene en la
biogénesis y procesamiento de microARN y en la reparacion del ADN danado por estrés

oxidativo(Calses et al. 2017; Yeom et al. 2006). Por otro lado, en el médulo tres se
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encuentran eQTLs que participan en el transporte membranal de protones contra gradiente
de concentracion, transporte de electrones mitocondriales, sintesis de ATP acoplado a
transporte de electrones, ensamblaje del complejo NADH deshidrogenasa, ensamblaje del
complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial, fosforilacién oxidativa y respiracion celular.
El SNPs rs13194100 altera la expresion de los genes que participan en estos procesos. En
un analisis de asociacion entre el gen SH3GL2 y otros genes encontrados en este médulo
3, encontramos que se disminuye la expresion del gen mitocondrial GOT2 en pacientes
heterocigotas y homocigotas para el alelo de riesgo del SNP rs13194100-SH3GL2, se
aumenta la expresién del MTATP6P1 en pacientes homocigotas para el alelo de riesgo, y se
aumenta la expresion del gen MT-ND6 en pacientes homocigotas y heterocigotas para el
alelo de riesgo del SNP rs13194100-SH3GL2. La proteina GOT2 mitocondrial participa en el
malato-aspartato shuttle para proveer NADH a la cadena transportadora de electrones y la
produccién de ATP(H. Yang et al. 2015). MT-ATP6P1 es un pseudogen del ATP sintasa 6
mitocondrial. MT-ND6 es el gen que codifica la subunidad 6 de la NADH deshidrogenasa
que participa en los procesos de la cadena de transporte de electrones. Una disminucién en
la expresion del gen SH3GL2 en pacientes con el alelo de riesgo del SNP rs13194100(tanto
homocigotas para el alelo de riesgo como heterocigotas) estaria produciendo una
disminucion de la expresién del gen GOT2 y un aumento en la expresion de los otros dos
genes que intervienen en la cadena de transporte de electrones y produccion de energia.
GOT2 es un gen nuclear mientras que MT-ND6 se localiza en el ADN mitocondrial.
Pareciera que deficiencia en la expresion SH3GL2 estaria provocando disminucion en la
expresion del GOT2 en los pacientes con alelo de riesgo lo que afectaria la disponibilidad
mitocondrial de NADH y produccion de ATP a través del malato-aspartato shuttle y la
disminucion de la concentracién mitocondrial de NADH induciria el aumento en la expresion
de genes mitocondriales que intervienen en la producciéon de NADH y de ATP.

Es importante mencionar otros genes de los 25 que fueron elegidos como genes hub por su
alto grado de conexion, centralidad de intermediacion y de cercania: ATP13A2, NCDN,
CISD2, CXADR, SYNJ1, LRRC24, KIAA0895, UBQLN1, GNE, LMTK2, RASA4CP, CDK20,
CYB561, FASN, SYT13. Todos estos genes estan subexpresados(expresion disminuida) en
los pacientes con el alelo de riesgo para el SNP rs13194100. El gen ATP13A2 es una
enzima que interviene en la eliminacion de la célula de ion metalico de transicién. Protege la
célula contra los efectos neurotoxicos del hierro, del manganesio y zinc(Tan et al. 2011;
Rinaldi et al. 2015)(H. Gao et al. 2022). Marija et al demostraron que una deficiencia de la
ATP13A2 produce disfuncién en la maquinaria lisosomal y autofagica conduciendo a
acumulacion de alfasinucleina y muerte neuronal en fibroblastos de pacientes con

enfermedad de parkinson dependiente de ATP13A2(H. Gao et al. 2022; Usenovic et al.
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2012). La NCDN es el gen que codifica la proteina neurocondrina la cual participa en el
crecimiento de neuritas, desarrollo de proyecciones neuronales y la regulacién de la
plasticidad sinaptica neuronal. La proteina codificada por el gen CISD2 es una proteina de
dedo de zinc localizada dentro del reticulo endoplasmico y participa en la homeostasis del
calcio. SYNJ1 codifica la proteina synaptojanina-1 que es una fosfatasa de fosfoinositoles
para regular los compuestos fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato a nivel de las membranas
celulares participando de esta forma en la transmisién sinaptica y trafico de membrana y
endosomal(Choudhry, Aggarwal, and Pan 2021). Fasano et al encontré que la enfermedad
de parkinson de aparicion temprana, dependiendo de la disfuncion del trafico
endolysosomal esta asociada con mutacion en el gen SYNJ-1(Fasano et al. 2018). UBQLN1
es una proteina llamada Ubiquilina con un dominio semejante a la ubiquitina en el extremo
N-terminal y un dominio asociado a ubiquitina en el extremo C-terminal. Estos dominios se
unen fisicamente con el proteosoma y con la ubiquitina por lo que permite enlazar el
sistema de ubiquitilacién y el sistema proteasomal en la degradacién de las proteinas. La
Ubiquilina protege las células contra el estrés oxidativo(Fasano et al. 2018; Y. Liu et al.
2014). CYB561 es un proteina de la familia citocromo que regula la regeneracién y
homeostasis de ascorbato dentro de las vesiculas secretoras. Mutacién en este gen esta
asociado con hipotensién ortostatica neurogénica con deficiencia de la actividad de la
enzima dopamina beta hidroxilasa y disminucion en la secrecion de norepinefrina en tejido
cerebral(van den Berg et al. 2018). SYT 13 codifica para la proteina sinaptotagmina-13 el
cual interviene en procesos de trafico vesicular, exocitosis y secrecion de neurotransmisores
. Ademas la sinaptotagmina 13 regula la exocitosis dependiente del calcio. La expresion de
estos genes se encuentran disminuidas en los pacientes que tienen el alelo de riesgo para
el SNP localizados en el gen SH3GL2.

14.5- Los SNP asociados con NOH alteran la expresion de varios genes en un mecanismo

dependiente del desequilibrio de ligamiento.

Mapeamos el efecto de las variantes de SNP en la expresién del gen cis en una forma de
desequilibrio de enlace de SNP asociado con NOH. Exploramos los efectos de las variantes
encontradas asociadas con NOH en la expresién de otros genes, utilizando un andlisis de
cis-eQTL de +-1M de distancia(Tabla 3 y Material complementario).

Encontramos que algunos SNP ubicados en SCN3A aumentaron la expresion de SCN1A y
SCNO9A antisentido RNA1 (SCN1A-AS1) en el cerebelo. Otros estudios encontraron que las
mutaciones en el gen SCN9A se asocian con frecuencia con disfuncién autonémica en

pacientes que portan esas mutaciones(Yuan et al. 2013). Encontramos estos genes
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expresados en el hipocampo, la corteza frontal, la corteza cingulada anterior, la amigdala, el
cerebelo, la médula espinal, los ganglios basales (nucleos caudado, accumbens y putamen)
y el hipotalamo, todas las regiones del cerebro involucradas en la activacion del sistema
nervioso auténomo y regulacion(Ruffle et al. 2021). Como se menciond, la NOH en la EP se
ha considerado tradicionalmente como resultado principalmente de la pérdida simpatica
posganglionar(Rafanelli et al. 2019). Nuestros resultados desafian esta nocién, sugiriendo
una disfuncidon mayor que involucra no solo al sistema nervioso periférico sino también al

central.

14.6- La variante rs34311866-TMEM175 disminuye la expresién de SNP DGKQ basada en
LD y aumenta el riesgo de NOH.

Hemos encontrado una expresion disminuida del gen DGKQ donde se ubican SNP que
estan en desequilibrio de ligamiento con los SNP rs34311866-TMEM175 asociados con
NOH en nuestro estudio. La DGKQ (Diacilglicerol Quinasa Theta), enzima que contiene 941
aminoacidos, con una masa molecular aparente de 110 kDa(Houssa et al. 1997), con un
dominio rico en cisteina, otro rico en prolina y un dominio pleckstrina, es responsable de la
produccién de &cido fosfatidico a partir de diacilglicerol(Houssa et al. 1997). Acido
fosfatidico y sus lipidos derivados aguas abajo, como el fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato
(PIP2) (Falkenburger et al. 2010) , lipidos de fosfatidilinositol fosforilados y otros
fosfoinositidos (Cremona et al. 1999)(Posor, Jang, and Haucke 2022), son lipidos
involucrados en muchos procesos celulares, incluida la transduccion de sefales, la
reorganizacion y regulacion del citoesqueleto (Falkenburger et al. 2010), el trafico celular, la
formacion de vesiculas endociticas y el reciclaje de vesiculas (Cremona et al. 1999)
crecimiento neural, crecimiento celular proliferacién y supervivencia, y su homeostasis
desordenada se asocia con muchas condiciones patolégicas como la
neurodegeneracion(Tei and Baskin 2020). Goldschmidt y otros, usando el método de
indicador oOptico sensible al pH sinaptofisina-pHIluorina para monitorear la dinamica de
reciclaje de vesiculas sinapticas, demostré6 que un agotamiento de la expresién del gen
DGKQ (también llamado DGKO o DGK theta) basado en la tecnologia de silenciamiento de
shRNA altera significativamente el reciclaje de vesiculas sinapticas tanto in vitro como in
vitro. en DGKQ'/" (Knockout) modelos de ratones con neuronas. En este mismo estudio, se
demostré que es probable que DGKQ sea importante para la transmision sinaptica cuando
se requiere una actividad neuronal sostenida(Goldschmidt et al. 2016). Ademas, se
encontré que el reciclaje vesicular en neuronas derivadas de ratones DGKQ-knockout,

transfectados con el ™*DGKQ que contiene el punto de mutacion G648A que inactiva la
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funcién catalitica de la enzima, no pudo ser rescatado a pesar de la expresion normal de
™°DGKQ en esas neuronas (Goldschmidt et al. 2016). En base a estos datos, es logico
pensar que la deplecién de DGKQ produciria una disminucion de la concentracion de acido
fosfatidico y sus derivados fosfoinositidos lipidicos y los consiguientes trastornos en el
proceso de reciclaje de vesiculas cargadas de neurotransmisores a través de la membrana
presinaptica donde es necesaria la actividad catalitica de DGKQ. para el éxito de este
proceso. Se demostrd que la expresion de ARNm de DGKtheta mediante el método de
hibridacion in situ estaba fuertemente elevada en la corteza cerebelosa y el hipocampo del
cerebro de ratones sanos(Houssa et al. 1997). En nuestro estudio, hemos encontrado, de
manera dependiente del Desequilibrio de ligamiento del SNPs-rs34311866-TMEM175
asociado a NOH, una disminucion de la expresion del gen DGKQ en la corteza frontal, el
cerebelo y el hipocampo de NOH" en comparacion con los pacientes NOH. Muchos trabajos
previos han estudiado el papel del cerebelo, el hipocampo y la corteza frontal en la aparicion
y gravedad de la NOH debido a la conectividad que fortalece con el tronco encefalico.
Durante la prueba de Valsalva, los controles exhiben una conectividad significativamente
mayor entre el tronco encefalico y el cerebelo (tanto el cerebelo anterior izquierdo como el
cerebelo posterior bilateral, el vermis) y entre el tronco encefélico y la corteza (corteza
prefrontal medial) (Baker and Kimpinski 2019)(Baker, Paturel, and Kimpinski 2019) y mayor
activacion en hipocampo derecho(Baker, Paturel, and Kimpinski 2018) que NOH* pacientes
en analisis de resonancia magnética funcional. Estos datos permiten postular que
alteraciones en la homeostasis del acido fosfatidico derivadas de una disminucion en la
expresion del gen DGKQ podrian alterar procesos celulares como la activacion de la enzima
PKC-acido fosfatidico dependiente de la proliferacion celular, la alteraciéon en la transmisién
sinaptica y el reciclaje de neurotransmisores, y producir neurodegeneracion. en el cerebelo,
corteza frontal e hipocampo (regiones donde la expresién de DGKQ esta disminuida),
afectando el circuito de conexién de estas regiones con el tronco encefdlico y la
consiguiente aparicion de disfuncion autondmica y NOH. Sin embargo, se necesitan
estudios mas detallados para confirmar estos hallazgos. Aunque trabajos previos han
demostrado la asociacion entre la enfermedad de Parkinson y algunos SNPs localizados en
el gen DGKQ(Y. P. Chen et al. 2013),(Simén-Sanchez et al. 2011), pero, hasta ahora, la

asociacion del gen DGKQ con NOH no se ha estudiado en pacientes con EP.
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14.7- TMEM 175

TMEM175 es una proteina transmembranal de canales de potasio en los endolisosomas
gue intervienen en el transporte de ion de potasio en dichas estructuras celulares regulando
el pH dentro de la luz endolysosomal participando de esta forma a las actividades
autofagicas y lisosomicas(Cang et al. 2015). Este gen esta asociado con enfermedades
como Meier-Gorlin Syndrome 3 y enfermedad de Parkinson de inicio temprano(Cang et al.
2015; Qu et al. 2022). Segun (Qu et al. 2022), pareciera que una inhibicion de la actividad
del TMEM175 por el Bcl-2 provocaria una alteracion en la homeostasis mitocondrial de las
células dopaminérgicos y produccion de especies reactivos de oxigenos(ROS) provoca
apoptosis independiente de la via de las caspasas(Qu et al. 2022). Se produjeron
alteraciones motores y muerte celular dopaminérgico en modelos de animales
parkinsoniano basado en MPTP(1-Metil-4-fenil-1, 2, 3, 6-tetrahidropiridina) con delecién del
gen TMEM175(Qu et al. 2022)

Otros trabajos han encontrado que en modelos tanto in vitro como en animales Knockout
para el gen TMEM175; tanto los heterocigotas como los homocigotas presentan
acumulacion intracelular de la proteina alfa-sinucleina fosforilada patogénica(en un 50%) en
relacion a los wild type,(Jinn et al. 2017). La proteina kinasa B(AKT) parece tener una
funcién preponderante en mantener una conformacion abierta del canal de potasio TMEM
175(Wie et al. 2021) al unirse con el AKT independientemente de la actividad

treonina-serina del AKT, para prevenir alteraciones celulares producidas por estrés.

Los SNP rs34311866 y rs34884217 localizados en el gen TMEM175, se encontraron
asociados a la NOH. La primera variante rs34311866(C/T) se encuentra en la region
codificante 3'-UTR del gen TMEM 175 donde se cambié una metionina por una treonina en
la posicion M393T. Mientras que el segundo rs34884217 se localiza en la region no
codificante intrénica y en un sitio de splicing alternativa donde el cambio es un 65
Q>P(Oscanoa et al. 2020). Los dos cambios fueron predichos como benignos segun los
softwares SIFT(Ng and Henikoff 2001) y Polyphen(Adzhubei et al. 2010)(Consultado el dia
26/09/2022). EI SNP rs34311866 tiene una Islote CpG de 638 pb representado por un
68.7% de GC y un ratio de 0.68(% de GC Observado/GC esperado).

13.8- OGFOD2.CCDC62

El SNP rs11060180 localizado en la vecindad de los genes OGFOD2.CCDC62 se encuentra
asociado a NOH en los modelos aditivos y recesivos. Este SNP se localiza en la regién no

codificante del gen CCDC62(McLaren et al. 2016). Este SNP se localiza en regiones del
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ADN donde se destaca una huella H3K4me1. Esta marca epigenética indica que haya una
monometilacion a nivel del cuarto aminoacido de la proteina histona 3 y generalmente esta
asociado con enhancers que controlan y regulan la expresion de genes. Otra marca
epigenética encontrada en esta region es la H3K27me3 caracterizado por una trimetilacion
de la lisina 27 de la proteina histona 3 unida a la regién del ADN donde se encuentra
nuestro SNP. Se sabe que en células neuronales esta marca epigenética esta asociada con
disminucion de la expresion genética. Ningun otro estudio ha demostrado anteriormente la
asociacion entre la NOH y esta variante. Otros estudios se necesitan para verificar los

mecanismos por los cuales este SNP se asocia a la NOH.

14.8- FAM47E.STBD 1

El SNP rs6812193 localizado en las regiones intronicas no codificantes de los genes
STBD/FAM47E, se encontré asociado con NOH en este estudio en un modelo genético
recesivo. Se predice estar localizado este SNP en una regién donde se encuentra un
enhancer activo en células neuronales(RegBuild) y una marca epigenética
H3K27me3(ENCODE)(ENCODE Project Consortium 2012)(Luo et al. 2020). Este SNP esta
fuertemente en desequilibrio de ligamiento (R2 :0.98-1, D’:1) con otros SNPs que aumentan
la expresion del FAM47E.

14.9- SCN3A.SCN2A

El SNP SNP rs353116 localizado en la region intrénica no codificante del gen SCN2A esta
asociado con el NOH en el modelo genético dominante segun nuestro estdio. No se han
encontrado datos de prediccion disponibles que nos indicarian si es patolégico o no esta
variante en los software polyphen(Adzhubei et al. 2010)(Ramensky, Bork, and Sunyaev
2002) ni SIFT. Dos marcas epigenéticas de tipo H3K4me1(una metilacion en la lisina 4 de la
proteina Histona), enhancer que regula la expresion genética y H3K9me3(trimetilacion de la
lisina 9 en la proteina histona) asociado con heterocromatina constitutiva(Volpe et al. 2002),
estan en la localizacion de este SNP(ENCODE)(ENCODE Project Consortium 2012),(Luo et
al. 2020). SCN2A(Proteina del canal de sodio subunidad alfa 2), son glicoproteinas
transmembranales constituidas de una subunidad alfa con 24 segmentos transmembranales
y uno o mas subunidades beta regulatorias que intervienen en la generacion y transmision
del potencial de accién en las neuronas(Ahmed et al. 1992). Estan heterogéneamente
expresadas y distribuidas en todo el sistema nervioso y algunas mutaciones en su

estructura estan relacionadas con la epilepsia(Malacarne et al. 2001),(Malacarne et al.
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2001; Heron et al. 2002)y autismo(S. J. Sanders et al. 2012). Hasta este momento, es el
primer estudio en el cual se encontrdo asociacion entre este gene particularmente esta
variante y la NOH, aunque existe otro estudio que ha descubierto asociacion entre la
disautonomia y la SCN9A(canal de sodio activado por voltaje subunidad alfa
9)(Bartholomew et al. 2014), (M.-K. Kim et al. 2013), (Han et al. 2012), otros canales de
sodio responsable de la generacién y propagacion del potencial de accién en las neuronas,
los cuales son conocidos por su participacion en el mecanismo del dolor(Cox et al. 2006),
(Cox et al. 2006; Fertleman et al. 2006), (Eberhardt et al. 2014). En nuestros datos de
analisis diferencial de genes, encontramos que el gen SCN2A esta subregulada en los

pacientes con NOH con respecto a los que no tienen NOH.

14.10- SH3GL2

En este estudio, el SNP rs13294100 encontrado asociado a NOH con un modelo
dominante, se encuentra localizado en la regidn no codificante intronica del gen
SH3GL2(chroP22.2)(Cunningham et al. 2022), (Oscanoa et al. 2020), (Dayem Ullah et al.
2018). No se encontraron informaciones en las bases de datos polyphen y SIFT en relacion
a la prediccion de la capacidad patogénica de esta variante del gen SH3GL2. Este SNP se
encuentra localizado en una regién rica en islotes CpG de 1083 pb, constituido de 72%
GC(ratio: 0.9 — % CG observado / % CG esperado). La base de dato RegBuid predice que
esta region donde se localiza el SNP rs13294100 se encuentra un promotor activo y marcas
epigenéticas tipo H3K27me3(expresion génica a la baja), H3K4me3 en lineas celulares de
neuronas bipolares (ENCODE Project Consortium 2012), (Luo et al. 2020) y otras
neuronas(Roadmap, http://www.roadmapepigenomics.org). Estas marcas epigenéticas que
comparten localizacién con el SNP rs13294100 nos estaria indicando que este ultimo
provoca disminucién en la expresion del gen SH3GL2.

El gen se encontrd significativamente enriquecido para vias metabdlicas y de sefalizacion
como via de sefalizacién retrograda de neurotrofinas(p-valor: 0.001299), Regulacién a la
baja del EGFR(p-valor: 0.002877), Biogénesis de las vesiculas del lisosoma(p-valor:
0.003248), Biogénesis de las vesiculas asociadas al Golgi(p-valor: 0.005197),
Desprendimiento de vesiculas de la red trans-Golgi(p-valor: 0.006682), Reconocimiento de
cargo en la endocitosis mediada por clatrina y Endocitosis mediada por clatrina (p-valor:
0.009745 y 0.013457). La via de sefalizacidon retrégrada de neurotrofina interviene en
procesos de sobrevida celular. Se sabe que actividad disminuida de esta via de senalizacion
estd asociada con eventos de sefalizacién apoptética incluyendo la translocacién de la

proteina Bax a las mitocondrias, liberacion de citocromo C, activacion del apoptosoma y
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muerte celular dependiente de la caspasa 1 en neuronas simpaticas(Deckwerth et al. 1998),
(Zweifel, Kuruvilla, and Ginty 2005). Otra via de sefnalizacion a destacar es la regulacion a la
baja de la expresion del EGFR, la cual se sabe estar asociado con muerte neuronal y
neurodegeneracion(Sibilia et al. 1998), mientras que sobreexpresion esta asociada con
aumento en el crecimiento neuronal y neurogénesis(Goldshmit, Greenhalgh, and Turnley
2004). Alteracion de las vias de la biogénesis de vesiculas asociados a lisosomas y golgi y
el reconocimiento de segmento cargo asociado endocitosis mediada por clatrina nos estaria
indicando que este SNP esta asociado con alteracion en los procesos de exocitosis y
endocitosis de neurotransmisores y alteracion de la neurotransmision. No existen datos
disponibles en la base de datos GTX sobre la expresion de este gen(SH3GL2) relacionado
a este SNP. Esta claro que las marcas epigenéticas(comentando anteriormente) cercanas al
SNP rs13294100 estaria afectando la expresién del gen SH3GL2, lo que provocara
alteracion en la expresion del gen EGFR y en la disponibilidad de las neurotrofinas en las
neuronas por la alteracion en el proceso de transporte retrogrado de las mismas. En
nuestros datos, hemos encontrado que el gen SH3GL2 esta diferencialmente expresado en
los pacientes con NOH con respecto a los que no tienen NOH. En estos pacientes la
SH3GL2 se encuentra disminuida en su expresién segun nuestro estudio.

En el andlisis de eQTL para el SNPs localizado en el gen SH3GL2, 585 genes eQTL
estadisticamente significativos(p-valor y FDR <0.05) fueron encontrados asociados al SNP
SH3GL2 rs13294100 en el analisis de regresién lineal y la ANOVA. Un analisis de network
de los 585 eQTLs permiti6 construir 4 clusters. ElI primer cluster enriquece
significativamente para procesamiento de ARNm, spliceosoma. El segundo cluster para
biogénesis, transporte y localizacion del complejo ribonucleoproteico, regulacién del
transporte nuclear y nucleocitoplasmatico. El tercer cluster enriquece para procesos de
transporte transmembranal de protones contra gradiente electroquimico, transporte de
electrones acoplado al transporte de protones, cadena de transporte aerébico de electrones,
sintesis de ATP acoplado a transporte de electrones, procesos de metabolismo del ATP, el
ensamblaje del complejo NADH deshidrogenasa, ensamblaje del complejo | de la cadena
respiratoria mitocondrial. El cuarto cluster donde se localiza nuestro gen de
interés(SH3GL2), enriquece para procesos de biosintesis y metabolismo de fosfolipidos,
lipidos y compuestos organofosforados. Ademas, se encontrd que el gen SH3GL2 donde se
localiza el SNP esta conectado con 5 genes los cuales tienen mayor importancia por
permitir las conexiones entre los diferentes clusters y el gen SH3GL2. Estas proteinas se
eligieron basandose en sus grados, sus centralidades en el Network. Esto nos permite

anadir que estos 5 genes son puntos centrales en el network por los cuales el flujo de
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informacion tiene que pasar para viajar de cualquier nodo a otros: ATP13A2, LASIL,
KIAA0895, CXADR, IKBKB.

14.11- SIPA1L2

El SNP rs10797576 localizado en la region intrénica cercana al gen SIPA1L2(1g42.2), esta
asociado con la NOH en un modelo genético aditivo reduciendo el riesgo de padecer dicha
condiciéon en los pacientes con enfermedad de Parkinson. Los softwares SIFT y Polyphen
no tienen datos de prediccion de efecto patogénico para esta variante. Segun la base de
datos ENCODE, este SNP esta cerca de marcas epigenéticas de tipo H3K4me1 vy
H3K36me3 (Roadmap) en neuronas. La proteina SIPA1L2 (Signal-induced
proliferation-associated 1-like protein 2) activa la via de senalizacion TrkB/BDNF al unir
directamente la Trkb con la proteina dineina mediante su unién a la Snapina y el transporte
retrogrado del complejo resultante(Trkb-dineina/Snapina/SIPA1L2/) hacia el cuerpo

neuronal(Andres-Alonso et al. 2019).

14.12- ITGA8

El SNP rs10906923 localizado en la region intrénica del gen ITGA 8(10p13), esta asociado
con la NOH en un patrén de herencia de dominancia aumentando el riesgo del mismo en
pacientes con enfermedad de Parkinson. No se ha encontrado ninguna informacién sobre
marcas epigenéticas en las bases de datos consultados respecto a este SNP(Roadmap,
ENCODE, miRNA, RegBuild). EI SNP rs10906923 disminuye la expresion del gen ITGAS(
effect size: -0.412, p-valor: 6x10°) en la corteza cerebral, el nlcleo caudado y accumbens.
Otros SNPs encontrado en desequilibrio de ligamiento con el SNP rs10906923 disminuyen
la expresion del gen ITGA8(R: 0.5-1, D’: 08-1).

14.13- MIR4697

El SNP rs329648 localizado en la region 3 downstream del gen MIR4697(11925), esta
asociado con alto riesgo de NOH en un modelo dominante en pacientes con EP. EI SNP se
localiza en las cercanias de marcas epigenéticas de tipo H3K4me1, H3K27ac en neuronas
bipolares(ENCODE), H3K4me1 en neuronas(Roadmap).

14.14- ELOVL7.NDU FAF2

El SNP rs2694528 encontré estar en asociacion en un modelo dominante con la NOH en


https://paperpile.com/c/Opn5Ud/Fcg69
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pacientes con EP, se localiza en la region intronica del gen NDUFAF2. No se encontraron
informacion sobre la prediccién patogénica de dichos SNP sobre el gen NDUFAF2 en las
bases de datos Polyphen y SIFT. Tampoco se encontraron datos sobre marcas epigenéticas
regulatorios relacionados con el SNP rs2694528 y su localizacién en las bases de datos
revisadas(RegBuild, ENCODE, Roadmap). Hemos encontrado que este SNP esta
enriquecido para las vias de sefalizaciéon que tienen que ver con la via de biogénesis del
complejo I, cadena de transporte de electrones en la respiracion celular, sintesis de ATP, la
via tricarboxilico(ciclo de krebs). La proteina NDUFAF2(NADH:ubiquinone oxidoreductase
complex assembly factor 2), es una proteina chaperona que interviene en el ensamblaje de
la proteina NADH deshidrogenasa localizada en la regién interna de la membrana
mitocondrial. Se aprecia que este SNP esta asociado con disminucién de la expresion del
gen NDUFAF2(D: 1, R:0.24,) (effect size:-0.23, p-valor: 4x10°) en corteza cerebral y
putamen. Seria légico pensar que una disminucion de la expresién de este gen podria estar
asociado con disminucién de la actividad de la cadena de transporte de electrones y del
ciclo de Krebs y por consiguiente defecto a nivel de la respiracion celular y produccion de
ATP a nivel de las regiones cerebrales donde se ve afectado(Corteza cerebral y Putamen).
Ademas, en nuestro estudio, hemos encontrado que este gen esta downregulada en su

expresion en los pacientes que tienen NOH con respecto a los que no tienen NOH.

14.15- ACMSD/TMEM163

El SNP rs6430538 se localiza en la regiéon no codificante del gen ACMSD, esta asociado
con NOH en un modelo aditivo reduciendo el riesgo de padecer la NOH en pacientes con
EP. La base de datos ENCODE predijo marcas epigenéticas de tipo H3K27me3 en la
localizacion del SNP rs6430538 en neuronas bipolares. Hemos encontrado que este SNP
estd asociado con ligeros aumentos en la expresion de la ciclina T2(R*:1, D:1, Effect size:
0.171, P-valor: 1x10*) en el cerebelo, y disminuye la expresion del gen TMEM 163(R%1,
D’:1, Effect size: -0.24, P-valor: 4x10°) en la corteza cerebral y caudado. Se predice que la
proteina TMEM 163 permite la actividad de union a iones de zinc, participa en la importacion
de iones de zinc a la vesicula sinaptica. Se localiza en la membrana del endosoma y es
activo en la vesicula intracelular y en la membrana plasmatica y es un componente integral

de la membrana de la vesicula sinaptica(https://www.genecards.org/cqgi-bin/carddisp.pl?).

14.16- DDRGK1

El SNP rs55785911(20p13), localizado en region intrénica no codificante del gen DDRGK1,

se encuentra con tendencia a la asociacion a NOH(p-valor alrededor de 0.05) en nuestros


https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=TMEM163
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datos. En nuestros datos, hemos encontrado que el gen DDRGK1 esta sobreexpresado en
los pacientes con NOH con respectos a los sin NOH(ver tabla 27).

Hemos encontrado, en el analisis de eQTL, que los genotipos homocigotas y heterocigotas
para el alelo menor del SNP rs55785911-DDRGK1 alteran la expresion génica de 17 genes
tanto en el analisis de regresion lineal como la ANOVA(p-valor y FDR<0.05). De los 17
genes, NOTCH1, KIF4A, TSPYL2 son los que mas importancia funcional tendria segun los

resultados del analisis de priorizacion usando la aplicacion Causal-Path de Cystoscope.

14.17- EGF

El SNP rs4444903(4925) localizado en la region 5-UTR del gen EGF, se encuentra
asociado con la NOH disminuyendo el riesgo de padecer la ultima en pacientes con
EP(Ensembl, Refseq). Ninguna prediccion de la patogenicidad de este SNP se encontrd en

las bases de datos Polyphen ni SIFT.

14.18- BIN3

El SNP rs1180104-BIN3 esta asociado en un modelo recesivo de transmisién genética,
disminuyendo el riesgo de la aparicion de la NOH en los pacientes con la EP. Un total de 75
eQTLs fueron encontrados asociados al SNP rs2280104(BIN3). Hasta ahora hemos
dilucidado que los genotipos TT del SNP rs2280104-BIN3 se asocian con una
sobreexpresion del gen PPP1R14C, el cual a su vez esta conectado con muchos otros
genes que se involucran en procesos celulares y moleculares de crecimiento, proliferaciéon
de las neuronas. Ademas, hemos encontrado procesos involucrados como uniones a

citoesqueleto, uniones a quinasas y a microtubulos etc.
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Figura 34. Figura de resumen 1: Resumen de los resultados de los tres primeros objetivos de la tesis. En la fig-A se
describen los SNP(los genes donde se localizan para facilitar la presentacion) y su asociaciéon con la NOH segun los modelos
aditivo, recesivo y dominante considerado. Los de color azul disminuye el riesgo de NOH y los de color rojo aumentan el
riesgo. El asterisco quiere decir que en este gen se encuentran mas de un SNP asociados a NOH. Los SNPs localizados en
los genes BIN3, EGF, COMT se asocian con NOH en modelo solo recesivo. Los SNPs localizados en los genes GBA, MAP4K4
se asocian con la NOH solo en modelo dominante. Los SNPs localizados en los genes SIPA1L2, TMEM163, SYT4 estan
asociados con NOH en modelo solo aditivo. Los SNPs localizados en los genes SNCA-A53T, SNCA, NDUFAF2, SCN2A,
SH3GL2, ITGA8, MIR4697 se asocian con el NOH en modelos aditivo y dominante. Los SNPs localizados en los genes
STBD1, CCDC62, DDRGK1 estan asociados con NOH en los modelos aditivo y recesivo. Los dos SNPs localizados en el gen
TMEM175 estan asociados con la NOH en modelos tanto aditivo, dominante y recesivo. En la fig-B, se describe el analisis de
eQTL realizado entre el SNP BIN3 asociado con la NOH y los genes de células dopaminérgicas derivadas de iPSCs de
pacientes con EP. Se encontraron 75 eQTLs, los cuales se cruzan con el analisis de correlaciéon entre los genes, previa
reduccion de dimensionalidad por PCA. Se encontraron que el eQTL cuya expresion estd aumentada en pacientes con el alelo
de riesgo forma un cluster con 324 genes los cuales enriquecen para crecimiento diferenciacion neuronal y neurogénesis. Los
genes mas importante llamados hub genes que intervienen en estos procesos son: PPP1R14C, NRXN1, KIF5C, SCN2A,
KIF1A, GAP43, SNCB, SYT11, RABGAP1L, ANK2, PPFIA2. El eQTL aumenta la expresién de los genes mas importantes
genes hub en una regresion lineal. En la fig-C, se describen los resultados del andlisis de eQTL entre el SNP localizado en el
gen SH3GL2 y los mismos genes utilizados en el analisis de la fig-A. De los 1272 eQTLs asociados con el SNP localizado en
el gen SH3GL2, 585 tienen influenciados sus expresiones por el alelo de riesgo y de ellos 273 se correlacionan entre ellos
mismos. Estos 273 forman 4 cluster en un analisis de network. Se presenta el enriquecimiento de cada cluster en la fig-C. El
alelo de riesgo del SNP-SH3GL2 esta asociado con aumento en la expresiéon de los genes hubs(mas importantes en el
network) HNRNPH1, DGCRS8, LAS1L son cuales enriquecen para procesos de procesamiento, transporte de ARNm y splicing.
Ademas el alelo de riesgo disminuye la expresion del gen GOT2 y aumenta la expresion de los genes MTND6 y MTATP6P 1
que enriquecen para la cadena de transporte de electrones y sintesis de ATP. Ademas el alelo de riesgo esta asociado con
genes que enriguecen para la biosintesis y metabolismo de fosfolipidos. En la fig-C, se describen los resultados de los eQTLs
encontrados asociados con el alelo de riesgo del SNP localizado en el gen DDRGK1.
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Figura 35. Figura de resumen 2: Analisis diferencial de genes entre los pacientes con NOH y grupo control. En esta figura se
puede observar que los pacientes que tienen NOH presentan los procesos celulares como transmision sinaptica,
neurotransmision, regulacion de la exocitosis y reciclaje de vesiculas sinapticas disminuidos o inhibidos. Las actividades de
canales ionicos, canales dependientes de voltaje, canales dependientes de neurotransmisores, transporte pasivo, transporte
membrana de calcio, actividad de receptores postsinapticos estan alteradas en los pacientes con NOH. Las funciones de las
vias de sefalizacion adrenérgicas cardiacas, sintesis y secrecion de aldosterona, via de sefializacion de AMPc, secrecion de
insulina, sinapsis glutamatérgicos, serotoninérgicos, colinergicos, Gabaergicos, secrecion de GnRH, via de sefializacién de
oxitocina, transduccion olfatoria, interaccion neuroactiva receptora-ligando, reciclaje de vesiculas sinapticas, potenciacion a
largo plazo, adiccion a nicotina y morfina estan disminuidas, alteradas y disfuncionales en los pacientes que tienen NOH. Por
otro lado, los procesos como ensamblaje de axonemas y ciclos, formacién de microtubulos, procesamiento y metabolismo de
ARN, formacién de estructuras ribosomales, splicing por transesterificacion y por spliceosoma estan aumentados.

Capitulo XV- Conclusion

1- SNP asociados a NOH, epistasis entre SNPs y NOH, SNPs asociados a MDS-UPDRS
En conclusion, en esta tesis se encontraron 21 SNPs asociados a NOH en enfermos de
parkinson. De los cuales , 7 aumentan y dos disminuyen el riesgo de padecer NOH en un
modelo dominante mientras que en un modelo recesivo 5 aumenta y dos disminuyen el
riesgo de NOH. Hemos encontrado que los SNPs rs199347(GPNMP) vy
rs8005172(GALC/GPR65) se interactuan en un modelo dominante para disminuir el riesgo
de NOH mientras tanto los SNPs rs823118(NUCKS1) y rs356181(SNCA) se interactian
para aumentar el riesgo de NOH en pacientes con EP. El SNP encontrado asociado con
UPDRS | ademas tiene cifras altas de MDS-UPDRS-I en grupo NOH con respecto al grupo
control es el SNP IL1R2-MAP4K4 rs34043159. Mientras tanto para el MDS-UPDRS llI
encontramos SNCA_A53T_rs104893877 tiene valores de UPDRS llI significativamente mas

elevados en pacientes con NOH con respecto a los que no tiene NOH. Ademas, se
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identificé que el SNP localizado en el gen CTSB tiene cifras de UPDRS IV mas altos en
pacientes con NOH con respecto a los que no tienen NOH. Estos datos indican que los
pacientes que presentan el alelo de riesgo para el SNP localizado en el gen MAP4K4 tienen
alto riesgo de desarrollar alteraciones cognitivas, depresién, ansiedad asociados a la EP
mientras que los pacientes presentando el alelo de riesgo para el SNP SNCA(A53T) tienen
mayor riesgo de desarrollar complicaciones motoras de la EP. Los pacientes que presentan
el alelo de riesgo para el SNP localizado en el gen SNCA(A53T) o que son homocigotas
para el alelo menor del SNP localizados en el gen CTSB tienen alto riesgo de desarrollar la
forma grave de la enfermedad de parkinson.

2- Algoritmos de aprendizaje automatico para la prediccion de NOH

De los 7 algoritmos de aprendizaje automatico utilizado para la prediccién de la NOH a
través de los SNPs asociados a NOH, hemos encontrados 3 algoritmos que mejor predicen
los datos tanto cuando se usan solo los datos genéticos(Score poligénico) o si se usan los
datos genéticos junto con los clinico-demograficos. Ningun algoritmo pudo predecir la NOH
al usar solo los datos clinicos o demograficos pero si cuando se usan los datos genéticos.
En este trabajo de tesis, identificamos 21 variantes genéticas vinculadas a la hipotension
ortostatica neurogénica (NOH) en pacientes con enfermedad de Parkinson (EP). Estos
resultados asientan la base genética de la NOH en los pacientes con EP ya que ningun
estudio anterior ha demostrado la amplia participacion de variantes genéticas en esta
condicion tan importante en enfermos de parkinson. La NOH afecta al 50% de los pacientes
con EP y se asocia con complicaciones y altas tasas de mortalidad en este grupo. La
utilizaciéon de herramientas de bioinformatica en entornos clinicos puede ayudar a predecir
el riesgo de NOH en los pacientes, permitiendo asi tomar decisiones mas personalizadas en
la prevencién, tratamiento y diagndstico temprano. En este trabajo, se desarrollaron
métodos computacionales para calcular el riesgo poligénico y predecir la NOH en pacientes
con EP, empleando algoritmos de aprendizaje automatico y datos genotipicos y/o clinicos.

3- Analisis de eQTLs explican los mecanismos moleculares de la NOH

Nuestro analisis de eQTLs utilizando modelos de regresion y analisis de redes basados en
la correlacion de genes ha identificado a BIN3-PPP1R14C como un factor protector clave en
el desarrollo de hipotension ortostatica neurogénica en pacientes con enfermedad de
Parkinson. El alelo de riesgo del SNP localizado en el gen BIN3 aumenta la expresién del
eQTL PPP1R14C asociado a BIN3. Se encontré que PPP1R14C formd un cluster con 325
proteinas que intervienen en el desarrollo de dendritas, morfogénesis celular, sefalizacién
sinaptica, diferenciaciéon neuronal y neurogénesis. Se identificaron seis proteinas como las
mas significativas en el analisis de priorizacién de redes (NRXN1, KIF5C, SCN2A, KIF1A,

GAP43 y SNCB), y otras cinco estan implicadas en la via que conecta BIN3 con la proteina
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PPP1R14C (NRXN1, PPFIA2, RABGAP1L, ANK2, SYT11). Este hallazgo sugiere que la
interaccion entre BIN3 y PPP1R14C puede desempenar un papel crucial en la mitigacion de
los sintomas de hipotension ortostatica en individuos con enfermedad de Parkinson. La
comprension de los mecanismos genéticos y moleculares que subyacen a este efecto
protector podria conducir potencialmente al desarrollo de terapias dirigidas para el manejo
de la hipotension ortostatica neurogénica en estos pacientes. Por esta razén, el gen y
producto génico del PPP1R14C es una propuesta en este estudio como blanco terapéutico
contra la NOH en enfermos de parkinson. Las estrategias de aumento en la actividad y/o
expresion de esta proteina serian adecuadas.

En esta tesis se aportaron nuevos datos que permiten dilucidar los mecanismos
moleculares por los cuales el SNP localizado en el gen SH3GL2 aumenta el riesgo de NOH.
En primer lugar, pareciera que el SNP se asocia con disminucion en la expresion del gen
SH3GL2. La base de dato RegBuild predice que esta regién donde se localiza el SNP
rs13294100 se encuentra un promotor activo y marcas epigenéticas tipo
H3K27me3(expresion génica a la baja), H3K4me3 en lineas celulares de neuronas. Estas
marcas epigenéticas que comparten localizacion con el SNP rs13294100 nos estaria
indicando que este ultimo provoca disminucion en la expresion del gen SH3GL2. Ademas,
en nuestros datos, utilizando un analisis diferencial de genes, hemos identificado
disminucion en la expresion del gen SH3GL2 en los pacientes con NOH produciendo de
esta forma disminucién en la neurotransmision, endocitosis, y transmision sinaptica ademas
de disminucion en el transporte retrograda de neurotrofina y en la biogénesis de vesiculas y
trafico ensolisosomal. Ademas se encontrd que los pacientes con el alelo de riesgo para el
SNP localizado en el gen SH3GL2 presentan significativamente disminucion en la expresion
de genes claves que participan en la neurotransmision como el SYT13, en la transmisién
sinaptica y trafico endolisosomal com SYNJ-1, en el sistema de ubiquitilaciéon y proteasomal
como la ubiquilina(UBQLN1), en la homeostasis del calcio como CISD2, en la eliminacion
en la proteccién del cerebro contra la neurotoxicidad de los iones metalicos como el
ATP13A2. Se identificd en este estudio que los pacientes con el alelo de riesgo para el SNP
localizados en el gen SH3GL2 tienen expresion disminuida del gen CYB561. Mutacion en
este gen se asocia con NOH y concentraciones de noradrenalina disminuida y actividad del
gen dopamina beta hidroxilasa.

En un analisis de expresién diferencial génica entre el grupo NOH vy el grupo control, se
identificaron 6 genes que estan regulados de forma distinta entre ambos grupos. Los genes
SNCA, SCN2A, SH3GL2, NDUFAF2, SYT4 muestran una disminucién en su expresion en
pacientes con NOH, mientras que el gen DDRGK1 estd aumentado en dichos pacientes.

Estos hallazgos sugieren que estos genes podrian desempefar roles clave como posibles
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blancos terapéuticos y/o biomarcadores para el diagnéstico temprano de la NOH. Este
descubrimiento podria tener implicaciones significativas en el desarrollo de estrategias para
el tratamiento y diagndstico de la NOH. Ademas este analisis permitié entender mejor los
mecanismos moleculares del desarrollo de la NOH en los enfermos de Parkinson. Hemos
podido dilucidar que los pacientes que tienen NOH presentan disminucién o inhibicién de los
procesos moleculares de neurotransmisién, exocitosis, sefializacion sinaptica y reciclaje de
vesiculas sinapticas en los cuales intervienen genes como SNCA, SCN2A, SH3GL2, SYT4,
NDUFAF2. Estos ultimos, como se explicd previamente, estan subexpresados(expresion
disminuida) en los pacientes con NOH. Seis de los SNPs encontrados asociados con NOH
se localizan en estos genes. Los pacientes con NOH presentan las actividades de
transporte de membrana, transporte pasiva, actividad de canales dependientes de voltaje,
actividad de transporte transmembrana de calcio, actividad de receptores postsinapticos,
actividad de canales dependientes de neurotransmisores, actividad de receptores de
neurotransmisores disminuidos e inhibidos. También, estan alteradas las vias de sinapsis
colinergicos, Gabaergicos, glutamatérgicos, serotonérgicos, interaccién neuroactiva
receptor-ligando, sintesis y secrecién de aldosterona, sefalizacidén adrenérgicas cardiacas,
vias de senalizacion AMPc, potenciacién a largo plazo en los pacientes con hipotensién
ortostatica neurogénica.

En fin, en este estudio hemos logrado determinar los mecanismos moleculares que explican
la reduccion del riesgo de padecer la NOH en relacién al SNP rs2280104-BIN3 en los
enfermos de parkinson. Nuestros hallazgos sefialan que el alelo de riesgo del SNP
rs2280104-BIN3 aumenta la expresion del gen PPP1R14C, el cual actia como un inhibidor
de la fosfatasa y desempena un papel crucial en otros procesos moleculares relevantes
para la funcion neuronal, como la proliferacion neuronal y la neurogénesis. Estos
descubrimientos sugieren que PPP1R14C, la proteina inhibidora de la fosfatasa, puede
representar un blanco terapéutico prometedor para el tratamiento de la NOH en general y la
enfermedad de parkinson en particular. Ademas, estrategias que fomenten la expresion o
activacion de esta proteina podrian ser fundamentales para el desarrollo de tratamientos
eficaces en pacientes con esta enfermedad.

Hemos identificado mecanismos moleculares que pueden explicar como los SNPs
localizados en los genes DDRGK1 y SH3GL2 aumentan el riesgo de NOH en pacientes con
EP. En el caso de DDRGK1, hemos identificado que el SNP localizado en este gen altera
significativamente la expresion de 17 genes de los cuales NOTCH1, KIFA4, TSPYL2,
CDCA2, PBK y CENPI. Ademas, la expresion de DDRGK1 estd aumentada en pacientes
con NOH como respuesta posiblemente al estrés del reticulo endoplasmico. En el caso del

SH3GL2, el SNP localizado en este gen disminuye la expresién de los genes
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ATP13A2(Mutacion en este gen esta asociada con Parkinsonismo familiar), SYNJ1,
UBQLN1, CDK20, SYT13, vy aumenta la expresion de MT-ND6, MTATP6P1. Estos
descubrimientos dan fundamentos para dilucidar los procesos moleculares de estos SNPs
asociados a NOH.

Por fin, hemos identificado varios SNPs que estan asociados con aumento de cifras de
UPDRS I(MAP4K4), UPDRSIII(SNCA-A53T), y UPDRSIV(CTSB). En base a estos datos,
encontramos que los pacientes que presentan el alelo de riesgo para este SNP localizado
en el gen MAP4K4 tienen mayor riesgo de tener alteraciones cognitivas depresion y
ansiedad. Mientras que los pacientes que presentan el alelo de riesgo para el SNP SNCA
AS53T presentan complicaciones motores y los pacientes con el alelo riesgo del SNP
localizado en el gen CTSB tienen mayor riesgo de desarrollar la forma grave de la

enfermedad.
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