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Resumen del Trabajo

La enfermedad de Parkinson (EP) es un trastorno neurolégico progresivo que no tiene
cura. Tras el diagndstico clinico, no hay tratamiento farmacoldgico que pueda detener
el avance de la enfermedad. Ademas, no hay en la actualidad un marcador bioldgico
que pueda ayudar al diagnostico precoz de la enfermedad. Este trabajo intenta
contribuir a la busqueda de biomarcadores eficaces para el diagndstico de la
enfermedad de Parkinson.

En este trabajo analizamos estadisticamente los niveles de citoquinas en plasma y
liquido cefalorraquideo a partir de los datos recabados en el estudio clinico BioFIND.
IL-1B, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a e IFNy fueron analizadas usando estadistica
inferencial para determinar posibles asociaciones entre ellas. A continuacion, se
llevaron a cabo estudios de correlacion entre citoquinas y a-sinucleina o diferentes
modificaciones post-traduccionales de la tubulina. También se realizaron estudios de
correlacion entre citoquinas y sintomas clinicos evaluados en la cohorte de estudio,
mediante el test de evaluacion cognitiva de Montreal (MoCA) o el cuestionario de
deteccion de trastornos en la fase REM del suefio (RBDSQ). Ademas, se estudiaron los
niveles plasmaticos de ciertos metabolitos entre sujetos control y pacientes con EP.
Finalmente, se cred un modelo de regresién logistica basado en las poliaminas ornitina,
putrescina y N-acetilputrescina, ademas de los sintomas clinicos, para predecir la
probabilidad de desarrollar EP.

Con todo, este estudio intenta aportar luz al proceso de neuroinflamacién asociado a la
EP y proporciona nuevos conocimientos sobre la fisiopatologia de la enfermedad.




Abstract:

Parkinson’s disease (PD) is a progressive neurological disorder and there is no cure for
it. After clinical diagnosis, none of the existing pharmacologic treatments can stop the
disease’s advance. Moreover, there is not currently biomarker that can help early
diagnose of PD. This work aspires to contribution in the seeking effective biomarkers for
the diagnosis of Parkinson’s disease.

In this study, we statistically analyzed plasma and cerebrospinal liquid cytokines levels
using clinical data from the BioFIND study. IL-1p, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-o. and IFNy
were analyzed using inferential statistics to determine associations between variables.
Then, correlation studies between these cytokines and a-synuclein or post-translational
modifications of tubulin were carried out. Correlation studies between cytokines and
clinical symptoms assessed by the Montreal Cognitive Assessment (MoCA) test or The
Rapid Eye Movement Sleep Behavior Disorder Screening Questionnaire (RBDSQ) were
analyzed in the cohort of study. Levels of plasmatic metabolites between control subjects
and PD patients were also studied. Finally, a logistic regression model was built based
on the polyamines ornithine, putrescine, and N-acetylputrescine besides clinical
symptoms to predict the probability of developing PD.

Taken together, the current study sheds light on the neuroinflammation process
associated with PD and adds new insights on the physiopathology of the disease.
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1. Resumen

La enfermedad de Parkinson (EP) es una patologia neurodegenerativa con una
incidencia muy elevada en la poblacion general, y se desconoce una cura para ella.
En la actualidad, unicamente existen terapias que pretenden limitar los efectos de la
enfermedad cuando estos se manifiestan. La falta de cura junto con la problematica
del diagnéstico tardio de la enfermedad hace que la calidad de vida de los individuos
afectados se vea gravemente afectada, de modo que se hace evidente la necesidad
de hallar marcadores bioldgicos que permitan detectar la EP de manera precoz para

actuar cuanto antes.

El presente trabajo analiza estadisticamente los datos existentes en la base de datos
del estudio clinico BioFIND, que contiene muestras de individuos sanos y pacientes
diagnosticados con EP, con tal de intentar hallar marcadores moleculares
relacionados con la enfermedad. Concretamente, el analisis se ha centrado en el
estudio de citoquinas y otras moléculas relacionados con diversos metabolismos,

procedentes tanto del plasma sanguineo como de liquido cefalorraquideo (LCR).

Los resultados relacionan las diferentes concentraciones de las interleuquinas y
moléculas de estudio con algunos procesos clinicos caracteristicos de la EP. Se
aprecia un papel relevante de las interleuquinas IL-13, IL-2, IL-6 e IL-10, sugiriendo
una respuesta del sistema inmunitario en los procesos desencadenantes de la EP.
Niveles de IL-2 y IL-6 se relacionan con la disminucion de la capacidad cognitiva de
los individuos afectados por la EP. En individuos sanos, pero no en pacientes EP, la
IL-2 correlaciona significativamente con la proteina alfa-sinucleina, uno de los
factores clave en el desarrollo de la EP. Niveles plasmaticos de IL-1 muestran
relacion con las alteraciones del suefio que sufren los pacientes con EP, y junto con
IL-8, muestran relacion con afectaciones en la maquinaria relacionada intimamente
con la estructura celular, sugiriendo un papel relevante en la neurodegeneracion
caracteristica de la enfermedad. Los efectos sobre el sistema dopaminérgico se
hacen evidentes puesto que se observan mayores concentraciones plasmaticas de
DOPAC y acido homovalinico en pacientes con EP. Por ultimo, se observa también

un aumento en plasma de aminoacidos como la glutamina y B-alanina, en individuos
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con EP, y se ha demostrado la implicacion de moléculas relacionadas con el
metabolismo de las poliaminas, concretamente ornitina, putrescina vy
N-acetilputrescina que muestran un aumento de sus niveles en plasma en los

pacientes con EP en comparacion con los sujetos control.

El presente trabajo permite distinguir moléculas relacionadas con la EP, de manera
que sus niveles puedan ser monitorizados e interpretados como biomarcadores de la
enfermedad. La principal aportacion es destacar las interleuquinas y metabolitos
citados anteriormente como posibles indicadores de la enfermedad y su estudio
podria contribuir a un diagnostico precoz para asi evitar una mayor degeneracion en
los individuos afectados, puesto que la aparicidén de los primeros sintomas clinicos de

la EP se produce cuando ésta se encuentra en una fase de desarrollo muy avanzado.

11
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2. Introduccion

2.1 Contexto y justificacion del Trabajo

La enfermedad del Parkinson (EP) es una neuropatologia progresiva que afecta al
sistema nervioso (1). Se producen dafos en las neuronas, principalmente en las
productoras de la dopamina, volviéndose éstas disfuncionales, llegando hasta la
muerte celular (2). Los sintomas aparecen gradualmente, siendo mas evidentes

conforme se desarrolla la enfermedad (1,3).

Las manifestaciones clinicas de la EP a nivel motor incluyen bradicinesia, rigidez,
temblores e inestabilidad postural. Las manifestaciones no motoras son muy variadas
e incluyen depresion, falta de autonomia o deterioro cognitivo (4—7). Otros sintomas
no motores como la pérdida de olfato, trastornos del suefio o disfuncion urinaria o
sexual se estan considerando en la actualidad como factores precursores a los

sintomas motores.

La enfermedad de Parkinson es la segunda neuropatologia mas comun después de
la Enfermedad de Alzheimer (8), con una incidencia de 1 a 2 por 1000 en la poblacién
general. La edad es un factor de riesgo, ya que se observa una prevalencia de 1 por
cada 100 en individuos mayores de 60 afos; se estima que hay entre 7 y 10 millones
de pacientes afectados por Parkinson en todo el mundo (7,9,10). Los factores
ambientales, tales como la exposicion a pesticidas, asi como las lesiones cerebrales
aumentan la probabilidad de desarrollo de la EP; por el contrario, se observan menos
casos en fumadores o consumidores habituales de cafeina (1,11).

En la actualidad, el diagnoéstico de la EP se basa unicamente en criterios clinicos, es
decir, sintomas visibles, y la aparicion de éstos implica que la enfermedad se
encuentra en una fase de desarrollo muy avanzado. El diagndstico definitivo se debe
hacer post-mortem, ya que requiere confirmacion de pérdida neuronal a nivel de la
sustancia negra (nigra) del cerebro junto con la presencia de cuerpos de Lewy. La
imposibilidad de realizar un diagndstico precoz viene marcada por la falta de
conocimiento sobre un marcador molecular definitivo que permita detectar la EP antes

de la aparicion de los sintomas clinicos; este hecho remarca la necesidad de hallar
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marcadores moleculares que permitan el diagnostico precoz de la EP. De este modo,
se podria ralentizar y controlar la enfermedad en lugar de llevar a cabo tratamientos
gque unicamente actuan sobre los sintomas, tal como se esta haciendo en la

actualidad.

Se han determinado diversos factores que aumentan el riesgo de padecer EP. El
primero y mas determinante es la edad, puesto que se ha demostrado que la
enfermedad de Parkinson tiene una incidencia mucho mas elevada en poblacién de
edad avanzada, a partir de los 55 anos (9,10). Sin embargo, hay otros factores de
riesgo como pueden ser ambientales (exposicion a pesticidas) o factores genéticos
que predisponen al organismo a desarrollar mutaciones en genes que se relacionan
de manera directa con la EP (11,12). En las ultimas décadas, se ha empezado a tener
en cuenta el papel que juega la neuroinflamacién en el desarrollo de la enfermedad,

que es uno de los muchos procesos que desencadenan y producen la muerte celular

(4).
2.1.1 Neuroinflamacion y enfermedad de Parkinson

La inflamacion del sistema nervioso, denominada neuroinflamacién, es un proceso
complejo que involucra tanto al Sistema Nervioso Central como al Sistema Nervioso
Periférico (12).

El sistema inmune, ante un estimulo dafino, genera un proceso inflamatorio
controlado, con principio y fin, cuyo objetivo es destruir las células dafiadas y restaurar
la integridad tisular (13). El proceso inflamatorio es, por tanto, un mecanismo de
defensa complejo, que debe ser regulado correctamente por el sistema inmune para
restablecer el equilibrio (homeostasis) del organismo. Cuando este proceso
inflamatorio se descontrola y es excesivo en duracion o intensidad, es cuando se

convierte en danino (14,15).

Las citoquinas son moléculas fundamentales en el control de la inflamacion. Son
proteinas producidas por una gran variedad de células y ejercen su papel
interaccionando con receptores especificos que solo se expresan en ciertos tipos
celulares. Son muy potentes y actuan a bajas concentraciones y tienen una vida
media muy corta que asegura que su accion se lleva a cabo en un estrecho margen

de tiempo y generalmente en las cercanias de la zona donde se produjeron (accion
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local), aunque en algunos casos son producidas en grandes cantidades y pasan a la
circulacién. Las citoquinas pueden ejercer una actividad funcional sobre varios tipos
celulares. Algunas tienen funciones similares y otras antagonicas. Una misma
citoquina puede tener una funcidn concreta sobre un tipo de célula y una funcion
completamente distinta sobre otro. Podemos decir que las citoquinas son, por tanto,
la base de la respuesta inmune. Existen distintas clases de citoquinas, con multiples
funciones bioldgicas. El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) es una citoquina
importante durante las primeras etapas de la respuesta inflamatoria. Son producidas
por una gran variedad de células y tienen un papel central en infecciones virales, asi
como en la proliferacion y muerte celular (apoptosis). El interferon gamma (INFy ) es
secretado como senal de peligro, promueve la actividad antiviral y estimula la
actividad citotoxica de las células natural killer (14). Dentro de las citoquinas también
destacan las interleuquinas (IL) que se encargan principalmente de regular la
activacion de las células del sistema inmune. Algunas tienen funciones
pro-inflamatorias (IL-1p, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12) y otras anti-inflamatorias (IL-4, IL-10 e

IL-13) regulando entre todas ellas el proceso inflamatorio desde el inicio hasta el fin.

En este aspecto, se han identificado diversas citoquinas cuya expresion se ve alterada
en pacientes con EP. Entre ellas encontramos las interleuquinas IL-2, IL-6, IL-8 e
IL-10, asi como el INFy o TNF-a (16).

2.1.2 Neurodegeneracion en la enfermedad de Parkinson

El citoesqueleto celular es la estructura proteica que confiere soporte interno y regula
las actividades vitales de la célula. Los microtubulos son proteinas que forman parte
del citoesqueleto, y, por tanto, juegan un papel critico en funciones vitales de la célula
como el mantenimiento de su forma celular, el transporte intracelular o la mitosis, por
ejemplo. Los microtubulos son largos y huecos y estan formados por subunidades de
a-tubulina y B-tubulina. Estas moléculas de tubulina estan sujetas a un gran numero
de modificaciones post-traduccionales que contemplan, entre otras, Ila
tirosinacion/detirosinacion (adicion o eliminacién de un grupo funcional tirosina),
generacion de A2-tubulina (una modificacion irreversible) o la acetilacion (tiene lugar
en la o-tubulina). Estas modificaciones postraduccionales de la tubulina estan
involucradas en la regulacion de la mayoria de las funciones de los microtubulos.

Responden a lo que se ha determinado llamar el codigo de tubulina cuya hipotesis
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afirma que estas modificaciones atienden a un codigo especifico que dictamina las
funciones celulares (17).

Durante el proceso de degeneracion celular se producen cambios en las
modificaciones post-traduccionales que pueden llevar a la despolimerizacion de los
microtubulos (18), siendo este hecho la fase inicial de la muerte celular. En lo
concerniente a la EP, el daio o disfuncidn de los microtubulos puede representar un
punto critico en la pérdida de funcionalidad de las neuronas dopaminérgicas y podria
ser la causa subyacente de su muerte (19). Por tanto, las aberraciones en el patron
normal de estas modificaciones post-traduccionales podrian conducir directa o
indirectamente a enfermedades neurodegenerativas (20,21).

Muchos factores pueden afectar a la estabilizacion de los microtubulos. Pueden ser
factores quimicos (toxinas como MTPP o plaguicidas como rotenona) o moleculares
(proteinas como la a-sinucleina o la proteina tau). La a-sinucleina es una proteina
que actua directamente sobre los microtubulos causando su desestabilizacién (22).
Por otro lado, esta proteina es ampliamente conocida por su papel relevante en la
patogénesis de la EP, puesto que los agregados de a-sinucleina han sido
identificados como los componentes principales de los cuerpos de Lewy. Estos
agregados se encuentran en las neuronas y causan su muerte. Mayoritariamente se
encuentran en las neuronas del cerebro de los pacientes con EP, provocando la
sintomatologia motora y cognitiva propia de la enfermedad. Pero estos agregados no
solo estan confinados al sistema nerviosos central, también se encuentran en el
sistema nervioso auténomo (23) pudiendo ser los responsables también de los
sintomas no motores caracteristicos de la enfermedad (estrefiimiento, descontrol de

esfinteres, disfuncion sexual, etc.).
2.1.3 Sintomas no motores en la enfermedad de Parkinson

Hay una variedad de tratamientos farmacoldgicos que proporcionan un alivio
significativo de los sintomas motores basados en el aumento de la disponibilidad de
dopamina en el cerebro. Otros tipos de tratamiento contemplan procedimientos
quirargicos para realizar estimulacion cerebral profunda (DBS, del inglés Deep Brain

Stimulation) que consistente en la implantacién de electrodos en el cerebro y éstos,
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conectados a un pequefio generador de impulsos, inducen estimulos que bloquean

las sefiales responsables de los sintomas motores del Parkinson (1,4).

En los ultimos afos se ha dado especial importancia a la presencia de los sintomas
no motores como los trastornos del suefio o los déficits cognitivos (24—27). La pérdida
de capacidad cognitiva se caracteriza por una incapacidad de regular el propio
comportamiento, asi como la incapacidad de clasificar y planear tareas. Ademas,
tanto las representaciones visuoespaciales como la memoria se ven alteradas
(28,29). La evaluacion del estado mental se considera el primer paso en el proceso
de deteccion temprana de deterioro cognitivo. Uno de los instrumentos utilizados es
el test de evaluacion cognitiva de Montreal —~Montreal Cognitive Assessment (MoCA)—
(30). Es un instrumento de facil aplicacion: constituye una bateria de pruebas breves,
con una duracion aproximada de 10-12 minutos, cuyo propdsito es detectar la
presencia de deterioro cognitivo leve y diferenciarlo de alteraciones cognitivas
consecuentes al envejecimiento normal. Evalua las funciones ejecutivas, la capacidad
visuoespacial, la memoria, la atencidn, la concentracion y la memoria de trabajo, el
lenguaje y la orientacidn. Las puntuaciones oscilan de 0 a 30 y se considera normal
una puntuacion de 26 o superior (31).

El trastorno de conducta durante el sueio REM —REM Sleep Behavior Disorder
(RBD)- se caracteriza por conductas motoras vigorosas, pesadillas y la ausencia de
atonia muscular durante el suefio REM (32,33). Generalmente ocurre en personas de
mas de 55 afnos. Es una parasomnia, es decir una alteracion de la conducta durante
el suefo. Los avances conseguidos durante los ultimos afios han demostrado que no
es una simple alteracion del sueho, sino que en muchos casos es la primera

manifestacion de una enfermedad neurodegenerativa como la EP.

Para evaluar posibles trastornos de suefio también hay diversas pruebas. Una de
ellas, el cuestionario RBDSQ —-The REM Sleep Behavior Disorder Screening
Questionnaire— evalua diferentes aspectos relacionados con la fase REM del suefio.
Es una prueba que consta de 13 preguntas y cada pregunta afirmativa tiene el valor
de un punto. El score final es la suma de la puntuacion obtenida. Un score con valor

mayor o igual a 5 determina que el individuo sufre algun tipo de alteracion del suefio.
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Teniendo en cuenta la sintomatologia de la enfermedad y que en la actualidad no se
conoce ninguna cura para la EP, se hace evidente la necesidad de encontrar
marcadores moleculares que permitan llevar a cabo un diagndéstico precoz de la

enfermedad y evitar o ralentizar su desarrollo.

2.2 Objetivos del Trabajo

El objetivo general del presente trabajo es el estudio de ciertas moléculas implicadas
en la neuroinflamacién y su posible relacion con la EP. Para ello, se llevaron a cabo

los siguientes objetivos especificos:

- Recopilacion y lectura de la literatura cientifica publicada

- Estudio comparativo de los niveles de citoquinas en individuos sanos y
pacientes con EP, a partir de muestras clinicas de ambos grupos, tanto en
plasma como en LCR.

- Analisis estadistico inferencial de los niveles de las citoquinas comparadas.

- Analisis de correlacion entre citoquinas y otras moléculas implicadas en
neuroinflamacion

- Estudio comparativo de los niveles plasmaticos de neurotransmisores y
metabolitos relacionados en individuos sanos y pacientes con EP.

- Creacion de un modelo de predicciéon de EP.

2.3 Enfoque y método seguido

Con la finalidad de recopilar informacién acerca de la EP se accede a la base de datos
del estudio clinico BioFIND en el que colaboraron multiples organizaciones
académicas de EE.UU. Se recopilaron, entre otras, muestras de LCR y plasma en
mas de 200 individuos que incluyen pacientes con EP e individuos sanos.

Una vez definidos los datos de interés para el estudio, se emplearon métodos
estadisticos para analizar los diferentes tipos de moléculas que participan en los
procesos de neuroinflamacion. De este modo, se pretende detectar los posibles
cambios de dichas moléculas en pacientes que sufren EP respecto a los individuos

sanos.
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2.4 Planificacion del Trabajo

El primer paso que ha sido necesario llevar a cabo para realizar el trabajo ha sido la
solicitud de acceso a la base de datos BioFIND- el estudio clinico que sera explicado
posteriormente— para poder acceder a los resultados de los estudios que son
utilizados para el posterior analisis. A partir de ese momento, se decidié organizar el
TFM siguiendo unos objetivos definidos, con tal de gestionar de la mejor manera

posible el tiempo dedicado a cada uno de ellos.
2.4.1 Planificacion de los objetivos

Los objetivos que se persiguen con este TFM son multiples, por lo que la organizacion
de las tareas es vital. Es por ello que se decidié organizarlo de la siguiente manera:

e PECQO: Definicion de los contenidos del trabajo
Fecha de inicio: 17/02/21
Fecha limite: 01/03/21
o Objetivos y tareas:

m Solicitud de acceso a la base de datos BioFIND.
m Busqueda de bibliografia especifica sobre la EP.

m Iniciacion en el uso del software VOSviewer, que permite analizar
redes bibliométricas.

e PEC1: Plan de trabajo
Fecha de inicio: 02/03/21
Fecha limite: 16/03/21
o Objetivos y tareas:

m Andlisis bibliométrico con VOSviewer enfocado en
neuroinflamacion y enfermedad de Parkinson.

m Seleccion de los proyectos de BioFIND para el analisis
estadistico.

e PEC2: Desarrollo del trabajo - fase 1
Fecha de inicio: 17/03/21
Fecha limite: 19/04/21

o Objetivos y tareas:
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m Depuracién de datos, deteccidn de valores nulos, definicién de
las muestras a evaluar.

m Estadistica descriptiva de cada marcador por sexo y paciente.
m Estudio de normalidad de cada conjunto de muestras a evaluar.
m Andlisis estadistico inferencial de los distintos elementos
moleculares seleccionados y representacion grafica con ggplot2
(RStudio).
e PECS3: Desarrollo del trabajo - fase 2
Fecha de inicio: 20/04/21
Fecha limite: 17/05/21
o Objetivos y tareas:

= Analisis de correlacion entre citoquinas y otras moléculas de interés.

= Analisis comparativo de metabolitos plasmaticos relacionados con
neurodegeneracion.

= Analisis estadistico descriptivo de las diferentes variables y
representacion grafica con ggplot2.

= Creacion de un modelo de regresion logistica a partir de posibles
diferencias detectadas en el analisis anterior.

e PECA4: Cierre de la memoria
Fecha de inicio: 18/05/21
Fecha limite: 08/06/21
o Objetivos y tareas:

=  Redaccion de la memoria

e PECS: Elaboracion de la presentacion y defensa publica
Fecha de inicio: 10/06/21
Fecha limite: 23/06/21

o Objetivos y tareas:

= Elaboracién de la presentacién
= Defensa publica
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2.4.2 Calendario

PLANIFICACION TEMPORAL DE LOS HITOS
17/2/1 9/3/1 29/3/21 18/4/21 8/5/21 28/5/21 17/6/21

HTO1l —

Andlisis estadistico de las muestras I

Andlisis de correlacion

Modelo de prediccion

HITO2

HITO3

HITO 4 I
Redaccion de la memoria I
HITOS [

Elaboracion de la presentacion i

HITO 6 i

Defensa publica i

Fig. 2.1. Diagrama de Gantt. Representa de los hitos realizados, con sus fechas de inicio y finalizacion.

El diagrama de Gantt permite representar de manera visual la organizacién de las
tareas a llevar a cabo, junto con sus fechas de inicio y finalizacion correspondientes.
Las barras horizontales representan la duracion de cada tarea, y el color de relleno el
progreso de cada una. En este caso, todas las barras de progreso son de color verde,
puesto que se han completado todos los hitos.
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2.4.3 Hitos

HITO FECHA DE FINALIZACION

1. Finalizacion del analisis estadistico
inferencial de las muestras de

) 19/04/21

paciente
2. Finalizacion de los analisis de

correlacion 3/5/21
3. Finalizacion del modelo de

prediccion 17/05/21
4. Redaccion de la memoria 08/06/21
5. Elaboracion de la presentacion 13/06/21
6. Defensa publica 23/06/21

Tabla 2.1. Hitos a realizar y fecha de finalizaciéon correspondiente.

2.5 Breve sumario de contribuciones y productos obtenidos

A partir de los analisis estadisticos realizados en el presente trabajo se van a
obtener los siguientes productos:

e Aportacion de nuevos resultados al estudio clinico BioFIND a partir de sus
proyectos 132 y 106, con el fin de contribuir en su objetivo de descubrir

nuevos marcadores moleculares de la EP.

e Destacar la importancia de ciertas citoquinas que podrian tener un papel

relevante en la EP.

¢ Un listado de marcadores moleculares plasmaticos que podrian contribuir en

el diagnostico precoz de la EP.
¢ Un modelo de prediccion de la EP a partir ciertos metabolitos plasmaticos.

e La memoriay la presentacion final del trabajo realizado.
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2.6 Breve descripcion de los otros capitulos de la memoria

La presente memoria esta formada por 11 capitulos, donde cada uno de ellos trata
un aspecto concreto del trabajo realizado.

El siguiente capitulo (numero 3) consiste en el estado del arte, en el que se analiza y
recopila la informacién de publicaciones cientificas referentes al tema de estudio de
los ultimos anos. Permite ver, por un lado, la evolucién de los estudios sobre la EP a
lo largo de los afos, asi como la aparicion paulatina de métodos y enfoques distintos

para hacerle frente.

El cuarto capitulo hace referencia a la metodologia. En él se detallan las fuentes de
las que se han obtenido los datos para el estudio, asi como las diferentes técnicas
estadisticas empleadas para analizar dichos datos y hacer representaciones graficas,

con tal de hacer mas comprensibles los resultados.

A dichos resultados hace referencia el quinto capitulo, en el que se recopilan los datos
que se derivan del conjunto de analisis llevados a cabo. Se presentan de manera
detallada, destacando los resultados con mayor importancia, y se relacionan con la

metodologia seguida a lo largo del trabajo.

El capitulo numero 6 comprende la discusion, en el que se intenta responder a las
preguntas e hipotesis planteadas al inicio del TFM mediante la interpretacidén de los
resultados obtenidos. En él se detalla si éstos permiten dar respuesta a los problemas

planteados al inicio.

El capitulo siete se centra en las conclusiones. En él se valorara el conocimiento
generado a lo largo del trabajo, asi como el hecho de si se han logrado los objetivos
planteados al inicio. Se muestran qué cuestiones y aspectos no han podido ser

analizados en este TFM, con tal de plantearlos para proximos trabajos

Por ultimo, los capitulos ocho, nueve y diez comprenden el glosario con los términos

utilizados a lo largo del trabajo, la bibliografia y los anexos, respectivamente.

22



Sergi Casabella Sin 3. Estado del arte

3. Estado del arte

Al inicio del presente trabajo, se llevo a cabo una revision bibliografica de la literatura
cientifica publicada sobre la enfermedad de Parkinson hasta la fecha. Se utilizé la
base de datos PubMed, que contiene mas de 32 millones de citas de articulos
cientificos. Dicha revision permiti6 comprobar que existen cerca de 96.000
publicaciones cuya palabra clave (keyword) es “Parkinson’s Disease” aparecidas
entre 1923 y 2021; sin embargo, si se anade “cytokines” a la busqueda, los resultados
se reducen considerablemente, con poco mas de 2200 articulos publicados entre
1993 y la actualidad. La Figura 3.1 muestra la evoluciéon del numero total de
publicaciones al afio en barras negras. Las barras naranjas representan los articulos

en los que se citan las citoquinas.

8000 -

6000 -

4000 -

Count

CYTOKINE

2000 -

0-
U

1925 1950 1975 2000
Year

S

Fig. 3.1. Numero total de publicaciones anuales sobre la EP. Se muestra, en
barras negras, la evolucién del numero total de publicaciones (Count) por afio
(Year) relacionadas con la EP. Las barras naranjas representan los articulos en
los que se cita, ademas, las citoquinas.
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Es necesario remarcar que las barras naranjas, que hacen referencia a aquellos
articulos que citan la palabra clave “citoquina”, empiezan a partir de 1993. Esto
significa que, en los estudios llevados a cabo hasta la fecha, no se tenia en cuenta la
neuroinflamacion. Sin embargo, a partir de ese momento, se empieza a relacionar
dicho factor como uno de los elementos clave (entre otros) del desarrollo de la EP.
Asi pues, los estudios orientados en la neuroinflamacion empiezan a principios de la
década de los noventa, por lo que el tema es relativamente novedoso dentro de la
evolucion del estudio de la enfermedad.
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Fig. 3.2. Estudio bibliométrico sobre la neuroinflamacion en EP. Se muestra el
resultado por palabras clave (keyword). El tamafio de letra aumenta en funcion del mayor
numero de veces que se cita la palabra clave en la literatura. El color refleja el afio de
publicacion de los articulos obtenidos desde 2008 hasta la actualidad.

Se buscé informacion acerca de las palabras clave que mas se citan en los estudios
relacionados con la EP utilizando el software libre VOSviewer (34). El programa
permite hacer un estudio bibliométrico en el que se muestran las palabras mas citadas
teniendo en cuenta los parametros fijados (en este caso, EP y neuroinflamacién). La
Figura 3.2 ilustra los resultados obtenidos y muestra las palabras clave que aparecen
con mas frecuencia en el centro y con mayor tamafo de letra, mientras que los colores
de fondo representan los afios de publicacion de los articulos. La figura muestra que
los articulos publicados relacionados con la EP citan con mayor frecuencia las
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palabras “inflammation” o “microglia”, mientras que la palabra “cytokines” aparece en
menor frecuencia (tamafo menor) y a partir de 2018 (color amarillo), con lo que la
mayoria de estudios que incluyen esta palabra clave se publicaron a partir de esa

fecha.

El objetivo del presente trabajo es aportar informacién que ayude a descifrar el papel
de la neuroinflamacion en la enfermedad del Parkinson, mediante el analisis de las
principales moléculas implicadas en dicho proceso. El estudio de los niveles de
citoquinas en plasma y LCR, asi como de neurotransmisores y otros metabolitos
plasmaticos, podria permitir determinar qué moléculas son marcadores de la EP. La
importante prevalencia que tiene la EP en la sociedad, junto con el hecho de que se
trata de una enfermedad sin cura, ponen de manifiesto la necesidad de hallar técnicas
que permitan llevar a cabo un diagndéstico temprano en los pacientes de mas riesgo.
Asi pues, la determinacion de ciertas moléculas como marcadores de la EP ha de ser
una herramienta que acelere su diagnostico, permitiendo actuar en consecuencia sin
esperar a que los sintomas sean evidentes e irreversibles, mejorando asi la calidad

de vida de los individuos afectados.
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4. Metodologia

4.1 Estudio clinico BioFIND

El estudio clinico BioFIND (Fox Investigation for New Discovery of Biomarkers in
Parkinson's Disease) fue creado con la intencién de descubrir y verificar marcadores
moleculares de la enfermedad de Parkinson gracias a la Fundacion Michael J Fox
(MJFF, The Michael J Fox Foundation, https://www.michaeljfox.org/) y financiado a

través de los fondos de esta fundacion (MJFF Fox Trial Finder,

https://foxtrialfinder.michaeljfox.org). La recoleccién de muestras se hizo entre 2012y

2015 en Estados Unidos a partir de diversos fluidos organicos que fueron
posteriormente analizados. Se genero una base de datos de acceso libre que requiere
un registro previo junto con una exposicion de los motivos que llevan a solicitar el

acceso a los resultados del estudio.

4.2 Software Ry librerias utilizadas

El analisis de datos ha sido llevado a cabo utilizando el lenguaje de programacion R
(35) que permite hacer analisis estadisticos y se ha llevado a cabo en el entorno de
trabajo RStudio_(36). Se han instalado los siguientes paquetes procedentes del
repositorio CRAN:

- ggplot2 (37) y ggpubr (38): librerias especificas para la creacion de graficos
mas complejos que los que permite hacer el programario de origen.

- dplyr(39) y tidyr (40): permiten modificar y hacer operaciones con data frames,
tales como el filtraje, seleccion o sumarios de datos.

- car (41): ofrece funciones para trabajar con modelos lineales o modelos logit.

4.3 Pruebas de normalidad y test estadisticos

Las primeras pruebas estadisticas aplicadas han sido tests de normalidad que
permiten conocer la distribucion de los datos. Se parte de la hipotesis nula que afirma
que los datos proceden de una poblacién distribuida normalmente en forma de
campana de Gauss. Dichos tests son ejecutados mediante calculos numéricos y
representaciones graficas. Se ha aplicado el test de Kolmogorov-Smirnov con la
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modificacion de Lilliefors para tamafos de muestra muy grande y el test de Shapiro-
Wilk para tamafos de muestra pequenio.

Para testar la homocedasticidad se han empleado el test de Levene, un test
paramétrico utilizado para verificar si la varianza es constante en muestras cuya
distribucion es normal, y el test de Fligner-Killeen, que es no paramétrico y se emplea

con muestras que no siguen una normal.

Los test de comparacion entre grupos parten de la hipdtesis nula que afirma que las
diferencias entre dichos grupos no son significativas, pero si el valor p obtenido es
inferior al nivel de significacion de 0.05, se descarta dicha hipétesis y se concluye que
si hay diferencias significativas. Cuando la muestra es paramétrica -cumple con las
condiciones de normalidad en la distribucion y homocedasticidad en las varianzas- se
emplea la prueba t de Student. En el caso de muestras que no cumplan las
condiciones de normalidad, se usa el test no paramétrico U de Mann-Whitney.

Posteriormente se ha estudiado la relacién entre los marcadores de neuroinflamacion
y parametros de neurodegeneracion. Para ello se ha realizado analisis de correlacion
de Pearson del que se obtiene un coeficiente denominado p (rho) que mide el grado
de relacion que existe entre dos variables, describiendo tanto la direccion como la
fuerza de dicha interaccién. Cuanto mas se acerca a -1 indica que la correlacién es
fuertemente negativa, con lo que un aumento en el valor de una variable provoca una
disminucién en la otra; en cambio, cuando el coeficiente es cercano a +1, la
correlacion es positiva y el aumento de una variable hace que la otra también
aumente. Si el valor de rho es 0, significa que la correlacion es inexistente o muy poco
marcada. Ademas, se ha calculado el valor p para saber si la correlacién entre las

moléculas es significativa.

Por ultimo, se ha creado un modelo de regresion logistica o modelo logit para estimar
la probabilidad de que un individuo pueda desarrollar la EP. Se utiliza la variable
binaria que solo puede tomar dos valores: padecer o no la EP. Del modelo logit se
desprende un valor que hace referencia a la probabilidad de que las variables
independientes utilizadas puedan predecir el diagndstico, es decir, la EP.

27



Sergi Casabella Sin 5. Resultados

5. Resultados

5.1 Individuos incluidos en el estudio

La cohorte de este estudio clinico lo conforman individuos sanos (control) e individuos
con EP, en numero similar tanto de mujeres como de hombres. La Figura 5.1A
muestra el nimero total de hombres y mujeres reclutados que forman parte de la
cohorte de estudio, siendo ligeramente superior el nUmero de hombres con EP (n=78),
comparado con el grupo de hombres control (n=49). El numero de las mujeres fue
mas homogéneo entre el grupo control (n=52) y las mujeres con EP (n=44).

Respecto a la edad de los individuos, la Figura 5.1B muestra la grafica de cajas y
bigotes que permite ver la mediana (linea horizontal central de cada caja) y los valores
maximo y minimo de edad para cada grupo del estudio clinico (los extremos de los
bigotes). La edad minima fue de 54 anos (incluido en el grupo de mujeres control) y
la edad maxima fue de 85 afos (individuo incluido en el grupo de hombres con EP).
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Fig. 5.1. Distribucion de individuos por género y diagnéstico incluidos en el estudio. (A) NUumero
de individuos incluidos en el estudio. (B) Edad de cada grupo estudiado por sexo y diagndstico. El punto
negro de cada caja representa la media y la linea horizontal central la mediana.
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5.2 Estudio de las citoquinas evaluadas en el estudio
5.2.1 Muestras a evaluar

Se analizaron los datos correspondientes al proyecto numero132 de BioFIND que
incluye los datos de citoquinas detectadas con el kit V-PLEX Proinflammatory Panel

1 (human) de MSD (42) (https://www.mesoscale.com).

Estudios previos muestran que la prevalencia de la enfermedad es 1,5 a 2 veces
mayor en hombres que en mujeres (43). Ademas, en general, las mujeres presentan
un fenotipo mas benigno, con una tasa de empeoramiento motor mas lenta y menos

vacilante (44).

La Tabla 5.1 muestra el numero total de valores validos, nulos y totales, asi como el
porcentaje de valores validos por citoquina, género y diagndstico en plasma. (Los
valores obtenidos para el LCR se muestran en el Anexo 10.1). La falta de datos para
muchas de las citoquinas analizadas y el escaso valor del resto, hizo imposible el

estudio comparativo entre géneros.

Una vez conocido el tamafio muestral de cada grupo experimental, se realizo el
estudio comparativo entre control y EP sin tener en cuenta el género del individuo.
Ademas, se descartaron del estudio estadistico las citoquinas IL-4, IL-12p70 e IL-13
por presentar 90-100% de valores nulos.

5.2.2 Estudios de normalidad y comparacion de muestras

Para estimar si nuestras variables tienen distribucién normal o no, y puesto que
incluyen menos de 50 valores, comprobamos la normalidad con el test de
Shapiro-Wilk. Este test plantea la hipotesis nula que una muestra proviene de una
distribucion normal y una hipotesis alternativa que sostiene que la distribucion no es
normal. Si el valor-p del test es inferior a 0.05, se rechaza la hipotesis nula y se
concluye que no sigue una distribucion normal. (En los Anexo 10.2 y 10.3 se incluyen

los graficos de histogramas y qq-plot para cada variable).
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Citoquina  Género Diagnéstico Valores Valores Valores % valores
totales  nulos (NA) validos NA
IL-10 Female Control 14 6 8 43%
IL-10 Male Control 16 7 9 44%
IL-10 Female PD 10 3 7 30%
IL-10 Male PD 20 8 12 40%
IL-12p70  Female Control 14 12 2 86%
IL-12p70 Male Control 16 15 1 94%
IL-12p70  Female PD 10 10 0 100%
IL-12p70 Male PD 20 18 2 90%
IL-13 Female Control 14 13 1 93%
IL-13 Male Control 16 13 3 81%
IL-13 Female PD 10 9 1 90%
IL-13 Male PD 20 19 1 95%
IL-1B Female Control 14 4 10 29%
IL-1B Male Control 16 7 9 44%
IL-1B Female PD 10 3 7 30%
IL-1B Male PD 20 4 16 20%
IL-2 Female Control 14 9 5 64%
IL-2 Male Control 16 11 5 69%
IL-2 Female PD 10 6 4 60%
IL-2 Male PD 20 15 5 75%
IL-4 Female Control 14 14 0 100%
IL-4 Male Control 16 16 0 100%
1L-4 Female PD 10 10 0 100%
1L-4 Male PD 20 20 0 100%
IL-6 Mujer Control 25 1 24 4%
IL-6 Mujer EP 19 0 19 0%
IL-6 Hombre  Control 35 1 34 3%
IL-6 Hombre EP 39 1 38 3%
IL-8 Mujer Control 25 0 25 0%
IL-8 Mujer EP 19 0 19 0%
IL-8 Hombre  Control 35 1 34 3%
IL-8 Hombre EP 39 0 39 0%
INF-g Mujer Control 25 8 17 32%
INF-g Mujer EP 19 8 11 42%
INF-g Hombre  Control 35 16 19 46%
INF-g Hombre EP 39 20 19 51%
TNF-alpha  Mujer Control 25 10 15 40%
TNF-alpha  Mujer EP 19 7 12 37%
TNF-alpha Hombre  Control 35 13 22 37%
TNF-alpha Hombre EP 39 15 24 38%

Tabla 5.1. Relaciéon de citoquinas plasmaticas evaluadas en el estudio. Se
muestran los valores nulos, validos y totales de la base de datos, obtenidos a partir de
la técnica de analisis de MSD V-Plex Proinflammatory Panel 1 Human Kit.
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Plasma Shapiro Wilk Fligner-Killeen Mann-Whitney- T-test
Control EP Wilcoxon
IL-1P 0.00021 0.00068 0.6442 0.6346
IL-2 0.139 0.4129 0.4133 0.2815
IL-6 2045107 0.05112 0.0066994 0.5371
IL-8 0.004214  987810° 0.3938 0.1041
IL-10 0.5008 1136107 0.2672 0.7306
TNF-¢ 138410°  1.757:10"" 0.01892 0.9276
INF-y 1.45510°  7.514-10° 0.1542 0.8698
LCR ShapiroWilk Fligner-Killeen Mann-Whitney- T-test
Control EP Wilcoxon
IL-1B 0.08745  0.003066 0.3513 0.4776
IL-2 0.01374  0.9643 0.5896 0.9322
IL-6 2.532 100 0.1382 0.6115 0.4076
IL-8 0.04433 0.146 0.0661 0.707
IL-10 0.7642 0.5987 0.417 0.7975
TNF-a 0.8647 0.1955 0.6 0.5378
INF-y 0.4869 0.3576 0.2026 0.3405

Tabla 5.1 Test estadisticos aplicados y valores p para las muestras de citoquinas. Se
muestran los valores p obtenidos en el test de normalidad (Shapiro-Wilk), de homogeneidad de
varianzas (Fligner-Killeen) y de comparacion de dos muestras (Mann-Whitney-Wilcoxon o t-test)
para cada citoquina analizada en plasma (panel superior) y LCR (panel inferior).
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Como ambas muestras a comparar no cumplen la condicion de normalidad,
aplicamos el test de Fligner-Killeen para probar homogeneidad de varianzas. Se trata
de un test que compara las varianzas basandose en la mediana y es muy robusto
frente a desviaciones de la normalidad. Si el p-valor es inferior a 0.05 podemos

concluir que las varianzas son diferentes.

Cuando se cumplen los dos requisitos, que haya normalidad y homocedasticidad,
aplicamos el test paramétrico t-test. En caso contrario, aplicamos el test no
paramétrico Mann—Whitney—Wilcoxon. Para ambos test, cuando el p-valor es < 0.05,
la diferencia entre los grupos es significativa.

Los resultados de la Tabla 5.2. nos indican que no hay diferencias entre los niveles
de citoquinas plasmaticas de individuos control, comparados con los niveles
encontrados en los pacientes con EP. Resultados similares se obtienen para los
niveles de citoquinas detectados en LCR.

5.2.3 Niveles de citoquinas en plasma y en liquido cefalorraquideo

Para visualizar los niveles de citoquinas en plasma y en LCR se grafico cada citoquina
por separado. En la Figura 5.2 y Figura 5.3. se visualizan los datos con graficas de
cajas y bigotes que nos permiten observar cada muestra, ya que cada caja esta
limitada por los cuartiles Q1 y Q3, donde la linea central de la caja es la mediana y
los bigotes de las cajas son los valores minimos y maximo de la variable. También se

representa cada valor individual con puntos negros.

Los graficos presentados muestran que los niveles de citoquinas obtenidos en plasma
no se replican en LCR, aunque las diferencias halladas no sean significativas. Es el
caso de la IL-2, cuyos niveles en individuos EP son mucho mas elevados que en los
individuos sanos, pero unicamente en las muestras de plasma. Por el contrario, los
niveles de IL-10 son superiores en LCR en los individuos EP, un hecho que no sucede
en plasma. Por ultimo, se observa también que los niveles de TNF-a son mas
elevados en las muestras LCR del grupo EP —siempre en comparacion con el grupo

control-y en las muestras plasmaticas los niveles son similares en ambos grupos.
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5. Resultados

Individuos control Pacientes con EP
R valor p R valor p

IL-1p IL-2 0.44 0.33 ns -0.35 0.56 ns
IL-6 0.044 0.86 ns 0 | ns

IL-8 0.52 0.022 * 0.63 0.0012 xok

IL-10 0.47 0.17 ns 0.25 0.41 ns

TNF-a 0.17 0.49 ns -0.038 0.86 ns

INF-y 0.076 0.76 ns -0.054 0.83 ns

IL-2 IL-6 0.031 0.93 ns -0.49 0.18 ns
IL-8 0.53 0.11 ns 0.55 0.12 ns

IL-10 0.5 0.32 ns 0.82 0.043 *

TNF-a 0.33 0.35 ns -0.038 0.92 ns

INF-y 0.043 0.91 ns 0.54 0.21 ns

IL-6 IL-8 0.11 0.56 ns -0.2 0.3 ns
IL-10 0.25 0.34 ns -0.22 0.37 ns

TNF-a 0.078 0.69 ns -0.079 0.68 ns

INF-y 0.17 0.4 ns 0.27 0.22 ns

IL-8 IL-10 0.39 0.13 ns 0.12 0.61 ns
TNF-a 0.35 0.061 ns 0.16 0.4 ns

INF-y 0.054 0.78 ns -0.13 0.56 ns

IL-10 TNF-a 0.37 0.14 ns 0.1 0.68 ns
INF-y 0.59 0.015 * -0.0009 1 ns

TNF-¢  INF-y -0.072 0.71 ns 0.05 0.82 ns

Tabla 5.2. Coeficientes de correlacion y valores p obtenidos en el analisis de
correlacion entre citoquinas. La primera columna muestra la citoquina estudiada y la
segunda columna muestra las citoquinas con las que se han hecho los andlisis de
correlacion (ns: no significativo).

5.2.4 Andlisis de correlacion entre citoquinas plasmaticas

Para comprobar si existe alguna relacion entre las citoquinas liberadas al plasma,

realizamos analisis de correlacion. Aplicamos la correlacion de Pearson que evalua

la relacion lineal entre dos variables continuas. La Tabla 5.3. muestra los resultados

obtenidos. En el Anexo 10.5. se incluye la representacién grafica de cada correlacion

analizada.
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Los resultados nos muestran que hay relacion moderada entre la IL-1B y la IL-8 en
los individuos control (R=0.5, p=0.02) y que esta relacién también existe en los
pacientes con EP (R=0.6, p=0.01). Sin embargo, encontramos una moderada relacién
entre IL-10 e INFy en los individuos control (R = 0.6, p=0.02) que se pierde totalmente
en los pacientes con EP (R=0.0009, p=ns). Por otro lado, las interleuquinas IL-2 e
IL-10 muestran una estrecha relacion entre ambas solo en individuos con EP (R= 0.8,

p=0.043) pero no en los individuos control (R=0.5, p=ns).
5.3 Relacion de citoquinas con sintomas clinicos

Quisimos también comprobar si existia alguna relacion entre los niveles plasmaticos

de las citoquinas y los sintomas clinicos evaluados.
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Fig. 5.4. Correlacion entre sintomas clinicos y la edad. (A) Correlacion entre la edad de
cada individuo expresada en afos (AGE) y la puntuacion obtenida en el test MoCA para
detectar posibles deficiencias cognitivas (MoCA test score). (B) Correlacion entre la edad
expresada en afos (AGE) y la puntuacion obtenida en el test RSDSQ para detectar
alteraciones de la fase REM del suefio (RBDSQ test score).

En la Figura 5.4. se observa una correlacion entre el avance de la edad y las
alteraciones cognitivas, unicamente en los pacientes EP (R = -0.31, p < 0.001).
También quisimos comprobar si existia alguna relacién entre la edad y las
alteraciones del suefio. En este caso, no se observa relacion entre ambas variables

para ninguno de los grupos evaluados.

Comprobamos también si habia correlacion entre los niveles de citoquinas y las

alteraciones cognitivas. Se realizaron las correlaciones de los niveles en plasma de
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cada citoquina para cada individuo y los valores que obtuvieron dichos individuos en

el test de cognicion MoCA.

Tal y como se puede observar en la Figura 5.5. se detecté que habia una relacion
moderada y negativa entre los niveles de la IL-6 y las deficiencias cognitivas
(R=-0.42, p=0.002) en los pacientes EP que no se observaba en los pacientes sanos
(R=0.31, p=0.1).

Ademas, se observo una correlacion positiva casi perfecta entre los niveles de la IL-2
y las deficiencias cognitivas en los pacientes EP (R=0.9, p=0.0008) que no se detecta

en los individuos sanos (R=-0.3, p=0.4).
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Fig. 5.5. Correlacion entre niveles plasmaticos de citoquinas y sintomas clinicos.
Correlacion entre los niveles plasmaticos expresados en pg/ml, de la interleuquina IL-6
(A) o la interleuquina IL-2 (B) y la valoracion obtenida en el test MoCA para detectar
posibles deficiencias cognitivas (MoCA test score).

Por ultimo, se detect6é una relacion moderada y negativa entre los niveles de IL-1f3
plasmatica y las alteraciones de la fase REM del suefio en los individuos con EP
(R=-0.42, p= 0.048) que no se observa en los individuos sanos (R=0.05, p= 0.83).

Estos resultados se muestran en la Figura 5.6.
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Fig. 5.6. Correlacion entre niveles plasmaticos de citoquinas y alteraciones del suefio.
Correlacion entre los niveles plasmaticos de la IL-13, expresados en pg/ml, y los resultados
obtenidos en el test de alteraciones en la fase REM del suefio (RBDSQ).

5.4 Citoquinas y su relacion con a-sinucleina

La alfa-sinucleina (a-sinucleina) es una proteina clave en el desarrollo de la EP.
Aunque no se ha establecido como marcador molecular por las discrepancias en los
resultados obtenidos en diferentes estudios clinicos que se han ido realizando a lo
largo de los ultimos afos, si que se relaciona intimamente con la EP. Quisimos
también realizar estudios de correlacion entre las citoquinas plasmaticas y los niveles
en plasma de esta proteina. En el Anexo 10.6. se incluye la representacion grafica de

cada correlacion analizada.

La Tabla 5.4. muestra los resultados de este analisis de correlacion entre las
citoquinas y la a-sinucleina. Se observa correlacion entre los niveles de IL-18 y los
niveles detectados de a-sinucleina tanto en pacientes con EP (0.43, P= 0.04) como
en individuos control (R= 0.72, p= 0.0005). Resultados similares fueron observados
para IL-8 que presenta correlaciéon tanto en individuos sanos (R=0.7, p= 0.00001),
como en individuos con EP (R= 0.39, p= 0.036).

Sin embargo, los niveles de IL-2 presenta correlacidn fuerte y negativa con los niveles
de a-sinucleina en individuos sanos (R= -0.64, p= 0.045) que desaparece en los
enfermos con EP (R= 0.36, p= 0.34).
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Individuos control Pacientes con EP
R valor p R valor p

IL-1PB 0.72  0.00052  *** 0.43 0.04 *
IL-2 -0.64 0.045 * 0.36 0.34 ns
IL-6 0.087 0.65 ns -0.37 0.05 ns
IL-8 0.7 0.000014 Hkk* 0.39 0.036 *
IL-10 0.054 0.84 ns -0.065 0.79  ns
TNF-a -0.0062  0.97 ns 0.3 0.1 ns
INF-y 0.055 0.78 ns -0.13 0.54 ns

Tabla 5.4. Coeficientes de correlaciéon y valores p obtenidos en el analisis de
correlacion entre citoquinas y a-sinucleina en plasma, para individuos control y
pacientes con EP.

5.5 Citoquinas y su relacidon con elementos del citoesqueleto

Como parte de la estabilidad de la célula e indicativo de la actividad celular, estan las
modificaciones post-traduccionales de la tubulina, una proteina fundamental del
citoesqueleto de las células. Quisimos saber si existia una posible relacioén entre la
liberacion de las citoquinas plasmaticas que podriamos interpretar como sehales o
‘mensajes” entre las células y las modificaciones post-traduccionales de la tubulina
como un indicativo tanto de la actividad celular como de posibles cambios
conformacionales en su estructura. Los resultados se muestran en la Tabla 5.5. En el

Anexo 10.7 se incluye la representacion grafica de cada correlacion analizada.

Los resultados indican que IL-1p esta intimamente relacionada con las modificaciones
de la tubulina en condiciones de EP, en concreto con las modificaciones de
tirosinacion (R= 0.81, p= 6.2:10°) y detirosinacion (R= 0.81, p= 4.1-10) pero no en
individuos sanos (R=0.29, p= 0.23 y R=0.36, p= 0.13, respectivamente). Del mismo
modo, IL-8 destacd también por su fuerte correlacion con las modificaciones de
acetilacion (R=0.86, p= 1.2:107), tirosinacion (R=0.82, p= 4.6-10®) y la modificacién
A2 (delta-2) (R=0.9, 1.2-10°")
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Individuos control Pacientes con EP
R valor p R valor p
IL-1P tubulina acetilada -0.2 04 ns 0.25 0.25 ns
tubulina tirosinada 0.29 0.23 ns 0.81 6.2:10° etk
tubulina detrosmnada 0.36 0.13 ns 0.81 4.1-10° Aotk
tubulina delta-2 0.3 0.21 ns 0.42 0.048 *
IL-2  tubulina acetilada -0.1 0.78 ns 0.57 0.11 ns
tubulina tirosinada 0.09 0.8 ns 0.58 0.1 ns
tubulina detirosinada 0.065 0.86 ns 0.53 0.14 ns
tubulina delta-2 -0.16 0.67 ns 0.62 0.072 ns
IL-6  tubulina acetilada -0.016 0.94 ns -0.046 0.81 ns
tubulina tirosinada 0.47 0.01 ns -0.0031 0.99 ns
tubulina detirosinada 0.43 0.02 ns 0.062 0.75 ns
tubulina delta-2 0.019 0.92 ns -0.24 0.21 ns
IL-8 tubulina acetilada -0.13 0.48 ns 0.86 1.2-10” okt
tubulina tirosinada 0.2 0.28 ns 0.82 4.610° sk
tubulina detirosinada 0.23 0.23 ns .35 0.063 ns
tubulina delta-2 0.13 0.49 ns 0.9 12-10M sttt
IL-10 tubulina acetilada -0.36 0.15 ns 0.045 0.86 ns
tubulina tirosinada 0.014 0.96 ns 0.24 0.34 ns
tubulina detirosinada 0.14 0.6 ns 0.36 0.14 ns
tubulina delta-2 -0.3 0.25 ns -0.019 0.94 ns
TNF-o tubulina acetilada -0.27 0.14 ns -0.4 0.83 ns
tubulina tirosinada -0.031 0.87 ns 0.19 0.33 ns
tubulina detirosinada 0.09 0.64 ns 0.32 0.089 ns
tubulina delta-2 -0.31 0.093 ns 0.0041 0.98 ns
INF-y tubulina acetilada 0.15 0.45 ns -0.035 0.87 ns
tubulina tirosinada -0.19 0.32 ns -0.037 0.87 ns
tubulina detirosinada -0.31 0.1 ns -0.015 0.95 ns
tubulina delta-2 0.13 0.5 ns -0.16 0.46 ns

Tabla 5.3. Coeficientes de correlacion y valores p obtenidos en el analisis de correlacion
entre citoquinas y las diferentes modificaciones post-traduccionales de la tubulina.

5.6 Metabolitos plasmaticos

Ademas del proyecto 132 de BioFIND, también estudiamos algunos de los
metabolitos plasmaticos incluidos en el proyecto 106, correspondiente al analisis
llevado a cabo en metabolitos plasmaticos por medio de cromatografia liquida con
espectrometria de masas (LC-MS/MS), una técnica muy potente capaz de detectar,

identificar y cuantificar metabolitos a niveles infimos.
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Test de Levene t-Student
Tirosina 0.445 ns 0.2968 ns
DOPA 0.5761 ns 0.08278 ns
Dopamina 0.1364 ns 0.1364  ns
DOPAC 0.0116 * 0.0056  **
Acido homovanilico 3.433-10°  wx 9.785-107 ***
GABA 0.8116 ns 0.8116  ns
Glutamato 0.7242 ns 0.6649  ns
Glutamina 0.9019 ns 0.02682 *
Triptofano 0.9683 ns 0.2308 ns
Serotonina 0.4515 ns 0.9942 ns
Kinurenina 0.04343 * 0.999 ns
N-Acetilputrescina 0.01438 * 571-10°  *xx
Putrescina 0.03724 * 5.464-10°
Espermidina 0.03004 * 0.1153  ns
Espermina 0.8303 ns 0.8303 ns
Acido homocistéico 0.00217 *x 740107 *H*
Glicina 0.3413 ns 0.04313 *
Beta alanina 0.00479 o 0.01423 *
Ornitina 0.3621 ns 1.57-107 ***
Taurina 0.201 ns 0.8071 ns

Tabla 5.4. Valores p obtenidos al comparar grupo control y pacientes EP en la prueba
t de Student para diferentes metabolitos plasmaticos. Se utiliza una modificacion de
Welch a la prueba t-Student en los casos en que las varianzas no son iguales.

Para llevar a cabo el estudio estadistico de estos metabolitos, en este caso el tamarno
de muestra es elevado (>50) y, por tanto, atendiendo al teorema del limite central,
asumimos que las muestras siguen una distribucién normal. Para comprobar si hay
diferencias entre los dos grupos, grupo control y pacientes con EP, se aplica el t-test
o prueba t de Student. Previamente se realiza el test de Levene para comprobar la
homogeneidad de varianzas. En el test de Levene, si p>0.05, se asume la hipdtesis
nula de que las varianzas son iguales y se aplica el t-test o prueba t-Student. Pero si
p<0.05, se afirma la hipdtesis alternativa de que las varianzas no son iguales (no
existe homocedasticidad) y en este caso utilizamos una modificacién de Welch a la
t-Student. La Tabla 5.6. muestra los resultados obtenidos de este analisis.
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Fig. 5.7. Niveles de diferentes metabolitos plasmaticos en individuos
control y pacientes con EP. (Continla en la pagina siguiente).
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Fig. 5.7. Niveles de diferentes metabolitos plasmaticos en individuos control

y pacientes EP. (Viene de la pagina anterior).

En la Figura 5.7. se muestran los graficos de los metabolitos cuyos valores p

resultaron significativos, para estudiar con mas detalle las diferencias en los niveles

plasmaticos. Los graficos de los metabolitos cuyo valor p no es significativo se

incluyen en el Anexo 10.4.

Los resultados analizados muestran que DOPAC y el acido homovalinico tienen los

niveles significativamente mas elevados en pacientes EP que en individuos control

(p<0.05, p<0.001 respectivamente).
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Por otro lado, en pacientes EP hay niveles significativamente superiores en plasma
de los aminoacidos glicina, p-alanina y glutamina (p < 0.05), comparados con los
individuos control. Ademas, el acido homocistéico mostré niveles muy elevados en
pacientes con EP (p < 0.001) comparados con los individuos sanos. Finalmente, los
niveles de las poliaminas ornitina, putrescina y N-acetilputrescina fueron
significativamente mas elevados en EP (p < 0.001) comparados con los niveles
obtenidos en los sujetos control.

5.7 Modelo de predicciéon

Realizamos un modelo de regresidon logistica o modelo logit, para predecir la
probabilidad de padecer EP. A partir del analisis realizado en los metabolitos
plasmaticos, desarrollamos varios modelos logit para cada conjunto de moléculas con
alguna relacion metabdlica entre si. De entre todos los modelos realizados, el modelo
para las poliaminas fue uno de los que obtuvimos mejores resultados, con lo que le
anadimos mas variables: las pertenecientes a la sintomatologia clinica (variable
deficiencia cognitivas y variable alteracion del suefio). Ademas, tuvimos en cuenta la
edad y el sexo para desarrollar con mayor exactitud el modelo. El conjunto de modelos

previos al definitivo se muestra en el Anexo 10.8.

Tabla 5.7. muestra los resultados obtenidos. Los niveles en plasma de
N-acetilputrescina, putrescina y ornitina son estadisticamente significativos (p < 0.05),
mostrando una asociacion muy fuerte en la probabilidad de padecer EP. Asimismo,
valores altos en el test de las alteraciones de la fase REM del suefio también es
estadisticamente significativo en el modelo (p <0.01) y la puntuacién del test de
cognicion muestra menor relevancia en el modelo, rozando la significancia estadistica
(p = 0.058).
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DIAGNOSIS
Predictors Odds Ratios CI p
(Intercept) 0.04 0.00-5040 0.384

NAcetylputrescine ~ 1.04  102-108  0.003

Putrescine 1.05 1.01-1.10 0.016
Ornithine 1.15 1.01-131 0.037
AGE 1.03 098-109 0.199

GENDER [Male] 1.01 049-203 0.989

MCATOT 0.83 069-100 0.058
RBDSQ _score 145 127-168 <0.001
Observations 210

R2 Tjur 0.348

Tabla 5.7. Resultados del modelo de regresion logistica para las poliaminas.

Los valores Odd Ratio (OD) nos muestran que el tamano del efecto para putrescina y
N-acetilputrescina es pequefio (OD = 1.05 y OD = 1.04 respectivamente) y
ligeramente mayor en ornitina (OD = 1.15). La sintomatologia muestra mayor efecto,
mostrando valores OD = 1.45 para las alteraciones del suefio y OD = 0.83 para las
deficiencias cognitivas. El modelo presenta un ajuste moderado con R2= 0.3 mostrado

como coeficiente de discriminacién de Tjur (45).
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6. Discusion

El sistema inmunitario es el encargado de mantener la homeostasis en los
organismos, protegiéndolo de amenazas internas (por ejemplo, las células
cancerosas) o patdogenos externos como pueden ser virus o agentes contaminantes
(46). La principal respuesta del sistema inmune para hacer frente a posibles
agresiones empieza por un proceso de inflamacion inmediato, en el que se ven
involucrados principalmente los leucocitos. Cuando el proceso inflamatorio sucede en
el sistema nervioso hablamos de neuroinflamacion, y afecta sobre todo a las células
microgliales y astrocitos. Estudios recientes han demostrado que, contrariamente a lo
que se habia afirmado, la barrera hematoencefalica es permeable a las moléculas
derivadas de los procesos inflamatorios, cuya exposicion prolongada provoca la
muerte de neuronas y el consecuente desarrollo de patologias cerebrales (47).

La neurodegeneracion consiste en la disminucion de la funcionalidad de las células
del sistema nervioso y la posterior apoptosis, y es caracteristica de enfermedades
como el Alzheimer o el Parkinson (34, 35).

La EP esta caracterizada por la aparicion gradual de sintomas temblores o problemas
de equilibrio, asi como alteraciones a nivel psicolégico acompafiados de un deterioro
cognitivo (1, 2). La neuroinflamacién ejerce un rol importante en el desarrollo de la
EP, puesto que se trata de la respuesta primaria del sistema inmune. La acumulacién
de macrofagos en el cerebro provocada por la una sobreactivacién de las células
microgliales conlleva a una acumulacion de residuos neurotéxicos, muy dafina para
el tejido cerebral (50-52).

La literatura cientifica publicada hasta el momento sugiere una mayor prevalencia de
la EP en hombres que en mujeres (de 1,5 a 2 veces mayor) (43), con un
empeoramiento de las funciones motoras mas lento. Es por ello que, en un principio,
se habia planteado el estudio de los niveles de citoquinas separando los individuos
en funcion de su sexo. Sin embargo, tal y como se refleja en la Tabla 5.1. hay una
gran cantidad de valores nulos para muchas de las citoquinas de estudio, y en las
demas los valores son escasos, con lo que se hizo imposible hacer el estudio

comparativo entre géneros.
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El primer bloque de analisis llevado a cabo comprendi6 el estudio de normalidad,
homocedasticidad y posterior comparacion de los niveles de citoquinas en las
poblaciones de estudio, el grupo control y el grupo de pacientes con EP. Los test
aplicados eran, en funcion del cumplimiento de las condiciones de normalidad y
varianza constante, el t de Student o, de lo contrario, la prueba de
Mann-Whitney-Wilcoxon. Los resultados reflejan que no existen diferencias
significativas en los niveles de citoquinas entre los dos grupos, tanto en plasma como
en LCR. Por tanto, podemos concluir que, en esta cohorte de sujetos, la EP no altera
los niveles de citoquinas en plasma ni en LCR.

El estudio de correlacion lineal mediante el método de Pearson permitié evaluar la
relacion entre dos variables continuas. Los resultados revelan la existencia de una
relacion entre IL-1p e IL-8 tanto en individuos sanos como en pacientes con EP. En
2004, Li y colaboradores (53) hallaron una correlacion en el incremento de ambas
interleuquinas en pacientes afectados por la enfermedad de Crohn, una patologia
inflamatoria del tracto digestivo (54), con lo que se aprecia una posible relacion entre
estas citoquinas como respuesta a procesos inflamatorios como la neuroinflamacién

producida en la EP.

Por otro lado, las interleuquinas IL-2 y IL-10 muestran una estrecha relacion entre
ambas solo en pacientes con EP (R= 0.8, p=0.043) que no es significativa en los
individuos control. La IL-2 se encarga de promover la diferenciacion de las células T
del sistema inmunitario (linfocitos) cuyo rol es la respuesta inflamatoria especifica
contra patégenos (55); en cambio, la funcién de IL-10 es antiinflamatoria, ejercida
mediante la inhibicién de la produccién de citoquinas (56). Estos resultados nos
indican que las citoquinas IL-2 e IL-10 pueden tener un papel relevante en la EP ya
que aparece una sinergia en su liberacion al plasma que no existe en condiciones

sanas.

En la Figura 5.4 se observa una correlacion entre el avance de la edad y las
alteraciones cognitivas en los pacientes EP que no se observa en individuos sanos.
Este resultado demuestra que los pacientes con EP van perdiendo capacidades
cognitivas, a medida que pasa el tiempo, con una tasa de disminucion del 14% al afo
en individuos mayores de 65 anos (57). Sin embargo, no hallamos relacion entre la
edad y las alteraciones del suefio en ninguno de los grupos de estudio.
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Se analiz6 también la relacion entre los niveles de citoquinas en plasma y las
alteraciones cognitivas, mediante los valores obtenidos para cada individuo en el test
de cognicion MoCA. La correlacion entre los niveles de IL-6 y las deficiencias
cognitivas es moderada y negativa en pacientes con EP, mostrando una relacion entre
un mayor nivel de la interleuquina y una menor capacidad cognitiva. La IL-6 es una
citoquina encargada de la regulacion primaria de la respuesta inflamatoria del sistema
inmune (58). Ha sido demostrado por diferentes estudios que los niveles de IL-6
aumentan tanto en lesiones como en enfermedades cerebrales, provocando en
ambos casos inflamacién, y su acumulacion en las zonas periféricas del cerebro
provoca disfuncion cognitiva (59). De este modo, podria explicarse la disminucion de
las capacidades cognitivas de los pacientes afectados por EP con mayores niveles
de IL-6. Ademas, la correlacion observada entre los niveles de IL-2 y las deficiencias
cognitivas en los pacientes con EP es casi perfecta. Estos demuestran el papel
relevante de la IL-6 y de la IL-2 en el desarrollo de alteraciones cognitivas en
pacientes con EP.

La relacién detectada entre los niveles de IL-1p y las alteraciones del suefio en los
individuos del grupo EP refleja que niveles bajos de la citoquina provocan mayores
cambios en la fase REM del suefio. En este aspecto, hay estudios que demuestran
que los niveles de IL-1p se relacionan con el suefio: de hecho, después de una fase
de privacion de sueno, sus niveles se ven aumentados. Ademas, ha sido demostrado
que la inyeccién de IL-18 exdgena reduce los sintomas de la falta de suefio como la

fatiga o el adormecimiento (60,61).

La Tabla 5.4 muestra los resultados de la correlacion entre la proteina a-sinucleina y
las diferentes citoquinas de estudio. Se aprecia una fuerte correlacién negativa entre
IL-2 y a-sinucleina unicamente en el grupo control, ausente en los pacientes del grupo
EP. Uno de los principales factores desencadenantes de la EP es la acumulacion de
proteinas a-sinucleina con un mal plegado (62), aunque su relacion con la
neurodegeneracion no esta del todo clara (63). Por otra parte, se ha demostrado que
la IL-2 esta intimamente relacionada con la respuesta inmunitaria, mediando la
produccion de células T (55). Hay estudios que relacionan la acumulacién de
a-sinucleina con la activacién inflamatoria por parte del sistema inmunitario (64). Se

pone de manifiesto la respuesta del sistema inmune frente a la acumulacion de
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a-sinucleina mediante el aumento de concentracion de la IL-2, puesto que la
acumulacion de esta proteina es uno de los factores clave relacionados con el

desarrollo de la EP.

El estudio de la relacién entre las citoquinas y elementos del citoesqueleto se
representa en la Tabla 5.5, en la que se observa una fuerte correlacion positiva entre
IL-15 y las modificaciones de tirosinacion y detirosinacion de la tubulina en pacientes
con EP. También hay una fuerte correlacion entre IL-8 y las modificaciones
post-traduccionales de acetilacion, tirosinacion y A2 (delta-2), de nuevo en el grupo

EP, que podrian ser indicativas de transformaciones morfolégicas de la célula.

Las modificaciones de acetilacion y detirosinacion de la tubulina confieren estabilidad
a la célula y mejoran la motilidad celular (65), es decir, su capacidad de moverse
libremente. Por su parte, la tirosinacion es indicativa de cambios en la morfologia o
actividad de la célula, afectando la dinamica de los microtubulos o al proceso de
renovacion de los componentes celulares (66).

Estos resultados sugieren que tanto IL-18 como IL-8 desempefian funciones
relevantes sobre la actividad celular en la EP, ya que estos resultados no se observan
en individuos sanos. Esto puede sugerir una relacion entre estas citoquinas y los
cambios tanto de morfologia como de comportamiento de los microtubulos, cuyas
alteraciones pueden interpretarse como un daino a la estructura celular. De este modo,
podriamos decir que las citoquinas IL-14 e IL-8 podrian estar relacionadas con un

evento de neurodegeneracion.

En cuanto al estudio de los metabolitos en plasma, se aprecia que los niveles de las
moléculas relacionadas con el sistema de la dopamina (DOPAC vy acido
homovalinico) tienen niveles significativamente superiores en los pacientes con EP.
Estos resultados sugieren la presencia de una alteracion en la sefializacion
dopaminérgica, pero el conocimiento acerca de los efectos de la dopamina en la EP
sigue siendo confuso. Por un lado, se habia afirmado que la oxidacion de dopamina
conllevaba la sintesis de sustancias neurotoxicas (radicales de oxidopamina) en el
citoplasma, considerandose un factor clave en el desarrollo de la EP (67). Sin
embargo, otros estudios apoyan la idea de que la aparicion de radicales oxidativos es

comun en varias enfermedades neurodegenerativas, por lo que no tiene por qué ser
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un pilar en el desarrollo de la EP (68). Por este motivo, unicamente podemos afirmar
que existen afectaciones en el sistema dopaminérgico de los individuos afectados por

EP, pero no podemos determinar sus consecuencias completas.

También hemos hallado una mayor concentracion de glutamina en plasma en los
individuos con EP, y existen estudios previos que han determinado una relacion entre
altas concentraciones de glutamina en plasma y baja funcién cognitiva en individuos
(69). Asi pues, en estos pacientes con EP, podriamos relacionar la disminucién de la
capacidad cognitiva caracteristica de la enfermedad con el aumento en los niveles

plasmaticos de glutamina.

El metabolismo de las poliaminas esta estrechamente relacionado con la funcién
inmunitaria. El estudio estadistico ha mostrado que los niveles de ornitina y putrescina
— asi como su modificacion N-acetilputrescina — son significativamente mas elevados
en los pacientes con EP. Se han llevado a cabo numerosos estudios que sugieren
una activacion del metabolismo de las poliaminas para hacer frente al estrés oxidativo
(70), que como se ha visto, puede ser una de las causas de la EP. De este modo, el
aumento en los niveles de las moléculas citadas anteriormente se podria interpretar
como una respuesta del sistema inmune a la EP, ya que no se observa en individuos

sanos.

Por ultimo, se analizé la presencia de diversos aminoacidos y observo una mayor
concentracion de glicina y f-alanina en pacientes EP. Las sustancias llamadas
antagonistas del glutamato consisten en una combinacion de carbidopa y levodopa
(duodopa), y se usan en estadios tempranos del desarrollo de la EP para controlar
sus sintomas (71), y la glicina es una molécula con la capacidad de potenciar el
sistema glutamatérgico (72). Estos resultados sugieren la presencia de una reaccion
de defensa intrinseco del cuerpo frente la enfermedad, potenciando los sistemas que
mas pueden contrarrestar los efectos degenerativos de la EP.

El modelo de prediccion presentado en el Apartado 5.5 (y la Tabla 5.7) permitid
predecir la probabilidad de padecer EP. El modelo final se elaboré a partir del modelo
de las poliaminas (ver Anexos 10.8.6 y 10.8.7), ya que mostrd varios resultados
significativos, y se afadieron las variables pertenecientes a la sintomatologia clinica,

teniendo en cuenta la edad y sexo para una mayor precision. Para determinar la
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significancia de cada predictor se utilizo el valor p, siendo las moléculas relacionadas
con el metabolismo de las poliaminas las que mostraron un valor significativo, junto
con los valores altos del test de alteraciones de la fase REM del suefio. El test de
cognicion fue el que mostré6 una menor relevancia, sin llegar a la significacion
estadistica (p=0.058).

Los odds ratio se utilizaron para interpretar el modelo, donde un valor mayor que 1
indica que a medida que aumenta el predictor, las probabilidades de los resultados
aumentan. A la inversa, un valor menor que 1 indica que a medida que aumenta el
predictor, las probabilidades de los resultados disminuyen. La variable con mas fuerza
es el test de alteraciones de la fase REM del suefio; la que tiene asociacion negativa
es el test de valoracidon de trastornos de cognicion, por lo que se puede decir que las
probabilidades de que un individuo padezca EP con valores en el test de trastornos
de suefo elevados aumentan 1.4 veces mas respecto a las de un individuo que no
padezca trastornos de suefio. Asimismo, la probabilidad de que un individuo padezca
EP con valores bajos en el test de cognicion aumenta 1.25 veces respecto a las de

un individuo que tenga valores mas altos.

Comprobamos la eficacia del modelo, introduciendo valores imaginarios para un
conjunto de parametros como la edad, niveles de las moléculas incluidas y los
resultados de los test, obteniendo la probabilidad de que el individuo en cuestion
padezca o no la EP. Por ejemplo, para una mujer de 54 afios (individuo mas joven del
estudio), con valores de las moléculas de estudio Putrescine = 22, N-Acetylputrescine
=47 y Ornithine =10, y puntuaciones de 26 y 5 en los test MoCA (deterioro cognitivo)
y RBDSQ (trastorno de la fase REM del suefio) respectivamente, el resultado obtenido
fue que la probabilidad de padecer EP es de 59.4%.
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7. Conclusiones

7.1 Conclusiones

A lo largo del presente trabajo se han llevado a cabo varios analisis que relacionan,
por un lado, los niveles de citoquinas y metabolitos, y por otro, las afectaciones a nivel
clinico (trastornos del suefio y déficit cognitivo) con los pacientes que padecen EP. A
partir de dichos analisis, se han observado alteraciones en las concentraciones de las
moléculas de estudio, comparando los individuos EP y los del grupo control.

Desde nuestro punto de vista, el analisis de las concentraciones plasmaticas de los
metabolitos y citoquinas supone una herramienta de gran ayuda en el diagndstico
precoz de la EP. La toma de las muestras es sencilla (extraccion de sangre), y podria
llevarse a cabo como control rutinario a partir de los 60 afos, puesto que se ha
demostrado que es la edad en que los individuos presentan un mayor riesgo de
desarrollar la EP. La deteccion de niveles elevados de IL-1p, IL-2, IL-8 e IL-10, de los
metabolitos DOPAC y acido homovalinico y las moléculas ornitina, putrescina y
N-acetilputrescina puede acelerar el diagnostico de la EP y evitar la fuerte
degradacion que supone el desarrollo de los sintomas en los individuos afectados,
incidiendo de manera directa y positiva en su calidad de vida.

Por un lado, en el plan de trabajo inicial se planteaba hacer un estudio comparativo
de los niveles de citoquinas separando los individuos de la muestra en funcion de su
sexo. Este objetivo no ha sido llevado a cabo debido a la poca cantidad de datos utiles
para cada citoquina, que hacian imposible hacer la distincion entre hombres y
mujeres. Ademas, también se planted elaborar una base de datos a partir de la
recopilacion y lectura de la literatura cientifica publicada hasta el momento, para
identificar los cambios en modelos animales respecto a los humanos. Por un lado, si
que nos hemos apoyado en las publicaciones cientificas sobre las moléculas de
estudio y la EP para interpretar los resultados, pero la busqueda de diferencias entre
modelos humanos y animales no se ha llevado a cabo. La razon es que el proceso
de elaboracion de la base de datos quedo en un segundo plano, ya que los analisis a
realizar eran muchos y largos, y finalmente decidimos descartarla para podernos
centrar en los objetivos principales del trabajo.
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7.2 Lineas de futuro

En un principio, el objetivo del presente trabajo era llevar a cabo un estudio
comparativo de los niveles de las distintas citoquinas, tanto a nivel plasmatico como
en LCR, separando los individuos por sexo. Sin embargo, la escasez de datos en
algunas citoquinas y la gran cantidad de valores nulos en otras hizo imposible hacer
esta separacion, por lo que se decidié estudiar ambos grupos de manera conjunta.
De este modo, queda pendiente el estudio comparativo separando hombres de
mujeres, de manera que se pueda apreciar si existen o no diferencias en los niveles

de citoquinas entre ambos sexos.

Otra posible ampliaciéon del presente trabajo seria la comparacion de modelos
animales con los datos del estudio de BioFIND, llevado a cabo en humanos. Esto
permitiria comparar los niveles de citoquinas, verificar si las diferencias son
significativas, e incluso indagar acerca de la expresiéon de otras interleuquinas

relacionadas con la EP en animales.
7.3 Seguimiento de la planificacion

Los objetivos planteados para cada fase del trabajo eran realistas y factibles, por lo
que el seguimiento de la planificacion ha sido correcto. No ha habido ninguna
desviacion en la temporizacion planteada inicialmente, puesto que tanto las tareas
como los hitos planteados se han cumplido en las fechas previstas. El cambio mas
significativo que se ha introducido fue el hecho de desistir de hacer el analisis

separando por sexos, como se ha explicado anteriormente, ya que era inviable.

En cuanto al enfoque y método seguido, se empezd por recopilar los del proyecto
BioFIND para depurarlos y definir cuales eran los datos mas relevantes que incluir en
el trabajo. Se optd por utilizar el software gratuito Ry la interfaz RStudio para analizar
las tablas de datos, ya que se trata de una herramienta muy util y completa para tratar
con una cantidad de datos tan grande como la que se utilizd, que comprendia un total
de 410132 entradas. Ademas, permitio hacer los estudios estadisticos, la parte vital
del trabajo, que nos llevaron a sacar las conclusiones citadas anteriormente. Asi pues,
la metodologia planteada en un inicio fue la correcta para cumplir con la mayor parte

de los objetivos definidos para el TFM.
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8. Glosario

Citoquinas: Proteinas pequefas que regulan la funcion de las proteinas que las
producen sobre otros tipos celulares.

Cuerpos de Lewy: Causa de la demencia en personas de edad avanzada por la
acumulacion de la proteina a-sinucleina, que posteriormente forma depdsitos.

Enfermedad de Parkinson (EP): Enfermedad neurodegenerativa cronica
caracterizada por la pérdida de fluidez en el movimiento, rigidez, temblor y
pérdida del control postural. También desencadena alteraciones en la funcion
cognitiva y en el sistema nervioso central, con la aparicion de depresion y dolor.

Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a): Citoquina producida principalmente por
los macrofagos, encargada de mediar la accidn pro-inflamatoria regulando
otras citoquinas como IL-1 e IL-6.

Interferén gamma (INF-y): Citoquina producida por los linfocitos T, cuya funcién es
la activacion de los macrofagos para aumentar su capacidad durante la
respuesta inmunitaria.

Interleuquinas: Tipo de citoquinas con un rol fundamental en la comunicacion
intercelular, donde ejercen de mensajeras quimicas.

Liquido cefalorraquideo (LCR): Liquido que bafia el encéfalo y la médula espinal,
cuyas funciones son, entre otras, la proteccidon y nutricion del encéfalo, asi
como la eliminacién de metabolitos.

Neurodegeneracioén: proceso degenerativo del sistema nervioso caracterizado por
la pérdida de la funcién y la muerte de las células nerviosas.

Neuroinflamacion: Estado reactivo del sistema inmune en el sistema nervioso
destinado a inactivar o eliminar un dafo potencial.

Modificaciones post-traduccionales: Cambios quimicos que sufre una proteina
después de ser sintetizada por los ribosomas, que afecta a su funcion.

Sustancia nigra: Zona del cerebro cuyas funciones principales se relacionan con el
movimiento y el aprendizaje.

Odds ratio (OR): Medida que permite cuantificar la probabilidad de ocurrencia de un
evento. Se obtiene mediante el cociente (odds) entre la probabilidad de que
ocurra el evento y la probabilidad de que no ocurra.

Plasma: Parte que no contiene células (acelular) de la sangre, compuesto en un 90%
por agua. Representa el 55% del volumen sanguineo total.
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Test de cognicion MoCA: Bateria de pruebas breves cuyo propdsito es detectar la
presencia de deterioro cognitivo leve y diferenciarlo de alteraciones cognitivas
consecuentes al envejecimiento normal. Evalua las funciones ejecutivas, la
capacidad visuoespacial, entre otros. Las puntuaciones oscilan de 0 a 30 y se
considera normal una puntuacion de 26 o superior

Test de sueino RBDSQ: Cuestionario que evalua diferentes aspectos relacionados
con la fase REM del suefio. Consta de 13 preguntas y cada pregunta afirmativa
tiene el valor de un punto; el score final es la suma de la puntuacion obtenida.
Un score con valor mayor o igual a 5 determina que el individuo sufre algun
tipo de alteracion del suefio

Tubulina: Proteina que forma dimeros (a-tubulina y p-tubulina) que constituye los
microtubulos, el elemento que confiere la estructura al citoesqueleto celular
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10. Anexos

10.1 Relacién de citoquinas en LCR evaluadas en el estudio
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10. Anexos

10.2 Estudios de normalidad: muestras de citoquinas en plasma
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10.3 Estudios de normalidad: muestras de citoquinas en LCR
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10.4 Niveles plasmaticos de diferentes metabolitos
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10.5 Estudios de correlacién en citoquinas
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IL-18 vs. TNF-a

10. Anexos

IL-18 vs INF-y
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IL-2 vs. IL-10
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IL-2 vs TNF-a
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IL-6 vs. IL-10
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IL-6 vs TNFa
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IL-8 vs. TNFa IL-8 vs INFy
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INFy vs. TNFa
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IL-6 vs. a-sinucleina
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INFy vs. a-sinucleina
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10.7 Estudios de correlacion citoquinas VSs. modificaciones

post-traduccionales de la tubulina
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IL-8 vs. A2-tubulina
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10.0
d L]
R=-0.36,p=0.15 R=-03,p=0.25
R=0.045, p=0.86 R=-0.019,p=0.94
40
75
c
§ 30 c
S g .
b [=
Q
5 S 50
820 8 .
< L
%
[ 4
.
N ®
10 N\.
s ¢ 251 e .
o9 e *
LY oo
L] L]
0
0 2 4 6 0 2 4 6
IL-10 IL-10
-&~ Control =&~ PD &~ Control -#= PD
TNFa vs. tubulina tirosinada TNFa vs. tubulina detirosinada
Ll L
R=-0.031,p=0.87 R=0.09,p=0.64
R=0.19,p=0.33 R=0.32,p=0.089
30
15
£ . £ .
5 2
5 2,
I 220
© Q
210 ©
© c
£ =
8 ° ¢
a g
10
5

0 10 20
TNF-alpha

=& Control == PD

30

83

0 10 20 30

TNF-alpha

- Control &= PD



Sergi Casabella Sin

TNFa vs. tubulina acetilada

10. Anexos

TNFa vs. A2-tubulina
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10.8 Regresion logistica

10.8.1 Metabolismo de la dopamina

Coefficients:

Estimate Std. Error z value Pr(>lzl)
(Intercept) -0.782493 0.595947 -1.313 0.18918
DOPA -0.278778 ©.395645 -0.705 0.48105
DOPAC -0.042414 0.014344 -2.957 0.00311 **

‘Homovanillic acid™ ©0.023259 ©0.004107 5.663 1.49e-08 ***

Signif. codes: @ ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 < ’ 1
(Dispersion parameter for binomial family taken to be 1)
Null deviance: 290.00 on 210 degrees of freedom
Residual deviance: 197.86 on 207 degrees of freedom
(2 observations deleted due to missingness)

AIC: 205.86

Number of Fisher Scoring iterations: 7

exp(coefficients(logit_dopamina))
(Intercept) DOPA DOPAC “Homovanillic acid’
0.4572647 0.7567076 0.9584731 1.0235312
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10.8.2 Metabolismo del GABA

Coefficients:

Estimate Std. Error z value Pr(>lzl)
(Intercept) -1.577304 ©0.829686 -1.901 0.0573 .
Glutamine 0.007891 0.003609 2.187 ©0.0288 *

Signif. codes: @ ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘* ’ 1
(Dispersion parameter for binomial family taken to be 1)
Null deviance: 290.00 on 210 degrees of freedom
Residual deviance: 284.99 on 209 degrees of freedom
(2 observations deleted due to missingness)
AIC: 288.99

Number of Fisher Scoring iterations: 4

> exp(coefficients(logit_gaba))
(Intercept) Glutamine
0.2065312 1.0079219

10.8.3 Metabolismo de la serotonina

El analisis estadistico efectuado revela que, de las moléculas relacionadas con el
metabolismo de la serotonina Tryphophan, serotonin y Kynurenine no muestran
diferencias significativas entre grupos, por lo que no las estudiamos mas en

profundidad.

10.8.4 Aminoacidos — modelo completo

Coefficients:

Estimate Std. Error z value Pr(>lzl)
(Intercept) -1.9683935 0.6876789 -2.862 0.0042 **
Glycine 0.0143605 0.0060163 2.387 0.0170 *
"Homocysteic acid® 0.0400022 2.2077209 0.018 0.9855
‘B-Alanine’ 0.0008055 0.0003679 2.189 0.0286 *
Signif. codes: @ ‘***’ 9.001 ‘**’ 9.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ¢ > 1

(Dispersion parameter for

Null deviance: 290.00

Residual deviance: 256.16

(2 observations deleted
AIC: 264.16

binomial family taken to be 1)

on 210 degrees of freedom
on 207 degrees of freedom
due to missingness)

Number of Fisher Scoring iterations: 18

exp(coefficients(logit_otros))

(Intercept)
0.1396811

Glycine “Homocysteic acid”
1.0144641

‘B-Alanine’

1.0408131 1.0008058
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10.8.5 Aminoacidos — modelo reducido

Coefficients:

Estimate Std. Error z value Pr(>lzl)
(Intercept) -1.8176342 0.6583238 -2.761 0.00576 **
Glycine 0.0135676 0.0059211 2.291 0.02194 *
‘B-Alanine’ 0.0008850 ©.0003544 2.497 0.01253 *

Signif. codes: @ “***’ 9.001 ‘**’ 9.01 ‘*’ 0.05 ‘.” 0.1 ¢’ 1
(Dispersion parameter for binomial family taken to be 1)
Null deviance: 290.0 on 210 degrees of freedom
Residual deviance: 278.6 on 208 degrees of freedom
(2 observations deleted due to missingness)

AIC: 284.6

Number of Fisher Scoring iterations: 4

> exp(coefficients(logit_otros))
(Intercept) Glycine “B-Alanine”
0.1624095 1.0136601 1.0008853

10.8.6 Metabolismo de las poliaminas — modelo completo

Coefficients:

Estimate Std. Error z value Pr(>lzl)
(Intercept) -5.02403 0.96016 -5.232 1.67e-07 ***
"N-Acetylputrescine” 0.04757 0.01303 3.649 0.000263 ***
Ornithine 0.20194 0.05978 3.378 0.000730 ***
Putrescine 0.03702 0.01907 1.941 0.052203 .

Signif. codes: @ “***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 * ’ 1
(Dispersion parameter for binomial family taken to be 1)
Null deviance: 290.00 on 210 degrees of freedom
Residual deviance: 247.34 on 207 degrees of freedom
(2 observations deleted due to missingness)
AIC: 255.34

Number of Fisher Scoring iterations: 4

exp(coefficients(logit_polyamines))
(Intercept) "N-Acetylputrescine’ Ornithine Putrescine
0.006577948 1.048716308 1.223774489 1.037715124
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10.8.7 Metabolismo de las poliaminas — modelo reducido

Coefficients:

Estimate Std. Error z value Pr(>lzl)
(Intercept) -2.84741 0.64743 -4.398 1.09e-05 ***
"N-Acetylputrescine’ 0.04254 0.01241 3.427 0.000609 ***
Putrescine 0.04904 0.01865 2.629 0.008562 **

Signif. codes: @ “***’ @.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.” 0.1 <’ 1
(Dispersion parameter for binomial family taken to be 1)
Null deviance: 290.00 on 210 degrees of freedom
Residual deviance: 260.48 on 208 degrees of freedom
(2 observations deleted due to missingness)

AIC: 266.48

Number of Fisher Scoring iterations: 4

exp(coefficients(logit_polyamines))
(Intercept) "N-Acetylputrescine’ Putrescine
0.05799413 1.04346145 1.05025745
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