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RESUMEN

La hipertensién intracraneal benigna o idiopatica (HIl) es un inusual y grave sindrome
consistente en una elevacion patoldgica de la presion intracraneal (PIC). Se manifiesta
por una serie de sintomas y signos ocasionados por el incremento de la presion
intracraneal (afectacion visual, cefalea y papiledema, entre otros), por lo que es necesario
al realizar el diagndstico, descartar otras posibles causas de hipertension intracraneal
(lesiones ocupantes de espacio, traumatismos craneoencefalicos, encefalitis o
meningitis). No se ha concretado la causa de esta patologia por el momento, por lo tanto,
se diagnostica tras descartar el resto de causas posibles. Se da con un LCR dentro de
los rangos de normalidad y sin ningan tumor que pueda condicionar a producir efecto

masa y posteriormente el sindrome.

Debido a su creciente incremento en la poblacion, interesa comprender sus mecanismos
etiolégicos para asi identificar a pacientes de riesgo lo antes posible. En este estudio
observacional, mediante Genotipado con sondas KASP del DNA de 73 pacientes
diagnosticados con Hll, analizando los genes de la acuaporina 1, acuaporina 4 y colageno
XVIII, y algunos de sus polimorfismos tipo SNP (Single Nucleotide Polymorphism),
posiblemente relacionados con la Hll, investigando la correlacion de esta patologia con

Su presencia en los casos.

Esta investigacion proporciona evidencias que respaldan la hipétesis de que el
polimorfismo rs3763040 correspondiente al gen de la acuaporina 4, condiciona la
aparicion de Hll en la poblacién del estudio.

Palabras Clave: hipertension intracraneal idiopética, gen, polimorfismo, predisposicion.

INTRODUCCION

La hipertension intracraneal idiopatica, también llamada benigna o pseudotumor cerebri
es una importante enfermedad por sus consecuencias, y que, por definicién, adn no se

ha determinado la etiologia concreta que la pueda explicar.

Las manifestaciones de la HIl son:

- Pérdida visual: principal morbilidad en la HIl. Ceguera bilateral hasta en un 10% de
los casos.

- Cefalea: es el sintoma més comun de la HIl, que puede ser muy heterogénea, diaria,
bilateral, frontal o retroocular. También se informan caracteristicas compatibles con
migrafia, que incluyen pulsaciones unilaterales, nduseas y fotofobia. Con frecuencia

se presentan dolor de espalda, dolor de cuello y dolor radicular.
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- Sintomas oculares que incluyen oscurecimientos visuales transitorios (<1min),
bilaterales y se cree producidos por isquemia transitoria de la papila del nervio 6ptico;
y diplopia (entre 1/3 y 2/3 de los pacientes con Hll). Suele ser binocular y horizontal,
consecuencia de la pardlisis del nervio abducens, y suele resolverse con la
normalizacion de la PIC. La presencia de papiledema severo o de formacién de
membrana epirretiniana pueden ser la causa de la diplopia monocular.

- Oftros sintomas asociados incluyen tinnitus pulsatil mono o bilateral, alteraciones del
estado de animo y deficiencias en la memoria y la concentracion. [1-3]

El Diagnéstico es definitivo si se cumplen estos criterios:

A. Papiledema: hiperemia inicial del disco, visiébn borrosa de los margenes del disco,
elevacion del disco con un halo peripapilar, pérdida de la pulsacion venosa espontanea
y oscurecimiento de los vasos principales.

B. Examen neurolégico normal, excepto por anomalias del VI par craneal.

C. Neuroimagen: parénquima cerebral normal sin evidencia de hidrocefalia, masa o lesion
estructural, y sin realce meningeo anormal en la RM, con y sin gadolinio, para
pacientes tipicos (mujeres y obesos), y RM, con y sin gadolinio, y venografia por
resonancia magnética para otros; si la RM no esta disponible o esta contraindicada, se
puede utilizar una tomografia computarizada con contraste.

D. Composicién normal del LCR.

E. Presion de apertura de la puncién lumbar elevada (=2 250 mm LCR en adultos).

Si no hay papiledema se debe de cumplir el resto de criterios y estar presentes en la RM
al menos 3 de los siguientes:

1. Silla vacia.

2. Aplanamiento de la cara posterior del globo.

3. Distensién del espacio subaracnoideo peridptico con o sin un nervio éptico tortuoso.

4. Estenosis del seno venoso transversal. [4]

La patogenia subyacente de HIl es incierta. El aumento de la PIC es caracteristico, pero
el mecanismo por el cual ésta se eleva no esta claro. También es cuestionable si son
varios mecanismos los que elevan la PIC en los individuos afectados. Se refieren a
continuacién algunos de los ellos:

- Papel de la dindmica alterada del LCR: los cambios en el volumen de sangre, LCR
y tejido cerebral influyen en la PIC. La HIl puede deberse a un trastorno de la regulacién
del LCR, bien a través de la hipersecrecion de LCR o bien mediante la reduccion del
drenaje debido al aumento de la resistencia al flujo de salida de LCR o por la reduccion

del gradiente de presion entre el espacio subaracnoideo y el seno sagital superior. [5]
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- Papel de la obesidad: Se ha evidenciado correlacion entre indice de masa corporal
(IMC) y riesgo de HII, igual que asociacion entre aumento de peso y recurrencia de la
enfermedad. Asi mismo, la bajada de peso mejora el prondéstico [6-8].

- El retinol (un derivado de la vitamina A) también se ha relacionado con la HIl. Los
exploradores del Artico desarrollaron una PIC elevada después de la ingesta excesiva de
higado de oso polar rico en vitamina A [9]. Por otra parte, se ha comprobado la relacién
de la presencia de vitamina A en el LCR de pacientes con la enfermedad estudiada. La
vitamina A se pudo detectar mediante cromatografia liquida de alta presion. Los
resultados del estudio concluyeron que hay asociacién estadisticamente significativa
entre concentraciones elevadas de vitamina A en el LCR de los pacientes con Hll, en
mujeres y menores de edad. [10]

- Papel de los receptores de la somatostatina: en el estudio de Steven E. Katz_et al.
[11] se investig6 la localizaciéon de los receptores de somatostatina tipos 1y 2 (SSTR1y
SSTR2) en el plexo coroideo humano (CP) vy granulaciones aracnoideas por
inmunohistoquimica. Se demostré su presencia en los mismos, confirmandose su
potencial mediacidon en los procesos de produccion y absorcién de LCR. Ademas, SSTR1
y SSTR2 podrian modular el flujo sanguineo en los capilares CP y la filtracion en el epitelio
CP. Por tanto, el eje SST tiene un importante papel en el transporte de iones, la
produccion de liquido extracelular y la absorciéon en diferentes tejidos de mamiferos y
humanos.

- Influencia anatémica: Las mejoras en las imagenes de venografia cerebral revelan
gue la mayoria de los pacientes con HIl tienen anomalias anatomicas en el sistema del
seno venoso cerebral. Estos incluyen
estenosis del seno dominante (figura 1) o de
ambos senos transversales. [1]

- Papel del género: Un estudio realizado
por Klein A et al [12] mediante
radioinmunoensayos (RIA) para evaluar el
cortisol, la testosterona, la testosterona
biodisponible, la prolactina, el sulfato de
dehidroepiandrosterona, la androstenedio-
na, la insulina, la aldosterona, el estradiol, la
hormona estimulante del foliculo y la

hormona luteinizante, comprobé que los

pacientes mas jévenes con HIl tenian

Fig. 1: RM y venografias por RM que
muestra estenosis del seno transverso

androstenediona, aunque no se evalu6 una longitudinal (aspecto extraluminal) y las
afectaciones del nervio 6ptico por la Hll.

niveles elevados de testosterona vy

cohorte de control.
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- Influencia genética: En la investigacion llevada a cabo por Zanello et al. [13] se ha
analizado el papel de los genes inflamatorios en esta patologia. Se estudia la expresion
génica de RNA exosomico en el LCR y plasma en pacientes con PIC elevada (>18 mm
Hg) en comparacion con pacientes con PIC moderadamente elevada (11-18 mmHg). Los
sujetos del estudio ya presentaban clinica neuroldgica.

Se realiz6 una comparacion entre los conjuntos de datos de expresion en plasma (205
genes) y en LCR (162 genes) Ambos conjuntos de genes sugieren que los procesos
inflamatorios actlan tanto localmente en el cerebro como sistémicamente, quizas
contribuyendo a la fisiopatologia de la HIl. Los hallazgos respaldan la comunicacion entre

los sistemas inmunoldgico y nervioso [14].

Apoyando la hipétesis de componente familiar, en el estudio ya referido anteriormente de

Kuehn et al. [1] el 5% de los pacientes confirmaba la existencia de HIl en otros miembros

de su familia, incluyendo hermanos y gemelos

En esta investigacion se analiz6 el DNA cromosomico de 95 pacientes con HIl
emparejados con otros 95 controles por sexo, IMC y origen étnico. Tras evaluar 301.908
polimorfismos de un solo nucle6tido (SNP), resulté las asociaciones mas fuertes
observadas fueron para rs2234671 en el cromosoma 2; rs79642714 en el cromosoma 6;
y rs200288366 en el cromosoma 12. Ademas, se identificaron 3 regiones candidatas

marcadas por multiples SNP asociados en los cromosomas 5, 13y 14.

HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

HIPOTESIS: Los pacientes portadores de polimorfismos de genes del colageno XVIII, de
la acuaporina 1 y de la acuaporina 4 pueden tener un riesgo significativo de padecer

Hipertension Intracraneal Idiopética.

OBJETIVO PRINCIPAL: EIl objetivo del presente estudio observacional es identificar las

variantes tipo SNP de los tres genes candidatos (genes del colageno XVIII, de la
acuaporina 1 y de la acuaporina 4), implicados potencialmente en la Hll, con el fin de
reconocer a los individuos en riesgo y asi poder prevenir los efectos a largo plazo de esta

enfermedad.

OBJETIVO SECUNDARIO: La identificacion de los alelos concretos de cada polimorfismo

mas frecuentes en los enfermos de Hll.

Para ello se han analizado los genotipos de 6 polimorfismos correspondientes a los 3
genes anteriormente mencionados, en una poblacion de estudio comparandolos con los

de la poblacién general.
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Los polimorfismos a estudio proceden de los siguientes genes:

Colageno XVl (gen COL18A1)

Se ha estudiado un SNP - rs2183589- del gen del colageno debido a la posible
implicacion de la complianza craneal en la HIl. Este polimorfismo cuenta con una
frecuencia alélica minima (MAF) superior a 0.10 en la poblacion objeto del estudio. Se ha
decidido estudiar este gen por su relacion con el Sindrome de Knobloch (degeneracién
macular y vitreorretiniana, encefalocele occipital, y por tanto la predisposicion a padecer
hidrocefalia) [15].

Acuaporina 1 (gen AQP1)

Esta acuaporina se encuentra principalmente en el plexo coroideo, donde se produce el
LCR, puede ser regulada positivamente por retinoides y glucocorticoides, y se ve afectada
por los medicamentos utilizados para tratar la HIl (1). Los polimorfismos a estudio son el
rs1049305 (también relacionado con la retencién de agua en la cirrosis y el glaucoma
primario de angulo abierto) [16,17] y rs10244884 (relacionado asi mismo con el
priapismo) [18].

Acuaporina 4 (gen AQP4)

Los polimorfismos estudiados han sido relacionados con el balance homeostatico del
agua en el cerebro y el riesgo de edema cerebral, en traumatismos, en el SIDS (Sindrome
de Muerte Subita) [19,20]. Ademas, esta acuaporina se localiza en la apdfisis al pie de
los astrocitos, y tiene un papel fundamental en el edema cerebral Los polimorfismos a
estudio son: rs3763043, rs3763040 y rs2075575.

MATERIAL Y METODOS

Poblacion estudiada

Se ha incluido en este estudio un grupo de 73 pacientes neurolégicos con hipertension
intracraneal idiopética, seleccionados al azar provenientes de la de Asociacion de
Enfermos y Familiares con Hipertension Intracraneal (ADEFHIC). La recogida de
muestras de sangre se realizo tras la obtencién de su consentimiento informado (Anexo
3), de acuerdo a los estandares legales espafioles y tras ser aprobado por el Comité Etico

del hospital.

Los datos de la poblacion control proceden de la base de datos Ensembl de donde se han
tomado los procedentes del subgrupo IBS (lberian Population in Spain) para cada

polimorfismo. Ademas, para el polimorfismo encontrado con resultados estadisticamente
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significativos, se selecciond un grupo de 94 controles procedentes de la Unidad de
Neurocirugia del Hospital Clinico Universitario de Valladolid para corroborar la veracidad

de la hipotesis confirmada con los resultados obtenido.

El proyecto de investigacion bioinformatica Ensembl supone una colaboracion entre el
Wellcome Trust Sanger Institute y el Instituto Europeo de Bioinformética, division del
Laboratorio Europeo de Biologia Molecular, cuya informacion y software son de libre

acceso y utilizacion.
Recogida de muestras

El DNA de los pacientes se extrajo a partir de sangre entera anticoagulada con EDTA
mediante el sistema automatizado MagNA Pure de Roche®. Este es un sistema clinico
de extraccion de acidos nucleicos totalmente automatizado sin necesidad de supervision,

disefiado para reducir la intervencion del usuario y la variabilidad entre extracciones.

Una vez extraido el DNA se hicieron diluciones (15uL de agua + 3uL de DNA) y se

almacenaron en tubos hasta su futura utilizacion.
Genotipado con sondas KASP

Se utilizé el sistema KASP (Kompetitive Allele Specific PCR) SNP Genotyping Chemistry,
el cual estda basado en la tecnologia FRET (Transferencia de Energia de Resonancia
Fluorescente) que consiste en transferir energia desde un donador o reporter (sonda
marcada con fluorocromos) a un aceptor o quencher mediante hibridacién. Esta técnica
permite genotipar polimorfismos que difieren tan solo en un nucleétido (SNP), tiene una
precision mayor del 99,8%, y segun el manual del fabricante basta entre 0,1 y 10 ng de
DNA gendmico. Se siguieron las instrucciones del fabricante con algunas modificaciones
[21y 22].

Es una PCR que utiliza un cebador universal (Reverse) y dos cebadores especificos
(Forward) que se diferencian en un solo nucleétido que corresponderan a cada uno de
los alelos del polimorfismo a estudiar. Este sistema utiliza una sonda marcada con los
fluorocromos HEX (emite a 556 nm) o FAM (emite a 510 nm) que tiene una secuencia
similar a la encontrada en los extremos 5° de los cebadores. Las sondas marcadas estan
incluidas en la master mix y van unidas a un quencher que solo permitira la emisién de
fluorescencia por parte de los fluorocromos cuando el cebador este unido a su secuencia

especifica. En la figura 2 se presentan los componentes del ensayo KASP.
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LEYENDA

Cebador Forward Alelo-1 marcado
FAM

Cebador Forward Alelo-2 marcado
HEX

Cebador Reverse universal

Colorante FAM™

@ Colorante HEX™

SNP Polimorfismo objetivo

Q Quencher

COMPONENTES DELENSAYO KASP

A) Primer mix B) Master mix ( Mezcla maestra)
Cebadores Forward de alelos especificos: _‘.1 'I' q
alelo-1 C 5 — ¥ 5 : ¥
5’ - 3 — —
alelo-2 —_ —
5" S’A —_ —
Cebador Reverse: ] ]
3 5 — _
— 3 —d g’

3’

C) Muestra de DNA (Template)
5 -
||||||||||||||||||||||||||||3

[G/T]

3 5

Figura 2. Cebadores, sondas y DNA de la muestra

A continuacién, se describen los diferentes ciclos que tienen lugar para la amplificacion

de nuestra secuencia de interés:

En el primer ciclo: se desnaturaliza la doble hebra de DNA a 94°C. Una vez separadas

las dos hebras los cebadores se unen a la secuencia complementaria de DNA gendémico
a 65°C, el cebador forward especifico a una hebra y el cebador reverse universal a la otra.

Una vez unidos, la polimerasa elongara la cadena a partir de la hebra molde (Figura 3).
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MUESTRADE COMPONENTES DESNATURALIZADOS: 1ER CICLO PCR

5! 3’
El cebador alelo-2 no se alarga A FTT1r1n1r1rrrroenrtruni

el cebador reverse se alarga 5'-3"

El cebador alelo-1 se uney se alarga

MTTTT T -

Figura 3. 1° Ciclo de PCR

En el sequndo ciclo: se desnaturaliza la doble hebra de DNA a 94°C, y vuelven a unirse

los cebadores a 65°C, en donde el cebador reverse universal se unird al fragmento
elongado por el primer forward especifico del primer ciclo. La hebra amplificada por el

cebador reverse contiene en su extremo 3’ la secuencia complementaria de la sonda

marcada (Figura 4).

COMPLEMENTO DE LA COLA DEL ALELO ESPECIFICO GENERADA: 2N0CICLOPCR

””n"||||||||||||||||||||||||||||||
C

-...___-'-'

T L L L L e L L L

(El cebador reverse se une y se alarga formande una
copia complementaria de la cola del alelo 1)

Figura 4. 2" Ciclo de PCR

En el tercer ciclo: se desnaturaliza de nuevo la doble hebra de DNA a 94°C y a 65°C la

sonda marcada liberada del quencher se une a su secuencia complementaria que ya se
ha marcado con la fluorescencia en el ciclo 2" de la que es complementaria; de forma
que queda la otra sonda marcada correspondiente al otro alelo unido al quencher y no

emite luz (Figura 5).

GENERACION DE SENAL: 3erCICLO PCR

Los ciclos térmicos dan como resultado un aumento exponencial de las amplificaciones
del alelo 1. A medida que continia la PCR, una cantidad cada vez mayor de
oligonucleétidos marcados con FAM™ se une a las amplificaciones del alelo 1. La

fluorescencia se produce cuando el oligo marcado con FAM™ ya no se apaga
La fluorescencia para el alelo T no
incorporado permanece apagado

T"IT'IFITITI]ITETHT'ITITITITITFTI' o (DQ
Lt te el 5y
Discriminacion alélica lograda mediante el

apareamiento competitivo de dos cebadores forward
de alelos especificos, cada uno conteniendo una

secuencia de cola unica que se corresponde con un 3 5

casete FRET claramente etiquetado en la mezcla

maestra. !_a fuorescencia para el alelo G
incorporado ya no se apaga

Figura 5. 3° Ciclo de PCR
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En los siguientes ciclos se producira la amplificacion sucesiva del fragmento unido con el
fluorocromo, acumulando fluorescencia a lo largo de los ciclos y de esta manera,

determinando la variante del polimorfismo que presenta el paciente.

Se deben analizar los 6 polimorfismos en cada paciente.

Para ello, se utilizan plantillas preparadas en las que se indica el polimorfismo de cada
pocillo (figura 6) que se colocaran en las placas blancas “FrameStar® 480/96 for Roche
Lightcycler 480” de 96 pocillos (figura 7), donde se pone la muestra y el polimorfismo

estudiado.
Expotiment s 2] 335%q | Polimorfismo ( &/ ,55-(/

1 N 1iz27 2020 F_gﬁa‘de visualizacién de resultados

' | rTe — — .

2 | a | =
= ‘ y 4 7849‘°u|17|

{*_X"X'l.zs.q ANAEAEEN"3
| R | i
| * | e W15l 1219 (20 22

| 3| N | 2502 | 29 % |29|3 2 323 sy
» 135 /3 (3333 3940 wilwzvz lyy ys % |
7v9<w“99'50I51 52 53 54155 |5¢ |57 |57
|59 | 60 |6 | 62 61}(9 6 | & | 67 o’?'(fv‘b
;‘:u?zﬁqz Xl Y

, J—SEPY. \
|

n

L ‘ Numerq de las muestras

Fig.6 Ficha cumplimentada con el nimero de la muestra en el pocillo,
el polimorfismo utilizado y la fecha de visualizacién de los resultados

| -

l'x\‘.‘ YO ‘\,j) YO \. \ YOI
j't:ikl-..\.i'-“? YO

| = A==

DL 7 { ) J\
.|E.-‘ S O00000
|FO000000¢
,‘_\ N N 4 4 / »‘ |
I = L‘ : ~: OOO0O0O0L0

- —

Fig.7 FrameStar® 480/96 para Roche Lightcycler 480” de 96 pocillos

er—T s e—

Preparacion del mix de trabajo por pocillo (figura 6):

V562 Thermo Scied
12X Phusion*

J:2CR Maste] Water
1125mL
siLot 00213950

= Master Mix

(dNTPs, polimerasa y sondas): 4uL.
= Agua: 1pL.
=  Mezcla de cebadores: 0,11uL.

Fig.6 Master Mix del Kit
comercial, pocillos de trabajo

(se recomienda preparar un pocillo mas por cada diez). ~ para polimorfismos a estudiar y
agua libre de nucleasas
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El proceso es el siguiente:

Se coloca la mezcla en un vortex y se agita.
Seintroducen los 5,11 L por pocillo del mix de trabajo y se afiade 2 uL(200 ug/uL)
de DNA previamente vortexado de las muestras a estudiar en el pocillo
correspondiente.
Se mezcla bien con la micropipeta.
Se precinta la placa, con una pegatina transparente de Roche, “LightCycler® 480
Sealing Foil”.
Por ultimo, se centrifugan las placas, dandoles solo un spin.
Una vez realizado esto, se hace la reaccibn de PCR especifica usando el
termociclador Eppendorf segun el siguiente protocolo:

= 94°C, 15 minutos.

= 94°C, 20 segundos y 65°C, 1 minuto, 10 veces.

= 94°C, 20 segundos y 57°C, 1 minuto, 40 veces.

= 4°C, todo el tiempo que reste hasta que se recojan las muestras.

(Figuras 8y 9)

94.0° L 940"
00:20', ge g+ |/ 00:20"
i

01:00:

Fig.8 Termociclador utilizado Fig.9 Ciclo del protocolo empleado
Eppendorf Mastercycler EP Gradient S

Realizada la PCR, se conserva la placa a -20°C durante toda la noche, ya que se ha

comprobado que se obtienen mejores lecturas si se realiza de esta forma, si no fuese asi,

podria llevarse a cabo tanto la reaccion de PCR y como el andlisis en el mismo aparato.

La lectura de los resultados se realiz6 en un termociclador LightCycler 480® (figura 10),

segun el siguiente protocolo:

M2 Belén Garcia Lobo 10



Estudio de variantes tipo SNP en la Hipertension Intracraneal Idiopdtica

Modo de adquisicion: sencillo.

Rampa: 4,4°C/s.

Formato de deteccion: Dual Hydrolysis Probe/
UPL Probe.

Modo de andlisis: Cuantificacion.

Lectura: Mantener 20 seg. a 37°C y a
continuacion medir la absorbancia de:
o FAM 465-510nm.

o HEX 533-580nm. Fig.10 Termociclador LightCycler 480®,

Cuando se introduce la placa en el termociclador LightCycler 480®, seleccionamos los

pocillos a analizar. Esto nos permitird medir la absorbancia de cada muestra para cada

polimorfismo con el fin de determinar los diferentes alelos.

La medida de la absorbancia asigna los alelos (en homo o heterocigosis) en funcién de

la fluorescencia emitida por FAM y/o HEX (figura 11).

wubset: | 10244554 5] [gJ ;
J 11

1121314015 161¢7]18 10 12
@5 [0S (@5 (@S @S |05 (@S (@S (@S @S (@S (@S
95 |0s (@S (05 |05 @S (@S |05 |05 @S (@S |@S
0s |@S |05 @5 |@S (@S |@s |@s |0S |OS (@5 |@S
@S |@S @S (@S |@S |@S |@S (@S |@s |@S |@s [@S
95 |0S (@S (@5 @S (@S (@S |@s |@s |05 (@5 |@S
@S |@5 (05 (@5 @S (@S (@S |@s |@S |05 (@5 @S
@s |@s |@s |@S

QMmoo >

Fig.11 Asignacion de muestras como FAM, HEX, BOTH, desconocido o
control negativo en cada pocillo de la placa.

Una vez hecho esto, el programa elabora una gréfica (figura 12) representando:

En el eje de abscisas coloca las muestras FAM, donde los dos cromosomas

homologos contengan la misma secuencia: Homocigotos para FAM.

En el eje de ordenadas coloca las muestras HEX, donde los dos cromosomas
homdlogos contengan la misma secuencia (y que varien con respecto a las muestras

gue ha establecido como FAM en un nucleétido): Homocigotos para HEX.

En la recta bisectriz, entre la ordenada y la abscisa, se colocan los que tengan un

cromosoma con un nucleétido y el homologo con otro distinto BOTH Heterocigotos.
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Fig. 12 Gréfica que representa las
muestras segun su fluorescencia:
Verde: homocigotos HEX

Rojo: heterocigotos BOTH

Azul: homocigotos FAM

Gris: controles negativos

La asignacion de las muestras a los diversos genotipos de cada polimorfismo es revisada

por el tutor. Se introducen controles negativos para identificar la fluorescencia de fondo.

A continuacién, se indican, los 6 polimorfismos estudiados, el gen en el que se

encuentran, su secuencia de referencia y la posicion en el cromosoma (Tabla 1).

Tabla 1. Polimorfismos estudiados

SNP GEN SECUENCIA DE REFERENCIA POSICION
rs3763040 AQP4 NC_000018.10:9.26864410G>A 18g11.2
rs2075575 AQP4 NC_000018.10:9.26866562G>A 18g11.2
rs3763043 AQP4 NC_000018.10:9.26855854C>G 18g11.2
rs1049305 AQP1 NC_000007.14:9.30924207G>C 7p14.3

rs10244884 AQP1 NC_000007.14:9.30932180T>C 7p14.3
rs2183589 COL18A1 NG_011903.1:9.1395C>T 21922.3

Analisis estadistico

Antes de realizar del analisis de la correlacion entre el riego de padecer la HIl y los
polimorfismos de las hipétesis, se verificd si los SNP en las poblaciones a estudio, se
encontraban en equilibrio segun el Test de Hardy-Weinberg. Este test analiza las
frecuencias genotipicas en una poblacion comparando las frecuencias observadas con
las frecuencias esperadas.

Partiendo de la Base de Datos en la que se recogen los diferentes genotipos de cada
polimorfismo a estudiar obtenidos en el termociclador, se realizaron las Tablas de

Contingencia (Anexo A).
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Mediante la aplicacién web http://vassarstats.net/ ®Richard Lowry 2001-2021), se ejecuto

el Test de Chi cuadrado (comparacion de porcentajes de grupos) para cotejar las
frecuencias alélicas y genotipicas, en funcioén de las diversas hipétesis de codominancia,
dominancia y recesividad y asi sacar conclusiones acerca de la predominancia de
genotipos y su relaciéon con la aparicion de la HII.

El valor de la p determina si las diferencias encontradas entre las frecuencias genotipicas
en pacientes y poblacion control, son estadisticamente significativas o no. (Valores
calculados de p<0.05 se consideran significativos).

RESULTADOS

Mediante la técnica de sondas especificas KASP para cada polimorfismo, se realiz6 el

genotipado de los 73 pacientes, y se calcularon las frecuencias alélicas y genotipicas.
Equilibrio de Hardy-Weinberg

El test de equilibrio de Hardy-Weinberg es un modelo tedrico que analiza la genética de
poblaciones. Evalla las frecuencias genotipicas en una poblacién con los siguientes

requisitos:

1- Integrada por organismos diploides con reproduccién sexual en la que todos los
individuos tienen la misma probabilidad de aparearse y el apareamiento es al azar.

2- La poblacién es suficientemente grande para minimizar las diferencias entre individuos
y las migraciones y mutaciones pueden despreciarse.

3- La seleccidn natural no afecta al gen de estudio.

4- Las frecuencias genotipicas se mantienen constantes a lo largo de las generaciones

Una vez obtenidas los datos de las frecuencias alélicas y genotipicas, se comprueba que
la poblacién a estudio esta en equilibrio de Hardy-Weinberg para cada polimorfismo y de

esta manera confirmar que la muestra esta bien seleccionada.

Si al realizar el test la p < 0,05 no es consistente con el equilibrio de Hardy-Weinberg,

significaria que la poblacion no estaria en equilibrio.

En el caso de estudio, para todos los polimorfismos la poblacion esta en equilibrio, salvo
para el SNP rs2183589 que en la poblacién de pacientes el valor de la p = 0,010385
(<0,05), si bien, en este caso, el resultado no es preciso ya que el tamafio de la poblacion

para el genotipo TT es de 2 individuos (inferior a 5, demasiado pequefio).

A continuacion, se muestran las frecuencias genotipicas obtenidas en nuestro grupo a
estudio para los diferentes polimorfismos, en comparacion con la poblacion espafiola

(frecuencia esperada)
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Tabla 2. Frecuencias genotipicas para los polimorfismos estudiados

SN rs3763040 rs2075575 rs3763043
GENOTIPO GG GA AA GG GA AA CcC CT TT
FRECUENCIA OBTENIDA
(CASOS) 77,78% 19,44% 2,78% 33,33% 48,61% 18,06% | 46,38%  44,93% 8,70%
FRECUENCIA ESPERADA

0 0, 0 9 9 9 0, [ 0
(CONTROL) 62.27% 33,28% 4,45% 2991% 47,66% 22,43% | 50,47% 33,64%  1589%

SNP rs1049305 rs10244884 rs2183589
GENOTIPO GG GC CcC CcC CT TT CcC CT TT
FRECUENCIA OBTENIDA
(CASOS) 30,39% 50,70% 18,31% | 31,51% 50,68% 17,81% | 89,96%  10,14% 2,90%
FRECUENCIA ESPERADA

9 0 0 0, 0 0 9 9 0
(CONTROL) 35,51% 50,47%  14,02% | 31,78%  44,86% 23,36% | 81,31%  15,89% 2,80%

De los 6 polimorfismos estudiados el tnico significativo en funcién del valor p <0,05 es el
rs3763040 (Anexo A: Tabla 3).

El polimorfismo rs3763040, localizado en el gen de la aquaporina 4 mostré diferencias
en la comparacion entre pacientes y controles en todas las hipotesis salvo en la hip6tesis
de Dominancia (p= 0,6892 > 0,05).

Tabla 4A. Polimorfismo significativo para HIl con poblacion control espafiola

Polimorfismo rs3763040

Casos vs. Controles (Ensembl)

Frecuencias p X

Alélicas 0,0153 5,88

-~ Hip.
Genotipicas : . 0,0252 7,36

Codominancia
Hip- 6892 0,16
Dominancia

Hip.

Recesividad ey &7

Puesto que los alelos mas frecuentes son los dominantes y por el contrario, los menos
frecuentes, los recesivos, en la comparacion de las frecuencias alélicas se observa que
el alelo G es mas frecuente que el alelo A, siendo el genotipo GG el dominante y el AA el
recesivo en este caso. Al ser la hipotesis de Dominancia no significativa (p=0,6892 >

0,05), el poseer el genotipo GG no influye en la Hipertensién Intracraneal Idiopatica.

Tabla 5A. Comparacion Frecuencias alélicas y genotipicas (poblacién control espafiola)

Casos vs. Controles (Ensembl)

Frecuencias Casos Controles
Alélicas G 126 50906
A 18 13616
Genotipicas GG 56 20099
GA 14 10742
AA 2 1437
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Por el contrario, siendo la p significativa en las hipo6tesis de recesividad (p=0 ,0096) y
codominancia (p= 0,0252), se puede concluir que los genotipos AA y AG si influyen en
padecer o no la enfermedad. Ademas, siendo p aun menor para la hipotesis de
recesividad, y siendo mas frecuente el genotipo AA en la poblaciéon control sana esto
implica un efecto proporcionalmente inverso entre el genotipo AA y la Hipertension
Intracraneal Idiopética. Con lo que se concluye que el alelo A es factor “protector”
de este sindrome de HIl (Tabla 4A y 5A).

Tras estos resultados se volvieron a elaborarlas tablas de contingencia y frecuencias,
pero esta vez tomando la poblacion control del Hospital Clinico Universitario de Valladolid
y se repitieron los resultados obtenidos comprobando que la variante del polimorfismo

rs3763040 efectivamente esta involucrada en el desarrollo de la HIl. (Tablas 4B y 5B)

Tabla 4B. Valores de p para comparacién con poblacion control Valladolid HCUV

Casos vs. Controles (HCUV)

Frecuencias p X2
Alélicas 0,0303 469
. Hip.
Genotipicas .. 0,0477 3,92
Codominancia
Hp. oes01 017
Dominancia
Hip.
Recesividad Dtk i

Tabla 5B. Comparacién Frecuencias alélicas y genotipicas con poblacién control HCUV

Casos vs. Controles (HCUV)

Frecuencias Casos  Controles
Alélicas G 126 146
A 18 42
Genotipicas GG 56 57
GA 14 32
AA 2 5

En los otros cinco polimorfismos estudiados (rs10244884, rs1049305, rs2183589,
rs2075575 y rs3763043) la p resulté >0,05 (Tabla 3 de Anexo A, anteriormente citada) y
por lo tanto no se demostraron diferencias entre la poblacion a estudio (de pacientes) y
la poblacién control, pudiendo concluirse que el poseerlos no es factor de riesgo para

padecer la enfermedad.

Se incluyen en el Anexo A todas las tablas de contingencia de los polimorfismos.
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DISCUSION

En este estudio genético, el principal objetivo es encontrar si existe una asociacion entre
la HIl y las variantes cromosémicas de determinados genes, de los que se sospecha
podrian explicar la predisposicién de algunos pacientes a desarrollar esta afeccién. De
esta manera, a través de un sencillo analisis de sangre del paciente, obteniendo su perfil
genético, se podria diagnosticar esta grave enfermedad antes de que éste presente
sintomas incapacitantes como el coma o la diplopia. Hacia esta vision de la Medicina,
preventiva, orientada especificamente a cada paciente y por tanto mas eficaz, se dirigen
los esfuerzos en Genética, y aqui radica la importancia de nuestro estudio y estudios

similares que se estan llevando a cabo actualmente con otras patologias.

En la investigacion realizada, el polimorfismo rs3763040, estudiado por codificar para el
gen de la acuaporina 4, ha sido el Unico polimorfismo que ha mostrado asociaciéon con
una p <0,05. Se eligié este gen porque la acuaporina 4 es una proteina relacionada con
la regulaciéon del LCR y existen evidencias de que su disfuncion que puede provocar
hidrocefalia, edema relacionado con traumatismos o con sindrome de muerte subita
infantil. En el estudio realizado, comparando los casos pacientes, tanto con la poblacion
control espafiola como con la poblacién control seleccionada de Valladolid, se comprobé
que la frecuencia genotipica GG no es significativa (con p=0,6892 vs. controles Ensembil
y p= 0,6801 vs. controles HCUV >0,05). Por ello, este genotipo no predispone a padecer
la enfermedad. Por el contrario, el genotipo AG y el genotipo AA, presentan una
frecuencia menor a la esperada. Adicionalmente, la hipétesis de recesividad con p=
=0,0096 aln menor que la hipétesis de codominancia (también significativa p= 0,00252),

demuestra que el genotipo AA tiene efecto “protector” en vez de “productor”.

Los otros dos polimorfismos analizados que codifican para el gen de la acuaporina 4
(rs2075575 y rs3763043), no han mostrado diferencias estadisticamente significativas en
cuanto a la frecuencia genotipica entre los casos estudiados y la poblacion control. Sin
embargo, en el estudio realizado por Yadav et al. sobre la relacion del polimorfismo
rs2075575 y la leucoaraiosis [23] se concluye que este es estadisticamente significativo

en los sujetos que padecen de leucoaraiosis con hipertension y hemoglobina Alc.

En el estudio también se analizaron los polimorfismos rs1049305 y rs10244884
pertenecientes al gen de la acuaporina 1, dada su asociacion a la hiperproduccion de
liquido ascitico en la cirrosis y la retencion de humor vitreo en el glaucoma de angulo
abierto el primero, y del priapismo y su incapacidad para reabsorber el flujo sanguineo en
el segundo. A través de este andlisis se encontré que no hay diferencias estadisticamente

significativas entre los casos y controles poblacion en Espafia (siendo p>0,05 para ambos
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polimorfismos), por lo que tampoco podemos asegurar una relacion con la HIl (Anexo A:
Tablas 3y 5).

Por dltimo, se determind estudiar el polimorfismo rs2183589 del gen del colageno
COL18AL1, por su relacion con el Sindrome de Knobloch, cuyos sintomas entre otros son
el encefalocele occipital y la predisposicion a la formacion de hidrocefalia. Otra razon para
su estudio fue su posible rol en la complianza del craneo y sus estructuras, pudiendo
plantearse que, si hay un fallo en la proteina del colageno, la complianza disminuird y
aumentaran las posibilidades de producirse efecto masa, y en consecuencia HIl. Sin
embargo, los andlisis efectuados tampoco han demostrado correlacion estadisticamente
significativa entre este polimorfismo del colageno en concreto, y la HIl padecida por la

poblacion del estudio (p>0,05).

Por otra parte, la eleccién de la técnica de genotipado mediante sondas KASP, se ha
realizado en base a su gran precision (99,8%), sin necesidad de sondas doblemente
marcadas, menos asequibles, con una especificidad muy alta lo que nos permite el

estudio de SNP, y para lo que basta una muestra muy pequeiia (0,1 — 10ng).

Esta técnica, complementada con el uso del termociclador LightCycler 480® para la
lectura de resultados, permite extraer una base de datos, y su simple y rapido
tratamiento en un sistema informatizado, con la ventaja de poder tratar simple y

dinamicamente los resultados, e incluso repetirlos y modificarlos facilmente.
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CONCLUSIONES

1-

Las herramientas y métodos utilizados en el presente andlisis genético han
demostrado ser especificas y, por tanto, Gtiles para los analisis genéticos de los
polimorfismos elegidos para el estudio y prevencion de sintomas graves en la

Hipertension Intracraneal Benigna o Idiopatica.

Se ha demostrado la asociacién entre el polimorfismo tipo SNP rs3763040 que
codifica para el gen de la acuaporina 4 y el Pseudotumor Cerebri, obteniendo en
la comparacion de casos-controles una p de 0,0096 estadisticamente significativa
para la hipétesis de recesividad. Este polimorfismo ha sido el Gnico de los 3
estudiados en relacién con el gen que interviene en la hidrocefalia --y que puede
prevenir acontecimientos tan graves como la muerte subita--, con diferencias

significativas entre la poblacién control y los casos

Segun los valores obtenidos, el alelo A, predomina en la poblacién sana (sin Hll),

pudiendo, por tanto, actuar como factor “protector” para la enfermedad.

Para el resto de los polimorfismos, rs3763043 y rs2075575 para el gen de la
acuaporina 4; rs1049305 y rs10244884 para la acuaporina 1; y rs2183589 para el
colageno XVIII, pese a su relacion demostrada con la produccién, drenaje y
reabsorcion del LCR y otros fluidos corporales, no han mostrado resultados

estadisticamente significativos en la comparacion entre pacientes y controles.

Con los resultados obtenidos, se concluye que deben seguirse investigando
nuevas hipétesis sobre el origen genético de esta grave enfermedad, analizando
otros polimorfismos de estos genes acuaporina 4 (rs9951307 y rs3906956) y
colageno XVIII (rs2230688, rs11702425 y rs7499) probablemente influyentes,

como muestra la bibliografia aportada.
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ANEXOS

ANEXO A: TABLAS

SNP

rs3763040
rs2075575
rs3763043
rs1049305
rs10244884
rs2183589

Tabla 1: Polimorfismos utilizados

GEN

AQP4
AQP4
AQP4
AQP1
AQP1

COL18A1

SECUENCIA DE REFERENCIA

NC_000018.10:9.26864410G>A
NC_000018.10:g.26866562G>A
NC_000018.10:9.26855854C>G
NC_000007.14:9.30924207G>C
NC_000007.14:9.30932180T>C
NG_011903.1:9.1395C>T

POSICION

18q11.2
18q11.2
18q11.2
7pl4.3
7pl4.3
21022.3

Tabla 2: Frecuencias genotipicas para los polimorfismos estudiados

SNP rs3763040 rs2075575 rs3763043
GENOTIPO GG GA AA GG GA AA cC CT il
ECR /fs? OU;NClA OBTENIDA TI78%  1944%  2,78% | 3333% 4861% 18,06% | 4638% 4493% 8,70%
(Fg OE’\(IJTURE(')\‘L():'A ESPERADA 6221%  3328% 445% | 2991% 47,66% 2243% | 5047% 3364% 158%%

SNP r$1049305 1510244884 52183589
GENOTIPO GG GC cC cC CT TT cC CT T
(Fé? AESC C;J;NCIA OBTENIDA 3039%  5070% 1831% | 3151% 50068% 17.81% | 8996% 1014%  2,90%
(Fé? OE,\?TURE(;\S'A ESPERADA BH5L%  5047% 1402% | 31,78% 4486% 2336% | 8L31% 158%%  2,80%
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Tabla 3: Resultado de todos los polimorfismos estudiados

(con resultados significativos y no significativos)

Casos vs Controles p

Frecuencias Alélicas Gy A 0,0153
Hip. Codominancia
0,0252
rs3763040 . GG, GAY AA
Frecuencias Hip. Dominancia
Genotipicas GG+AG y AA 0,6892
Hip. Recesividad
GGy AG+AA 0,0096
Frecuencias Alélicas Gy A 0,5376
Hip. Codominancia
GG, GAy AA 1,0000
rs2075575 Frecuencias Hip. Dominancia
Genotipicas GG+AG Y AA 0,6033
Hip. Recesividad
GGy AG+AA 07518
Frecuencias AlélicasCy T 0,8415
Hip. Codominancia
CCCTyTT 0,2009
rs3763043 Frecuencias Hip. Dominancia
Genotipicas CC+CT y TT 0,2488
Hip. Recesividad
7
CCy CC+TT 0,7083
Frecuencias Alélicas Gy A 0,4708
Hip. Codominancia
GG, GAy AA 08415
rs1049305 Frecuencias Hip. Dominancia
Genotipicas GG+AG y AA 0,5777
Hip. Recesividad
GGy AG+AA 0,63%0
Frecuencias AlélicasCy T 0,6985
Hip. Codominancia
CCCTyTT 0.8875
rs10244884 | Frecuencias Hip. Dominancia
ipi ) 4751
Genotipicas CC+CT y TT 0,475
Hip. Recesividad
CCy CC+TT 0.8875
Frecuencias AlélicasCy T 0,4976
Hip. Codominancia
CCCTyTT 0.4028
rs2183589 Frecuencias Hip. Dominancia
Genotipicas CC+CT y TT 0,6714
Hip. Recesividad
434
CCy CC+TT 0,4348

* Si p>0,05 el resultado no es significativo, es decir no existe diferencia entre el caso de

los pacientes y la poblacion control
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Tablas 4A y 4B: Polimorfismo significativo rs3763040 en la Hll
con las diferentes poblaciones de comparacion

Casos vs. Controles (HCUV)

Casos vs. Controles (Ensembl)

Frecuencias p X

Alélicas 0,0153 5,88

- Hip.
Genotipicas . . 0,0252 7,36

Codominancia
Hip. 6892 0,16
Dominancia

Hip.

Recesividad Dl 8

Frecuencias p X2
Alélicas 0,0303 4,69
. Hip.
Genotipicas : . 0,0477 3,92
Codominancia
HID. 6801 0,17
Dominancia
Hip.
Recesividad 0,0293 475

Tabla 4A. Comparaciéon con base Ensembl

Tabla 4B. Comparacion con controles HCUV

Tablas 5: Tablas de Contingencia para los polimorfismos estudiados

Gen AQP4: Polimorfismo rs3763040

Casos vs. Controles (Ensembl)

Casos Controles

Frecuencias
Alélicas G 126 50906
A 18 13616

Casos vs. Controles (HCUV)

Casos
Frecuencias
Alélicas G 126
A 18

Controles

146
142

Frecuencias Genotipicas s/
hipotesis de Codominancia
Casos Controles

GG 56 2099
GA 14 10742
AA 2 1437

Frecuencias Genotipicas s/
hipotesis de Codominancia
Casos Controles

GG 56 57
GA 14 32
AA 2 5

Frecuencias Genotipicas s/
hipotesis de Dominancia
Casos Controles

GG +GA 70 30841
AA 2 1437

Frecuencias Genotipicas s/
hipotesis de Dominancia
Casos Controles

GG +GA 70 89
AA 2 5

Frecuencias Genotipicas s/
hip6tesis de Recesividad
Casos Controles

GG 56 20099
GA+AA 16 12179

Frecuencias Genotipicas s/
hip6tesis de Recesividad
Casos Controles

GG 56 57
GA+AA 16 37

M2 Belén Garcia Lobo
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Gen AQP4.

Polimorfismo rs2075575

Polimorfismo rs3763043

Casos Controles

Frecuencias
Alélicas G 83 115
A 61 99

Frecuencias Genotipicas s/
hipo6tesis de Codominancia
Casos Controles

GG 24 32
GA 35 51
AA 13 24

I

Frecuencias Genotipicas s/
hipotesis de Dominancia
Casos Controles

GG +GA 59 83
AA 13 24

|

Frecuencias Genotipicas s/
hipotesis de Recesividad
Casos Controles

I

GG 24 32
GA+AA 48 75

Casos Controles
Frecuencias
Alélicas C 95 144
T 43 70
Frecuencias Genotipicas s/
hip6tesis de Codominancia
Casos Controles

CC 32 54
CT 31 36
TT 6 17

Frecuencias Genotipicas s/
hipotesis de Dominancia
Casos Controles

CC+CT 63 90
TT 6 17

Frecuencias Genotipicas s/
hip6tesis de Recesividad
Casos Controles

CcC 32 54
CT+TT 37 53

Gen AQP1.:

Polimorfismo rs1049305

Casos Controles

Polimorfismo rs10244884

Frecuencias
Alélica G 80 130
C 62 84
Frecuencias Genotipicas s/

hipotesis de Codominancia
Casos Controles

I

GG 22 38
GC 36 54
CC 13 15

M2 Belén Garcia Lobo

Casos Controles

Frecuencias
Alélica C 83 116
T 63 98
Frecuencias Genotipicas s/

hipotesis de Codominancia
Casos Controles

CC 23 34
CT 37 48
TT 13 25
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Polimorfismo rs1049305

Frecuencias Genotipicas s/
hipotesis de Dominancia

Casos Controles
GG+GC 58 92
CC 13 15

Frecuencias Genotipicas s/
hipotesis de Recesividad

Casos Controles
GG 22 38
GC+CC 49 69

Polimorfismo rs10244884

Frecuencias Genotipicas s/
hipotesis de Dominancia

Casos Controles
CC+CT 60 82
TT 13 25

Frecuencias Genotipicas s/
hipotesis de Recesividad
Casos Controles

cC
CT+TT

23
50

34
73

Gen COL18A1:

Polimorfismo rs2183589

Casos Controles

Frecuencias
Alélicas C
T

127
11

191
23

Frecuencias Genotipicas s/
hipotesis de Codominancia

Casos
CC 60
CT 7
TT 2

Controles

87
17
3

Frecuencias Genotipicas s/
hipotesis de Dominancia

Casos
CC+CT 67
TT 2

Controles

104
3

Frecuencias Genotipicas s/
hipotesis de Recesividad

Casos
CcC 60
CT+TT 9

Controles

87
20
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ANEXO B: GLOSARIO

SIGLAS

ADEFEHIC Asociacion De Enfermos y Familiares de Hipertension Intracraneal

CP Choroid Plexus (Plexo Coroideo)

dNTPs Deoxyribonucleotide Triphosphate (desoxirribonucleotido trifosfato)

EDTA Ethylene diamine tetra-acetic (Acido etilendiaminotetracético)

FAM Fluorescein Amidites (Amiditas fluoresceina)

FRET Fluorescent Resonance Energy Transfer (Transferencia de Energia
de Resonancia Fluorescente)

HEX HEXachloro-fluorescein (Hexacloro fluoresceina)

HIl Hipertension Intracraneal Idiopatica

IBS IBerian population in Spain

IMC indice de Masa Corporal
Kompetitive Allele Specific PCR (PCR especifica de alelos

KASP competitivos)

LCR Liquido Cefalorraquideo

D Probabilidad de significacion estadistica

PCR Polimerase Chain Reaction (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)

PIC Presion Intracraneal

MAF Minima Frecuencia Alélica

RIA Radioinmunoensayo

RM Resonancia Magnética

RNA Acido Ribonucléico

sSIDS Sudden Infant Death Syndrome (Sindrome de Muerte Subita Infantil)
Single Nucleotide Polymorphism (Polimorfismo de un solo

SNP nucleoétido)

SSTR Somastostatin Receptor (Receptor de Somatostatina)

SST Eje de Somatostatina
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ANEXO D: CONSENTIMIENTO INFORMADO

DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO [caie morma
' PARA INVESTIGACION CLINICA QUE IMPLIGUE | mscie a1
MUESTRAS BIOLOGICAS e .bsaql

“"“:.‘:”:""’"" ROSPITAL C1INICO UNMERSITARIC DE VALLADOLID
i Virmbon 4 e 29-03 2074 Pigs  Ldas

DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMEDO | ctiz mormas
'= PARA INVESTIGACION CLINICA QUE IMPLIGUE | rsam o1
_ MUESTRAS BIOLOGICAS [ .bsaql
. -, Facha:  ISTATEI4 o
ey ——— HOSPTAL CLINICO UNWERSITARIO DE WALLADOLID
Bt P PRl g s

SERWVICIO [ UNIDAD: Meurcclirnugla

INVESTIGADOR RESPONSABLE: Carloa A Rodrigusz Arlas

TELEFONO DE CONTACTO: SBIL20000 axt EMAIL- carrcda@oramys.6s
HOMBRE DE LA LIMEA DE :lewlmﬁsmosgemdel

TRABAJD: Estudio
Colammx‘h"lll ¥ Acuoporinas 1y 4 en la hidrocefalia cronica del adulto y la
hipertensidn endocraneal idiopatica

VERSION DE DOCUMENTO: [NUmero de verslon, facha)-

I} Finalidad de ka Iinea de frabajo propussta:

La Hdoceala de Fresion Nomal iiopstica ¥ 58 CarEcienzI por & sumento de Liguids
Cefalomagquidec en el Sistema Mendoso Cenfral mentenlends una presion nomal pero
compriniendo el cersbro fo que oNiging SINfmas Como de memonta,

urinana y aMcultad Pars 13 marcha. Se Jesconoce /@ CIUsa que 3 DrodUce Deno 58 Melsciona con
unas profeinas denaminadss CORQEND i ACUaparings. Se prefende estudlar ios genes de estas
DrOfelIas  Ver SU relEcion con ests enfermedsd.

Los resulisdos de esfos estuaios yudarsn probabiemente 3 diagnosticar yio fatar de maners
MEF PrEciSa @ 05 SVENTOS Can WA enfErmedad Come i3 SUya.

W) Algunas 80Dre BU

Es mportante que Vd., como polencal donande de MUESTES, CONDZCA vanos aspecios
Importantes:

A La donacion de muestras 25 intaiments volunisria.
E) Pueds plantear todas |25 dudas que considers sobre su panticipacion en este estudio.

C) S solcita su autonzacion para 13 toma y us0 en Investigacion Diomadica de MUSEas de
Sangre perfférica. £n dichas MUESTas S& ODlENdran Wo anailzarsn & ADN, uiizando los métodos

que & Investigador principal considers NECEsanos para avanzar en la linea de trabaje amoa
expuesta.

Ea entrega copia de eate decurents al padenis 1

D) Se e tomara un volumen relatvamente pequefio 10 M ge sangre venoss mediants una
puncion en & DIRZD en UNa Unica 1oma. La donackin de 5angre apenas tiene efiectos secundanos;
Iz mas frecuente @5 |3 aparidon de pequefios hematomas en |3 zona de puncién que desaparecen
transcumidos 1 0 2 dias.

E} Mo percioir ningunia compensacitn econtmica o de olrd 5po por las muestas donadas ¥ estas
no tenorsn valor comercial. No obstants, |3 Informackin generaga a parr de los estudios
reallzados sobfe U MUESta podria ser fuente de beneficios comerdiaies. En tal caso, estan
previstos mecanismos para que estos beneflios revieran en |a salud e 3 poblacion, aungue No
d= forma Individual en e donante.

F) Las muestras y Ios productos obtenkdos de |as mismas seran aAlMacenacos y custodiados en
Instituto de InvesBigacion Biomédica de Salamanca {IBSAL), ugar designado para este fin
por & Investigador Principal des Estudio. La persona responsaie de 13 cusiodia es & Dr. DL Juan
Jose Tellerla Omois. La muestra quedara il 0=posiaga oe frma Indefnida, al menoe Nasta 1a
consecucion de Ios fines centficos de |3 inea de frabalo AMha expuesta (slempre que no 52 haya
consumikdo en su totaldad en el curse de o8 frabajos asociados 3 la mismal. S en dicho momento
£& popusiera &l paso de 135 muestas 3 un Blobanco ofidaimenie reconocido, 58 ke VOVEra @
soilciar su consentimients para elo.

@) Los dalos personales 3500ia005 3 |as MUSstras serdn tratados segon ko dspuesto en la
legisiacion wigente sobre proteccion de datos de cardcter personal (Ley Organica 151359, de 13
d= diclembre) y cuakquier o3 que resutars apicabie.

H) La informacion oblenkla se @macenara en una Dase de OaiDs, €N 50pofte INformiabco,
registrada en 13 Agencla Espaficia de Proteccion de Datos, segin la legislacion vigents [Le-y
Crganica 15/1959). Los datos registrados seran iratados nerts de forma

todo momento & donamte tendra derscho de acceso, rectifcacion O cancelacon de ks datoe
dapositados en [a base de datns slempre que expresaments ko solidte. Pam ello deberd ponerse
en contacto con & Investigador prncipal. Los dalos quedaran custodiates B3k |3 responsabildad
=l Investigador Princpal oel Estudio, 0. Carlos A. Rodriguez Arlas.

Ea entrega copia de se docurrants al pients

b

DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADCO | catipr  Fo-peta
PARA INVESTIGACION CLINICA QUE IMPLIGUE | rscis: o
MUESTRAS BIOLOGICAS Unidasd SOOIV +$-a(.yl
P 2mEATEIY
3aan

HOSPITAL CLINICO UNIVERSITARID DE WALLADOLID
Wisibn 4 ds 21-05- 3014

#

DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO | casigefo-rinm
PARA INVESTIGACION CLINICA QUE IMPLIGUE | rscim ot
MUESTRAS BIOLOGICAS s mcE +$-aqll
Fachar 29X o
HOSPITAL CLUNICO UNIWERSITARIO DE WALLADOLID
Vs it 4 b 29-03-2014 T Ada s

Iy Las muesiras yo @ informacion clinica 3sociada 3 ka5 MESmas podran ser Ltilzadas por & grupo
el Investgador principal en estudios Tuturs de Mvestigacion reackonados con 13 Inea de brabsjo
amba expuesta Dlchas muestTas WO 13 IMformacion oinica 350ciada @ las mismas podran ser
cedidas 3 otros Investigadores deskgnades por = Investigador Principal pam trabalos refacionados
con esta nea, slempre 3l senvick de proyecios que tengan alta calldad cientinica Y respeto por los
principlcs eficos. En estos dos OHMos c350s, S sobcliard amtes aulonzacion al CEIC (Comie
Efico de Investigacion Ciinica)) del Area de Salud Valladold Este.

J) La fafta de consenfimiento o 13 rewocackn de este consentmiento previamente odorgado no
supondra peruico alguno en |3 asksenda sanitana que VI recberecibira.

K} Es posibie que los astudios realizados 5obre 5US MUestras aporten Informacion relevante para
U 53lud 0 la de sus famillams. Wil tiene derecho a conoceria y irasmitina a sus famillares sl asl lo

desea.

L} S0k & V. o oesea, exisie 13 posbildad de que puscda ser contactado en e futum para
complietar o actuaizar 3 INfonmacion 3s0ciada 3l estudio.

Ea ertrega copi de site dodurento ol padents 3
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CONSENTIMIENTD INFORMADD DEL PACIENTE POR ESCRITO.
Estudic de p ganath el Colagp oy B 1y 4 enla

Ya,
Nomibre y apeiicos del padente & representants iegaly
que me ha sikdo
He rechino 3 Noja de INarmacson que me Na sioo enfragada.
He podidn hacer preguntas soore & sstudio.
He recibico sufidente INforT@cion soore & esludo.
He Nahiado del estudio con

(nombre y apeilidos def Investigador]

Comprendo que mi participacién es voluntaria.
(COMprend qUe pusdn MEtirame del estudio:

1.~ CuaNdo quis.

2.- Sin tener que dar explicaciones.

3.- SIn que 2sto repercuta en Mis CLIdS008s MACICoS.

Por la presente, otorgo mi consentimiento informado y lbre para:

- Elfin paza qua 52 UbilZaran mis MUSsas y datos personales Segon 1o recoghdo en |3 hoja da

Informacion al paﬂenequemenasmemegaﬂa

- a los medicos el HOSPITAL CLINICO UNNERSITARIC DE WALLADOLID

mmmmﬂmmwmummmmnmm ~5l.._. NO

{marcar con una X o que proceda)

- Accedo a gue los meédicos del HOSPITAL CLINICO UNIVERSITARIC DE VALLADOLID

COMaCIEn CONMIJo &N C350 08 qUE ko5 estutios realizados SobME Mis MUESSTss | datos

Informacion reéevants para mi salud o 1a de mis Tamiliares . 51 NO (marcar con una X lo que
}

Una vaz fiMmada, me 56 enfregada una copla oel documento de consentimiento.

FIRMA DEL PACIENTE / REPRESENTANTE LEGAL NOMBRE Y APELLIDOS
FECHA

Yo he expicado por compeetn los detalies relevanies de este estudio al padents nombrado
ymbmammahdmﬂnmenmmﬂelmre

S ntrega copia de site docurnts il s 4
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PARA INVESTIGACION CLINICA GUE IMPLIQUE | rscie 51
MUESTRAS BIOLOGICAS [rp— *!a(yl

Fat:  2sTAEN
HOBPITAL CLINICO UNNERSITARIO DE VALLADOLID
Virske 4 e 21022014 T s

'. DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO | cadige:  Fo-pmar

FIRMA DEL INVESTIGADOR NOMERE Y APELLIDOS FECHA

CONSENTIMIENT O INFORMADO DEL PACIENTE POR ESCRITO.

APARTADD PARA LA REVOCACION DEL COMSENTIMIENTO (CONTACTAR COM EL
INVESTIGADOR PRINCIPAL)

Yo revoco &l consentimientn de
Pparticipacién en &l estudio, amioa fimado con fecha

Flrma:

B entregn sopis de sile docunant al pedents 5
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TFG: ESTUDIO DE VARIANTES TIPO SNP EN LA 50

HIPERTENSION INTRACRANEAL IDIOPATICA 2021

HIPOTESIS: Los genes de las acuaporinas AQP1 vy AQP4,
implicados en |la retencion del LCR intracraneal, asi como el del
colageno COL18A1, relacionado con la complianza, estan
implicados potencialmente en esta enfermedad.

INTRODUCCION:

* La hipertension intracraneal benigna o idiopatica (HIl) es un infrecuente

oero grave sindrome consistente en una elevacion patoldgica de la PIC.

* Sus manifestaciones son: afectacion visual, cefalea y papiledema, entre
otras

* LCR dentro de los rangos de normalidad y sin ningun tumor que pueda
condicionar efecto masa y posteriormente el sindrome

* Debido a su creciente incremento en la poblacidén, interesa comprender su
etiologia para asi poder identificar a pacientes de riesgo lo antes posible.

MATERIALES Y METODOS: |

OBJETIVOS: identificar las variantes tipo SNP de estos 3 genes
seleccionados, para reconocer a individuos a riesgo poder
prevenir los graves efectos a largo plazo en la HIl.

* Estudio observacional analitico de casos y controles GENOTIPADO CON SONDAS KASP: GENERACION DE SENAL: 35 CICLO PCR
e Casos: 73 pacientes con Hll procedentes de la ADEFHIC . . . .
N _ Los ciclos térmicos dan como resultado un aumento exponencial de las amplificaciones

* Poblacidn control: subgrupo /BS de Ensembl/ del alelo 1. A medida que continta la PCR, una cantidad cada vez mayor de
* Genotipado con sondas KASP (Kompetitive Allele Specific PCR) | | oligonucleétidos marcados con FAM™ se une a las amplificaciones del alelo 1. La
e Termocicladores utilizados: Eppendo::f Mastercyc/er (para fluorescencia se produce cuando el oligo marcado con FAM™ ya no se apaga

realizar la PCR) y LightCycler 480 (para lectura de i oraorate s anayady.

resultados) T Al Q ©q"
* Para cada uno de los 6 polimorfismos : ‘LU‘LLLLLU | 6 | 573
DESCRIPCION DEL PROCESO- ‘ ‘ - .| Discriminacion alélica lograda mediante el

apareamiento competitivo de dos cebadores forward

e & TN, _— e N s . )
= de alelos especificos, cada uno conteniendo una
= A ——— - secuencia de cola tnica que se corresponde con un 3 15
casete FRET claramente etiquetado en la mezcla
maestra. !.a fuorescencia para el alelo G
Primer mix: ® incorporado ya no se apaga
o e . - i

cebadores 2 . 2

Forward MRS o EELEERE G _ RESULTADOS:

y Universal dNTPs ' ¥ A L,  S——— . -

(Reverse) polimerasas Sl o el

sondas o — e — A Frecuencia genotl'pica
Lectura de resultados "y Polimorfismo Frecuencia , : _
ETREEE £l alélica Hipotesis de Hipotesis de Hipotesis de
Ligh ® ‘
g tCyC|er 480 « . . . . o
codominancia dominancia recesividad
.)'41. : 7 3 ( A ( ) 7 h
Genotipado con - rs3763040 0,0153 0,0252 0,6892 0,0096
sondas KASP 2 < | -
85' rs20/5575 0,5376 1,0000 0,6033 0,/518

rs3763043 0,8415 0,2009 0,2488 0,7083
) i) \—

ik

S — e N [ N S
GG es genotipo GA (e 0,0252) v A6 <5 Benofipo Recesive — rs1049305 0,4708 0,8415 0,5777 0,6390
domlnantoeo(z7,8/) AA (p= 0,0096) (2,8% en Casos vs. 4,5% en 85' : ~ N N B
p=>0, , Controles Sanos)
= NO INFLUYE en HIl — 1 INFLOYEN en Hil b= 0,0096 = el alelo A es < rs10244884 0,6985 0,8875 0,4751 00,8875
u W, FACTOR PROTECTOR | \ d ——r) N —) S ——\
— p

3 3|| rs2183589 0,4976 0,4028 0,6714 0,4348

* Las herramientas y metodos utilizados han mostrado ser especificas y, por tanto, utiles en este analisis genético.

DISCUSION Y CONCLUSIONES:

I

* [a acuaporina 4 es una proteina relacionada con la regulacion del LCR; su disfuncion puede provocar hidrocefalia, edema relacionado con
traumatismos o con el SIDS.

* El polimorfismo rs3763040 que codifica para el gen de la acuaporina 4, ha sido el dnico polimorfismo que ha mostrado asociacién con p <0,05

 Tanto en la comparacion con la poblacién control espafiola como con |a poblacidon control de Valladolid se ha demostrado que |a frecuencia
genotipica GG es mayor en los casos que en los controles, y por el contrario el genotipo GA y el genotipo AA presentan una frecuencia menor a
la esperada. Ademas, de entre las hipotesis con p significativa, la de recesividad tiene una p aun menor que la hipotesis de codominancia, por
lo que se demuestra gue el alelo A tiene efecto “protector” en vez de “productor”.

* El resto de polimorfismos estudiados, tanto el rs3763043 y rs2075575 para el gen AQP4, como los rs1049305y rs10244884 correspondientes
al gen de la AQP1 vy al gen rs2183589 del COL18A1 no muestran resultados significativos de asociacion.
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