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Generalidades de la enfermedad de

Parkinson
- * Trastorno neurodegenerativo.
o * Trastorno multifactorial.
02 » Afecta al 1% de los mayores
. de 60 afios y al 4% de los
FACTOR

HEREDITARIO mayores de 80 afios.

Parkinson genético
Representa del 5 al 10% de los casos.

Parkinson idiopatico
Representa del 90% al 95% de los
Casos.

ATOXINAS

EPDA. terapiaparkinson.com. Medica Sur.



Fisiopatologia de la enfermedad de Parkinson
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Clinica del Parkinson

Sintomas:

Rigidez en brazos,

Temblor en manos, piernas y tronco.

brazos, piernas,
mandibula y cara.

Problemas de
equilibrio y
coordinacion.

Lentitud de los

Bradicinesia movimientos.

No existe cura para esta enfermedad y el tratamiento busca
mejorar los sintomas.

Usted y Parkinson.

« Sintomas motores para el diagnéstico.
« Sintomas gastrointestinal en el 80% de los casos.

Enfermedad de Parkinson

Sintomas no motores de la Enfermedad de Parkinson
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Depresion
Trastornos del suefio
Pérdida de peso

Blefaroespasmo
(contraccion involuntaria de los
parpados)

Estrefiimiento
Dificultad para orinar

Hipotension ortostatica
B Problemas sexuales

Sudoracion
abundante

Dificultad para hablar
Salivacion excesiva
Problemas de deglucion
Problemas respiratorios

Fotoliam.com.Fisioterapia para todos. (2017).

Cifosis dorsal
Pies hinchados
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Biomarker Association Proposed contribution to pathogenesis Source of biomarker References

Fecal levels of acetate, Reduced in patients —Decreased SCFAs levels leads to decreased Fecal sample Unger et al., 2016

propionate and with PD levels of sodium-butyrate, a histone

butyrate (SCFAs) deacetylase inhibitor that protects \

dopaminergic neurons

— Decreased SCFAs result in decreased motility
of gut, driving non-motor gastrointestinal
dysregulation seen in PD

Faecalibacterium Reduced in patients - Low levels associated with decreased levels Fecal sample Sarrabayrouse et al., 2014;
prausnitzii with PD of butyrate Keshavarzian et al., 2015;
— Low levels associated with loss of IL-10 Honda and Littman, 2016;
secreting T-regulatory cells (Tregs) Unger et al., 2016
Enterococcaceae Reduced in patients Unknown Fecal sample Unger et al., 2016
_ = _
Bifidobacterium Elevated in patients unknown Fecal sample Keshavarzian et al., 2015;
with PD Scheperjans et al., 2015; Unger
et al., 2016; Hopfner et al.,
2017
Alpha-synuclein in Present 2-5 years - Aggregations in sigmoid colon observed in Sigmoid mucosal Shannon et al., 2012; Visanji
sigmoid mucosal before onset of PD patients with PD prior to diagnosis biopsies etal., 2017
neurons motor symptoms
Lachnospiraceae Reduced in patients — Low levels associated with decreased levels Fecal sample Keshavarzian et al., 2015;
with PD of butyrate Bedarf et al., 2017

Wronﬁers. (2019). /



Alimentacion Nl
Antibioticos
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Pregunta
Problema

.......... /Cuéles son las diferencias en la

O composicion bacteriana fecal de pacientes

con enfermedad de Parkinson y pacientes
sanos de Colombia?.

'S
}

EPDA.terapiaparkinson.com.



Obj etivo s Objetivo general

Caracterizar la composicion bacteriana fecal de los pacientes con
enfermedad de Parkinson y controles sanos en Colombia.

Objetivos especificos:

- Establecer la composicion bacteriana fecal, en pacientes con
enfermedad de Parkinson y controles sanos en la poblacion
colombiana.

- Identificar las diferencias en composicién y abundancia
bacteriana, entre pacientes con enfermedad de Parkinson vs
controles en la poblacion.

- Identificar las posibles capacidades funcionales de los
microorganismos evidenciados en el contexto de la enfermedad
de Parkinson.

Jemastock. Istockphoto. (2018).



Hipotesis

biocodexmicrobiotainstitute.com

Los pacientes con enfermedad de Parkinson, presentan
variaciones en abundancia bacteriana de:

Incremento de la familia Lactobacillaceae: mal plegamiento de
la alfa sinucleina.

Incremento de la familia Bifidobacteriaceae: sintomas
depresivos.

En los géneros Enterococcus spp, Desulfovibrio spp, Acinetobacter
spp, Proteobacteria spp y Bacteroides spp: sintomas motores y
aumentando el estrés oxidativo en SNE.

Disminuciéon  en  las  familias  Lachnospiraceae 'y
Ruminoccocaceae: disminucion en la produccion de &cidos
grasos.

Se espera esclarecer el papel de la familia Prevotellaceae.
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Disenio Metodologico

Eleccion de Recoleccién
_—

, —— Extraccion de ADN
pacientes de la muestra

imMme?2

Qiime2. (2016) Analisis de

. «<— calidad MultiQC +—— ,
Limpieza de y FastQC rRNA 16" S

Studio

RStudio, Inc. (2019).

Secuenciacion gen

e Tabla ASV Analis
» (lasificaciéon > - na 131,3.
taxonomica bioinformatico

Cluster sala de sistemas Universidad Nacional IGUN. Arias N. (2020).
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| . \\_‘;.\
Firma Consentimiento informado. Arias N. (2019).

Eleccién de pacientes y
recoleccién de muestra

@ D

Poblacion: Colombianos residentes en Bogota a partir de los
40 afios.

N\
__/

Muestra: 25 pacientes del doctor William Fernédndez del
Instituto de Genética de la Universidad Nacional de
Colombia y 25 voluntarios sanos como controles.

A\ /"

N

Firma consentimiento informado (resolucién numero
008430 de 1993 del Ministerio de salud).

Recoleccién de muestra de materia
fecal

12



Procesamiento de material genético a

Extraccion ADN total a
partir de materia fecal por 3
replicas técnicas.

Kit Zymo Research

partir de las muestras

A 4

Cuantificacion ADN por
NanoDrop 2000 y Qubit.

Gel de agarosa.

Secuenciacion gen 16" S TRNA

o por [llumina MiSeq paired - end
a 500 ciclos (Universidad de
lowa EE.UU).

Primers 515F-916R regiones

” V4-V5 regiéon de 16S SSU rRNA.
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Qiime2. (2016)

Asignacion taxonomica de las muestras
(pacientes y controles sanos)

Secuencias demultiplexadas: 243 pb a
partir de 250 pb con DADA 2.

Filtrado, cortes de secuencia
(trim/trunc), empalme (merge),
eliminacion de ruido (denoisng) y
eliminar quimeras.

novo.

Se filtra un 40% de las secuencias
iniciales con v- research uchime — de

Asignacion taxondmica con g2-
feature- classifier, con uso de la
base de datos de referencia RDP
(Proyecto Ribosomal Database)

Construccion de ASV
y tabla taxa

Obtencion de 10.000 secuencias en
formato ASV a partir de 12.000
secuencias crudas.

Domain Phylum (lass Order

File Edit Format WView Help ASy

ASV c18 cll cl2 cl3 cl4 cl15 clé 15\8 Bacteris
ASV3O 1424 24 19 4 684 7 11 ,
ASVI3 3093 262 535 8 2 5 1 AVl Bacteria
ASVS@ 4030 2487 123 71 91 299 339 AV Bacteria
ASVS7 1218 5 12 53 g 31 249 AS\)  Bacteris

Construccion tablas ASV Arias N. (2020).

ramily Genus

Firmicutes (lostridia (lostridizles Lachnospiraceae
Firmicutes (lostridia (lostridiales Ruminococcaceae
Firmicutes (lostridia (lostridiales Ruminococcaceae

Firmicutes (lostridia

(lostridiales

Ruminococcaceae

Asignacidn taxondmica ASV. Arias N.-(2020).
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Numero de ASVs encontradas en cada muestra

Uso de phyloseq, paquete Vegan en R Studio

B Pacientes

B Controles

ASY
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maxima de ASVs
encontradas:
200.000y un
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0
|
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. 0 50000 100000 150000 200000
aproximado de
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Rarefaccion de las ASV obtenidas. Arias N. (2021).



Obtencion de una misma profundidad para cada lectura de

secuencias
Uso de phyloseq, paquete Vegan en R Studio

B Pacientes

B Controles

ASVs

Profundidad
llevada a 40.000
secuencias para

todas las muestras. 0 10000 20000 30000 40000

100 200 300 400 500
!

0
I

Sample Size

Normalizacion de las ASV obtenidas. Arias N. (2021).



Diversidad de especies
Diversidad Alfa

NuUmero de especies presentes en un
habitat.

indice de Shannon
Numero de especies presentes

en un ambiente en términos de
riqueza y abundancia.

l

=
H=— Z p;i log, p; Shannon—Weaver
=1

Oksanen. Vegan: ecological diversity. (2016).

indice Simpson

Abundancia de las especies,
donde permite identificar si hay
dominancia de unas especies
sobre otras.

l

y=1- Z;:}" Simpson (2

Oksanen. Vegan: ecological diversity. (2016).
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Diversidad homogénea en cada pacientes y cada control

negativo
Uso de phyloseq, paquete Vegan en R Studio

Observed Shannaon Simpson
500 - y ‘ S
‘ . 45- %
istica Wi | ) | ——
Prueba estadistica Wilcoxon: | . . ’
p= 0,8626. Intervalo de —— | .. — - | B
confianza del 95%. 100- 40- - ‘ .
Los pacientes con EP y los = * 3s- ! . T 0.90-
controles sanos, caracterizan de una 200~
diversidad con alta riqueza y
abundancia de especies.
3.0-
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Diversidad alfa. Arias N. (2021).



Reportes de diversidad alfa en pacientes con EP vs
controles sanos

HC Versus PD Subjects: Mucosa-Associated

« Keshavarzian,et al, 2015 y Hopner, et al, 2017: no hay Bacteria

diferencias significativas

* Petrov, et al, 2017 y L1 C, et al, 2019: disminucion de
abundancia en pacientes con EP.

The «-diversity of mucosal-associated bacterial
communities was, for the most part, not altered
between PD and HC subjects (Table 56); only the
family level demonstrated a significant difference in

RESULTS

Evaluation of taxonomic pattern of gut microbiota in
PD patients (Fig. 1) showed that the level of alpha-
diversity calculated using chaol index was higher in
the control group, which reflects reduction of gut mi-
crobiota diversity during PD (627.567£102.988 and
699.481+112.524, respectively; T=4.105; p=0.001).
It 15 known that reduced gut microbiota diversity is
assoclated with the development of inflammatory pro-
cesses in the intestine [9]. Reduction in taxonomic

(Petrov, et al. Byulleten’ Eksperimental’noi Biologii i
Meditsiny. 2017).

richness (i.e., the number of species per sample).

(Hopner, et al. Elsevier. 2018).

2.2, Intestinal microbiota

We detected no significant differences between cases and con-
trols in the abundances of major phyla and also no significant dif-
ferences in alpha diversity (species richness of a group) measures
(Simpson, Shannon, Chaol, Phylogenetic distance; Mann-
Whitney U test, p>0.05). Alpha diversity indices were also not
dependent on sex and age (ANOVA, p > 0.05 for each factor). We

(Keshavarzian,et al. PubMed. 2015).
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Diversidad de especies

Beta diversidad

l

Recambio de especies entre dos ambientes distintos.

l

Ordenaci6n de especies

Permite representar los datos en un numero de ejes reducidos, de tal manera que

/ representen las principales tendencias de los datos. \

Anélisis de Analisis de o Escala multidimensional no métrica
componentes coordenadas Anah(sils de A NMDS

. correspondencia CA:
principals PCA principales PCoA

* (.05 excelente

> 0.01 muy bueno

> 0.2 bueno

> (.3 la ordenacion es pobre

20



Muestras de grupos de estudio similares
entre si

- Uso de phyloseq, paquete Vegan en R Studio

L.as muestras no 0.3

tienen distancias x phenotype

grandes entre si, % 0.0 *, i Healthy
porque tqdas tienen = —» Patients

origen -0.37
gastrointestinal.
061 | , , [
0.6 0.3 0.0 0.3 0.6

NMDS

Andlisis NMDS. Arias N. (2021).
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Se evidencian diferencias significativas en Weight UniFraC
entre grupos de estudio

Uso de phyloseq, paquete Vegan en R Studio

-IIII.E I:I.IIII
Axis 1 [10.9%]

Andlisis Unweight UniFraC. Arias N. (2021).

Test ANOSIM Unweight UniFraC. Arias N. (2021).

0.2

phenotype
Healthy

—* Patients

0.10-
= \
< 0.057 ;
> ! phenotype
= 0.001 - Healthy
™
® 0.051 —* Patients
0.10-
02 01 0.0 01 02
Axis 1 [47.8%]
Andlisis Weight UniFraC. Arias N. (2021).
y = = = F - - - =
ANOSTM szariszic R: 0.083a¢ Distancias estadisticamente
B significativas entre pacientes y

: 3:--1 COHtTOleS.

Test ANOSIM Weight UniFraC. Arias N. (2021).
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Reportes de diversidad beta en pacientes con EP vs
controles sanos

* Hopner, et al, 2017 y Barichella, et al 2018,
Petrov, et al, 2017 : diferencias significativas
entre grupos de estudio.

Microbial Composition in Patients With PD,
MSA, and PSP

Alpha-diversity analysis showed that PD patients
were characterized by a higher richness than HC
(P = .012), whereas MSA and PSP were not. Rarefac-
tion curves are shown in Supplementary Figure 1A,B.

Beta-diversity analyses using both unweighted and
weighted UniFrac revealed that PD, MSA, and PSP
communities were phylogenetically distant, although
MSA and PSP showed a similar distribution, differing
from both HC and PD conditions (Fig. 1A). Only the

comparisons of HC wversus MSA and HC wversus PD
were significant (P = .045 and P = .002, respectively).

(Barichella, et al. Movement Disorders. 2018)

plot indicates the degree of similarity of taxonomic
composition of the samples. Significant differences
in bacterial composition (p=0.0001; R=0.214) were
revealed after comparison of microbiota samples from
patients with PD and healthy controls, which agrees
with previous reported data in Finnish population [13].

(Petrov, et al. Byulleten’ Eksperimental’noi Biologii i
Meditsiny .2017).

based on beta diversity metrics (Yue & Clayron theta,
Morisita-Horn index, and Bray-Curtis index, calcu-
lated with family-level data) showed a sigmhcant dif-
ference between groups (unweighted UmiFrac P < 0.02
and weighted UniFrac P < 0.001 for all three indices).

The mean abundance of Prevotellaceae in the feces
of PD patents was reduced by 77.6% 1n comparison
with control subjects (Fig. 1, Supplemental Data
elable 4). The exploranve analysis suggested that five
families were more abundant in PD patients than in

(Hopner, et al. Elsevier. 2018)
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Abundance

Abundancia relativa por Filum y familias bacterianas
Uso de phyloseq, paquete Vegan en R Studio

Identificacion de la composicion bacteriana fecal de pacientes y controles.

Bar plot colored by Phylum Healthy Patients
Family

Healthy Patients
Bacteroidaceae
1.00- 0.8 . i i
Phylum . Bifidobacteriaceae
. Acidobacteri - Clostridiaceae_1
cidobacteria
. Actinobacteri - Enterobacteriaceas
inobacteria
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0.75- . : 06 -
] Baceroidetes [ Ensipelotrichaceae
Crenarchaeota
. Gracilibacteraceae
. Cyanobacteria/Chloroplast - Lach _
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Euryarchaeota
0.50 4 I 0.4+ - Lactobacillaceas
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 [— [ wethanooacteriaceae
usobacteria
. Peptostreptococcaceas
. entsphasras . Prevotellaceae
0.25 - . Proteobacteria 0.2- - umi
. Synergistetes uminococcacease
. T icut - Streptococcaceas
enericutes
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errucomicrobia
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[]

0.00-
. Verrucomicrobiaceae

Abundance
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Abundancia relativa por filum. Arias N. (2021). Abundancia relativa por familias. Arias N. (2021). ”



Genus

Principales filum encontrados y géneros, en los grupos de estudio

Uso de phyloseq, paquete Vegan en R Studio

Vampirovibrio - @
Turicibacter - )
Sutterella - [~
Streptococcus- @ ®
Staphylococcus - sl
Sporobacter - ® o
Sphingobium - @
Ruminococcus - ®
Romboutsia- @
Robinsoniella - ® o
Prevotella- &
Phascolarctobacterium - ®
r.ﬂethP/lobactenum 3 @
actobacillus - @ ® o
Lachnospiracea_incertae_sedis- ® @ Phylum

imestimimonas- = 2 Actnobactera Se observan resaltadas los
_Holdemania- L Bacteroidet: ’ .
Cuggenheimela o . Firmicutes géneros bacterianos que DESEq2
Fae&alnbacter:ﬂum: = ® Proteobacteria - , . . e . .
Coprobatier- . ——— seflalé como significativos siendo
o XN o 0 :
o Clsirdim X1- - ® >5% de abundancia.
IOS"'dmmCISS}sr}?ll(lﬂjrtl?clts- g °
®

oo e

@&

Christensenella -
Blautia -
Bifidobacterium - &
Barnesiella- @
Bacteroides- =]
Anaerotruncus - @
Akkermansia - b
Aestuariispira - @
Acetivibrio- ; ®

0} -

n
o o

log2FoldChange

Composicion diferencial significativa en género y filum bacteriano con DESEQZ2.
Arias N. (2021).
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Familias y filum significativamente diferenciadas en los grupos de
estudio

Uso de phyloseq, paquete Vegan en R Studio

@ Verrucomicrobiaceae-
Sutterellaceae - (2]
. Streptococcaceae - L2 O
Staphylococcaceae - ®
Sphingomonadaceae - e
@ Ruminococcaceae- o o0 @ &
Rhodospirillaceae - ®

Se observan resaltadas las Prevotellaceae- o

. . Porphyromonadaceae- @ ® Phylum
familias bacterianas que DESEq2 ® Peptostreptococcaceae- ° o ° ® Actinobacteria
- , . . . . . Methylobacteriaceae - ® ® Bacteroidetes
sefialé como significativas siendo ® Lactobacilaceae- ° oo Firmicutes
. Lachnospiraceae - @ ¢5p W B Proteobacteria
>5% de aburldal’lCIa. .Gracmbacteraceae- @ @ Verrucomicrobia
Erysipelotrichaceae - @ &
Clostridiales_Incertae_Sedis_XII - ®
Clostridiaceae_1- (]
Christensenellaceae - ®

Bifidobacteriaceae -
Bdellovibrionaceae - @

Family
e

Bacteroidaceae - ®
Acidaminococcaceae - @

log2FoldChange

Fig 14. Composicion diferencial significativa en familias bacterianas con DESEq_Z.
Elaboracion propia. (2021).



Abundancia de las familias con diferencias significativas

Uso de phyloseq, paquete Vegan en R Studio

Healthy Patients .

Diferencias
composicionales
estadisticamente

significativas, de la
microbiota fecal, entre
grupos de estudio.

Abundance 1

(L

mue

| )
D r T U U A0 O <
B 3 ol o3 oo B A o O 2 | C ®
: = o o = O T S @ © = =
o &8 2 8 5 =5 8 §
" 2 28 38 &8 £ a3 o
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Familias aumentadas en pacientes con EP y controles. Arias N. (2021).



Diferencias reportadas por familias bacterianas

Ruminoccocaceae {
(LiF, et al, 2019) 1
(L1 W, et al, 2017)l
(Lin A, et al, 2018) No significativo

Oxidacién de AGCC

Lactobacillaceae|

(Scheperjans et al, 2014) Y (Li C, et
al, 2020) |

(Hasegawa, et al, 2015), (Hopner et
al, 2017), (Hilli E, et al, 2017) y
(Barichela M, et al,2018) t

Regula secrecion de alfa sinucleina
y regula la produccién de AGCC

Lachnospiraceae t
(Li F, et al, 43, 2019) 1

(Hill E, et al %8, 2017), (Lin A,. et al,
%6, 2018) y (Barichela M, et al, 37, del
2018) |

Sintesis de la mucina e interfiere
con el plegamiento de alfa

sinucleina.

Str eptococcaceae l
. (LiW, etal 2017) 1

Regula produccién de AGCC,
aumento relacionado con
aumento de patobiontes y

neurotoxicidad.

Verrucomicrobiaceae

(Hill E, et al 28, 2017) y (Li F,
etal %, 2019) 1

Mantenimiento de la
permeabilidad intestinal
y el género Akkermansia

spp principal implicado
en neroproteccion.
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Incrementadas

] Disminuidas

Primer reporte de la
familia
Peptostreptococcaceae
en pacientes con EP
hasta la fecha.

Abundancias reportadas en diferentes
estudios

a a L g g = =1 2 E
RS R E g R R e g |RlE | RIR |2 R |2l
T |2 |8 |2 |z |& |& ] s |B |2 |[® 5 e |8 g (RIS
B oI (g |2 (T O|E O(EE|T (|F |2 |5 ¥ |5 |3 |7 [E |T)Ee
b = £ 8 2 & ae
Tamafio de Casos EP 31 183 52 76 197 29 38 14 75 B9 45 72 34 147 10 BO [51]| 25
estudio controles 28 191 & 78 130 29 34 24 45 66 45 72 34 162 10 72 | 48| 25
Escopeta X
Metodos 165 rEMNA(region) vi-vd vd X vl-v2 vd o jwd;wdel X wi-vd | vI-vd | vi-v3 vi-vd | V3-v4 X X | wd-vh
PCR Cuantitativa X X
Akkermansiaceae J
Bacteroidaceae - -
Bifidobacteriaceae
Christensenellaceas
Clostridiaceas -
Comamonadaceas
Coriobacteriaceas
Enterobactericeas
Familias Enterococcaceas
bacterianas Erysipelotrichaceas

Lachnospiraceas

Lactobacillaceae

Pasterurellaceas

=
/T ]

Porphyromondaceas

Prevotellaceas

Ruminococcaceae

.

Sphingomonadaceae

I -

Streptococcaceae

Verrumicrobiaceae

Cuadro comparativo estudios previos y el presentado. Arias N. (2021).
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Primer reporte significativo de la familia
Peptostreptococcaceae en pacientes con EP

* Microbiota gastrointestinal y bucal.
» Fermentacion de los aminoécidos.
* Produccion de AGCC vy sintesis de la mucina.

Otras patologias asociadas

/\

Correlacién negativa Correlacion positiva

Infecciones polimicrobianas Céancer colorrectal Enfermedades autoinmunes
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Principales  Filum: Actinobacterias,
Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria
y Verrucomicrobia.

Principales géneros: Bacteroides spp y
Verrucomicrobia spp.

Familias Ruminoccocaceae,
Lachnospiraceae y Verrucomz’crobz’aceaeT
Familias Lactobacillaceae y
Streptococcaceae |

Peptostreptococcaceae:  primera  vez
descrita en pacientes con EP.

Conclusiones
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Alfa diversidad puede ser

dependiente de variables
intrinsecas de la microbiota de la
persona.

Beta  diversidad  demostro
agrupaciones diferenciadas entre
los grupos de estudio.

Altamente implicados en la
produccién y metabolismo de
AGCC.

Mediadores en el mal
plegamiento y propagacion de
proteinas como alfa sinucleina.
Reguladores de la hemostasia
intestinal.

Implicados en la neuroproteccion
y cambios de comportamiento.

Conclusiones
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Perspectivas

Aumentar el muestreo y poder tener mayor evidencia estadistica.

» Estudios personalizados, los cuales incluyen métodos
cualitativos y cuantitativos.
» Considerar las condiciones demogréaficas.

Aplicaciéon de metagenomica entender las relaciones
ecologicas entre bacterias a nivel intestinal y
capacidades metabdlicas.
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Anexos

Quality scores across all bases (Sanger / llumina 1.8 encoding)
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Diversidad Alfa

Indice Simpson

n (n —1)
N(N-1)

e D =indice de Simpson.
® N = numero total de organismos de una especie.

) =

e N = numero total de organismos de todas las especies.

lifeder,

Bricerio K. Liferder. (2021).

indice Shannon

H'=-)» Pi*h Pi
Donde:

H = Indice de Shannon-Wiener

Pi= Abundancia relativa
Ln = Logaritmo natural

Biologia ambiental. (2013).
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Secuenciacion Illumina
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AXis microbiota intestino cerebro
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