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RESUMEN

Introduccion: la enfermedad de Parkinson se caracteriza por la degeneracién y pérdida de las neuronas dopaminérgicas en el cerebro.
Existen factores genéticos involucrados en su desarrollo, en su forma de inicio temprano como el gen PARK2, codificante de la parkina,
una E3 ubiquitin ligasa, lo que hace que en caso de mutaciones pierda su capacidad reguladora de degradacién de proteinas causando
estrés y muerte celular. Objetivo: determinar la presencia de cambios moleculares en los exones 3, 4, y 5 de PARK2 en un grupo de 29
pacientes y 21 controles colombianos con enfermedad de Parkinson de inicio temprano o con antecedentes familiares de ellay la posible
correlacion con las manifestaciones clinicas de los pacientes. Materiales y métodos: estudio descriptivo observacional (entre junio de
2013 y noviembre de 2014) en donde se realizé extraccion de ADN de sangre total y se utilizd la técnica de PCR para cada uno de los
exones. Finalmente se procedid a la secuenciacién automatica, analisis de las secuencias con el software Sequencher y comparacién con
informaciéon de bases de datos. Resultados: se identificé una variante en estado homocigoto (Ala46Thr) en el exén 4 en un paciente
no reportada anteriormente, posiblemente no patogénica y la variante Ser167Asn en estado heterocigoto en el mismo exdn en otro
paciente, considerada patogénica y reportada con anterioridad en poblaciones asidtica y europea. No se identificaron variantes en los
controles. Conclusiones: los cambios no descritos antes en la poblacién colombiana, -Ala46Thr y Ser167Asn-, fueron identificados en el
grupo de pacientes. MED.UIS. 2017;30(3):31-8.
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Molecular variants in gene PARK2 in Colombian patients with Parkinson’s disease. Pilot
study between 2013 and 2014

ABSTRACT

Introduction: parkinson’s disease is characterized by the degeneration and loss of dopaminergic neurons in the brain. There are genetic
factorsinvolvedinits development inits early onset form, such as the PARK2 gene encoding the parkin, an E3 ubiquitin ligase, which in the
case of mutations loses its ability to regulate protein degradation causing stress and cell death. Objective: to determine the presence of
molecular changes in PARK2 exons 3, 4 and 5 in a group of 29 patients and 21 colombian controls with early onset Parkinson’s disease or
a family history of Parkinson’s disease and the possible correlation with clinical manifestations from the patients. Materials and methods:
observational descriptive study (between june of 2013 and november of 2014) where DNA extraction of whole blood was performed
and the PCR technique was used for each of the exons. Finally, we proceeded to the automatic sequencing, analysis of the sequences
with the Sequencher software and comparison with information of databases. Results: a homozygous variant (Ala46Thr) in exon 4 was
identified in one patient not previously reported, possibly nonpathogenic and the Ser167Asn variant in heterozygous state in the same
exon in another patient, considered pathogenic and previously reported in populations Asian and European. No variants were identified
in the controls. Conclusions: changes not previously described in the colombian population, -Alag6Thr and Ser167Asn-, were identified in
the group of patients and not in the controls. MED.UIS. 2017;30(3):31-8.
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INTRODUCCION

Después de la enfermedad de Alzheimer, Ia
Enfermedad de Parkinson (EP) es el segundo desorden
neurodegenerativo mas frecuente y la causa mas
comun de parkinsonismo™?, con una prevalencia en la
poblacién general de 0,3% y en personas mayores de
65 afos de hasta 3%3. Aunque afecta indistintamente
a cualquier grupo étnico y género, su prevalencia es
mayor en los varones y en los individuos hispanos con
respecto a los de origen afroamericano3.

La sintomatologia asociada incluye alteraciones del
movimiento tales como bradiquinesia, temblor e
inestabilidad postural4, causadas por la deficiencia
de dopamina resultante de la degeneracidn de las
neuronas dopaminérgicas en diversas regiones del
cerebro, como la sustancia nigra, el locus cerudleo
y los ganglios basales'. La EP es una enfermedad
compleja y multifactorial, en la que convergen
factores genéticos y ambientales como infecciones

Tabla 1. Loci y genes asociados con enfermedad de Parkinson

por ciertos virus o exposicion a neurotoxinas®.
Hasta la fecha han sido identificadas mutaciones en
mas de diez genes implicados en los mecanismos
patogénicos de la EP, bien sea como causantes o
como genes de susceptibilidad para la enfermedad
(Ver Tabla 1)7*°. Uno de estos genes, PARK2 (OMIM
602544), localizado en el cromosoma 6q25.2-G27,
codifica la parkina, proteina de 465 aminodacidos
y un peso molecular de 51,652 D". La funcion
como E3 ubiquitin ligasa de la parkina es decisoria
para la remocién proteasomal de las proteinas
ubiquitinadas™™. En presencia de mutaciones en
PARK?2, las proteinas mal plegadas se acumulan en
el citoplasma y se tornan tdxicas para las neuronas.
En consecuencia, pueden ocurrir alteraciones
funcionales enlas vesiculas sindpticas, lo que provoca
un almacenamiento defectuoso de la dopamina,
seguido de estrés oxidativo y la muerte celular. Mas
de 100 mutaciones en PARK2 han sido reportadas en
poblaciones europeas y asidticas, principalmente en
los exones 2, 3, 4,5y 7447,

Locus Locallz?cl?n Patron fle Proteina Presunta funcion Referencia
cromosomica | herencia
PARK 1 421 AD a-Sinucleina NC Polymeropolous y cols.
19972
PARK 2 6025.2-27 AR parkina E3 ubiquitin Ligasa Kitada y cols. 1998%°
PARK 3 2p13 AD NC NC Gasser T. 1998%
PARK 5 4p14 AD UCH-L1 Ubiquitna C-terminal Leroy y cols. 1998%
Hidrolasa
PARK 6 1p36 AR PINK1 Protein-cinasa Valente y cols. 2001 2
Mitocondrial
PARK 7 1036 AR DJ-1 Chaperonarespuestaa |y, o o v cols. 2001
estréss oxidativo
PARK 8 12p11.2 AD Dardarina LRRK2 Protein-cinasa Paisan-Ruiz y cols. 2004
PARK 10 1p32 AD NC NC Hicks y cols. 200232
PARK 11 2q36 AD NC NC Pankratz y cols. 200133

Fuente: Modificado de Morris HR'. Muestra los loci relacionados con enfermedad de parkinson familiar. AD:autosémico dominante,
AR:autosomico recesivo. NC:no conocida. PARK4 fue excluido ya que corresponde a la triplicacion del gen de PARK1. PARK9 fue excluido
ya que se encontré que no era un locus de Enfermedad de Parkinson.
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En la EP de Inicio Temprano (EPIT), de aparicién
antes de los 50 afos™, se han identificado diversas
mutaciones en genes asociados con el desarrollodela
enfermedad?, entre los cuales también se encuentra
PARK2'®. Asi, la presencia de mutaciones en este gen
ha sido informada en un 50% de los casos familiares
de EPITy en un 10% de los casos esporadicos de EP en
pacientes europeos®™, mientras que en pacientes
colombianos con EPIT, solo ha sido reportada la
mutaciéon C255delA en el exdn 2 de PARK2, la cual
fue identificada en cuatro de los diez hijos de una
gran familia del sur de Colombia, con una historia de
consanguinidad entre los padres™.

En su forma de inicio temprano, el estudio de la EP
presenta retos importantes pues, aunque se ha
establecido que posee un componente genético,
éste no ha sido completamente dilucidado. El
presente estudio tiene como objetivo determinar la
presencia de cambios moleculares en los exones 3, 4,
y 5 de PARK2 en un grupo de personas colombianas
con EPIT o con antecedentes familiares de ella y la
posible correlacién con los hallazgos clinicos de los
pacientes.

MATERIALES Y METODOS

DISENO DEL ESTUDIO

Corresponde a un estudio descriptivo observacional
de tipo corte transversal, realizado entre junio de
2013 y noviembre de 2014, la muestra poblacional
estuvo constituida por 29 personas de ambos
sexos diagnosticadas con EP que cursan con EPIT o
con antecedentes familiares de esta enfermedad,
contactados a través de la Liga de Parkinson
de Bogotd, Colombia y 21 controles sanos sin
antecedentes de enfermedades neuroldgicas
quienes previo consentimiento informado y de
acuerdo con la Declaracién de Helsinki y el Reporte
de Belmont, fueron incorporados en el estudio.

POBLACION Y CRITERIOS DE SELECCION

Los criterios de inclusién fueron individuos
diagnosticados con EP de inicio anterior a los 50 afios
de edad (diagndstico de la enfermedad verificado
con la historia clinica del paciente) e individuos que
aceptaran su participacion de forma voluntaria en
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el estudio. La totalidad de los pacientes presentaba
los tres hallazgos considerados criterios necesarios
para que su padecimiento se clasificara como
una EP clasica (bradiquinesia, temblor en reposo
e inestabilidad postural), en algunos casos mas
marcados de acuerdo con el tiempo de progreso de
la enfermedad. Dos de los 29 casos presentaba una
herencia autosémico recesiva y los otros 27 fueron
casos esporadicos en la familia. En el estudio también
fueron incluidos individuos sanos que confromaron
el grupo control, quienes cumplian con los siguientes
criterios de inclusién: edad entre 18 y 50 afios e
individuos sin ningun antecedente familiar de EP o
alguna otra enfermedad neurodegenerativa. Como
criterios de exclusidn se aplicaron el diagndstico
de alguna enfermedad neurodegenerativa como
Alzheimer y sujetos sin diagndstico diferencial de
Parkinson, o en aquellos en los que no se haya
aclarado la patologfa especifica, antes de los 50 afios
de edad.

VARIABLES ANALIZADAS

Se analizaron variables dependientes como
mutacién en los exones 3, 4 y 5 del gen PARK2,
variable independiente, la EPIT y como variables de
caracterizacién la edad (afios) y sexo (masculino/
femenino) - (Ver Tabla 2).

EXTRACCION DE MUESTRA Y PROCESAMIENTO DE
LA INFORMACION

El ADN fue extraido a partir de muestras de sangre
periférica con el equipo comercial de extraccion
salina CorpoGen DNA 2000° BM-001. De cada paciente
se tomaron dos tubos con anticoagulante EDTA que
se almacenaron en refrigeracién hasta el momento
de ser procesados, una vez realizado el proceso de
extraccion, se procedié a un chequeo en geles de
agarosa al uno por ciento para verificacion de la
misma. Se hizo una evaluacién de la concentracién de
cada muestra de ADN mediante espectrofotometria,
se efectué la amplificacién (PCR) previamente
estandarizada con muestras control de individuos
sanos, de los exones 3, 4 y 5 del gen PARK2 en
termociclador BIORAD T100, con el equipo Promega
GoTaq™ Flexi DNA Polymerase M8095. Para este
efecto, fueron utilizados los siguientes cebadores o
primers (Ver Tabla 3, 4 y 5)9°.
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Tabla 2. Tabla Operacional De Variables
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Tipo de Nivel
Grupo de variables Variable p_ Nombre | Indicador Caddigo de

variable .,
Medicion
Edad Cuantitativa Edad ARos Edad en afos De razén

Caracterizacion i
Género Cualitativo Sexo % 1.Femen|rTo © Nominal
2.Masculino

M“tac'og eNEXON 1 clalitativa | MUT E3 % 01' ’\:;) Nominal
Resultados MUtaC'OZ eNSXON 1 Cualitativa | MUT E4 % 01' '\;? Nominal
M“taC'og eneXON 1 Cualitativa | MUT E5 % 01' r\;? Nominal

Fuente: Autores.

Tabla 3. Primers Utilizados

) F 5" CTTGCTCCCAAACAGAATT 3’
Fxon3 R 5" AGGCCATGCTCCATGCAGACTGC &

) F 5" ACAAGCTTTTAAAGAGTTTCTTGT 3
Fxon4 R 5" AGGCAATGTGTTAGTACACA 3

) F 5" ACATGTCTTAAGGAGTACATTT 3
Fxon s R 5" TCTCTAATTTCCTGGCAAACAGTG 3’

Fuente: Autores.

Tabla 4. Condiciones De Amplificacion

Reactivos enul | EXON 3 | EXON 4 | EXON 5
dNTPs 1,6 1,6 2
Buffer 1.5 1.5 2
MgCL2 2,5 2 3

Primer F 1 1 1
Primer R 1 1 1
DNA 1 1 2

Taqg Polimerasa 0,1 0,1 0,1
Agua 9,4 9,9 6.9
TOTAL 18 18 18

Fuente: Autores.

Posteriormente se realizd un nuevo chequeo
en agarosa para comprobar la amplificacidn. La
recoleccion de las muestras se llevé a cabo por parte
de la bacteridloga y en algunos casos la auxiliar de
laboratorio, especialista en toma de muestra. La
parte experimental en su totalidad fue realizada por
un estudiante de especializacién en epidemiologia
que pertenece al grupo de investigacién Ciencias
Basicas Médicas de la Universidad del Rosario. El
trabajo experimental y tedrico fue supervisado y
dirigido por las docentes.
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Una vez obtenidos los productos amplificados,
se efectud secuenciacién de los tres exones para
cada paciente en ELIM Biopharmaceuticals, Inc. USA.
Las secuencias fueron analizadas con el software
Sequencher y comparadas con la informacion
contenida en las bases de datos Ensembl y NCBI. La
posible asociacién de riesgo entre la presencia de
cambios y la manifestaciéon de la enfermedad fue
estimada mediante el odds ratio mientras que la
significancia fue evaluada con el test exacto de Fisher.
Los resultados fueron analizados con el Software
EPIDAT 3,1 (2006).

ResuLtADOS

Se contd con un total de 50 participantes, dentro
de los casos el 41,4% de las personas con EPIT o
con antecedentes familiares fueron hombres vy
el 58,6% mujeres (Ver Tabla 6). Los resultados
no mostraron cambios en los exones 3 y 5 de
gen PARK2. No obstante, en el exdn 4 de dos
individuos se identificaron dos variantes causantes
de alteraciones en la proteina, la primera es la
transicion G>A (Ver Figura 1) en estado homocigoto
que provoca el cambio Alag6Thr en la proteina,
pero sin alterar su longitud. Después de efectuar la
busqueda correspondiente en las bases de datos, se
establecid que se trata de un cambio no reportado
antes en la poblacién colombiana. El segundo es
un cambio en estado heterocigoto que ya habia
sido reportado en otras poblaciones*?*, este
cambio c.500G>A (Ver Figura 2) provoca a su vez el
remplazo Ser167Asn en la proteina®, responsable
de modificaciones en el tamafio y la estructura de la
proteina. Igualmente se identificd en el exén 4 del
control Co20 un cambio sindnimo de G>A en estado
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heterocigoto que no representa ninguna alteracion
en la proteina, por tanto puede tratarse de un
polimorfismo que no genera ninguna alteracion

Tabla 5. Condiciones Del Termociclador

PILOTO ENTRE EL 2013 Y 2014

funcional de la misma y no estd aparentemente
involucrado en la aparicién o desarrollo de Ia

enfermedad (Ver Tabla 7).

Temperatura (°C) PCR Exon 3 (427pb) Exo6n 4 (261 pb) Exon 5 (227pb)
Denaturacién inicial 94 x 10 min. 94 x 10 min. 94 x 10 min.
Denaturacién inicial 94 x 30 seg. 94 x 30 seg. 94 x 30 seg.

Anillamiento 57 x 30 seg. 54 x 30 seg. 55.7 x 30 seg.
Elongacion 72 x 45 seg. 72 x 45 seg. 72 x 45 seg.
Elongacién Final 72 x 10 min. 72 x 10 min. 72 x 10 min.
# de Ciclos 30X 30X 30X
Fuente: Autores.
r~ P Tabla 6. Datos Demograficos de muestras de pacientes y controles
M N E—
__ i Con Antecedentes
Pacientes Con EPIT famili
CAGTGCAGCACCT®TEG amtiares
Q C S T C Género
CAGTGCA-CAC T Masculino 12 0
C T C Total Pacientes 29 2
Figura 1. Cambio G>A en estado homocigoto, que provoca el . 1
cambio en el aminoacido Ala46Thr Promedio edad de 40 +/8
Fuente: Autores. inicio PD en anos (32-48)
: Controles
B C . G C Género
I 8 A P
Femenino 12 0
CAGTGCAEMECACCTC Masculino 9 0
S A A ? Total controles 21 0
; Edad en afos 44 +/-7,6 (39-50)
Fuente: Autores.
CAGTGCA-‘:;\CCT
S A T P Tabla 7. Tabla de contingencia 2x2

Figura 2. Cambio G>A en estado homocigoto, que induce el cambio
Ser167Asn en la proteina
Fuente: Autores.

Se realizé una estimacidén (por tratarse de un estudio
transversal) de la posible asociacion utilizando el
calculo de OR, y se aplicé un test exacto de Fisher
para evaluar significancia con el software EPIDAT
3,1 (2006). El resultado mostré que no existen
diferencias estadisticamente significativas en los
resultados obtenidos entre los casos y controles
evaluados (Ver Tabla 7).
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Variantes ex6n | Normal | Total
Pacientes EP 2 27 29
Controles 1 20 21
Total 3 47 50
OR 1.48
IC 95% (0,12-17,49)
p 0,62

Fuente: Autores.
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Discusion

La EPIT es una patologfa con una clara influencia
genética, sin embargo, los mecanismos y las
alteraciones moleculares asociadas no han sido
completamente dilucidados. Se ha sugerido que las
mutaciones en el gen PARK2 llevan a la pérdida de
funcién de la parkina porque reducen su capacidad
de regular la degradacién de sustratos. En este
sentido, se ha observado que bajo condiciones
normales la parkina liga una forma O-glicosilada de
la a-sinucleina, proteina codificada por gen PARK1,
también clave en la etiologia de la EP para llevarla a
remocion en el proteasoma. Asi, la pérdida de funcién
de la parkina estd relacionada con la acumulacién
de a-sinucleina en el citoplasma y en su agregacion
anormal en los cuerpos de Lewy presentes en las
neuronas de la sustancia nigra de los pacientes con
EP3. La parkina también regula la degradacion de
proteinas que participan en el ciclo celular como la
ciclina E, de modo que cuando el gen PARK2 estd
mutado la ciclina E se acumula, lo que lleva a la
muerte neuronal por apoptosis®.

Este estudio permitié identificar dos variantes en la
secuencia del gen PARK2. Una de ellas fue la variante
en estado homocigoto G>A en el exdn 4 que genera
la modificacién Ala46Thr y no altera la longitud de
la proteina. Esta variacién ha sido reportada en una
poblacién africana (Nigeria) en uno de 57 pacientes
con EP*. En razdn de que esta variante no ha sido
asociada con las manifestaciones fenotipicas
patoldgicas de la enfermedad, es posible que se
trate de un polimorfismo que no genera efectos
fisiopatolégicos sobre su desarrollo o sobre el
riesgo de padecerla. No obstante, el hecho de que
se encuentre en estado homocigoto y que dé origen
a modificaciones en la secuencia de aminodcidos
sin alterar la longitud de la proteina, se puede
considerar como objetivo de estudio en futuras
investigaciones relacionadas con EP. Otro de los
integrantes del grupo de estudio con antecedentes
familiares de la enfermedad, presenté un cambio
en estado heterocigoto G>A causante del cambio
Ser167Asn, la que aunque ya habia sido identificada
en otras poblaciones®*?%, no habfa sido descrita
en Colombia. Sanyal y cols., en el 2011 identificaron
cinco polimorfismos del gen PARK2 en 1000
individuos sanos procedentes de diez poblaciones
indias diferentes, identificando la variante Ser167Asn
con la menor frecuencia alélica del 3% en Gallong y la
mayor frecuencia alélica identificada fue del 17% en
la poblacién de Kathakur”. Zhang y cols., durante

3b
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el mismo afio realizaron un estudio de la variante
Ser167Asn del gen PARK2 con la participacidon de
2280 casos de pacientes con EP (1065 caucasicos,
1086 asidticos, 72 americanos latinos y 57 negros
africanos) y 2459 controles, en el cual concluyen que
esta variante no se asocia con el desarrollo de la EP=.
Lo expuesto por estos autores estd en desacuerdo
con lo propuesto en 2003 por Peng y col, quienes
realizaron un estudio en 25 pacientes con EPIT, 91 con
EP de inicio tardia y 124 controles en una poblacién
del suroeste de China, en la cual proponen de
acuerdo con los resultados obtenidos que la variante
Ser167Asn incremente el riesgo de desarrollar EP*4.

Se ha sugerido que este cambio en el aminoacido
genera una importante modificacion estructural
y funcional de la proteina, relacionada con
alteraciones en su tamafio y plegamiento, motivo
por el cual puede estar directamente involucrado en
la aparicién y desarrollo de la enfermedad. Aunque
el efecto de esta mutacion sobre la fisiopatologia de
la enfermedad no ha sido aclarado, se ha propuesto
que altera el acoplamiento entre el dominio de
unidn al sustrato de la parkina y el sustrato protéico
blanco*. Esta variante podria ser tenida en cuenta
como un posible biomarcador de susceptibilidad
al desarrollo de la enfermedad. En ambos casos
(Alag6Thr y Ser167Asn) los pacientes presentaron
un inicio de la enfermedad antes de los 50 afios y se
observan hallazgos clinicos cldsicos de la enfermedad
que incluyen bradiquinesia, temblor en reposo
e inestabilidad postural, adicionalmente, en el
comienzo de la enfermedad respondieron en forma
favorable al uso de la levodopa como tratamiento.

Con miras de confirmar la posible relacién entre
la variante y la enfermedad se hace indispensable
una revision en al menos 100 controles sanos vy
estudios adicionales de modelos de la proteina con
el fin de confirmar la patogenicidad de este cambio
y asi poder afirmar con certeza si se trata de una
mutacion patoldégica causante de EP o si es solo un
polimorfismo, lo que deberia ser uno de los pasos a
seguir en futuras investigaciones, dado que estudios
anteriores sugieren que mutaciones puntuales en el
gen PARK2 no son exclusivas de pacientes EP*.

El andlisis estadistico no mostré asociacién
significativa de riesgo entre la presencia de variantes
y la manifestacién de la enfermedad (OR=1,48; IC
95%; p=0,62, prueba exacta de Fisher). Sin embargo,
son necesarios estudios de expresién asociados a las
variantes identificadas con el objetivo de determinar
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si nuestra poblacidon mestiza se comporta de igual
manera que otras poblaciones en las cuales se
han identificado. De igual manera, es importante
establecersihay diferencias en cuanto al sexo, laedad
de inicio y los hallazgos clinicos de otros estudios
con los reportados en este trabajo, resultados que
no se reportan actualmente. La identificacion de
estas mutaciones permitird a partir de estudios
epidemiolégicos, de asociacidn y causalidad, facilitar
la implementacién de paneles de deteccidn de estas
mutaciones que permita realizar un diagndstico
temprano de la enfermedad y posibles nuevas dianas
terapéuticas, en caso de obtener resultados positivos
en futuras investigaciones.

En virtud del tamafio de muestra y de la baja
prevalencia de la EP, este estudio tuvo el cardcter
de piloto, por lo que no es comparable con estudios
realizados en otras poblaciones con un tamafio de
muestra semejante. Vale la pena resaltar que las
variantes (Alag6Thr y Ser167Asn) halladas en esta
investigacion no han sido reportadas en estudios
previos realizados en poblacidn colombiana y que
sélo se ha reportado previamente la mutacion
en estado homocigoto c.255delA, en el exdn 2 de
PARK2 en un estudio realizado en una familia grande
antioquefia’, lo que sugiere que en futuros proyectos
de investigacién es muy importante aumentar el
tamafio de muestra e involucrar a todos los grupos
poblacionales presentes en la geografia del pafs,
con el objetivo de establecer un perfil genético y
epidemiolégico de la EPIT en esta region. En adicidn,
se requieren estudios de expresion asociados con
los cambios identificados, lo que contribuiria a un
diagndstico temprano de la enfermedad.

CONCLUSIONES

Se identificd una variante en estado homocigoto en
Alag6Thr (un paciente) y en forma heterocigota en
Ser167Asn (un paciente) en personas con enfermedad
de Parkinson de inicio temprano; estos cambios no
habian sido descritos en la poblacién colombiana.
Se desconoce si en esta poblacidn estos cambios
estan relacionados con las causas y el desarrollo
de la enfermedad y si el estado de homocigocidad
de la primera y de heterocigocidad de la segunda
en los pacientes incluidos estan asociados con la
severidad en las manifestaciones clinicas, por lo cual
es indispensable ejecutar otro tipo estudios que
permitan demostrar dicha asociacion.
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