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1 Resumen

Las enfermedades causadas por priones, llamadas encefalopatias espongiformes
transmisibles, son el producto de la conversién espontanea de la proteina celular
PrPC inofensiva en su forma patégena, la PrP°. Todavia se desconoce coémo se
lleva a cabo esta conversion, aunque se conocen mutaciones que pueden
inducirla debido a la interaccién con las particulas priénicas. También se han
reportado polimorfismos que aumentan la susceptibilidad al desarrollo de este tipo
de enfermedades, entre ellos, el M129V en el gen PRNP, el cual se asocia con el
aumento de la susceptibilidad cuando el incluye el genotipo homocigoto para

metionina.

De acuerdo con lo anterior, el objetivo de este estudio fue analizar la distribucion
del polimorfismo M129V en la poblacion colombiana y compararla con algunas
poblaciones reportadas previamente en la literatura. El fragmento que alberga la
variante M129V fue amplificado por PCR, en 202 individuos colombianos, no
relacionados, de ambos géneros, y se llevd a cabo andlisis por RFLPs mediante el
uso de la enzima de restriccion Nspl. Las frecuencias génicas y genotipicas y el
ajuste al equilibrio de Hardy-Weinberg fueron calculadas utilizando el software

GENEPOP.

Al no encontrarse estudios en la poblaciéon colombiana en cuanto a la distribucion

del polimorfismo de estudio, es necesario realizar trabajos que determinen el



riesgo de la poblacién colombiana a desarrollar enfermedades causadas por

priones.

2 Abstract

The diseases caused by prions, called transmissible spongiform encephalophaties,
are the product of a spontaneous convertion of the innocuous cell protein PrP® into
its pathogen form, the PrP¢. It is still unknown how this convertion is undertaken,
although there are known mutations that might induce it due to the interaction with
prionic particles. There are also polymorphisms which increases the susceptibility
to course with this type of diseases. The M129V polymorphism on the PRNP gene
is associated with the susceptibility increase when the homozygous genotype for
Methionine is found. The aim of this study is to analyze the distribution of the
M129V polymorphism in the Colombian population and to compare it with some
populations reported in the literature. In the present study the fragment that
harbors the M129V variant was amplified by PCR, in 202 unrelated Colombian
individuals of both genders. The RFLPs were done by using the restriction enzyme
Nspl. The genic and genotypic frequencies and the adjustment to the Hardy-
Weinberg equilibrium were calculated using the GENEPOP software. This study
shows that the distribution of the M129V polymorphism in the Colombian
population is similar to Spanish and Danish and different from the other Caucasian
ones, also it is different from the Korean population, the only Asian population

included in the analysis. As a conclusion, it can be said that the distribution of the



polymorphism in the Colombian population is similar to others because the allele
that codifies for Methionine is the most frequent on the population. Furthermore no
geographical, historical, or genetic gradient can be established since some
populations that are close in the geographical and historic way showed statistical
differences on their frequencies, while some that are not close enough, show
similarities on their frequencies. The risk of the Colombian population to develop

prion diseases is not known so far.

3 Introduccion

Las enfermedades producidas por priones o encefalopatias espongiformes
transmisibles como también son conocidas, tienen como caracteristica
fundamental la agregacion en el cerebro de una proteina cuya estructura terciaria
ha sido modificada por diversas causas; este tipo de patologias se presentan en

algunos animales y en humanos.

La causa de las encefalopatias espongiformes transmisibles puede ser

esporadica, familiar o hereditaria y adquirida o iatrogénica.
Las enfermedades son:

e Creutzfeldt-Jakob disease (CJD)
e Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS)
e Insomnia familiar fatal (IFF)

o Kuru



e Variante CJD (vCJD)

Estos agregados proteinicos en el cerebro se dan a consecuencia de la
conversion de la PrP® como es conocida la forma de la proteina normal en la PrP
como es llamada la forma patdégena; dichos agregados se acumulan debido a que
la PrP%¢ es una proteina que no se degrada en su totalidad y se estima que el
ndcleo que permanece estable es el que posee el factor que favorece el cambio

de conformacion entre los tipos de proteinas.

Aunque en la mayoria de los casos estos cambios son esporadicos, se encuentran
casos familiares que se deben a mutaciones y/o polimorfismos en el gen PRNP,

que es el que codifica para la proteina pridnica.

A nivel de la proteina se ha encontrado que las personas que presentan un
genotipo MM, tienen una mayor cantidad de laminas plegadas [, al igual que si
presentan el genotipo VV, lo cual esta asociado con la presentacién de la
enfermedad (Palmer et al. 1991, Mackay et al. 2011) Pero si tienen el genotipo
MV, la proteina exhibe una mayor cantidad de alfa hélices, lo cual parece esta

relacionado con la proteccion a la enfermedad.

En cuanto a las generalidades del gen, éste se encuentra ubicado en el brazo
corto del cromosoma 20. Posee 2 exones, de los cuales el segundo es el que

codifica para la proteina.

Para este gen se han descrito multiples mutaciones y polimorfismos. Mutaciones

que estan plenamente asociadas con fenotipos especificos y polimorfismos como

10



por ejemplo el estudiado en el presente trabajo que funciona como modificador de

fenotipo.

Como se menciono anteriormente, este trabajo se centro en el estudio del
polimorfismo ubicado en la posicion 129 en el cual el aminoacido Metionina es
cambiado por el aminoacido Valina. Este polimorfismo esta involucrado tanto en la
susceptibilidad a la enfermedad como en la modificacion del fenotipo de la

enfermedad.
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4 Marco teorico
4.1 Generalidades

Las encefalopatias espongiformes transmisibles constituyen un grupo de
enfermedades neurodegenerativas. Se presentan en animales y humanos y son

producidas por el metabolismo alterado de la proteina priénica (PrP°).

Estas patologias se caracterizan por presentar periodos prolongados de
incubacion, asi como transmisibilidad entre especies y evolucién clinica fatal, lo

que ha llevado a considéralas como un problema de salud publica mundial.

Stanley Prusiner en 1982 propuso por primera vez su hipotesis del prion, al
investigar una serie de patologias que afectan el sistema nervioso central, y
encontrar una categoria nueva de agentes causante de enfermedad, compuesto
de proteinas al cual le dio el nombre de Prion, término, cuyo significado en inglés
es “proteinaceus infectious particle” (Prusiner, 1982). Los priones a diferencia de
los agentes infecciosos (virus bacteria, hongos, parasitos, etc.) no contienen

acidos nucleicos y estan compuestos por aminodacidos (Griffith, 1967).

En los seres humanos los priones son proteinas (PrP) que se encuentra ancladas
a la membrana celular de muchos tejidos, entre ellos musculo esquelético, células
dendriticas foliculares, plaquetas y células endoteliales siendo su mayor
concentracion en las neuronas (Prusiner 1998), donde actuan en el correcto
desarrollo neuronal regulando procesos de adhesion celular, transmisién de

senales y proteccion contra el estrés oxidativo.

12



Esta proteina se encuentra glicosilada y unida a la superficie externa de la

membrana celular por una molécula de glucofosfatidilinositol (GPI) y esta

relacionada con las balsas lipidicas de la membrana celular (Vey et al., 1996). La

proteina PrP presenta dos isoformas: la no patogénica PrP® cuyos dominios

principales son hélices-a (Figura 1 A) y es sensible a métodos de degradacién

convencionales tales como proteasas o rayos UV; y la forma patolégica PrP%°, que

tiene dominios B-pliegues (Figura 1 B) y es resistente a las proteasas y a los rayos

ultravioleta (Safar et al., 1993).

A.

B.

Figura 1. Esquema de las proteinas pridnicas. A. proteina pridnica celular. B. proteina

patégena (Tomado y modificado de Prusiner, 2001)

Todas estas enfermedades son el resultado de la agregacion de la proteina (PrP°)

en su forma patégena (PrP%®) que poseen

caracteristicas

comunes,

13



presentandose periodos de incubacién bastante largos (meses o0 anos),

apareciendo progresivamente sintomas neuroldgicos de caracter progresivo.

Estas infecciones no son exclusivas de los humanos. Los ungulados presentan
enfermedades pridnicas conocidas desde hace muchos anos, dentro de estas
estan: Scrapie en ovejas, chronic wasting disease en alces y venados Yy
encefalopatia espongiforme bovina (ESB). Esta ultima es la famosa enfermedad
de “las vacas locas”, en la cual las vacas después de ser alimentadas con
productos contaminados con priones presentaban un comportamiento extraino

(Johnson et al., 1998).

En el Reino Unido, el pais que mas afectado se vio por el ultimo brote de esta
enfermedad, se comprobé la infeccién en mas de 180.000 cabezas de ganado y
alrededor de 4,5 millones fueron sacrificadas durante el programa de erradicacién

(Brown et al., 1987)

El descubrimiento de que la ESB es transmisible a otras especies animales ha

elevado el interés a nivel mundial de este tipo de enfermedades. (Figura 2).

En el hombre se han descrito entidades como: La enfermedad de Creutzfeldt-
Jakob (sCJD), y su variante la enfermedad de Gerstmann-Straussler-Scheinker
(GSS). La CJD tiene dos presentaciones una esporadica de prevalencia baja y
una de presentacién familiar. También se han descrito la variante CJD (vCJD) que
se presenta por la ingesta de carne infectada con ESB y la forma iatrogénica
(iICJD), que resulta del uso de instrumentos quirdrgicos contaminados,

transplantes de cornea o dura madre (Will, 2003) y la insomnia familiar fatal (IFF) y

14



de caracter adquirido como Kuru, que se dio en la isla de Papua Nueva Guinea

debido a rituales canibalisticos (Mead et al., 2003)

Las personas que se ven afectadas por alguna de estas enfermedades mueren
pocos meses después de la presentaciéon de los sintomas (Haywood, 1997) y los
resultados patolégicos, comprueban la muerte de las neuronas y apariencia

espongiforme del tejido cerebral.

A

Figura 2. Mapa de los paises confirmados con enfermedades con priones. El verde
oscuro representa los paises confirmados con enfermedad por priones (vCJD). El verde
claro muestra los paises en los que se han reportado casos con ESB. Aunque existen
varios lugares en el mundo donde se ha presentado la ESB, gracias a su descubrimiento
se logré detener su expansion evitando una epidemia de (vCJD) (Tomado de

http://en.wikipedia.org/wiki/Bovine spongiform encephalopathy).
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4.2 Epidemiologia

Creutzfeldt-dakob (CDJ) es la mas comun de las enfermedades causadas por
priones en humanos, con una incidencia de 0,5 a 1,5 casos por millén de personas

por ano a nivel mundial (Johnson & Gibbs, 1998).

El 85% de los casos es de la forma esporadica, del 10 al 15% de los casos son de

la forma familiar, y el 1% son de la forma adquirida o iatrogénica (Haywood, 1997).

Este grupo de enfermedades afecta tanto hombres como mujeres por igual, se
presentan en promedio a los 60 anos, siendo poco frecuente que se produzca
antes de los 40 o pasados los 80. La mortalidad es del 90% al cabo de 1 afo

después de que manifiesten los sintomas (Johnson & Gibbs, 1998).

En la Tabla 1 se muestra los casos confirmados y algunos pendientes de
confirmar de enfermedades por priones reportados hasta el momento.se aprecia
que el numero de casos confirmados es bajo, o que se puede deber a que este
tipo de patologias comparte signos y sintomas con otros tipos de enfermedades

neurodegenerativas y podrian estar subdiagnosticadas.

16



CASOS EXAMINADOS DE ENFERMEDADES PRODUCIDAS POR PRIONES'. AGOSTO 2011

Ao Total de referidos® Enfermedad por Esporadicos Familiares latrogénicos vEC)
priones

1996 o antes 51 33 28 5 0 0
1997 114 68 59 9 0 0
1998 88 52 43 7 1 0
1999 122 74 65 8 1 0
2000 145 103 89 14 0 0
2001 210 120 110 10 0 0
2002 248 149 125 22 2 0
2003 274 176 137 39 0 0
2004 325 186 164 21 0 1°
2005 344 194 157 36 1 0
2006 382 196 166 28 0 2*
2007 376 212 186 26 0 0
2008 396 232 206 26 0 0
2009 423 256 213 43 0 0
2010 412 256 215 41 0 0
2011 216 134 105 21 0 0

Total 4126’ 2441° 2068 356 5 3

Tabla 1. Numero de casos reportados para CJD en los ultimos afos. (Tomado y modificado de National Prion Disease

Pathology Surveillance Center. 2011 http://www.cidsurveillance.com/index.html). 'Lista basada en el afio de la muerte o, si no

disponible, en el afio de referencia; 2 casos con sospecha de enfermedad por priones para los cuales tejido cerebral y/o

muestra de sangre (en los casos familiares) fue enviado; ® enfermedad adquirida en el Reino Unido; * la enfermedad fue

adquirida en un caso en el Reino Unido y en el otro en Arabia Saudita; ° incluye 8 casos en los cuales el diagnéstico esta

pendiente y en 19 fue inconcluso; ° 9 casos (8 del 2011) con diagndstico pendiente en los cuales el diagnéstico de VECJ ha

sido excluido.
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4.3 Manifestaciones clinicas

Las enfermedades producidas por priones comparten muchas manifestaciones
clinicas entre ellas y con otras enfermedades neurodegenerativas propias del

envejecimiento lo que dificulta su correcto diagnostico (Johnson & Gibbs, 1998)
4.3.1 CJD esporadica, familiar e iatrogénica

e Fatiga fisica

e Insomnio

e (Cambios de comportamiento
e Pérdida de la agudeza visual
e Ataxia

o Afasia
4 3.2 Enfermedad de Gerstmann-Straussler-Scheinker

e Ataxia progresiva
e Paraparesia espastica
e Mioclonias

e Demencia de aparicién tardia
4.3.3 Insomnio familiar fatal (IFF)

e |nsomnio progresivo

e Demencia tardia

18



4.3.4 Kuru

e Ataxia progresiva

e Cambios cognitivos en estados avanzados
4.4 Estructura del gen PRNP

El PRNP humano esta localizado en el brazo corto del cromosoma 20 (20p12),
tiene 2 exones separados por un intron de 12.696pb. El exén | tiene 134pb y
corresponde a la region UTR en 5’. El exon 1l tiene 2.355pb y tiene un ORF de 759

nucledétidos, el cual codifica la proteina en su totalidad (Kretzschmar et al., 1986).

El gen también contiene 5 octarrepeticiones en tandem, ubicadas entre los
codones 51 y 91, que constituyen sitios especificos para la unién de iones

metalicos (Figura 3; McKinley et al., 1991).

|

Posiciéon de los polimorfismos

Figura 3. Posiciones de las mutaciones y los polimorfismos del gen PRNP (Tomado y

modificado de Manson & Tuzi, 2001)
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4.5 Proteina pridnica

El gen PRNP codifica para un polipéptido que consiste de 253 aminoacidos y se

ha encontrado en la mayoria de las células, principalmente en las neuronas

(Prusiner, 2001).

La PRNP es sintetizada en los ribosomas del reticulo endoplasmico (ER) y durante

su maduracion la proteina sufre las siguientes modificaciones post-traduccionales:

1.

Una vez dentro del ER fragmenta la secuencia senal de 22 aminoacidos del
extremo N-terminal correspondientes a la sefial de sintesis proteica en
ribosomas asociados al ER y es translocada a la luz del ER, alli remueve la
secuencia que corresponde a los aminoacidos 232-253 del extremo C-
terminal. Luego del procesamiento de los extremos N-C terminal la proteina

posee un total de 209 aminoacidos (Harris, 2003).

El dominio C-terminal, contiene un segmento de aminoacidos hidrofobicos
gue es una sefal para la incorporacion de las cadenas de oligosacaridos
conocidas como glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Prusiner ,1998). Este GPI
sirve para que se una covalentemente a los lipidos de la membrana

plasmatica.

Otras modificaciones que se realizan en el ER son dos N-glicosilaciones en

las asparaginas 181y 197.

Finalmente cabe destacar la formacion de un puente disulfuro entre los

residuos de cisteina 174 y 214.
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La estructura tridimensional de la proteina PRNP estudiada principalmente por
resonancia magnética nuclear (RMN), posee un dominio N-terminal, con regiones
que contiene de 5 a 6 repeticiones del octapéptido PHGG(G/S)WGQ entre los
residuos 60 y 93, y la secuencia homdéloga que ha perdido un residuo de histidina
(PQGGGWGQ entre los residuos 52 y 60) Estos dominio, junto con los dos
residuos de histidina en las posiciones 96 y 111, constituyen el sitio de union al
cobre. Por otra parte el dominio N-terminal contiene una secuencia palindromica
AGAAAAGA, que juega un papel importante en la fibrilogénesis, o formacién de

fibras amiloides (Jobling et al., 1999).

Figura 4. Diagrama de la proteina priénica. Las cadenas peptidicas en verde y morado,
se muestran sus extremos N y C terminal. Los dos puentes disulfuro se ven en forma de

atomos y cintas (Tomado de Knaus et al., 2001)

El segmento central rico en aminoacidos hidrofébicos (aminoacidos 110/113 a

128), que constituye su regién transmembranal y un extremo C-terminal
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compuesto por 3 hélices-a y un motivo pequeno de B-pliegues. Las hélices 2 y 3
se estabilizan por medio del puente disulfuro que se encuentra entre las cisteinas

179 y 214 (Figura 4; Prusiner et al., 1998)

En este extremo C-terminal, también se encuentra localizada la molécula GPI la
cual sirve para anclar la proteina a la membrana celular (

Figura 5; Zahn et al., 2000).

Figura 5. Simulacién de la localizacién y anclaje de la PrP° en la membrana celular

(Tomada de DeMarco & Daggett, 2009)

4.6 Funciones de la PRP°

El rol fisiolégico de la proteina celular no se ha establecido claramente, pero

algunas de las funciones potenciales que podria tener la PrPC son de senalizacién
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y de transporte (Graner et al., 2000; Madore et al., 1999) adhesién y diferenciacion
celular (Brown et al., 2001), metabolismo del cobre (Meggio et al., 2000, Brown et

al., 2001), entre otras (Figura 6).
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Figura 6. Interaccion entre la membrana celular y PrP. Esta imagen muestra el escenario
de una membrana desprovista de la PrP, en el cual no se transmite la sefal para que las
E-cadherinas ejerzan su funcion en la adhesion celular (izquierda), pero cuando la PrP
esta presente en la membrana, si se presenta la sefal y las E-cadherinas funcionan

normalmente (derecha) (Tomado y modificado de Chiesa & Harris, 2009).
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4.7 Conversion de la PrP® a PrPs¢

Esta conversion puede ocurrir espontaneamente o a consecuencia de mutaciones
en el gen PRNP. Estas mutaciones causan inestabilidad en la estructura de la

PrP® (Pauly & Harris, 1998).

Existen varios modelos que explican la manera en la que se convierte la proteina
celular en su forma patégena, pero el mas aceptado es el que involucra una
proteina intermediaria o cofactor que cataliza dicha conversion. Esta proteina
accesoria normalmente es llamada “proteina X” (Foster & Hunter, 1998; Figura 7).
Este modelo indica que las unidades infecciosas no son monémeros de la PrPS°

sino pequenos oligdmeros de ésta (Gambetti et al., 2003).
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Figura 7. Conversién espontdnea, adquirida y hereditaria de PrP. Se muestra la

conversién espontanea, adquirida y hereditaria de la proteina normal en la anormal

(Tomado y modificado de Hunt, 2006)
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Otro modelo describe un equilibrio entre las concentraciones de las dos proteinas.
Si la forma patégena iguala la concentracién de la no patégena, entonces el
evento replicativo se lleva a cabo, es decir, a partir de una molécula de PrP® se

forman las nuevas moléculas de PrPS® (Abid & Soto, 2006).

La conversion se lleva acabo ya sea en las balsas lipidicas de la membrana

celular, o en los compartimentos endosomales (Aguzzi, 2009).

Se ha probado in vitro que la conversién puede ser bloqueada por polianiones
sulfatados. Se cree que este bloqueo se produce por inhibicidbn competitiva entre

las dos formas de la proteina (Marijanovic et al., 2009; Horonchik et al., 2005).

En la forma espontanea no se sabe cémo se produce dicha conversion, pero en la
adquirida es necesario haber entrado en contacto con alguna particula priénica
para que se produzca el evento de conversién. En la heredada se hereda alguno
de los factores de susceptibilidad a la enfermedad, pero aun asi deben darse las

condiciones necesarias para presentar el fenotipo de alguna de ellas.

4.8 Genetica molecular de las enfermedades pridnicas.

Como se menciond previamente, la incidencia de la forma esporadica de las
enfermedades producidas por priones es de 1/1.000.000 personas por afo,

mientras que la familiar presenta 1/10.000.000 por afo (Brown et al., 1987).
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De las diferentes mutaciones reportadas para el gen, sélo cuatro (P102L, D178N,
E200K y una insercién de 144-pb) han mostrado una frecuencia lo suficientemente
alta como para generar LOD scores para su asociacion. Adicionalmente, existen
polimorfismos que modifican los fenotipos de las enfermedades. (Hill et al., 2009).
Entre estos se encuentra el polimorfismo para Metionina (ATG) o Valina (GTG) en
el codon 129 del gen PRNP. Este polimorfismo se ha visto asociado con la
reduccion de la materia blanca (Rujescu et al., 2002), desempeno cognitivo (Croes
et al., 2003; Del Bo et al., 2003; Rujescu et al., 2002) y la memoria a largo plazo

(Papassotiropoulos et al., 2005).

En poblacién caucasica americana este polimorfismo presenta una frecuencia
alélica de 0.66 para Metionina, mientras que para Valina es de 0.34. La
distribucién del genotipo en este tipo de poblacion es de 37% Met/Met, 51%

Met/Val y 12% Val/Val (Owen et al., 1990).

Dentro de los casos de la forma esporadica (sCJD) el 71.6% de las personas que
lo presentan tienen un genotipo MM, 11.7% tienen MV, y 16.7% son VV (Parchi et

al., 1999).

Este polimorfismo tiene un papel modificador de fenotipo, ya que con la presencia
de la mutacién puntual se presentan dos fenotipos IFF y CJD. El primero se
presenta cuando el genotipo es 178N-129M y el segundo con el genotipo 178N-

129V (Goldfarb et al., 1992; Montagna et al., 2003).

Es de gran importancia el analisis de polimorfismos que estén asociados a

enfermedades ya que puede dar indicios sobre la susceptibilidad que una persona
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puede presentar a alguna patologia en un futuro. En este momento los datos
reportados en la literatura son principalmente europeos y los que se reportan
hasta el momento en América se refieren exclusivamente a poblacién
norteamericana por lo que este trabajo se constituye en una primera aproximacién

a los datos de este polimorfismo para poblacion latinoamericana.
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5 Objetivos
5.1 Obijetivo general

Determinar y analizar la distribucion del polimorfismo M129V en la poblacion de
estudiantes de primer y segundo semestre de la escuela de medicina y ciencias de
la salud, y compararlos con los datos reportados a nivel mundial en estudios

similares.
5.2 Objetivos especificos

Estandarizar la técnica de PCR para la amplificacion y restriccion del polimorfismo

Metionina129Valina del gen PRNP.

Determinar las frecuencias génicas y genotipicas del polimorfismo M129V de la

muestra estudiada.
Verificar si la poblacién de estudio se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg.

Comparar los resultados obtenidos con los previamente reportados para otras

poblaciones.

6 Hipoétesis

» Las frecuencias génicas y genotipicas del polimorfismo M129V son

significativamente diferentes a las observadas en otras partes del mundo

» Las frecuencias génicas y genotipicas del polimorfismo M129V son

similares a las observadas en otras partes del mundo
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7 Justificacion

Las enfermedades producidas por priones, también llamadas encefalopatias
espongiformes transmisibles, son desordenes neurodegenerativos que se
caracterizan por la acumulacién en el cerebro de la forma patégena de la proteina
Prnp. Dentro de sus manifestaciones clinicas se encuentran demencia, ataxia,

insomnio y mioclonias, entre otras.

De igual manera presentan caracteristicas neuropatolégicas que incluyen pérdida
neuronal, vacuolizacién de neuronas, cambios espongiformes y la presencia de

placas amiloides.

Estas enfermedades por lo general tienen periodos de incubacién que van desde
meses hasta anos antes de que se presente algun signo ya que no evocan
respuesta inmune ni inflamatoria por parte del huésped. Cuando son detectadas,
la muerte es inminente y ocurre en un corto periodo de tiempo, generalmente en

pocos meses (Hill et al., 2003).

En Colombia no existen datos estadisticos de la incidencia de las enfermedades
producidas por priones, sin embargo existen reporte de casos aislados, sobre todo
en las regiones ganaderas de la geografia nacional (Duque-Velasquez et al,

2010).

Su diagnéstico se hace dificil por el desconocimiento de estas enfermedades y por

el temor al contagio que se pueda producir por ejemplo debido a que se han visto
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casos en que ha habido transmision por sangre. Este trabajo, pionero en
Colombia, busca identificar la frecuencia del polimorfismo en el codén 129 de la
proteina priénica el cual genera un cambio de ATG por CTG en dicha posicién;
esto se traduce en un cambio de Metionina por Valina. Este polimorfismo se ha
visto asociado con la susceptibilidad a presentar la enfermedad Creutzfeldt-Jakob
esporadica la cual representa el 85% de los casos por enfermedades por priones,

de ahi su importancia a investigar (Pedersen & Smith, 2002).

La comparacion de las frecuencias obtenidas con las reportadas a nivel mundial,
permiti6 establecer si los datos de la poblacion colombiana son similares a los

reportados para este polimorfismo en otras poblaciones para el gen PRNP.
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8 Materiales y métodos
8.1 Muestreo

En el trabajo se incluyeron hombres y mujeres voluntarios, mayores de edad que
durante el periodo de muestreo (enero-diciembre de 2009) se encontraran
estudiando sus dos primeros anos en cualquiera de las carreras de la Escuela de
medicina y ciencias de la salud de la Universidad del Rosario. A cada uno de los
donantes se le tom6 una muestra de sangre venosa por venopuncién previo

consentimiento informado.
8.2 Extracciéon de DNA

Después de obtenidas las muestras de sangre de los individuos se procedi6 a
hacer la extraccion de DNA gendmico, por medio de la técnica salting out (Miller et

al., 1988).
8.3 Amplificacién

La amplificacion del fragmento de interés por medio de PCR (reaccion en cadena
de la polimerasa) se realiz6 utilizando los primers previamente reportados para la

amplificacion del fragmento (Li et al., 2005)
PR1-F 5" AAGCCTGGAGGATGGAACACTG 3’
PR1-R 5" ATGCTCGATCCTCTCTGGTAAT 3’

Las condiciones de la PCR fueron 12.5ul de Go Tag® Green Master Mix
(Promega), 20pM de cada uno de los primers, 100ng de DNA, en un volumen final

de reaccion de 25 pl.
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La reaccién se realiz6 en un termociclador PTC-150 (MJ Research) con las

siguientes condiciones experimentales:

Desnaturalizacién inicial a 94°C durante 5 min; 35 ciclos (94°C 45s, 62°C 45s,

68°C 60s) y una extension final de 5 min a 68°C.
8.4 Verificacién del producto amplificado

La amplificacién del producto de interés (617pb) fue verificada en gel de agarosa

al 2.5%.
8.5 Restriccidon del producto amplificado

La digestion tedrica del fragmento fue verificada con el uso del software Rebase
(Roberts et al., 2010). Para la restriccion se usaron 10 ul de producto amplificado y
0.25U/ul de la enzima Nspl (Li et al., 2005). Se realizd una incubaciéon por un

periodo de 12 horas a 37 °C.
8.6 Analisis de datos

Las frecuencias alélicas y genotipicas para el polimorfismo fueron calculadas

usando el programa GENEPOP 4.0.10 (Rousset & Raymond, 1995).

A partir de estas frecuencias fue evaluado el equilibrio de Hardy-Weinberg
utilizando el mismo software y se compararon los resultados de este trabajo con

los datos previamente reportados por otros autores en la literatura.

Es de aclarar que para las poblaciones que se usaron para hacer las
comparaciones con la poblacién colombiana, se les calcularon las frecuencias

génicas, genotipicas y se verifico que estuvieran en equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Se analizé la diferenciacién génica y genotipica entre pares de poblaciones

usando el método de Fisher (Fisher, 1935) y el test exacto G (Goudet et al., 1996).

Se calcularon los estadisticos F de Wright globales (Weir & Cockerham, 1984) y

por pares de poblaciones.
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9 Resultados

Se evalué la distribucién del genotipo del polimorfismo M129V en un total de 202

individuos cuyas edades estan en el rango de los 18 a 22 anos.

Se realiz6 verificacion de la amplificacién del fragmento de interés (Figura 8) el

cual tiene 617 pares de bases.

Control negativo
g \ -

e e e ey Sy

Figura 8. Verificacion de la amplificacion del fragmento de PRNP. Puede observarse en
la parte izquierda del gel la amplificacién del producto de 617pb. Los productos a la

derecha del marcador de peso molecular no se encuentran relacionados con este trabajo.
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Tras la amplificacién, se realizd y verificd la restriccién de dicho producto con la
enzima de restriccion Nspl (Figura 9). Como se observa en esta figura, los alelos
My V comparten la banda de 233pb. Las otras bandas son de 384 y 309 para

Valina y Metionina respectivamente y el alelo para Metionina tiene una banda de

75pb que no se alcanza a evidenciar en el gel.

Figura 9. Verificacién de la restriccion del producto de PRNP. Se observan los patrones
de restriccion producto de la digestion con la enzima Nspl. El alelo para Valina muestra
dos bandas de 384 y 233 pb, mientras que el alelo para Metionina muestra las bandas de
309 y 233pb. La banda de 75 pb que se genera en la digestién del alelo Metionina no es

visible en el gel.
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Uno de los individuos heterocigotos fue secuenciado para verificar el genotipo y
asi ser usado como control de la digestién. En cada gel se incluyeron un control

positivo (individuo secuenciado), uno negativo y marcador de peso molecular.

Las frecuencias genotipicas fueron MM (0.366), MV (0.485) y VV (0.149) y las
frecuencias alélicas fueron 0.609:0.391 M:V (Tabla 2). A partir de estas

frecuencias se verificé el ajuste al equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabla 3).

Género Numero de individuos Frecuencia
(Frecuencia genotipica) alélica
Total MM MV VvV No M Vv
amplificacién
Femenino 154 50 62 18 24
38.5% 47 7% 13.8%
Masculino 74 24 36 12 2
33.3% 50.0% 16.7%
Total 228 74 98 30 26 0.609 0.391

36.6%  48.5% 14.9%

Tabla 2. Distribucion del polimorfismo para el codon 129 para la poblacion estudiada. M:
Metionina, V: Valina. Las frecuencias estan calculadas usando unicamente los individuos
con genotipificacion positiva. No amplificacion se refiere a DNAs que no amplificaron o

fueron digeridos de manera parcial.
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Poblacion NlUmero MM MV vV M v EHW Referencia
individuos (p)
Dinamarca 350 123 167 60 0.51 0.49 0.9123 Dyrbye et al,
351%  47,7%  17,2% 2008
Grecia 348 175 135 38 0.70 0.30 0.1634 Saetta et al,
50.2% 38.7%  10.9% 2006
Corea 529 500 28 1 0.97 0.03 0.3449 Jeong et al,
94.5% 5.2% 0,19% 2004
Polonia 109 49 43 17 0.65 0.35 0.6460 Bratosiewicz
44.9% 39.4% 15.5% etal.,, 1999
Islandia 208 97 93 18 0.69 0.31 0.5223 Georgsson et
46.6% 447%  8.7% al., 2006
Marruecos 147 84 53 10 0.66 0.34 0.5102 Nadifi et al,
57.1% 36% 6.8% 2008
Turquia 100 57 34 9 0.74 0.26 0.2957 Erginel-
o o o Unaltuna et
57.0% 34.0% 9.0% al., 2001
Espaia 110 47 52 11 0.66 0.34 0.8193 Castellanos et
427%  47.2%  10% al, 2010
Estados 415 207 176 32 0.71 0.29 0.5552 Lietal, 2005
Unidos
49.9% 424%  7,7%
Colombia 202 74 98 30 0.61 0.39 0.6565
36.6% 48,5%  14,8%

Tabla 3. Comparacién del ajuste al Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) de las

frecuencias del polimorfismo para el codén 129 en diferentes poblaciones. En todos los

casos la desviacién estandar fue menor a 0.008 (valores no incluidos en esta tabla).

El genotipo MV fue mas frecuente que el MM y VV tanto en hombres como en

mujeres.
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(Tabla 2). Esta La tabla muestra el numero de individuos utilizados en este estudio
separados por género. Aunque las mujeres presentaron un nimero mayor de
individuos, se aprecia que esto no interfiere con la distribucién de la frecuencia
genotipica del polimorfismo al compararlo con el nimero de los hombres, esto

esta acorde con lo reportado por diferentes autores (Georgsson et al., 2006).

Para analizar la distribucién del polimorfismo en esta poblacion se compararon las
frecuencias alélicas y genotipicas obtenidas con las de otras poblaciones en las
cuales se han realizado estudios similares; las frecuencias génicas de las

poblaciones comparadas también se encuentran en EHW (Tabla 3).

Estos datos se obtuvieron mediante la evaluacion del ajuste al EHW mediante test
exactos y cadenas de Markov (Wright, 1969). En ninguno de los casos se
encuentra una desviacién estadisticamente significativa del equilibrio. También se
evalué el ajuste al EHW utilizando 2? y tampoco se observé desviacion

significativa del equilibrio.

La comparacion de las frecuencias génicas y genotipicas (Tabla 4) del
polimorfismo de estudio, muestra similitudes entre este trabajo y las poblaciones
de Dinamarca y Espana; las poblaciones que mas se asemejan en sus frecuencias

son las de Turquia y Marruecos y la mas diferente es la coreana.
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Par de poblaciones

Diferenciacion Diferenciacion

Genotipica (p) Génica(p)
Grecia Dinamarca 0.00000 0.00006
Islandia Dinamarca 0.00034 0.00060
Islandia Grecia 0.84870 0.82819
Corea Dinamarca 0.00000 0.00000
Corea Islandia 0.00000 0.00000
Marruecos Dinamarca 0.00000 0.00000
Marruecos Grecia 0.10046 0.09056
Marruecos Islandia 0.08929 0.08351
Marruecos Corea 0.00000 0.00000
Polonia Dinamarca 0.00263 0.00147
Polonia Grecia 0.87494 0.87057
Polonia Islandia 0.78138 0.78835
Polonia Corea 0.00000 0.00000
Polonia Marruecos 0.28302 0.26449
Turquia Dinamarca 0.00026 0.00002
Turquia Grecia 0.27212 0.26730
Turquia Islandia 0.21705 0.20978
Turquia Corea 0.00000 0.00000
Turquia Marruecos 0.92032 0.91790
Turquia Polonia 0.46776 0.45550
Estados Unidos Dinamarca 0.00000 0.00000
Estados Unidos Grecia 0.51586 0.53773
Estados Unidos Islandia 0.41716 0.42469
Estados Unidos Corea 0.00000 0.00000
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Par de poblaciones

Diferenciacion Diferenciacion

Genotipica (p) Génica(p)
Estados Unidos Marruecos 0.21860 0.25216
Estados Unidos Polonia 0.79937 0.79674
Estados Unidos Turquia 0.43035 0.44097
Espana Dinamarca 0.02578 0.01775
Espana Grecia 0.73211 0.72981
Espana Islandia 0.85479 0.84944
Espana Corea 0.00000 0.00000
Espana Marruecos 0.10708 0.10492
Espana Polonia 0.67623 0.67363
Espana Turquia 0.24150 0.22510
Espana Estados Unidos 0.42127 0.43712
Colombia Dinamarca 0.66993 0.64088
Colombia Grecia 0.00308 0.00213
Colombia Islandia 0.01105 0.01241
Colombia Corea 0.00000 0.00000
Colombia Marruecos 0.00000 0.00003
Colombia Polonia 0.02083 0.01618
Colombia Turquia 0.00188 0.00056
Colombia Estados Unidos 0.00003 0.00011
Colombia Espana 0.07853 0.06825

Tabla 4. Diferenciacion génica y genotipica entre pares de poblaciones mediante el test

exacto G (Goudet et al., 1996). Valores en negrilla indican diferencia estadisticamente

significativa con a <0.05.
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La hipotesis de los estadisticos indica que las frecuencias génicas y genotipicas
de las poblaciones son iguales entre si. Se calcularon las diferencias entre pares
de poblaciones mediante el método del test exacto G (Goudet et al., 1996) y con el
método de Fisher (valores no mostrados en la Tabla 4; Fisher, 1935). La hipotesis
de este estadistico indica si la distribucién de los alelos es igual en todas las
poblaciones. Los valores mayores a 0.05, no son estadisticamente significativos,

indicando asi que las poblaciones con este valor serian similares entre si (Goudet

et al., 1996).
I:IS I:ST I:IT
0.032937 0.165375 0.192865

Tabla 5 Estadisticos F globales. Valores en negrilla indican diferencia estadisticamente

significativa con a <0.05.

Los estadisticos F globales muestran que tanto la poblaciéon de estudio como las
reportadas muestran diferencias en las comparaciones globales (Tabla 5); y al
revisar los datos de las comparaciones por pares de poblaciones se ve que la
poblacion coreana es diferente a todas las demas, y que se mantiene la similitud

entre este estudio y las demas poblaciones (Tabla 6).

Para verificar la influencia de los resultados de la poblacion de Corea, se

recalcularon los valores de Fsr sin incluir esta poblacién Para probar la
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significancia de los datos de Corea, la tabla 6 muestra que al comparar esta
poblacion con las demas se ve que los valores de p son estadisticamente
significativos, mostrando que esa poblacién es significativamente diferente a las

demas poblaciones incluidas en este trabajo.

pop 1 2 3 4 5 6 7 8 9

2 0.0227

3 0.0191 0.0019

4 0.3919 0.2746 0.3315

5 0.0505 0.0042 0.0057 0.2845

6 0.0233 0.0031 0.0031 0.3824 0.0012

7 0.0436 0.0013 0.0025 0.3319 0.0044 0.0016

8 0.0308 0.0008 0.0006 0.2431 0.0012 0.0027 0.0010

9 0.0138 0.0029 0.0035 0.4233 0.0071 0.0039 0.0033 0.0008

10 0.0015 0.0165 0.0134 0.4397 0.0428 0.0171 0.0361 0.0240 0.0086

Tabla 6. Valores de Fsr por pares de poblaciones. Valores en negrilla indican diferencia
estadisticamente significativa con a <0.05. Poblaciones evaluadas: 1. Dinamarca, 2.
Grecia, 3. Islandia, 4. Corea, 5. Marruecos, 6. Polonia, 7. Turquia, 8. Estados Unidos, 9.

Espana, 10. Colombia.

10 Discusion de resultados

Para este estudio piloto, el numero inicial de muestras de sangre fue de 228 (de

igual numero de individuos). Se obtuvieron resultados en un 88.6% de las
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muestras utilizadas. Las que no amplificaron o dieron resultados parciales (26
individuos) no fueron incluidas. Como control de calidad del procedimiento se
realiz6 cada experimento minimo tres veces por muestra y en todos los casos se

incluy6é una muestra heterocigota, de secuencia conocida como control positivo.

El numero final de trabajo consistié en 154 mujeres y 74 hombres cuyo rango de

edad fue de 18 a 22 anos en el momento de la toma de la muestra.

Este numero podria no reflejar adecuadamente a la poblacion colombiana, pero
tomando en consideracién los numeros de individuos que se analizaron en otros
reportes publicados para poblaciones diferentes, es suficiente para una primera
aproximacion para el estudio del polimorfismo en Colombia, debido a que este se
constituye en un estudio pionero ya que no se han encontrado datos reportados de
este polimorfismo a nivel nacional, ni se cuenta con datos estadisticos de
enfermedades producidas por priones (Duque-Velasquez, 2010). En lo referente a
la restriccion, la principal ventaja de la enzima usada (Nspl) es que crea dos sitios
de restriccién en el fragmento amplificado para el alelo M y uno para V, lo que
sirve como un control positivo de corte, ya que si se observa DNA sin digerir se
sabe con certeza que el procedimiento debe repetirse porque el genotipo obtenido
no es confiable. Adicionalmente, tal como se mencion6 antes, como control
positivo se utilizd una muestra que habia sido secuenciada y mostrdé un genotipo

heterocigoto para el polimorfismo analizado.

Con la informacién de los geles se calcularon las frecuencias génicas vy

genotipicas (Tabla 3), para evaluar el ajuste al Equilibrio de Hardy-Weinberg
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(EHW) y posteriormente compararlas con las de otros estudios similares

reportados.

Cuando se hizo la evaluacién del ajuste al equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabla 3),
se observo que la poblacion colombiana de este estudio piloto se encuentra en
EHW para el polimorfismo estudiado. Esto indica que no hay fuerzas selectivas

actuando sobre la preferencia de ninguno de los alelos de este polimorfismo.

Al analizar el EHW en las otras poblaciones reportadas (Tabla 3), éstas también
se encuentran en todos los casos en EHW lo cual indica que la seleccion de estos

alelos es efectivamente aleatoria en estas poblaciones.

Por lo general los polimorfismos que se encuentran asociados a patologias no se
ajustan al EHW debido a que los individuos tendran una menor posibilidad de
reproduccidon por su bajo fitness (Orr, 2009), sin embargo, esto no se cumple en
las patologias que se manifiestan después de la edad reproductiva como es el
caso de las enfermedades neurodegenerativas tales como Alzheimer o Parkinson
(Martin, 1999), y en este caso las enfermedades producidas por priones ya que se
manifiestan después de los 60 anos (Nurmi et al., 2003) y por lo tanto los alelos no
se verian influenciados por una fuerza de seleccién o preferencia que pudiera

influir en el paso de éstos a la siguiente generacién.

El genotipo mas frecuente en este estudio fue el heterocigoto MV con un 48.5%,
seguido por el homocigoto para el alelo M con una frecuencia de 36.6% y con la

frecuencia mas baja VV. La frecuencia mayor del genotipo heterocigoto constituiria
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un factor de proteccion para la poblacion colombiana a presentar enfermedades

producidas por priones.

En la poblacién mundial la distribucién de estos alelos es muy diversa. En general,
para las poblaciones reportadas, el alelo M es mas frecuente que el V. Algunas
poblaciones como la Coreana (Jeong et al., 2004) muestran frecuencias cercanas
a cero para los homocigotos VV, mientras que en la poblacién danesa la

frecuencia del alelo V es cercana al 50% (Dyrbye et al., 2008).

Respecto a las frecuencias genotipicas, en este estudio se encuentra la mayor
frecuencia en los heterocigotos. Este patron de altos nimeros de heterocigotos se
presenta también en las poblaciones de Dinamarca y de Espafa (Dyrbye et al.,
2008; Castellanos et al., 2010), pero en el resto de poblaciones, el genotipo mas

frecuente es el MM.

Podria especularse sobre el parecido de la distribucién de las frecuencias que éste
es consecuente con los patrones de migracion y colonizacién de nuestro territorio
debido a la similitud de la poblacién muestreada en este estudio y la poblacion
espafnola lo que se ve claramente en la Tabla 4 donde las diferenciaciones
génicas y genotipicas son comparadas por pares de poblaciones. Sin embargo, es
bien sabido que la influencia genética de la poblacion danesa en nuestro pool

genético es muy baja y podria ser considerada como nula.

Para poder comprender esa aparente semejanza se revisaron las similitudes
génicas y genotipicas por pares de poblaciones con todas las poblaciones que

tienen estudios reportados para poblacién sana. Se encontré que poblaciones
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como Marruecos y Turquia (Nadifi et al., 2008; Erginel-Unaltuna et al., 2001)
presentan similitud a nivel genotipico, lo que podria esperarse debido a su historia
y a que corresponden al mismo grupo étnico. Sin embargo, esa generalizacién no
es posible ya que poblaciones europeas que se encuentran geograficamente
cercanas no son similares, como es el caso de Polonia y Dinamarca (Bratosiewicz
et al., 1999; Dyrbye et al., 2008), o el caso de Grecia y Turquia (Saetta et al.,
2006; Erginel-Unaltuna et al, 2001) asi como poblaciones relacionadas
histéricamente como es el caso de Dinamarca e Islandia (Dyrbye et al., 2008;
Georgsson et al., 2006). Esto permite concluir que no hay relacion directa entre las
frecuencias génicas, genéticas y la geografia para este polimorfismo al menos

entre las poblaciones comparadas (Tabla 4; Figura 10).

Igualmente, se compararon las frecuencias alélicas de las poblaciones por pares y
las poblaciones mas parecidas son las de Turquia y Marruecos, y las que menos
son las de Grecia y Dinamarca. Al comparar este estudio con los demas se ve que
la que mas similitud muestra es la de Dinamarca y Marruecos muestra diferencias
significativas. De nuevo la poblacién de Corea es la que muestra diferencias

significativas con las demas (Tabla 4).

En todos los casos la poblacién coreana es la que muestra ser significativamente
diferente (Tabla 5 y Tabla 6). Debido a que no se cuenta con reportes para otras
poblaciones del oriente de Asia, no es posible comparar esos datos para verificar
si esa falta de relacién frecuencia-geografia se mantiene por fuera de las

poblaciones caucasicas. Es de resaltar que la Unica poblacién africana para la que
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se han reportado datos para este polimorfismo es la marroqui (Figura 10) y por

algunos autores esa zona es considerada racialmente mas similar a la caucasica

mediterranea que al resto de Africa (Bosch et al., 2000).

Figura 10. Mapa de Europa y el norte de Africa con las frecuencias genotipicas de los
paises incluidos en este trabajo marcadas. El color azul corresponde al genotipo MM, rojo
al heterocigoto MV 'y amarilo es el genotipo VV. (Modificado de

http://vectorya.com/gallery/img65.search.htm)
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Al revisar los estadisticos de los Fs globales se encuentra que no hay diferencias

significativas entre las poblaciones comparadas en este estudio.

Tanto Fis como Ft presentan valores positivos y cercanos a cero. Estos valores
indican que no hay efectos de endogamia ni posible efecto Wahlund (Wahlund,

1928) al mezclar las poblaciones y analizarlas como un todo.

Con respecto a Fgr, el valor es de 0.16, (Tabla 5), un valor ligeramente mayor al
estimado para el genoma humano que es un valor alrededor de 0.125 (Cavalli-
Sforza, 1966; Lewontin, 1972). Sin embargo, al evaluar el valor de Fst para los
pares de poblaciones (Tabla 6) vemos que las comparaciones de cualquiera de las
poblaciones con la poblacién coreana estdan mostrando valores de Fst de hasta

diez veces mas que los observados en las otras comparaciones (Tabla 6).

Al eliminar la poblacién coreana del andlisis global se observan resultados mucho
menores (Tabla 7), lo cual ratifica la diferencia entre esa poblacion y las otras

poblaciones incluidas en este estudio.

FIS FST FIT

0.0158 0.0126 0.0282

Tabla 7. Estadisticos F globales excluyendo la poblacién coreana. Ninguno de los valores

mostro ser estadisticamente significativo.
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Al comparar los valores obtenidos para las Fs globales (Tabla 5 y Tabla 7), los
valores de Fis se reducen a la mitad (de 0.033 a 0.016) y los valores de Fsry Fir
se reducen diez veces (de 0.165 a 0.013 y de 0.193 a 0.028, respectivamente), lo
que ratifica la enorme diferencia que estan introduciendo los datos coreanos a las
comparaciones globales y la similitud entre todas las otras poblaciones usadas en
estas comparaciones, incluyendo la de este estudio. Tal como se ha reportado por
diferentes autores, la homocigosis en este polimorfismo podria ser un factor de
riesgo al menos para CJD (Erginel-Unaltuna et al., 2001) y en contraparte la
heterocigosis para este polimorfismo puede actuar como un factor de proteccién
tanto para sCJD como para la forma iatrogénica (Palmer et al.,, 1991; Mead et al.,
2003), por lo tanto, la mayoria de la poblacién de estudio tiene el genotipo

protector (al analizar sélo el polimorfismo M129V), al menos para iCJD y sCJD.

11 Conclusiones

e Los resultados de este trabajo muestran que el genotipo mas frecuente del
polimorfismo M129V en la poblacién colombiana es el heterocigoto, seguido

por el genotipo homocigoto para metionina.

Esto podria constituir una ventaja adaptativa para la poblacion colombiana ya
que se ha reportado en la literatura que al genotipo heterocigoto se le atribuye

un factor de proteccion para este tipo de enfermedades
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Se estandariz6 la técnica de PCR, al igual que la restriccion para este
polimorfismo, lo que podria complementar un set de herramientas para el

diagnéstico de enfermedades producidas por priones en el pais.

No es posible explicar porque se presenta similitud de frecuencias génicas y
genotipicas entre este estudio y el de Dinamarca, pero se puede inferir que la
similitud que existe entre Espana y este estudio se debe a la migracion de

espanoles durante la conquista y colonia de América.

Los resultados de las comparaciones por pares de poblaciones no muestran
resultados contundentes. Por un lado se tiene el caso de poblaciones
geograficamente cercanas por ejemplo Turquia y Marruecos y se encontrd
similitud en frecuencias génicas y genotipicas entre ellas, pero al comparar
Polonia y Dinamarca, poblaciones geograficamente cercanas, presentan
diferencias significativas lo que lleva a decir que no se puede establecer un
gradiente geografico en relacion a la distribucion del polimorfismo en las

poblaciones analizadas.

En todos los casos las poblaciones se encontraron en EHW, por lo cual no se
detecté ningun tipo de seleccion sobre alguno de los alelos de este
polimorfismo, esto es consecuente con que las manifestaciones de este tipo de

enfermedades se presentan después de la edad reproductiva.

Los valores de las Fs globales muestran similitudes entre las poblaciones
comparadas y la de este estudio excepto por el caso de la poblaciéon de Corea

la cual muestra diferencias significativas con las demas. Debido a la falta de
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mas reportes del oriente de Asia en este momento no se puede tener
seguridad de si se trata de un evento aislado de esos datos particulares o si se
constituye en una caracteristica de las poblaciones asiaticas la baja frecuencia

del alelo V.

12 Recomendaciones

Aumentar el tamafo de la muestra e incluir un nidmero representativo de

individuos de las diferentes zonas de la geografia nacional.

Realizar un estudio similar con poblacién antioquefa ya que se sabe que esta
poblacion tiene un componente caucasico mas alto que el de otras regiones de

Colombia y comparar los resultados con los de este estudio.

Buscar informacién de este polimorfismo en otras poblaciones mestizas
latinoamericanas para saber si el comportamiento de las frecuencias es similar

al observado en este estudio piloto.

Estudiar a la par con el polimorfismo M129V la mutacién puntual D178N,
analizar su distribucion en el pais y compararla con reportes mundiales ya que
al tener genotipos que impliquen combinaciones especificas de alelos de estas
dos variantes del gen, el fenotipo del paciente sera diferente. Por lo tanto es de

interés el estudio tanto en IFF como en CJD.

Establecer colaboracién con grupos de investigacibn que cuenten con

laboratorios especializados para el procesamiento de muestras de alto riesgo
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biolégico para realizar un estudio de casos y controles, para asi establecer la

incidencia de las enfermedades por priones en el pais.
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