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Resumen
La enfermedad de Parkinson es un desorden neurodegenerativo complejo, caracterizado por la 
pérdida progresiva de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra pars compacta. Fac-
tores tanto ambientales como genéticos se ha determinado que contribuyen a su desarrollo. 
Mutaciones en los genes PINK1 y PARKIN han sido asociadas con la enfermedad de inicio tem-
prano e historia familiar. El objetivo del presente estudio fue identificar mutaciones en los genes 
PINK1 (exones 4 y 6) y PARKIN (exones 2 y 7) en 22 pacientes colombianos con enfermedad 
de Parkinson de inicio temprano y/o antecedentes familiares, mediante amplificación por PCR 
y secuenciamiento. Las secuencias se compararon con la secuencia consenso de referencia. Se 
detectó una mutación homocigota de cambio en el marco de lectura ( frameshift) c.155delA en 
el exón 2 del gen PARKIN en una paciente con inicio temprano de la enfermedad e historia fa-
miliar. Además se identificó la presencia de un polimorfismo en el intrón 2 del gen PARKIN en 
siete pacientes, uno de ellos en estado homocigoto. No se encontraron mutaciones en los exones 
4 y 6 del gen PINK1. Se encontró una mutación homocigota c.155delA en el exón 2 de PARKIN 
de una paciente con la enfermedad de Parkinson de inicio temprano con historia familiar. No 
se encontraron cambios en el gen PINK1. 

Palabras clave: enfermedad de Parkinson, mutaciones, PCR, secuenciación directa de ADN. 
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Introducción
La enfermedad de Parkinson (EP) es el segundo 
desorden neurodegenerativo más común después 
de la enfermedad de Alzheimer (1, 2), caracteriza-
do por la pérdida progresiva de las neuronas do-
paminérgicas de la sustancia nigra pars compac-
ta (SNpc) y la presencia de cuerpos de Lewy en 
las neuronas que sobreviven a esta muerte celular 
(3). Según la Organización Mundial de la Salud 
(OMS)  la EP afecta aproximadamente a 6.3 mi-
llones de personas en todo el mundo. En Colom-
bia en el 2003 se reportó una prevalencia de  EP 
de 4.7 por 1000 habitantes (4) y en 2011 se alcan-
zaron cifras de 230 mil personas afectadas, según 
la Liga colombiana de Parkinson.

La causa de la EP no se conoce en su totalidad, pero 
la interacción de factores ambientales y genéticos 
se asocian a su etiología, lo que determina la pre-
sentación de la enfermedad en su forma esporádica 
(90-95%) o familiar (5-10%) (2,5). Para el 2012, 
18 locus han sido asociados con la enfermedad (6). 
PINK1 Y PARKIN son genes cuyas mutaciones han 
sido asociadas a la EP de inicio temprano (EOPD: 

del inglés Early-OnsetPakinsoń s Disease), tanto en 
la formas familiares como esporádicas (7-9). En la 
presentación familiar las mutaciones en estos genes 
se heredan con un patrón autosómico recesivo. 
La prevalencia de las mutaciones en estos dos 
genes varía dependiendo del grupo étnico y la 
zona geográfica (7). Para PINK1 se reporta una 
prevalencia de 1-9% en los casos de inicio tem-
prano (2,10,11) y para PARKIN en un 50% en 
casos de inicio juvenil, 10-25% en casos espo-
rádicos de inicio temprano y menos del 5% en 
casos esporádicos de inicio tardío (2,11,12). En 
Colombia son pocos los estudios acerca de mu-
taciones en estos genes.

PINK1 codifica para una serina treonina quina-
sa (10,13) y PARKIN codifica para una ligasa de 
ubiquitina E3, que participa en mecanismos de 
degradación proteica (14,15). Las funciones de 
estas proteínas en la EP no se han esclarecido 
por completo, pero de forma importante par-
ticipan en vías de regulación de la homeostasis 
mitocondrial y procesos de mitofagia (2,13,16). 

Analysis of mutations in the genes pink1 and parkin in Colombian 
patients with Parkinson's disease

Abstract 
Parkinson's disease is a complex neurodegenerative disorder, characterized by the progressive loss of 
dopaminergic neurons of the substance nigra pars compacta. It has been determined that factors 
both environmental and genetic contribute to its development. Mutations in the genes PINK1 and 
PARKIN have been associated with the early onset of disease and family history. The goal of this 
study was to identify mutations in the PINK1 genes (exons 4 and 6) and PARKIN (exons 2 and 
7) in 22 Colombian patients with Parkinson's disease of early onset and/or family history, by PCR 
amplification and sequencing. The sequences were compared with the reference consensus sequence. 
A homozygous change mutation was detected in the reading frame (frame shift) c.155dela in exon 2 
of the PARKIN gene in a patient with early onset of the disease and family history. In addition, the 
presence of a polymorphism in intron 2 of the PARKIN gene was identified in seven patients, one 
of them in homozygous state. Mutations were not found in exons 4 and 6 of the gene PINK1. A ho-
mozygous mutation c.155dela in exon 2 of PARKIN was found in a female patient with Parkinson's 
disease early onset with family history. No changes to the gene PINK1 were found.

Key Words: direct DNA sequencing, mutations, Parkinson's disease, PCR.
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El propósito del presente estudio fue identificar 
mutaciones en los genes PINK1 (exones 4 y 6) y 
PARKIN (exones 2 y 7) en  pacientes colombia-
nos con EP de inicio temprano y/o anteceden-
tes familiares, mediante amplificación por PCR  
y  secuenciamiento.

Materiales y métodos
Pacientes
Se analizaron un total de 22 muestras de pacientes 
colombianos con EP de inicio temprano y/o histo-
ria familiar escogidos por el método de muestreo 
no probabilístico intencional o por conveniencia 
aplicando los criterios de inclusión: (i) inicio tem-
prano y/o historia familiar, (ii) Los pacientes fue-
ron valorados previamente por un grupo de profe-
sionales del grupo de Movimientos Anormales de 
la Universidad Nacional de Colombia, mediante 
los criterios de la Parkinson’s UK Brain Bank (17-
19). La edad de inicio temprano de la enfermedad 
se tomó como presencia de signos de Parkinson 
antes de los 40 años (7, 20);  inicio juvenil antes 
de los 20 años (21, 22). Se obtuvo una muestra 
de sangre periférica por venopunción, con firma 
previa del consentimiento informado.

Extracción de ADN genómico
Para la extracción de ADN genómico se utilizó 
el kit comercial, Quick-gDNA TM MiniPrep 
(ZYMO Research Corp, Irvine, Estados Unidos), 
siguiendo el protocolo establecido. La comproba-
ción de la extracción se realizó mediante electrofo-
resis en gel de agarosa al 0.8%.

Amplificación por PCR
La amplificación de PINK1 (exones 4 y 6) y 
PARKIN (exones 2 y 7) se realizó por medio de 
la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
utilizando primers específicos previamente re-
portados (21, 23) que amplifican las regiones 
de unión intrón-exón para las regiones de in-
terés. Las concentraciones finales de los reac-

tivos para la amplificación de todos los exones 
fueron las mismas: buffer 1X, 0.4μM de cada 
uno de los primers, 10mM de dNTPS y  0.625U 
de taq polimerasa; para los exones 6 de PINK1 
y 2 de PARKIN la concentración de MgCl2 fue 
de 1mM y para los exones 4 de PINK1 y 7 de 
PARKIN fue de 1.5mM.

El programa de PCR utilizado para los exones 
de PINK1 y el exón 2 de PARKIN fue de una 
etapa de denaturación inicial a 95°c por tres 
minutos, 1 ciclo de denaturación a 95°c por 30 
segundos, hibridación (exón 4: 63.2°C; exón 6: 
56.9°C; y exón 2: 55.0°C, todos por 30 segun-
dos) y extensión a 72°C, por 30 ciclos; y una 
extensión final a 72°C por 5 minutos. Para el 
exón 7 de PARKIN se utilizó una PCR  con un 
protocolo de rampa decreciente de temperaturas  
que fueron bajando de 58°a 48°C, es decir 0.5°C 
por ciclo.

Secuenciación directa de ADN
Para la purificación de los amplificados se uti-
lizó el método de etanol-acetato de amonio y 
finalmente se realizó una mezcla de secuencia-
ción para su procesamiento en el servicio de 
Secuenciación del Instituto de Genética de la 
Universidad Nacional de Colombia mediante la 
metodología de BigDye siguiendo el protocolo 
del fabricante (Applied Biosystem, Foster City, 
Estados Unidos). Para el análisis de los cromato-
gramas se utilizaron los programas bioinformáti-
cos Bioedit (24) y Chromas (Technelysium Pty 
Ltd.) para determinar la calidad de las secuencias 
y NovoSnp (25) para realizar la alineación de las 
secuencias con el gen de referencia.

Resultados
De los 22 pacientes con EP de inicio temprano y/o 
historia familiar analizados, 18 fueron mujeres y 
19 hombres, Figura 1.
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Figura 1. Características demográficas de los pacientes analizados con Enfermedad de Parkinson. a. De los pacientes analizados 
49% fueron mujeres  y 51% hombres. b. De los 22 individuos solamente dos presentaron EP de inicio juvenil (5%); 18 EP de inicio  
temprano (49%) y 17 EP de inicio tardío (46%). c. Los dos pacientes de inicio juvenil, siete de los pacientes de inicio temprano  
y todos los de inicio tardío tenían antecedentes familiares.

Después de analizar las 88 secuencias, se encontró en la muestra PK154 una mutación de cambio en 
el marco de lectura ( frameshift) c.155delA en el exón 2 del gen PARKIN (Figura 2a), la cuál ha sido 
reportada en otras poblaciones incluyendo la colombiana (26-28). En los 21 pacientes restantes no se 
encontraron otras alteraciones en el gen PARKIN.

Figura 2. Análisis de mutaciones en los casos analizados. a. Electroferograma del secuenciamiento del exón 2 del gen PARKIN en 
donde se muestra la mutación c.155delA en el exón 2. Se muestra la secuencia virtual de concenso del gen de referencia, la secuen-
cia PK154 forward, y secuencia PK154 reverse. b. Electroferograma que muestra el polimorfismo rs.2075923 en el intrón 2-3 del 
gen PARKIN. Se muestra la secuencia virtual de gen de referencia y dos de los siete pacientes, uno en estado homocigoto y otro  
en estado heterocigoto. Visualizado software NovoSNP (25).
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La paciente PK154 es proveniente de Santa Lu-
cía, Nariño (Colombia). La historia familiar re-
fiere un hermano y una hermana afectados con 
EOPD, Figura 3. Su cuadro clínico inició a los 25 
años con dificultad para caminar, dada por rigi-
dez y pérdida del equilibrio, seguido por debilidad 
de miembros inferiores y bradiquinesia, con poste-
rior compromiso de miembro superior izquierdo 
y luego el derecho, acompañado de temblor y rigi-
dez marcada. Posteriormente se asoció a rigidez en 
articulación temporo-mandibular. La paciente re-
cibió tratamiento con levodopa con una adecuada 
respuesta pero posteriormente presentó disquinesias 
secundarias, por lo que se le suspendió. Por otro lado, 
la paciente manifestó signos no motores de depresión.

Se encontró además un polimorfismo rs2075923 
en siete pacientes, que corresponde al cambio de 
una timina por un citosina en el intrón 2-3 de 
PARKIN, uno en estado homocigoto, el cuál ha 
sido previamente reportado (26,29,30), Figura 2b.  
Por otra parte, no se encontraron alteraciones en el 
gen PINK1 en la muestra analizada. 

Figura 3. Árbol genealógico de la paciente PK154. El árbol ge-
nealógico de la familia de la paciente PK154 (No 4) muestra la 
presencia de familiares afectados (una hermana y un hermano) y 
una tía paterna con cuadro de temblor no diagnosticado. Este ár-
bol es compatible con un patrón de herencia autosómico recesivo.

Discusión
En este estudio se realizó un análisis mutacional en 
los genes PINK1 (exones 4 y 6) y PARKIN (exones 2 
y 7). Tras el análisis de las 88 secuencias se identifi-
có una mutación homocigota c.155delA en el exón 2 
del gen PARKIN en una paciente de inicio tempra-
no a los 25 años e historia familiar de EP, mutación 

que ha sido previamente en otros reportes incluyendo 
uno en población colombiana (28,31,32). El fenotipo 
asociado con mutaciones en PARKIN es clínicamen-
te indistinguible de la EP idiopática, pero usualmen-
te se caracteriza por inicio temprano alrededor de 
los 30 años y progresión lenta, como en el caso de la 
paciente analizada en este estudio. Además presentó 
disquinesias inducidas por levodopa tiempo después 
del tratamiento, que es también frecuente en pacien-
tes con mutaciones en PARKIN (2, 31).

La mutación c.155delA produce una alteración del 
marco de lectura (frameshift) cambiando el codón 
AAT por ATG que conlleva al cambio de una as-
paragina por una metionina en la posición 52 de la 
proteína. Además genera un codón de parada pre-
maturo en la posición 81, produciendo una proteína 
aberrante y truncada  (26,32,33) la cual pierde 385 
aminoácidos presentes en Parkin (28). Esta mutación 
se hereda en una forma autosómica recesiva generan-
do una pérdida de función, ya que afecta el domino 
UBL en el extremo N-terminal, importante para su 
función como ligasa E3 de ubiquitinas, reconocien-
do proteínas blanco de degradación (26,34).

Parkin es una ligasa E3 de ubiquitinas que junto con 
Pink1 participa en una vía común para el manteni-
miento de la homeostasis mitocondrial y mitofagia 
(13,16). En caso de una alteración como la muta-
ción c.155delA, donde PARKIN pierde su actividad 
enzimática, se ven alterados procesos de remoción 
óptima de mitocondrias dañadas, por la falta de 
ubiquitinación requerida para este proceso, ocasio-
nando la liberación de mediadores pro-apoptóticos 
que culminan en el proceso de muerte neuronal 
(16,35). Adicionalmente, la pérdida de PARKIN in-
cide en la acumulación de proteínas mal plegadas y 
agregados proteicos que no son adecuadamente de-
gradados por el sistema de ubiquitina-proteosoma, 
los cuales también contribuyen al proceso neuro-
degenerativo (36,37). Todo lo anterior conlleva a 
una pérdida de las neuronas dopaminergicas en la 
sustancia nigra pars compacta, con disminución de 
los niveles de dopamina lo que se ve reflejado en el 
cuadro clínico de los pacientes con EP.
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Para conocer el efecto de esta mutación en proce-
sos celulares como la regulación de la transcripción 
y traducción de la proteína se hacen necesarios 
estudios de epigenética y de RNAm; además de 
estudios funcionales en diferentes tipos celulares 
para evaluar dinámica mitocondrial, mecanismos 
de degradación proteica y muerte celular.

En Colombia, la presencia de esta mutación ya se ha 
reportado previamente, encontrándose en forma ho-
mocigota en una familia consanguínea (28). Dado el 
gran número de reportes de esta mutación en Europa, 
especialmente en Francia y España (26,27,38), se ha 
sugerido que la mutación tendría un origen ancestral 
europeo asociado a la colonización y mezcla pobla-
cional en Colombia (28). Según el análisis genealógi-
co de la paciente PK154, se podría inferir que sus dos 
hermanos afectados, con inicio temprano de la enfer-
medad, son homocigotos para la misma mutación. 
Así mismo, se puede deducir que sus padres y su hija 
son portadores heterocigotos aparentemente sanos. 
Al parecer el estado heterocigoto inferido en los pa-
dres e hija no conlleva al desarrollo de la enfermedad, 
como ha sido reportado en estudios previos en los 
que se ha encontrado la mutación en estado heteroci-
goto en individuos asintomáticos (27,31,39). Sin em-
bargo, otros estudios han encontrado esta mutación 
en estado heterocigoto en paciente con EP (7,40) y 
casos de heterocigotos compuestos (41). De tal forma 
que el papel fisiopatológico de esta mutación en  for-
ma heterocigota sigue siendo controversial (7,40). Se 
sugiere evaluar la presencia de esta mutación en estos 
familiares y si es posible en otros familiares.

No se encontraron cambios en las secuencias anali-
zadas del gen PINK1, similar a lo descrito en otras 
poblaciones (1,42,43). El polimorfismo observado 
(IVS2 + 25T>C; rs2075923) ha sido previamente 
reportado (26,30)  y no se ha encontrado una asocia-
ción entre esta variante y la EP (29).

Los resultados de esta investigación corroboran la 
baja frecuencia de mutaciones en los genes PINK1 
y PARKIN en las regiones analizadas en casos con 
historia familiar o inicio temprano de la EP en 
población colombiana. Es necesario, realizar un 

estudio a mayor escala que vincule la totalidad del 
gen y análisis de variaciones en el número de copias 
de estos genes. Además, es importante la realización 
de estudios de asociación genética de variantes en 
estos dos genes para definir su participación como 
factores de riesgo en la EP esporádica.
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