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Resumen y Abstract Vi

Resumen

Introduccion: El sindrome de Sanfilippo, es una enfermedad genética de herencia recesiva.
El defecto primario es la ausencia de la enzima heparan acetylCoA: a-glucosaminide-N-
acetyltransferase (HGSNAT, MPS IlIC, MIM #252930), responsable de la degradacién de
heparan sulfato, cuya consecuencia patologica es la acumulacion de este compuesto en
los tejidos del cuerpo. La mucopolisacaridosis tipo Ill tiene una frecuencia en la regién
Cundiboyacense de 0,17 casos por 100.000 nacidos vivos. Métodos: Se incluyeron 6
pacientes, 69 portadores de mutacion nonsense ¢.1360C>T pertenecientes a 4 familias y
78 controles a los que se le determind el haplotipo alrededor de la mutacién, a través de
la tipificacion de 6 STRs. Se llevo a cabo el calculo de la posible edad de la mutacion a
través del software ESTIAGE y DMLE v3.1, teniendo en cuenta diferentes tasas de
mutacion y 25 afos por generacion. Resultados: Se identificdé un haplotipo fundador
alrededor de la mutacién en pacientes y portadores en el 88.9% de los haplotipos
analizados, con pocas modificaciones correspondiente al 11.1% restante. El haplotipo
ancestral ni sus modificaciones fue encontrado en la poblacion control. La edad de la
mutacion determinada por ESTIAGE fue de 41 (Cl 95% 35-48) y 48 (Cl 95% 40-57)
generaciones antes del presente (dependiendo de la tasa de mutacion utilizada, 0.001 o
0.0001 respectivamente) y de 39 (Cl 95% 35-46) generaciones antes del presente en
DMLE v 3.1. Conclusiones: Se logré determinar un haplotipo ancestral compartido por los
pacientes y portadores, no encontrado en la poblacion control, que apoya la existencia de
un efecto fundador para la mutacion c.1360C>T en la vereda de Runta. La edad de la
mutacién calculada a través de ESTIAGE y DMLE v 3.1. ubica su origen hace
aproximadamente 1000 afios, se tratar de una mutaciébn de origen prehispanico
posiblemente muisca, que se ha escapado a la seleccién por su estado heterocigoto,
logrando evidenciarla por la endogamia de la region que favorece la aparicion de

homocigotos recesivos.

Palabras clave: Mucopolisacaridosis, Heparan alfa-glucosaminida N-acetiltransferasa,
Sindrome de sanfilippo, HGSNAT, efecto fundador, DMLE, ESTIAGE.
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Abstract

Introduction: Sanfilippo syndrome is a recessive inheritance genetic disease. It is caused
by the deficiency of the enzyme heparan acetylCoA: a-glucosaminide-N-acetyltransferase
(HGSNAT, MPS llIC, MIM#252930), needed for breaking down heparan sulfate, which, in
consequence, builds up in various tissues of the body. The frequency of
mucopolysaccharidosis Ill in the Cundinamarca and Boyaca region is 0.17 cases per 100
000 live births. Methods: Six patients, 69 carriers of the c.1360C>T nonsense pathogenic
variant belonging to 4 families and 78 controls were included in the study. The haplotype
around the mutation was determined through the typification of six STRs. The possible age
of the mutation was calculated using the ESTIAGE and DMLE v3.1 software, taking into
account different mutation rates and 25 years per generation. Results: A founder haplotype
was identified around the pathogenic variant in patients and carriers in 88.9% of the
analyzed haplotypes; few mutations were found in the remaining 11.1%. The ancestral
haplotype or its mutations were not found in the control population. The age of the mutation
determined by ESTIAGE was 41 (95% CI, 35-48) and 48 (95% CI, 40-57) generations
(0.001 or 0.0001, respectively, depending on the mutation rate used), and 39 (95% ClI, 35-
46) generations in DMLE v 3.1. Conclusions: An ancestral haplotype shared by patients
and carriers was determined, although it was not found in the control population. This
supports the existence of a founder effect for mutation ¢.1360C> T in the village of Runta.
The age of the mutation calculated through ESTIAGE and DMLE v 3.1. indicates that the
most recent common ancestor lived 1 000 years ago; this a prehispanic mutation, possibly
Muisca, which escaped selection because of its heterozygote status. It could be evidenced

due to endogamy in the region, which favors recessive homozygotes.

Key words: Mucopolysaccharidosis, Heparan alpha-glucosaminide N-acetyltransferase,
Sanfilippo syndrome, HGSNAT, founding effect, DMLE, ESTIAGE.
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Introduccioén

La mucopolisacaridosis IlIC o sindorme de sanfilippo, es una enfermedad genética de
herencia recesiva, causada por alteraciones en el gen HGSNAT (Heparan alfa-
glucosaminida N-acetiltransferasa), el cual codifica una proteina de 635 aminoacidos,
encargada de la acetilacion de residuos de glicosaminas terminales de Heparan sulfato
intra-lisosomal (1). La proteina consta de 11 dominios transmembrana con el extremo N-
terminal dentro del lisosoma y el C-terminal en el citosol (2), su mal funcionamiento
conlleva a la acumulacion de Heparan sulfato en el lisosoma y por tanto, a la presentacion

de sintomas y signos con mdultiple compromiso y neurodegeneracion (3, 4).

Los datos mas recientes de la frecuencia de la Mucopolisacaridosis en Colombia, son los
reportados por GOmez et al., 2012, donde se estimd para todos los casos de
mucopolisacaridosis una frecuencia de 1,98 casos por 100.000 nacidos vivos, siendo la de
tipo Il la de menor frecuencia con 0,17 casos por 100.000 nacidos vivos en la region

cundiboyacense (5), la incidencia de la MPS IlIC hasta la fecha no ha sido determinada.

Estudios realizados por el grupo investigacion de Genética Clinica de la Universidad
Nacional, logré evidenciar una mutacion nonsense ¢.1360C>T en el gen HGSNAT como
causante de la enfermedad de Mucopolisacaridosis IlIC en la poblacién de Runta (Boyacd)
con una alta incidencia (6) (ClinVar ID: 374408), hallazgo que ésta acorde con la predicciéon
de una relativa alta frecuencia de Enfermedades de Depdésito lisosomal (EDL) como la

Mucopolisacaridosis, en la region de Cundinamarca y Boyaca (5).

La gran mayoria de poblaciones con enfermedades recesivas en alta frecuencia, como la
encontrado en la vereda de Runta, pueden ser el resultado de efectos fundadores y cuellos
de botella, que con un tamafio reducido de la poblacién y eventos desencadenantes como
geogréficos y culturales pueden llegar a depresion endogamica (7, 8) comportandose

como clUster genéticos.



2 Introduccién

Dentro de las poblaciones con alta frecuencia en enfermedades que son poco prevalentes
en otras regiones se pueden encontrar los Finlandeses con la fibrosis quistica, la distrofia
muscular espinal en Huteritas, el sindrome de Ellis—van Creveld en Amish, la enfermedad
de Gaucher y Nieman Pick en Judios o algunas enfermedades autoimnunes vy
neurodegenerativas del adulto en Paisas (9); sin embargo, pese a los estudios que
muestran una relativa alta frecuencia de Enfermedades de Depésito lisosomal (EDL) en la

region de Cundinamarca y Boyaca (5), no ha sido definido ningun cluster genético de EDL.

A laluz de la alta frecuencia de MPS IlIC en la vereda de Runta, hemos decidido desarrollar
un trabajo que permita establecer la presencia de un efecto fundador y el calculo de la
edad de la mutacién ¢.1360C>T. Con este fin, se ha seleccionado una metodologia basada
en la tipificacién de STRs alrededor de la mutacion, que nos permita conocer el tamafio y
los cambios del bloque haplotipico que se forma con la aparicién de una nueva mutacién
(10, 12).

La importancia de este tipo de poblaciones originadas de efectos fundadores, radica en la
posibilidad de realizar estudios de ligamiento, busqueda de genes candidatos, estudios de
asociacion, GWAS y definir clusters genotipicos especificos, sobre todo en enfermedades
raras (9) adicional al hecho de poder definir zonas de riesgo de enfermedad genética,

susceptibles de intervencion médica y educacion.



1.Capitulo 1 — Marco Teérico

1.1 Mucopolisacaridosis

Los errores innatos del metabolismo (EIM) son un grupo heterogéneo de enfermedades
genéticas que ocurren principalmente en la infancia. Son individualmente raros pero
colectivamente numerosos, causando morbilidad y mortalidad sustanciales. Son
responsable de anormalidades en la sintesis o catabolismo de proteinas, carbohidratos o
grasas por medio de enzimas defectuosas o proteinas de transporte, lo que resulta en un

bloqueo de via metabdlica (12, 13).

Dentro de los EIM, se encuentran las enfermedades lisosomales (EL), que se producen
por el déficit de enzimas especificas intralisosomales o del sistema de proteinas
transportadoras, del nucleo al citoplasma, encargadas de la hidrélisis &acida de
macromoléculas situadas en el interior de los lisosomas. Este defecto enzimatico produce
un acumulo progresivo del sustrato correspondiente en diferentes tejidos, lo que conduce

a una enfermedad crénica y multiorganica (14).

Las enfermedades lisosomales son sistémicas progresivas, pero con evolucion variable.
Debido a que los lisosomas se encuentran en todas las células excepto en los eritrocitos
maduros, es posible que cualquier érgano se pueda afectar por la disfuncién de las
hidrolasas lisosomales. La mayoria de las enfermedades de depdsito lisosomal tienen

afectacion neuroldgica (14).

Mas del 30% de todas las enfermedades lisosémicas son mucopolisacaridosis (MPS),
trastornos que afectan a las enzimas necesarias para la degradacion gradual de
Glicosaminoglicanos (mucopolisacaridos), hidratos de carbono repetidos generalmente
encontrados unidos a proteoglicanos (15). Son causadas por mutaciones en los genes que

codifican para las enzimas requeridas en el catabolismo de dichos compuestos, los cuales
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hacen parte de la matriz del tejido conjuntivo. Este depdsito lisosomico produce disfuncion
celular, tisular y organica, afectando diversos tejidos como hueso, cerebro, higado, vasos

sanguineos, piel, cartilago, vias respiratorias, valvulas del corazon y la cornea (16) (17).

Clasificacién

Las caracteristicas clinicas y bioquimicas de las MPS definen 7 grupos principales,
designados de MPS-I a MPS-IX (la denominacion MPS V y MPS-VIII no se utiliza en la
actualidad). Los niflos afectados suelen ser normales al nacer y la enfermedad se

diagnostica con forme el fenotipo progresa con el tiempo (17).

En general, MPS se manifiesta en tres maneras: 1. Fenotipo con dismorfia facial,
caracteristica con apariencia tosca, prominencia frontal, cejas gruesas, labios gruesos,
displasia esquelética con contracturas articulares, hepatoesplenomegalia, hernias
abdominales, infecciones respiratorias, opacidad de la cérnea, hipoacusia y cardiopatia
como en MPS-| (sindrome de Hurler), MPS-II (sindrome de Hunter) y MPS-VI (sindrome
de Maroteaux-Lamy), 2. Problemas de aprendizaje, trastornos de conducta y demencia
como en MPS-III (sindrome de Sanfilippo), 3. Displasia 6sea severa MPS-IV (sindrome de
Morguio), retraso mental profundo que se observa en forma severas de MPS-ly MPS-II, y
en todos los tipos de MPS-IIl, por lo general con muerte en la infancia (17). MPS-VII
(sindrome de Sly) es mucho mas rara y ocurre como una dismorfia de tipo Hurler. La MPS-
IX (Sindrome de Natowicz) se ha encontrado en pocos casos de modo que no es posible

conocer su fenotipo con certeza (18).

En general cada una de las MPS tienen caracteristicas clinicas, bioquimicas y moleculares
diferentes, aunque compartiendo parcialmente endofenotipos como la excrecion de
heparan, dermatan, condrotin o keratan sulfato, o el compromiso mayoritario de sistemas

Nervioso, Esquelético o Cardiovascular (19) (Tabla 1-1).

Epidemiologia

La incidencia de las MPS, presentan variaciones, desde 1,75 casos por 100.000 en Suecia
(20) hasta 4,5 casos por 100.000 para Latinoamérica (21). Un andlisis de los diagnosticos
bioguimicos desde 1987 hasta el 2008 en poblacién colombiana describié cerca de 113

pacientes con MPS sin clasificar, 7 con MPS |, 4 con MPS Il, 3 con MPS VI y 37 pacientes



MPS IV (22), la MPS Il a pesar de ser una de las mas comunes a nivel mundial, pareciera

no ser tan frecuente en Colombia.

Recientemente Gémez et al.,, 2012, demostr6 un agrupamiento espacial en la zona

cundiboyacence para distintos tipos de MPS, encontrando que la incidencia para MPS IV

era de 0,68 por 100.000 nacidos vivos y de 0.17 para MPS Il en dicha region (5). Datos

de incidencias muy altas de enfermedades ultra-raras se han descrito en poblacion

brasilera, un proyecto realizado en la municipalidad de Monte Santo por Costa_ Motta, et

al., 2011 detectd un conglomerado genético de MPS IV (13 pacientes) presentando una

prevalencia local de 1/5.000 (23). Estos datos demuestran la presencia real de clusters

genéticos en Latinoamérica.

Tabla 1-1 Clasificacion de los trastornos MPS

Trastorno Enzima deficiente Locus Almacenamiento de GAG Here’n.aa
genética
MPS | (Hurler,
Hurl hei D 3 If h 3 A dmMi
’ur er Scheie, a-L-lduronidasa 4p16.3 ermatan sulfato, heparan utos.omlca
sindrome de sulfato recesiva
Scheie)
MPS Il (Sindrome Iduronato-2-sulfatasa Xq28 Dermatan sulfato, heparan F.{eceswa
de Hunter) sulfato ligada a X
A: Heparan N-sulfatasa A:17g25.3
B: a-N-
. . B: 1721
Acetilglucosaminidasa
MPS Il A-D ; .
, C: Acetil-CoA: a- . AutosOmica
(Sindrome de - Heparan sulfato .
. glucosaminida C:8pll.l recesiva
Sanfilippo) .
acetiltransferasa
D: N- i i -
Acetilglucosamina 6 D: 12q14
sulfatasa
M,PS IVA, B A: Galactosa 6-sulfatasa | A: 16g24.3 A: Queraltan sulfato, AutosOmica
(Sindrome de condroitin sulfato recesiva
Morquio) B: B-Galactosidase B: 3p21.33 B: Queratan sulfato
MPS VI (Sil . . P
S VI (Sindrome Dermatan sulfato, hepardn | Autosémica
de Maroteaux Arylsulfatase B 5q11-q13 .
sulfato recesiva
Lamy)
MPS VII (Sindrome . 7921.11 Dermatan sulfato, heparan | Autosémica
B-Glucuronidasa o .
de Sly) sulfato, condroitin sulfato recesiva
< - Autosémi
MPS IX Hialuronidasa 3p21.3-p21.2 | Acido hialurénico . o;omlca
recesiva

Tomado y modificado de Cimaz et al., 2014 (24).
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1.1.1 MPS I

La mucopolisacaridosis tipo 1ll (MPS lll), o sindrome de Sanfilippo, es un trastorno
autosémico recesivo causado por deficiencia en una de las cuatro enzimas implicadas en
la degradacion lisosomal del sulfato de heparan: Heparan sulfato sulfamidasa (SGSH, MPS
A, MIM #252900), a- N-acetilglucosaminidasa (NAGLU, MPS IIIB, MIM#252920),
heparan acetil-CoA: a-glucosaminida-N-acetiltransferasa (HGSNAT, MPS llIIC, MIM
#252930), o N-a cetilglucosamina-6-sulfatasa (GNS, MPS 11ID, MIM #252940) (Tabla 1-2).
Este trastorno afecta principalmente al sistema nervioso central. Todos los tipos de MPS
Ill se caracterizan por deterioro mental progresivo y problemas de comportamiento con
caracteristicas faciales dismorficas mas o menos prominentes y signos somaticos leves
(25).

El heparan Sulfato, se encuentra en los proteoglicanos asociados con la membrana de casi
todas las células, pero es mas abundante en los tejidos conectivos (26). Consiste en un
disacarido repetitivo compuesto de unidades de Acido L-idurénico sulfatado o glucurénico
unido a N-glucosamina. La degradacion escalonada del heparan sulfato se produce dentro
de los lisosomas por la accion concertada de las enzimas encargadas de su degradacion
(15). El defecto funcional de una de estas enzimas lleva a la acumulacién lisosomal del

heparan sulfato, su excrecién urinaria y la aparicion clinica del sindrome de Sanfilippo.

Cada subtipo MPS Il se hereda como un trastorno autosémico recesivo. La enfermedad
se caracteriza por una afectacion de multiples érganos y severa degeneracion del sistema
nervioso central. El curso clinico se manifiesta en tres etapas, con un periodo de desarrollo
normal seguido de alteraciones del comportamiento y una neurodegeneracién en fase
terminal con una esperanza de vida corta. Los sintomas clinicos generalmente se
presentan entre 2 y 6 afios de edad e incluyen déficit de atencién, hiperactividad,
comportamiento agresivo, retraso en el desarrollo, pelo grueso, hirsutismo, trastornos del
suefo (27) y alteraciones somaticas y esqueléticas generalmente leves (25).

Las complicaciones se producen en 3 fases. La primera comienza antes de los 3 afios, se
caracteriza por hipoacusia, retraso en el lenguaje, falta de control de esfinteres, otitis,
faringitis y diarrea. La segunda inicia entre los 3-4 afios, se hacen evidentes trastornos del
suefo, hiperactividad y agresividad; en pocos casos signos como escoliosis, cifosis,

lordosis lumbar y sindrome del tinel carpiano. La tercera aparece alrededor de los 10 afios,



la hiperactividad cesa, aumenta la espasticidad, pérdida de equilibrio, convulsiones, hasta
la pérdida importante de movilidad que genera incapacidad permanente; surgen problemas
para deglutir y alimenticios, por lo que su ingesta es liquida y en algunos casos con sonda
nasogastrica (28). Los pacientes fallecen entre la segunda y la tercera década de vida,

usualmente por infecciones respiratorias severas (29, 30).

Tabla 1-2: Enzimas relacionadas con MPSIII

MPS IlI Gen / enzima Locus Exones | Masa (Da) | Aminoé&cidos
A SGSH: Heparan N-sulfatasa 17925.3 8 56,695 502
B NAGLU: Alfa-N- 17g21.2 6 82,266 743

acetilglucosaminidasa

c HGSNAT: AcetiiCoA: alfa- | g 19 59 | 1 70,496 635
glucosaminide acetiltransferasa

GNS: N-acetilglucosamina 6-

D sulfatasa

12914.3 14 62,082 552

1.1.2 MPSIlIC

La mucopolisacaridosis IlIC, causada por alteraciones en el gen HGSNAT (Heparan alfa-
glucosaminida N-acetiltransferasa), el cual se encuentra localizado en el cromosoma
8p11.21 con 62,4 kb de longitud y 18 exones, codifica una proteina de 635 aminoacidos
(1), involucrada en la acetilaciéon de residuos de glicosaminas terminales de Heparan
sulfato intra-lisosomal, tiene efecto de disminucion de la actividad enziméatica de Heparan
alfa-glucosaminida N-acetiltransferasa, una proteina de membrana de 11 dominios
transmembrana con el extremo N-terminal dentro del lisosoma y el C-terminal en el citosol
(2), conlleva a la acumulacion de Heparan sulfato en el lisosoma y por tanto, a la

presentacién de sintomas y signos con multiple compromiso y neurodegeneracion (3, 4).

La MPS IIIC es causada por aproximadamente 70 mutaciones (37 missense/nonsense, 14
de splicing, 5 pequefias deleciones, 5 pequefias inserciones, 1 indel, 2 grandes deleciones,
1 grande insercién y 1 reordenamiento complejo) en el gen HGSNAT, siendo el tipo mas
frecuente las mutaciones missense e inserciones y duplicaciones pequefias, algunas de
las cuales se muestra en la figura 1-1 (www.hgmd.org, consultado el 17 de abril de 2017)
(15).



http://omim.org/geneMap/17/779?start=-3&limit=10&highlight=779
http://omim.org/geneMap/17/448?start=-3&limit=10&highlight=448
http://omim.org/geneMap/8/198?start=-3&limit=10&highlight=198
http://omim.org/geneMap/12/466?start=-3&limit=10&highlight=466
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Fig. 1-1: Ubicacion de mutaciones MPS IlIC en el gen HGSNAT. Los exones se
representan por cajas. Las posiciones de las mutaciones missense se muestran arriba del
gen. Otras mutaciones (nonsense, inserciones, deleciones y mutaciones de empalme de
sitio) se muestran abajo del gen. Mutaciones nonsense y missense se presentan con base
a los cambios de amino&cidos, mientras que las mutaciones en sitios de empalme,
inserciones y deleciones se presenta con base en los cambios de nucleétidos. Las nuevas

mutaciones se muestran en negrita (15).

G486E P571L

Ma82K D562v

A489E S541L

N273K E471K

C76F L137P G262R R344C/H w403C G4245

1}r|2}|-{3h[4 7 M8 10 H 1
I [T
11B+1G>A  234+1G>A  372-2A>G $206X!
|
1-1925_118+296del 493+1G>A 641delG W316X| 1034_1049del 1542+4dupA  1726+1G>A
525dupT  682_740del L321X 1250+1G>A W510X
R506X
739delA 852-1G>A 1250+2T>C 1464+1G>A
743+1dupG 851+5G>A 1271dupG  |1345dupG 1669_1674delinsACAT

T44-2A>G 1336_1372dup

Tomado de Feldhammer et al., 2009

Las mutaciones identificadas, pueden tener diferente accion sobre la proteina. Una
caracterizacion de la regién promotora del gen HGSNAT y evaluacion del impacto funcional
del promotor fue realizado a variantes en 23 pacientes con MPS IlIC, encontrando que la
transcripcién de gen es impulsado por un promotor TATA-less, con una regién -101/-20
importante para la actividad del promotor y otra -1073/-716 donde los mutantes mostraban
disminucion del 60% de la actividad de la enzima, demostrando ser un sitio importante para

la relacion con elementos CIS en la actividad del promotor (31).

Fedele et al., 2010, demostr6 a través de un estudio de imunofluorescencia que algunas
mutaciones (p.P237Q, p.A615T y dobles heterocigotos p.L137P / p.A489E y p.W403C /
p.A615T) pueden influir en la localizacion de la enzima, impidiendo que ésta llegue a la

membrana del lisosoma, lo cual es crucial para llevar a cabo su funcion (32).



Clinica general

La edad diagnéstico de la MPS IlIC en comparacion con las otras MPS Il es la mas tardia,
presentando un desarrollo de sintomas menos grave, con pérdida de interaccion alrededor
de los 17 afios, perdida de independencia a los 19 afios, y edad media de muerte alrededor
de los 20 a 35 afios, en comparacion con los 15, 17 y 19 afios para la MPS IlIA, MPS IIB y
MPS 111D respectivamente (33).

Los sintomas de la enfermedad pueden variar en severidad, incluyendo afectacién severa
del SNC pero leve enfermedad somatica (25); se presentan problemas neuropsiquiatricos
progresivos, retraso mental, pérdida de la audicion, y manifestaciones viscerales
relativamente menores, leve hepatomegalia, rigidez articular y cuerpos vertebrales

dorsolumbar biconvexos, leves facies tosca e hipertricosis (34).

Epidemiologia

La MPSIIIC es la tercera mas alta en frecuencia, representando el 5.56% de un estudio de
90 casos confirmados de MPS en pacientes de Lahore, Pakistan (35), una frecuencia
estimada de 0,21 a 0,7 por 100.000 recién nacidos vivos para Francia y los Paises Bajos
respectivamente (33, 36), incidencia de 0,12 por 100.000 nacidos vivos en Portugal (37),
0,07 por 100.000 nacidos vivos en Australia (38), y 0,34 por 100.000 nacidos vivos en
Suecia (39). La incidencia de MPS IIIC para la poblacion colombiana no ha sido reportada,
Gdmez et al., 2012 reporta una incidencia para MPSIII total de 0.17 por cada 100.000
nacidos vivos en la regién Cundiboyacense (5) y se cree que para la region descrita por

Velasco et al., 2017 es cercana a 1 por 200 nacidos vivos.

Proteina

Como se ha mencionado, la enzima acetil-CoA: a-glucosaminida-N-acetiltransferasa, es
una proteina de 11 dominios transmembrana con el extremo N-terminal dentro del lisosoma
y el C-terminal en el citosol (2) que cataliza la transferencia de un grupo acetilo de acetil-
coenzima A (acetil-CoA) citoplasmética a la glucosamina de sulfato de heparan dentro del
lisosoma. Esta acetilacién transmembrana es realizada a través de un mecanismo de ping-
pong; en dos reacciones acetilacion de la enzima, y transferencia del grupo acetilo a

glucosamina (40).
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El mecanismo de accion descrito empieza con la union de acetil-coA a la N-
acetiltransferasa en el lado citoplasmico del lisosoma; la enzima es acetilada y se libera
CoA. El intermedio acetil-enzima sufre un cambio conformacional que mueve la enzima
acetilada hacia el lumen del lisosoma. La glucosamina se une a la enzima acetilada
(enzima isomerizada), con posterior transferencia del grupo acetilo para formar N-
acetilglucosamina. Posteriormente se produce la isomerizacion, devolviendo la enzima a

su conformacion en el lado citoplasmatico del lisosoma (41) figura 1-2.

El sitio reactivo de los residuos involucrados en la reaccién de acetilacion, fue estudiado a
través de mediciones de actividad enzimética frente a tratamientos de aminoécidos con
diversas modificaciones de reactivos, logrando evidenciar en el sitio activo la ubicacién de
histidina, esencial para la existencia de un intermediario acetil-enzima que requiere el pH
bajo del citoplasma, en contraste con las condiciones dentro del lisosoma, que favorecen

la desacetilacion del Acetilhistidina (41).

La deficiencia de la enzima, conlleva a la acumulacién de heparan sulfato en lisosomay la
posterior manifestacion de sintomas y signos caracterizados principalmente por el
deterioro severo del SNC (25), presentando problemas neuropsiquiatricos progresivos,

retraso mental, pérdida de la audicion y manifestaciones viscerales menores (34).

La fisiopatologia que acomparia el deterioro nervioso, fue abordado en un estudio realizado
por Cannals et al.,, 2015 en el que se utilizaron células pluripotenciales inducidas y
diferenciadas a neuronas a partir de fibroblastos de pacientes con MPS IlIC, que mostré
alteraciones lisosomales en concordancia con la naturaleza progresiva de la enfermedad,
asi como desconexion de neuronas, subconjuntos de células altamente conectadas y una

evolucién de red hacia estructura disassortive, que es altamente susceptible a dafios (42).

Manejo

En la actualidad se han propuesto tratamientos experimentales para la enfermedad como
la terapia de reduccion del sustrato a través del uso de siRNAs en la inhibicion de los genes
EXTL2 y EXTL3 que son importantes en la sintesis del heparan sulfato (43) o la utilizacion
de aminoglicosidos y no aminoglicosidos en fibroblastos de pacientes con MPSIIIC (44)

entre otras, sin embargo, hasta el momento no se cuenta con un método efectivo, se
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necesita mas investigacion hacia la consecucién exitosa del tratamiento adecuado para el

sindrome.

Figura 1-2 Mecanismo propuesto para la acetil-CoA: a-glucosaminida-N-acetiltransferasa.
En la primera etapa, acetil-coA se une a la N-acetiltransferasa en el lado citoplasmético de
la membrana. Una vez que se forma el acetilhistidina intermedio (etapa 2), tiende a perder
un protén (etapa 3) y, por tanto, no puede transferir el grupo acetilo. El paso 4 es el primer
cambio conformacional, que lleva la acetilhistidina al interior del lisosoma. Dentro del medio
acido, la acetilhistidina tendrd una tendencia mayor a protonarse, aumentando su
susceptibilidad al ataque nucleofilico por la glucosamina y la formacién subsiguiente de N-
acetilglucosamina (etapas 5-7) Una vez desacetilada la enzima, Asume su conformacion

en el lado citoplasmico de la membrana (segundo cambio conformacional, etapa 8).
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Tomado de Bame y Rome, 1986.
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Efectos fundadores en enfermedades de depdsito lisosomal

Diferentes efectos fundadores de enfermedades de depdsito lisosomal han sido
encontrados. Oliveira de Alencar et al., 2014 reportd un efecto fundador en poblacion
brasilera para la mutacion 30delG del gen GAL, causante de la enfermedad de Fabry, un
trastorno ligado al cromosoma X del metabolismo de glicoesfingolipido que resulta de una
actividad deficiente de la enzima lisosémica a-galactosidasa (a-Gal A) y la consiguiente
incapacidad para metabolizar Globotriaosilceramida (Gb3), que conduce a la acumulacion
de este lipido en muchos 6rganos y tejidos (45).

Diaz et al., 2000 encontré un efecto fundador en europeos no judios y judios asquenazi de
las mutaciones N370S y 84GG respectivamente, causantes de la enfermedad de Gaucher
de tipo 1, un trastorno de almacenamiento lisosomal, que resulta de la actividad deficiente
de la beta-glucosidasa acida (GBA) y posterior acumulo de glucocerebrosido (46).

Otro efecto fundador fue encontrado en Monte Santo (Brasil), analizando la mutacién
missense p.H178L, causante de la enfermedad MPS VI o sindrome de Maroteaux-Lamy,
que lleva a deficiencia de la enzima arilsulfatasa B y posterior acumulacion de dermatan-
sulfato (23).

Para Sanfilippo C, aunque el espectro de mutaciones en pacientes muestra alta
heterogeneidad, algunas mutaciones identificadas tienen alta frecuencia dentro de una
poblacion o incluso a través de las poblaciones, lo que sugiere efectos fundadores (15); un
estudio en pacientes con MPS IIIC sugirid efectos fundadores en la poblacion holandesa,
donde las dos mutaciones, la p.R344C y p.S518F representaron el 22,0% y el 29,3%,
respectivamente de los alelos entre los probandos (47). Otro estudio demostré que los
probandos de 3 de las 10 familias estudiadas eran homocigotos para la mutacién c.852-
1G4A y que todos estos pacientes tenian origenes en el sur de Italia (48). La mutacion
€.525dupT se encontro en 5 de 6 alelos de MPS IlIC pacientes de Portugal y también se
sugirié un posible efecto fundador (49). Para Colombia sélo ha sido reportado un cluster

para la mutacién c.1360C>T en la vereda de Runta, Boyaca (6).

1.1.3 MPS llIC en Runta

El estudio realizado por Velasco et al.,, 2017 en la poblacién de Runta (objeto de esta
investigacion), analizé la historia natural de 5 pacientes con MPSIIIC con la mutacion

€.1360C>T, encontrando diferencias significativas al comparar la edad de inicio (p =
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0,00324), la edad de trastorno neurocognitivo mayor (p = 0,00186) y la pérdida de
habilidades de deambulacion (p = 0,00186) con datos reportado en otros pacientes
europeos, sugiriendo que en la poblaciéon de Runta, la MPSIIIC presenta una forma mas

grave de la condicion en cada estadio clinico (6).

1.2 Genética de poblaciones

1.2.1 Deriva genética

La deriva genética es una fuerza evolutiva que modifica las frecuencias alelicas y produce
cambios evolutivos por acontecimientos al azar lo que da como resultado cambios en el
acervo génico entre generaciones sucesivas de una poblacion. Debido a que es un efecto
acumulativo de eventos aleatorios, la deriva genética no puede producir adaptacion, pero
puede hacer que las frecuencias de los alelos cambien, lo que es por si mismo, un

mecanismo de evolucién (8).

Diferentes simulaciones realizadas por Herron et al., 2014, demuestran que el efecto de la
deriva disminuye a medida que aumenta el tamafio de la muestra, por lo cual, la deriva
genética es un poderoso mecanismo evolutivo en poblaciones pequefias, pero su poder

disminuye en poblaciones mas grandes (8, 50).

El desplazamiento de las frecuencias de los alelos produce dos efectos importantes y
relacionados: 1. Los alelos se pueden desplazar a la fijacibn o pérdida, con una
probabilidad de fijacién igual a la frecuencia del alelo (51) y 2. La frecuencia de los
heterocigotos declina, llevando a una pérdida de heterozigosidad y por ende un aumento

de homocigosidad que expone alelos deletéreos a la seleccion.

De esta forma, la deriva genética es un mecanismo no adaptativo de la evolucién, donde
las frecuencias de los alelos pueden cambiar de una generacion a la siguiente, llevar a la
fijacion de algunos alelos, la pérdida de otros, y a una disminucién general en la diversidad
genética. La deriva es mas influyente en poblaciones pequefias, cuando la seleccion es

débil, y sus efectos se agravan a través de generaciones (8).
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Efecto fundador

Los fundadores originales de cada poblacion son pequefias muestras de la poblacion
donante y por lo tanto difieren entre si en las frecuencias de los alelos debido a un efecto
de muestreo aleatorio. Esta variacion inicial se llama efecto fundador (52). Un efecto
fundador puede resultar del establecimiento de una nueva poblacion de individuos
derivados de una poblacién mucho mayor o de una reduccién extrema en el tamafio de la
poblacion (cuello de botella). En cualquiera de los casos los alelos presentes
inmediatamente después del evento se pueden encontrar en una frecuencia mucho mas
alta de lo que eran anteriormente y alcanzar frecuencias mayores por deriva genética que

tenga lugar mientras la poblacion siga siendo pequeiia (53).

Las poblaciones aisladas se pueden definir como subpoblaciones derivadas de un
pequefio numero de individuos que se separaron a causa de un evento fundador y
mantiene este estado por muchas generaciones. El aislamiento geogréfico y/o cultural que
resulta de estas poblaciones tiene consecuencias genéticas, como, por ejemplo, la
endogamia, junto con el flujo de genes muy restringido de poblaciones vecinas que a
menudo puede ser observado. Por lo tanto, los genomas tienden a mostrar mayor
homogeneidad en los aislamientos en comparacion con las poblaciones cosmopolitas, que
se refleja por un reducido tamafio efectivo de la poblacion (Ne, el nimero efectivo de

personas requeridas para explicar la variabilidad genética observada) (9, 54).

En general, las caracteristicas de una poblaciéon que ha sido producto de un efecto

fundador, corresponde a cambios en relacién a la poblacién original, tales como:

¢ Disminucién en el nimero de alelos (55) que conlleva a la perdida de diversidad alélica,
la pérdida de heterocigosidad y el aumento de homocigosidad (8).

¢ Fijacion de alelos. Un efecto fundador puede ocasionar la presencia de un alelo en una
frecuencia inusualmente alta en una poblacion si el alelo es selectivamente neutro y
todas las copias son idénticas por descendencia, lo que explica ademas la presencia
de enfermedades de alta frecuencia en muchas poblaciones aisladas (53, 56).

¢ Incremento en el nivel de desequilibrio de ligamiento (55), causada por la pérdida de

haplotipos en la poblacién, que lleva a la presencia de sélo algunas combinaciones.
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1.2.2 Endogamia

El tipo mas comun de apareamiento no aleatorio es la endogamia (apareamiento entre
parientes genéticos). El efecto de la endogamia en la genética de una poblacion es
aumentar la frecuencia de los homocigotos en comparacion con lo que se espera en los

supuestos de Hardy-Weinberg (50).

Sin embargo, aunque la endogamia hace que las frecuencias genotipicas cambien de
generacién en generacion, no hace que las frecuencias de los alelos cambien. Por lo tanto,
la endogamia por si misma no es un mecanismo de evolucién. Sin embargo, puede tener

importantes consecuencias evolutivas (8).

Estas consecuencias evolutivas se relacionan con la llamada depresién endogamica, que
generalmente resulta en la exposicion de alelos recesivos deletéreos susceptibles a la
seleccion. Al aumentar por endogamia la proporcién de individuos en una poblacion que
son homocigoéticos, aumenta la frecuencia con la cual los alelos recesivos deletéreos
afectan a los fenotipos, afectando la aptitud de la descendencia en la poblacion. Asi por
ejemplo, los hijos de primos tienen tasas de mortalidad mas altas que los hijos de padres

no relacionados (8, 57).

Estadisticos F

Los calculos de los indices de fijacion de Wright (Fit, Fst y Fis) son fundamentales para
estudiar la diferenciacion genética de las poblaciones. Estos indices pueden definirse en
términos de correlaciones entre los gametos unificadores (58); como funciones de las
heterocigosidades y sus expectativas de Hardy-Weinberg (59, 60), o como funciones de

los componentes de la varianza de un andlisis anidado de la varianza (61).

Weir y Cockerham describieron tres parametros basicos cuando los individuos diploides
son muestreados de una serie de poblaciones de la siguiente manera: el coeficiente de
endogamia F, Fit de Wright, es la correlacion de genes dentro de un solo individuo sin
considerar la existencia de subpoblaciones; la co-ascendencia, 6, Fst de Wright, es la
correlacion de genes de individuos procedentes de diferentes subpoblaciones; y f, Fis de
Wright, es la correlaciéon de los genes dentro de los individuos dentro de las subpoblaciones

(61). Cuando una poblacion establece un patrén de subdivision de otros debido a algun
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tipo de aislamiento genético, el proceso se denomina microdiferenciacion o
microespecificacion. Este proceso puede ser evaluado paramétricamente usando Fst de
Wright o 6 de Cockerham y Weir.

Algo importante para el uso de estos estadisticos es que no se ven afectados por aspectos
de los esquemas de muestreo de los alelos observados por locus, el numero de individuos

muestreados por poblacion o el nUmero de poblaciones muestreadas (61).

La férmula que describe los estadisticos F, esta dada por:
F=He-Ho/He

Donde He es la heterozigosidad esperada bajo el equilibrio de Hardy-Weinberg en una
poblacién total creada combinando todas las poblaciones, y Ho es el promedio de las

poblaciones separadas (subpoblaciones) en sus heterocigosidades esperadas (8).

A la luz de los estadisticos F tenemos, que las poblaciones que exhiben altos niveles de
endogamia presentan un aumento en la homozigosidad y tendran valores F positivos,
mientras que aquellas poblaciones que exhiben un apareamiento al azar entre individuos

procedentes de diferentes subpoblaciones tendran valores F negativos (8, 60).

1.2.3 Seleccidn de alelos recesivos

La seleccién ocurre cuando individuos con fenotipos particulares sobreviven a la madurez
sexual a tasas mas altas que aquellos con otros fenotipos, o cuando individuos con
fenotipos particulares producen mas descendientes durante la reproduccién que aquellos
con otros fenotipos (50). Teniendo en cuenta que la MPS IllIC confiere un fenotipo
incapacitante y letal, podemos inferir seleccion en contra del genotipo homocigoto recesivo

y por ende del alelo recesivo.

Sea p la frecuencia del alelo dominante A, y q la frecuencia del alelo recesivo a. La
seleccion en el alelo recesivo muestra el fithess (w) de los genotipos dados por:

WAA wAa waa

1 1 1-s
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Donde s, denominado coeficiente de seleccion, representa la fuerza de seleccioén frente a
los homacigéticos recesivos en relacién con los otros genotipos. En el caso puntual de
letalidad s=1, tendremos un fithess de 0 para los homocigotos recesivos, que se traduce
en evoluciébn por un cambio de frecuencias alélicas en la siguiente generacion,
aumentando p y disminuyendo g, asi como la perdida de equilibrio de las frecuencias
genotipicas (8).

A pesar de la disminucién del alelo g, cuando el alelo recesivo es raro (como en caso de
la MPS IIIC), la mayoria de las copias de la poblacién se encuentran en individuos
heterocigéticos, donde estan efectivamente ocultos de la seleccion y de esta manera

logran pasar de una generacion a otra (8).

1.2.4 Microsatélites

Los microsatélites también conocidos como repeticiones cortas en tandem (STRs, Short
tandem repeats) (62, 63), son secuencias de ADN que contienen bloques de repeticiones
de 6 nucledtidos 0 menos, dispuestas sin interrupcién un nimero limitado de veces. Se
localizan a lo largo de todo el genoma, siendo abundantes en regiones centroméricas o en
porciones heterocromaticas de los cromosomas y su densidad promedio por genoma es
de un locus STR cada 104 o 105 bases; asi, las secuencias microsatélites constituyen

aproximadamente el 3% del genoma humano (64).

Los microsatélites se clasifican segun el tipo de arreglo de sus secuencias repetidas,
los de estructura simple se componen de una misma secuencia de repeticion,
independientemente del nimero de bases que la conformen. Los compuestos estan
conformados por mas de un tipo de repeticion en tandem, generalmente con
repeticiones muy similares en tamafio y secuencia y varian solo en un nucledtido. Los
complejos presenta mas de un tipo de repeticién pero pueden ser de diferente tamafio

y secuencia (65).

Otra clasificacidbn considera secuencias perfectas, imperfectas, interrumpidas o
compuestas: En un microsatélite perfecto la secuencia de repeticion no esta
interrumpida por ninguna base que no pertenezca al motivo; en un microsatélite

imperfecto, hay un par de bases entre los motivos repetidos que no concuerdan con la
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secuencia motivo. En un microsatélite interrumpido hay una pequefia secuencia dentro
de la secuencia repetitiva que no coincide con la secuencia motivo y en uno
compuesto, la secuencia contiene dos secuencias de repeticiones distintas y

adyacentes (66), figura 1-3.

Figura 1-3 Clasificacion de microsatélites

Mononucledtido (A)13 AAAAAAAAAAAAA

Dinucleétido (GT)s GTGTGTGTGTGTGTGT
Trinucledtido (GAT)7 GATGATGATGATGATGATGAT
Tetranucledtido (CTAG)s CTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAG
Pentanucleétido (CATTG)s CATTGCATTGCATTGCATTGCATTG
Hexanucle6tido (GGATCC)4 GGATCCGGATCCGGATCCGGATCC
Microsatélite imperfecto GTGTGTGTGTATGTGTGTGTG
Microsatélite interrumpido GTGTGTGTGCCCGTGTGTGTGT
Microsatelite compuesto GTGTGTGTGCTCTCTCTCTCTC

Tomado y modificado de Schlétterer y Harr, 2004.

Los microsatélites son altamente mutables ya sea hacia la ganancia o la pérdida de
repeticiones, su tasa de mutacién se ha estimado en, 103 a 10 eventos por locus por
generacion, mucho mayor que las tasa de substitucion de nucleétidos simples, y varia
entre loci, entre alelos y aun entre especies y depende parcialmente de su estructura
intrinseca, como del nimero de unidades repetidas, la longitud en pares de bases y el

motivo de repeticion (67).

La base para explicar la dinamica mutacional de los microsatélites puede ser a través del
mecanismo de la replicacion en slippage, o slippage de la polimerasa, basado en el modelo
de Streisinger, que describe un mal apareamiento por deslizamiento de hebras o slipped-
strand mispairing, que afecta a la ADN polimerasa, provocando una detencion del copiado,
al parecer es ocasionada por factores como la misma secuencia repetitiva (puede generar
una estructura no usual de la molécula de ADN), que produce la detencién de la actividad
enzima y el complejo de replicacién, durante el copiado y la procesividad de la polimerasa

sobre la hebra molde (68).



19

Se genera una disociacion del complejo de replicacion, que desplaza la enzima y aleja el
extremo primado terminal de la hebra naciente, del sitio activo de la polimerasa.
Posteriormente, la enzima puede volver a su sitio original, continuando la copia desde la
misma unidad de repeticion que habia dejado en el momento de la interrupcién, o en una
repeticién previa o posterior a ella. Estas situaciones dependen de un evento accesorio
gue es la formacién de un intermediario mal alineado transitorio (IMAT) o un loop que
generalmente contiene una unidad de repeticion, la cual puede generarse sobre alguna de

las cadenas sencillas naciente o molde (69), figura 1-4.

Figura 1-4 Desplazamiento de replicacion en microsatélites (Replication slippage)

Incremento tamafio de repeticion Disminucién tamafo de repeticion
1.2 3 4 1.2 3 4
- Iniciacion -— i
1234567 89 10 1234567 89 10
3,4, 3,45
12 3 45 6 7 8 910 Disociacion 12 3 45 6 7 8910

1200 1234

1 23 45 6 7 8 9 10 Rehibridizacion ydeS|izamient0 1 2(3) 45 6 7 8 9 10
1 2CM 5 6 7 8 9 10 11 _ 1.2 3456 78 910
e e e e e La nueva hebra es de diferente . —
1234567 8910 . . 12 456 7 8 910
longitud a la plantilla

Tomado y modificado de Ellegren, 2004.

Uno de los modelos de mutacion en microsatelites mayormente aceptado es el modelo
por pasos, Step wise mutation model (SMM), tiene en cuenta que cuando un
microsatélite muta, gana o pierde una repeticion; esto implica que dos alelos que
difieren solo en una repeticion, es decir, comparten un ancestro comun mas reciente,

estan mas relacionados, que aquellos que difieren en varias unidades (70).

1.2.5 Datacion de la mutacion

Es posible realizar aproximaciones a la edad de una mutaciéon a partir de la variacién
genética entre diferentes copias (variacion intraalélica) como de su frecuencia. Las

estimaciones basadas en la variacion intraalélica se derivan de la desintegracion



20 Andlisis del efecto fundador de una mutacién nonsense del gen HGSNAT
en la poblacién de Runta, Boyaca

exponencial del desequilibrio de ligamiento (LD) debido a la recombinacion y la mutacién
(11). EI LD que se crea cuando una nueva mutacién se produce en un cromosoma que
lleva un alelo particular en un lugar cercano, se erosiona gradualmente por recombinacion,
por lo cual se espera que la extensién de LD en las poblaciones disminuya con el tiempo
y la distancia de recombinacién (r, o la fraccion de recombinacién) entre los marcadores
(10) (71) figura 1-5.

Algunos factores que influyen en el desequilibrio de ligamiento pueden ser: (10):

e Deriva genética, como un fenédmeno que aumenta el LD por perdida de haplotipos de
la poblacion.

¢ Crecimiento de la poblacion, disminuye el LD al reducir la deriva genética.

e Migracién, puede crear LD por ADMIXTURE entre poblaciones, inicialmente
proporcional a las diferencias de frecuencia de alelos entre las poblaciones y luego el
LD entre los marcadores no enlazados se pierde rdpidamente, mientras que con los
marcadores cercanos se descompone lentamente por recombinacion.

e  Seleccion natural, cuando un haplotipo completo flanquea una variante favorecida que
puede aumentar la frecuencia o incluso a fijarse, o por seleccién epistatica por
combinaciones favorables de alelos en dos o mas loci en el mismo o en diferentes
cromosomas.

e Tasas variables de mutacion, como por ejemplo, en islas CpG que podrian tener alta
tasa de mutacion y por lo tanto poca o ningun LD con marcadores cercanos.

e Conversion de genes, en el gue un corto tramo de una copia de un cromosoma se
transfiere a la otra durante la meiosis, lo que puede romper LD de una manera similar

a la recombinaciéon o mutacion recurrente.

Los programas de calculo de edad de la mutacion, se basan en algunos de estos factores
para determinar a través de los cambios presentes en el haplotipo el tiempo del posible
origen de la mutacion. Para el desarrollo de esta metodologia, son mayormente utilizados
marcadores STRs alrededor de la mutacion, ya que en comparaciéon con los SNP, tienen

una mayor tasa de mutacion que permite la acumulacién de cambios a través del tiempo.
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Figura 1-5 Patrones de desequilibrio de ligamiento basado en el tiempo de origen de una
mutacién de enfermedad. La mutacion (m) se muestra en rojo y los marcadores
cromosomicos adyacentes se muestran en otros colores, de acuerdo con su cromosoma
de origen. Estos son mezclados por recombinacién durante la meiosis en células de 6vulos
0 espermatozoides. Las mutaciones que ocurrieron recientemente han tenido menos
eventos de recombinacién y por lo tanto estan asociadas con largos intervalos de
desequilibrio de ligamiento (LD) (derecha). Mutaciones que ocurrieron hace mucho tiempo
han tenido muchos eventos de recombinacién y por lo tanto estan asociados con intervalos

cortos de LD (izquierda).

Cromosoma ancestral

Muchas generaciones / \ Pocas generaciones

Corto desequilibrio de ligamiento Largo desequilibrio de ligamiento
e e e o B e 1
- = '_m N | _m_
| M I
= M t [ m

o el o] [ ey L

Tomado y modificado de Ostrer H., 2001.

1.2.6 Aflos por generacion

Como vimos en la datacion de la mutacion, el factor tiempo es necesario para romper el
LD, razon por la cual, algunos software como el DMLE utilizan la tasa de crecimiento de la

poblacion teniendo en cuenta los afios por generacion.

En la préactica, la longitud de generacion puede variar ampliamente: La paternidad puede
extenderse desde la pubertad hasta la muerte o en las mujeres desde la menarquia hasta

la menopausia (72).

Un estudio realizado por Ossa et al.,, 2012, con poblacién indigena mapuche chilena,
evidencié que la edad de menarquia en las adolescentes no indigenas es mas temprana

(147 meses) que en las nifias de apellidos indigenas (155 meses), aunque estas
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diferencias no necesariamente deben ser atribuidas a etnicidad, sino méas bien a un grupo
de factores que incluyen como el nivel socioeconémico, estado nutricional y la enfermedad
durante la vida preadulta (73-75). Otro estudio realizado con indigenas embera chamibida
en Colombia revela un promedio de edad de la menarquia de 13,5 afios, con edades
minima y maxima de 9 y 19 afios y con un promedio de edad de la primera gestacion de
18 con maxima de 38 afios. EI comportamiento reproductivo de esa poblacion se
caracteriza por una entrada a la uniéon (matrimonio) a los 17,8 afios en promedio, con
intervalos intergenésicos cortos, con una tasa de fecundidad ajustada de 5,12 hijos, que

acepta la planificacién familiar occidental y con mayor acceso a la escolaridad formal (72).

Papadimitriou A., 2016, describi6 la evolucion de la edad en la menarquia desde tiempos
prehistoéricos a los actuales, encontrando en la época paleolitica y neolitica una edad entre
7 y 13 afios, en la época medieval de 14 afios (Siglo V a XV a.C), con un rango de 12-15
afos y un retraso significativo en la edad de la menarquia (15 a 16 afios) a principios de
los tiempos modernos, poco después de la revolucion industrial (1760 a 1840), debido a la
deterioro de las condiciones de vida y luego en el siglo XX disminuy6 (12-13 afios) gracias
a la mejora de las condiciones socioeconomicas. Su conclusion se centré a partir de los
datos paleoantropoldgicos, donde las nifias en épocas prehistéricas maduraron en edad

similar a la de los tiempos modernos (76).

La variacion en la edad de la menarquia (y de edades generacionales) ha sido explicada
teniendo en cuenta las diferencias de las condiciones socioecondémicas, sin embargo,
algunos autores también argumentan que a menudo hay compensaciones entre
fecundidad y longevidad, presentandose un aumento de la fecundidad asociado con
longevidad reducida (77, 78). Por otra parte, investigaciones endocrinolégicas directas han
confirmado alta frecuencia de ciclos anovulatorios y lutealmente insuficientes en los
periodos perimenarqueal y peri menopausico (79-81), con niveles de funcién ovarica mas
bien constante entre estos extremos de la amplitud reproductiva (82-84), que apoya la idea
de una edad de fecundidad mas corta de lo pensado con un inicio mas tardio poco después

de la menarquia (después de los 15 afios) hasta antes de la menopausia.

Como podemos ver, la longitud de una generaciéon se utiliza principalmente como un

célculo sobre la credibilidad de la evidencia; un lapso demasiado largo o corto entre padre
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e hijo puede llevar a apreciaciones erroneas y es con ese propdsito que los promedios de

20y 25 afios contintan siendo utilizados.

1.3 Vida prehispanica/ Conquista

La ocupacién del territorio Americano hace quiza 20 mil afios antes de la llegada de los
europeos dio origen a un conjunto de comunidades indigenas que conocieron y
modificaron su entorno, adaptandolo segln sus caracteristicas, necesidades y nivel

tecnolégico alcanzado (85).

Hacia el siglo VIl d.C se produce una oleada de migraciones de etnias pertenecientes a la
familia linglistica Chibcha (hace parte Muiscas, Lanches, Guanes) desde la Guajira y la
cuenca del lago de Maracaibo, hacia los andes orientales de Colombia y Venezuela, dando

origen a la ocupacion tardia de pueblos de habla chibcha de estas regiones (86).

De acuerdo con los cambios ambientales, culturales y biolégicos percibidos en la sabana

de Bogota, se divide la secuencia de las ocupaciones humanas prehispanicas en varios

periodos (87) (Tabla 1-3):

= Preceramico Temprano (hasta mediados del Ill milenio a.C.), en que prevalece la
recoleccién y la caza. La gente es robusta, dolicocéfala, de dientes grandes y rostro
mesomorfo.

=  Preceramico Tardio (finales del Il milenio a inicios del | milenio a.C.), cuando surge la
horticultura y la pesca como actividades de subsistencia importantes. La poblacién se
ve afectada por un proceso de gracilizaciéon y de reduccién del aparato masticatorio, y
por enfermedades infecciosas propiciadas por el crecimiento demogréfico y la
sedentarizacion.

= Formativo o Herrera (I milenio a. C. a siglo VIII d. C.), cuando surge la agricultura del
maiz y otros productos como el frijol y la achira. La poblacién se torna mas gracil y
braquicéfala tipo mongoloide y se congrega en torno a pequefias aldeas.

» Tardio o Chibcha (siglos IX-XVI d. C.), cuyas caracteristicas fueron similares a las

descritas por los conquistadores europeos.
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Tabla 1-3 Cambios socioculturales, climaticos y biolégicos en los Andes Orientales de

Colombia.

PERIODO CRONOLOGIA CLIMA
Repuiblica ss XD-XXT d. C. Calentamiento global.
Conquista y Pequena Edad
Colonia Skl b de Hielo.

Chibcha Tardio s XII-XV d. C. Mis cilida, menos

himedo.

Menos cilido y mds

Chibcha Temprano ss IX-XII d. C. .
himedo.

ss -VIILd. C.

Herrera Tardio

Calentamiento, dese-
cacion de lagos, entre

ellos, La Herrera.

Herrera Temprano 1 milenio a. C.

Precerimico Tardio III-II milenio a. C. Mis seco y cdlido
VLI milenioa. ¢, Fipsitermal, muy ci-
lide
e Inicios del Holoceno y
Precerdmico R del deshielo
Temprano IX milenio a. C. Estadial El Abra

X milenio a. C. Interestadial Guantiva

XVII-XI milenios a. C. Estadial Faquene

Tomada de Rodriguez, 2011.

ECONOMIA Y CULTURA

Industria

Extractiva

Agricultura intensa, mayor den-

sidad demografica.

Muiscas, guanes, laches, chita-

reros.
Periodo de transicion,
cerdmica pintada

Agricultura mds intensa, penera-

lizacién del maiz.

Desarrollo de templos y observa-

torios astronémicos liticos.
Cerdmica incisa.

Inicios de la agricultura (maiz),
construccion de camellones, ca-

nales, y estructuras liticas.
Cerdmica incisa.

BIOTIPO

Mestizo hipsi-bra-
quicéfalo

Mestizo braquicéfalo,
espanol dolicocéfalo

Braquicéfalo

Braquicéfalo

Braquicéfalo

Deformacién craneal

Dolico-mesocéfalo

Caza, recoleccion, pesca, horticul- Dolicocéfalo

tura (raices del altiplano}_

Carza (venado, extincion de me-
fauna), recoleccion. Inicios de

g2
domesticacion del curi.

(Cara (venado, caballo, mastodon-

te, curi, otros), recoleccion.

Dolicocéfalo

SITIOS
Multiples
Edificaciones coloniales

Bogotd, Tunja, Duitama,
Sogamoso, Los Santos, S.
N. Cocuy, Silos
Portalegre, Candelaria,
Funza

Madrid 1, laguna de La
Herrera, Templo del Sol
(Sogamoso), Templo de
Goranchacha (Tunja), El
Infiernito (Villa de Leiva),

San Lorenzo (Duitama)

Madrid 0, Zipacon
Aguaruque,
Vistahermosa

Chia, Galindo, Neusa
Checua, Tequendama,

Sueva, Nemocén, Floresta
Tibits, El Abra.

Pubenza, Tocogua, Rio
Sogamoso

De los Muiscas, Guanes y Lanches arqueoldgicamente se registra presencia después de

los agroalfareros tempranos o Herreras (pueblos contemporaneos vecinos), con los que

se establecieron importantes redes de intercambio, por su capacidad para explotar los

pisos térmicos y compleja organizacion social y religiosa (88), figura 1-6.

El altiplano Cundiboyacense estaba conformado por numerosos valles apartados unos de

otros y en cada valle habia un sefior que lo gobernaba y que le daba su nombre; varios

valles estaban supeditados a un cacique y todo el conjunto lo estaba a un gran sefior, como

Tunja o Bogota. Este Ultimo muy poderoso y el mayor y universal sefior de todos los otros

caciques de la tierra y valle de Bogota (87).



25

Figura 1-6 Localizaciéon de pueblos Chibchas y vecinos durante siglo XVI

w M

Tomado de Rodriguez, 2011.

La regién de Tunja ha sido conocida por la densidad e importancia de los asentamientos
muiscas (cacicazgo del Zaque), especialmente en predios de la Normal de Tunja, hoy dia
Universidad Pedagégica y Tecnoldgica de Colombia (UPTC), zona denominada el Cercado

Grande de los Santuarios (87).

Los muiscas vivian en bohios que estaban dispersos en las zonas de cultivo, la vivienda
era de planta circular de techo cénico, pajizo, con paredes de bahareque, puertas hechas

con cafas que ataban con cuerda y ventanas pequefas; no habian pueblos grandes,
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mantenian una distribuciéon de asentamientos dispersos y de baja densidad demografica
(88). Las condiciones de vida que se han logrado recrear muestran, que se tratd de
indigenas mas comerciantes que guerreros y que los de Tunja eran menos belicosos y

mas religiosos (88).

La alimentacion general de las poblaciones indigenas prehispanicas se apoyaba en
productos que proporcionaban una dieta suficiente y equilibrada en proteinas de tipo
vegetal, animal, energia, vitaminas y minerales con infinidad de frutas y verduras (85),
gracias al aprovechamiento de diferentes pisos térmicos, la habilidad de intercambio de
productos con otros pueblos de tierras bajas y el papel del cacique en la distribucién de

alimentos en épocas de escases (88).

El pueblo muisca era religioso y muy ritual con normas morales claramente determinadas
y un severo cddigo penal, aplicado a los que contravenian las normas al matar o robar,
aplicaban penas desde ahorcar, cortar manos, orejas, cegar con fuego, muerte y expulsion;

no toleraban violaciones (88) o el incesto (89).

Los matrimonios se realizaban, por lo general, entre miembros de diferentes bandos,
aunqgue “no existia ninguna desaprobacién en contra de matrimonios entre personas de la
misma parte”. Eran poligamos, pudiendo el novio tener tantas mujeres cuanta
disponibilidad econémica y social poseia, teniendo en cuenta que la alianza se realizaba
entre grupos sociales y no entre individuos. La unidad de la organizacién social muisca
estaba constituida por las capitanias o parcialidades, grupos exégamos matrilineales a
nivel intralocal, endégamos en sentido interlocal, cuyo poder lo heredaba el sobrino, hijo
de la hermana del cacique, pues se tenia la certeza de que el hijo de la hermana era del

mismo linaje (87).

Hasta mediados del siglo XX con el descubrimiento, excavacion y analisis de extensos
cementerios en el altiplano Cundiboyacense por parte del profesor Eliecer Silva Celis, se
inicio el estudio de las enfermedades antiguas mediante sus restos 6seos momificados
(90, 91).
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El estudio de la paleopatologia en restos 6seos no llega al 1% de las enfermedades que
afectaron en la época, sin embargo se pueden evidenciar patologias dentales (caries,
enfermedad periodontal, abscesos) y desgaste posiblemente debido a la ingesta de
alimentos duros y habitos como tensionar la cuerda de los arcos (87). La mas frecuente
patologia encontrada en los restos O0seos de los muiscas, es la enfermedad articular
degenerativa, relacionada con el trabajo mecanico sobre las articulaciones. Se reporta
también tuberculosis principalmente en poblaciones agricolas sedentarias y

treponematosis que en el caso de los muiscas de Tunja no fue descrito (88).

A la llegada de los espafioles se encontraron con una sociedad organizada, con una
compleja organizacion politica y religiosa y con una muy variada produccién agricola,
autosuficiencia alimentaria y un sistema de intercambio mediante ferias y mercados (92).

La irrupcion de Europa en el continente americano a partir del siglo XVI modificé de manera
abrupta la vida de los pueblos indigenas, destruyendo los poblados, las sementeras y los
nucleos familiares. Fueron esclavizados en represalia de la muerte de algunos espafioles
a manos de los nativos, desde 1504 hasta que en 1542 por orden del Rey Carlos de

Espafa se prohibié esa condicién y restituyeron la libertad de los indios (85).

La conquista espafiola trajo consigo la disminucién de la poblacién nativa por causa de las
enfermedades. La poblacion infantil indigena era a su vez la mas susceptible a las
epidemias de enfermedades infecciosas traidas por los espafioles, como la ocurrida en el
afio de 1559 cuando surgié una pestilencia de viruela y sarampién tan impactante que
murieron muchos indigenas, especialmente de la provincia de Vélez, la que se repiti6 en
1570. El bienestar nativo se eclips6 por 500 afos, llevandose consigo a millares de
indefensos aborigenes y acabando con tradiciones agricolas milenarias, sustentadas en la
laboriosidad e ingenio aborigen, que fueron suplantadas por cultigenos poco adaptados a

nuestro suelo, convirtiendo la “comida de indios” en alimentos poco deseables (87).

Dentro de las catastrofes demogréficas, se encuentra la ocurrida en el altiplano
Cundiboyacense a finales del afio 1558 causada por la enfermedad de la viruela que llevo
a la muerte de mas de 15.000 personas naturales (93) y en 1816 se dio otra epidemia de
Viruelay Lepra. Desde 1835 hasta 1842 se presentaron los picos mas altos de muertes de
defunciones en las 3 parroquias de Tunja. En 1836 se present6 una epidemia de sarampiéon

y en 1837 se registrd un periodo de hambre en toda la provincia, incluyendo la ciudad de
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Tunja donde guerra, hambre, enfermedad y muerte se juntaron (94). En Tunja la poblacién
descendi6 de 53.465 a 8.610 durante esa catastrofe demografica que caracterizo los siglos

XV1y XVII por el desarraigo, las epidemias, los trabajos excesivos y la desarticulacion de
las sociedades indigenas (95).
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2.Capitulo 2 — Metodologia

2.1 Objetivo general

Establecer la presencia de efecto fundador de la mutacién nonsense ¢.1360C>T del gen
HGSNAT en la poblacion de Runta, Boyaca.

2.2 Objetivos especificos

» Seleccionar los STR alrededor de la mutacién nonsense ¢.1360C>T, a través de
analisis bioinformatico.

= Determinar el haplotipo presente alrededor de la mutacion nonsense HGSNAT a
través de marcadores STRs en pacientes portadores y afectados.

» Estimar la edad de la mutacién a través del andlisis de los haplotipos.

2.3 Tamaino de muestra

La muestra fue tomada en la vereda Runta, ubicada en la parte centro oriental del municipio
de Tunja, limita por el norte con la vereda de Porvenir, por el este con el Perimetro Urbano,
por el Sur con la vereda de Chorroblanco, por el oeste con la vereda de Baron Germania,
ubicada a una distancia de 4.6 km de Tunja (9 minutos por la Avenida Oriental); es una de

las veredas més pobladas del municipio de Tunja con alrededor de 2570 habitantes.

La muestra fue tomada a conveniencia; de un total de 198 individuos genotipados a través
del proyecto desarrollado por el grupo de investigacion de Genética Clinica de la
Universidad Nacional “IDENTIFICACION DE PACIENTES CON
MUCOPOLISACARIDOSIS EN REGIONES “CLUSTERS” CON RIESGO PARA
EL DESARROLLO DE ENFERMEDADES DE DEPOSITO LISOSOMAL EN
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COLOMBIA” pertenecientes a la vereda, de los cuales se tomaron 6 muestras de
pacientes homocigotos positivos para la mutacién, 69 de individuos heterocigotos
pertenecientes a 4 familias y del personal médico del Hospital San Rafael de Tunja (que

fueran nacidos en la region) 78 muestras control para un total de 153 muestras.

2.4 Criterios de inclusion

» Individuos afectados con la mutaciéon nonsense ¢.1360C>T con diagnéstico molecular
de MPS llIC.

» Familiares desde primer hasta sexto grado de consanguinidad que sean heterocigotos
para la mutacion ¢.1360C>T.

» Habitantes de la vereda que sean heterocigotos para la mutacion ¢.1360C>T.

» Individuos control con padres y abuelos nacidos en la region.

» Firma del consentimiento informado y asentimiento del menor.

2.5 Criterios de exclusion

» Individuos que no pertenezcan a la Vereda de Runta.
= En el caso de los individuos control, aquellos que no tengan padres o abuelos nacidos

en la region.

2.6 Extraccion de DNA

La extracciéon de DNA gendmico se realiz6 usando el kit de extraccién UltraClean Blood
DNA Isolation Kit® (MO BIO Laboratories, USA) a partir de una muestra de 300 ul de
sangre periférica, segun las instrucciones del fabricante. Se obtuvo dos muestras por cada
paciente incluido en el estudio. El DNA obtenido fue cuantificado por espectrofotometria
en un equipo Nanodrop2000® UV-Vis Spectrophotometer ThermoScientific® (A260/230
>1.0, A260/280>1.5).

2.7 Seleccion de STRs

Se procedi6 a realizar la busqueda de los STRs alrededor de la mutacion abarcando 4 Mb

a cada lado de la mutacién, utilizando la referencia: Homo sapiens chromosome
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8, GRCh38 reference primary assembly, GenBank: CM000670.2 desde la posicion
39192412 hasta la 47192412.

Para la definicion de los STRs alrededor de la mutacion se tuvo en cuenta varios aspectos:

La distancia final entre los STRs a la mutacion, fue determinada teniendo en cuenta
trabajos en los cuales se ha desarrollado la misma metodologia, encontrando distancia
entre 2.7 Mb (45) y 8 Mb (96), por lo cual, hemos seleccionado 6.5 Mb.

Seleccion de STRs perfectos y puros de ser posible, teniendo en cuenta que los STRs
interrumpidos (con unidades irregulares intercaladas) mutan con menos frecuencia
que los alelos ininterrumpidos o perfectos (97).

STRs con 10 o mas repeticiones en el genoma de referencia, teniendo en cuenta que
las regiones repetidas homogéneas con nameros repetidos <10 parecen mutar muy
raramente (97). Ademas, entre mas repeticiones tiene el STRs mayor es la
probabilidad de ocurrencia de un slippage durante la replicacién (69).

STRs en los cuales se lograra disefiar primers cuyo analisis de harpin, homodimero o

heterodimero permitieran su utilizacion.

Fueron seleccionados 6 STRs distribuidos en 6.5 Mb alrededor de la mutacién como se

ilustra en la figura 2-1.

Figura 2-1: Distribucion de STRs alrededor de la mutacion.
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2.8 Amplificacion de los fragmentos genéticos

Esta fase del desarrollo del trabajo de investigacion fue realizada con la colaboracion del
grupo del Laboratorio de Genética Humana y Médica de la Universidad Federal de Para

(Brasil) bajo la coordinacién y orientacion del Dr. Sidney Santos.

Se realiz6 amplificaciéon de los 6 STRs alrededor del gen HGSNAT, ubicados en regiones
intronicas. Se emplearon los primers disefiados en el programa bioinformatico primer3

(http://primer3.ut.ee), sintetizados por Invitrogen (Tabla 2-1).

La amplificacion se llevé a cabo a través de 2 PCR multiplex usando Kit Qiagen (Qiagen,
Hilden Alemania) en un volumen final de 10uL: 5uL de Quiagen, 1uL Q-sol, 2uL H2O, 1uL
de Mix de primers y 1uL DNA (10ng/uL) por reaccion.

Concentracion mix de primers 1: STR1 0.5 pM, STR2 1 pM, STR6 0.5 pM
Concentracion mix de primers 2: STR3 0.5 uM, STR4 1 pM, STR5 1.2 uM

Las condiciones de termociclado fueron las siguientes:
Incubacion inicial a 95°C durante 15 min; 35 ciclos a desnaturalizaciéon 94°C durante 30s,

hibridaciéon 60°C durante 40s, extension 72°C durante 50s, finalizacion 5°C durante 4min.

Los productos de PCR fueron sometidos a electroforesis capilar en un ABI PRISM 3130
con el estandar de tamaiio LIZ GS-500, el conjunto de filtros D y polimero POP7 (Life
Tecnologies, California, EE.UU.). Se identificaron alelos y asignaron mediante el software

GeneMapper IDv3.2 (Life Technologies California, USA).

2.9 Anadlisis estadistico

La estimacion de Equilibrio de Hardy-Weinberg fue realizada con el software Genepop V4,
el calculo de frecuencias alélicas y haplotipicas, desequilibrio de ligamiento, Fis, Fsty Fit

fue realizado a través del software Arlequin v3.1.

Para estimar la edad de la mutacion, se utilizaron los software ESTIAGE y DMLE v2.3. La
metodologia de ESTIAGE implementa un método probabilistico para estimar la edad del

ancestro comun mas reciente (MRCA) de un grupo de individuos portadores de la misma
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mutacion utilizando datos de marcadores multilocus de estos individuos. Utiliza dos

caracteristicas principales (98):

= Lafrecuencia de recombinacion entre cada marcador y la mutacion, que fue calculada
utilizando el mapa de vinculaciéon fisica generada por RUTGERS mapa v.2 (99),
teniendo en cuenta que las tasas de recombinacién son heterogéneas a través del
genoma con mayores tasas en ciertos cromosomas (100).

* Latasa de mutacion para STRs. Fue utilizada 10y 10 para realizar comparaciones.

Tabla 2-1: Primers para amplificacion de fragmentos STRs.

STRs Bloque de repeticion Secuencia 5-3’ Tm (°C) | Tamafio producto (bp)

STR1_F [6FAM] AAGACTGCACACCTACAACCA 59.51
(TAT)n 149

STR1_R GGCAACAGTGAGATCCTGACT 59.72

STR2_F [6FAM] ATCATTGCCATTACTGCCTCCA 60.09
(TAT)n 222

STR2_R ATGAGCTGAGACTGCACCATT 59.72

STR3_F [6FAM] CGGACTGGGACTCACATCATC 60.20
(GATA)Nn 290

STR3_R ACCTAAACTTAACCATCACAGGCT 59.96

STR4_F [NED] GCATTTGTAAGCTGTCATGGCA 60.09
(CTTTN(CT)Nn 212

STR4_R AGGCTGAGATGAGAGGATCGT 60.13

STR5_F [HEX] CTGGGACTATAGGTGTGTGCC 59.86
(TAT)n 166

STR5_ R TGGATGACAGAGTGAGACCTTG 59.44

STR6_F [HEX] AAACCCCAGGCAAAGAAAAGG 59.23
(CTTTN(CT)Nn 234

STR6_R GCCTGGGTGATAGAGCAAGAC 60.47

La metodologia DMLE v2.3. se basa en la relacidon observada entre el desequilibrio de la
mutacion y los marcadores ligados en muestras de ADN de individuos normales no
relacionados y los pacientes afectados. El programa utiliza la cadena de Markov y
algoritmo de Monte Carlo para permitir la estimacion bayesiana de la edad de mutacion,
con base en los siguientes parametros (101, 102):

o Haplotipos identificados entre los cromosomas de los portadores de mutaciones y los

controles de la misma region geogréfica.
e Un mapa de la distancia entre la mutacion y los marcadores STRs.

e La proporcion esperada de los cromosomas que llevan la mutacion.
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e Tasa media de crecimiento de la poblacion estudiada.

Para estimar la tasa de crecimiento de la poblacién se emplearon datos sobre el tamafio
de la poblacion colombiana desde 1778 hasta 2016. La tasa de crecimiento de la poblacion

(r) se estimé a través de la ecuacion:

T1=T0 - e@®

Donde T1 es el tamafio estimado de la poblacion hoy, TO es el tamafio estimado de la
poblacion ancestral, y g es el nimero de generaciones entre estos dos puntos de tiempo

(25 afios/generacion) (103).

Posteriormente, en la estimacion final de la edad de la mutacion, fue utilizado el enfoque
presentado por Winbo et al., 2011, en el cual se estima la edad de la mutacién como la
corresponde a la gama de superposicion de los intervalos de confianza entre las
estimaciones obtenidas utilizando los software ESTIAGE y DMLE (45, 104).

En el desarrollo del trabajo hemos decidido realizar los calculos generacionales, basados
en el promedio actualmente aceptado y utilizado por otros investigadores en la
determinacion de la edad de la mutacion. Podemos ver que en estudios donde han
encontrado mutaciones tan antiguas como de mas de 10.000 afios de edad para la VWF
€.2561G>A (105), 134 generaciones para la mutacion BRCA1 c¢.190T> C (106) o 110
generaciones para la mutacion GCK p.Gly318Arg (107) son utilizados 25 afios por
generacién. Ademas, es importante recordar que partimos de una mutacion de la cual no

conocemos su procedencia y fue encontrada en una poblacién mestiza.

2.10 Consideraciones éticas

El presente estudio cuenta con comité de ética de la Universidad Nacional de Colombia,
segun acta de evaluacién No 019-203-15 del 12 de noviembre de 2015 y del hospital San
Rafael de Tunja. Se clasifica como “Investigacion con riesgo minimo”, por cuanto es un
estudio descriptivo, que emplea el registro de datos por medio de una entrevista, un
examen fisico diagnostico y la extraccién de sangre por puncién venosa con un volumen
no mayor a 12 ml (Articulo 11 de la Resolucion 008430 de 1993).
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Dado que en las instalaciones del Instituto de Genética de la Universidad Nacional (IGUN),
ya se cuenta con algunas de las muestras de DNA de las personas de la vereda,
recolectados bajo el proyecto: “ANALISIS GENETICO POBLACIONAL DEL CLUSTER
DE MPS Ill EN EL ALTIPLANOCONDUBOYACENCE COLOMBIANO.”, ejecutado por
Velasco H. et al., 2017 y que tuvo aprobacion del comité de ética en el afio 2013, sélo se

tomaron algunas muestras faltantes.

Por corresponder a un estudio que involucra la extraccion de DNA, todo Comité de Etica
en Investigaciones considera necesario un consentimiento informado por escrito y
asentamiento del menor, con la respectiva autorizacion para la disposicion futura de la

muestra (Ver anexo A).
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3.Capitulo 3 — Resultados

3.1 Sometimiento de la mutacién c.1360C>T al ClinVar

Una vez realizada la busqueda de la mutacion ¢.1360C>T a través de bases de datos como
el Clinvar, 1000 genomas, HGMD vy revisando bibliografia de la enfermedad, logramos
determinar que hasta el momento la mutacion no habia sido reportada, por lo cual,
procedimos a someterla al ClinVar. El sometimiento fue aprobado el 10 de enero 2017 bajo
el ID 374408 figura 3-1.

Figura 3-1 Mutacion ¢.1360C>T en ClinVar
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3.2 Equilibrio de Hardy-Weinberg

Los seis loci estudiados para la poblacién de Tunja se encuentran en equilibrio de Hardy-
Weinberg y 4 de la poblacién de Runta no lo estan. De forma general (Método de Fisher)
la poblacion de Runta no se encuentra en equilibrio (p<0.01), mientras que la poblacién de
Tunja si lo esta (p=0.1339) (Tabla 3-1).

Tabla 3-1 Equilibrio de Hardy-Weinberg por locus de la poblacion de Runta y Tunja.

Poblacidn de Runta Poblacién de Tunja

Locus | P-val S.E. W&C R&H Locus | P-val S.E. W&C R&H

STR1 | 0.0004 | 0.0000 | -0.3342 | -0.1509 | STR1 | 0.5423 | 0.0051 | 0.0056 | 0.0063
STR2 | 0.0003 | 0.0000 | -0.3669 | -0.1266 | STR2 | 0.7764 | 0.0041 | 0.0065 | 0.0043
STR3 | 0.0003 | 0.0000 | -0.2047 | 0.0487 | STR3 | 0.2592 | 0.0058 | 0.0929 | 0.0255
STR4 | 0.9975 | 0.0005 | -0.2823 | -0.0380 | STR4 | 0.0893 | 0.0096 | 0.0344 | 0.0205
STR5 | 0.0000 | 0.0000 | -0.4625 | -0.1706 | STR5 | 0.0580 | 0.0027 | 0.0662 | 0.0907
STR6 | 0.7266 | 0.0023 | -0.1481 | -0.0516 | STR6 | 0.2390 | 0.0070 | 0.1361 | 0.0761

P-val: Valor de significancia p. S.E: Error Estandar. W&C: Fis de Weir & Cockerham.
R&H: Fis de Robertson & Hill.

3.3 Estadisticos F

Los estadisticos F fueron calculados utilizando los 6 STRs, obteniendo los siguientes
resultados: Fis=-0.0936 (p=1), Fit=0.0791 (p=0.52) y Fst=0.1579 (p<0.001), lo que indica

alta diferenciacion entre las poblaciones de Runta y Tunja.

Teniendo en cuenta que solo dos STRs (STR4 y STR6) se encuentran en equilibrio,
decidimos recalcular los estadisticos F con éstos dos marcadores, obteniendo Fis=-0.0356
(p=0.93), Fit=0.1383 (p=0.01) y Fst=0.1680 (p<0.001); los resultados nuevamente

indicaron alta diferenciacién entre las poblaciones.

El estadistico Fis para la poblacion de Runta presentd un resultado cercano a cero y no
significativo, por lo cual, con esta prueba no se logré establecer endogamia. Sin embargo,
sabemos por la historia de la vereda que la poblaciéon es endogdmica, como se puede ver

en el arbol genealdgico figura 3-2.
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3.4 Frecuencias alélicas y haplotipicas

A continuacidon se presentan las frecuencias alélicas y haplotipicas obtenidas de la
tipificacién de la poblacién de la vereda (Tabla 3-2 y Tabla 3-3) y las frecuencias alélicas

de la poblacién control (Tabla 3-4).

Tabla 3-2: Frecuencias alélicas de la poblacién de Runta

Locus 1 Locus 2 Locus 3 Locus 4 Locus 5 Locus 6

Item
Alelos | Frecuencia | Alelos | Frecuencia | Alelos | Frecuencia | Alelos | Frecuencia | Alelos | Frecuencia | Alelos | Frecuencia

1 143 0.607 212 0.0200 280 0.0067 198 0.0133 221 0.0067 162 0.0133

2 146 0.007 215 0.5667 288 0.1467 206 0.0067 224 0.2867 164 0.0133

3 149 0.127 218 0.2400 292 0.1667 216 0.0067 227 0.1000 166 0.0200

4 152 0.180 221 0.1333 296 0.6400 218 0.0200 230 0.5867 170 0.0800

5 155 0.080 224 0.0133 300 0.0400 220 0.0267 233 0.0200 172 0.1267

6 227 0.0267 224 0.0733 174 0.6733
7 226 0.0333 178 0.0600
8 228 0.6000 180 0.0133
9 230 0.0067
10 232 0.0133
11 234 0.0667
12 236 0.0067
13 238 0.0200
14 248 0.0667
15 252 0.0333

16 256 0.0067
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Tabla 3-3: Frecuencias haplotipicas de la poblacion de Runta

ltem Haplotipo Frecuencia
1 |143|215|296|228|230(178| 0.0333
2 |149|218(292|234|227|172| 0.0400
3 |143]215|296|228(230|174| 0.4800
4 |149|218|292|248|224|174| 0.0400
5 |152|221(288|224|224|174| 0.0533
6 |152(221|288|228(224|174| 0.0267
7 |1521221|288|220(224|174| 0.0200
8 [152|221|292|216|230|166| 0.0067
9 |143|218|288|232|227|174| 0.0067
10 |143|215|292|228|230|166| 0.0067
11 |152|221|288|224|224|162| 0.0067
12 | 152|218 |296(226|230|170| 0.0267
13 |149|218|280|230|227|170| 0.0067
14 |143|218|292|228(230|174| 0.0067
15 |152|221|288|226|224|170| 0.0067
16 |152|227|296|234(230|170| 0.0067
17 1152|221|296|218|233|170| 0.0228
18 |149|215|292|232|233|180| 0.0067
19 |155|227|292|238|227|166| 0.0067
20 | 155|218 |296|234|224|172| 0.0067
21 [143|218|296|248(224|172| 0.0200
22 |149|218(300|234|227|172| 0.0228
23 | 143|218 288228224178 | 0.0267
24 | 155|224 1296 |252|224|172| 0.0067
25 |155(212|292|252(224|172| 0.0228
26 |155|224(296|206|221|180| 0.0067
27 |155(227|296|198 (224|174 | 0.0228
28 |155|215|292|224|227|164| 0.0228
29 |143]218(296|252|224|174| 0.0067
30 |143]215|300|228(230|174| 0.0228
31 |149|215|300|238|224|170| 0.0067
32 |152|218(296|228|230|174| 0.0067
33 |155|218|292|218(227|172| 0.0067
34 |146|215(292|252|224|170| 0.0067
35 |1491218(292| 248|224 |172| 0.0067
36 |155|212(296|256|224|172| 0.0067
37 | 143|218 |296|220|224|162| 0.0067
38 |149|218|300|238|224|172| 0.0067
39 |152|218(292|236|227|170| 0.0067
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Tabla 3-4: Frecuencias alélicas de la poblacién control

Locus 1 Locus 2 Locus 3 Locus 4 Locus 5 Locus 6

fem Alelos | Frecuencia | Alelos | Frecuencia | Alelos | Frecuencia | Alelos | Frecuencia | Alelos | Frecuencia | Alelos | Frecuencia
1 143 0.2692 212 0.0449 276 0.0256 190 0.0064 215 0.0256 162 0.0128
2 146 0.0705 215 0.0641 280 0.0385 194 0.0897 218 0.0128 164 0.0064
3 149 0.1090 218 0.5897 284 0.0962 198 0.0192 221 0.0385 166 0.0128
4 152 0.2564 221 0.0705 288 0.0962 202 0.0897 224 0.4872 168 0.1987
5 155 0.2756 224 0.0962 292 0.3654 206 0.0513 227 0.1859 170 0.0064
6 158 0.0192 227 0.1282 296 0.2885 208 0.0513 230 0.1795 172 0.2692
7 230 0.0064 300 0.0641 214 0.1090 233 0.0641 174 0.1859
8 304 0.0256 216 0.0769 236 0.0064 176 0.2308
9 28 0.0897 178 0.0128
10 220 0.0577 180 0.0641
11 224 0.0256

12 226 0.0385

13 228 0.0064

14 230 0.0577

15 232 0.0256

16 234 0.0256

17 236 0.0128

18 238 0.0385

19 240 0.0064

20 242 0.0385

21 248 0.0192

22 252 0.0064

23 256 0.0449

24 260 0.0128

3.5 Haplotipo alrededor de la mutacion ¢.1360C>T

En total se encontraron 5 haplotipos diferentes alrededor de la mutacion, uno de los cuales

consideramos el Haplotipo Ancestral encontrado en 72 (88.9%) del total de haplotipos

analizados entre pacientes y portadores (Tabla 3-5) (Ver anexo B).

En la gréfica 3-1 se representa el porcentaje de haplotipos encontrados en los homaocigotos

mutantes (pacientes), heterocigotos (portadores) y homocigotos wt (controles). Se puede

observar que ninguno de los haplotipos alrededor de la mutacién fue encontrado en los

individuos de la poblacion control genotipados (individuos de Tunja).
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Tabla 3-5: Haplotipos alrededor de la mutacion ¢.1360C>T en pacientes y portadores.

Haplotipo | STR1 | STR2 | STR3 | STR4 c.1360C>T| STR5 | STR6 | n
1 143 | 215 | 296 | 228 T 230 | 174 |72
2 143 | 215 | 296 | 228 T 230 | 178 | 5
3 143 | 215 | 300 | 228 T 230 | 174 | 2
4 143 | 218 | 292 | 228 T 230 | 174 | 1
5 152 | 218 | 296 | 228 T 230 | 174 | 1

n= Cantidad de haplotipos encontrados entre pacientes y portadores. Sombreado rosa=Cambios en relacion al haplotipo

ancestral.

Gréfica 3-1: Porcentaje de haplotipos encontrados en homocigotos mutantes,

heterocigotos y homocigotos WT (controles).
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3.6 Efecto fundador

Los resultados obtenidos en relacion a los haplotipos nos permite corroborar que la

presencia de la mutacién ¢.1360C>T en el gen HGSNAT, obedece a un efecto fundador

por los siguientes elementos:
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La gran mayoria de los pacientes o portadores de la mutacion tienen un haplotipo
comun alrededor de la mutacién (91,7% y 88.9% respectivamente) de los haplotipos
tipificados.

El haplotipo ancestral comin alrededor de la mutacion no fue encontrado en los
controles sanos.

La variante patogénica hasta la fecha no habia sido encontrada en otra parte del
mundo. Fue reportada al ClinVar por el grupo de Genética Clinica de la Universidad
Nacional de Colombia con el ID de variacion: 374408.

Al comparar la cantidad de alelos de las dos poblaciones, podemos ver que se ha
presentado disminucion en el nimero de alelos en la poblacion de Runta en relacion
con la de Tunja (Tabla 3-6).

La frecuencia de la mutacion en la poblacién, que para tratarse de una enfermedad de
herencia autosémica recesiva es alta, lo que puede indicar un posible proceso de
fijacion.

El desequilibrio de ligamiento es significativo en todos los loci analizados en la
poblacién de Runta, mientras que para la poblacion de Tunja la mayoria de los loci no
se encuentran ligados (como se puede ver en la parte de abajo) (Tabla 3-7) (Anexo
C).

Tabla 3-6 Numero de alelos por poblacién y locus analizado.

Cantidad de alelos
STR1 | STR2 | STR3 | STR4 | STR5 | STR6
Tunja 6 7 8 24 8 9
Runta 5 6 5 16 5 7

Poblacion

Tabla 3-7 Tabla de significancia - Desequilibrio de ligamiento poblaciéon de Tunja y Runta

Poblacién de Tunja Poblacién de Runta
Locus# |0|1(2|3|4|5]| Locus# |0 2(3|4|5
0 - -+]-1]- 0 ¥l |+ |+ |+ ]+
1 S B I I e 1 + ¥+ |+ |+ |+
2 S+ * |+ - 2 4+ | ¥+ |+ ]+
3 Fl+ |+ ¥+ ]+ 3 |+ 4|+
4 AN 4 + |+ +|* |+
5 S I R I I 5 + ]+ |+ + | *

- No significativo + Significativo
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3.7 Calculo edad de la mutacion — ESTIAGE

A continuacion se muestra el resultado del calculo de frecuencia de recombinacion
utilizando RUTGERS mapa v.2 (Tabla 3-8).

Tabla 3-8: Frecuencia de recombinacion RUTGERS mapa v.2

Locus Chr | Ubicacién (bp) | Promedio sexos (cM) | Mujer (cM) | Hombre (cM) | Total cM | cM a la mutacién (<]
STR1 8 40992202 62.0736 71.67355223 | 53.40896749 - 1.3613 0.013613
STR2 8 41044794 62.1233 71.76817791 | 53.41027175 | 0.0497 1.3116 0.013116
STR3 8 41290828 62.3522 72.2198547 | 53.4155899 0.2289 1.0827 0.010827
STR4 8 42440901 63.3263 74.1348464 | 53.43252064 | 0.9741 0.1086 0.001086

MUTACION | 8 43047556 63.4349 74.3408685 | 53.43947067 | 0.1086 - -
STRS 8 46945700 63.7427 74.93768812 | 53.47971734 | 0.3078 0.3078 0.003078
STR6 8 47506176 63.8404 75.13372288 | 53.48639013 | 0.0977 0.4055 0.004055

1.7668

Chr= Cromosoma, cM= centimorgan - unidad de los mapas genéticos, 6= Tasa de recombinacion.

La edad de la mutacion estimada por ESTIAGE fue de 41 (Cl 95% 35-48) y 48 (Cl 95% 40-
57) generaciones antes del presente (dependiendo de la tasa de mutacion utilizada, 0.001

0 0.0001, respectivamente).

3.8 Calculo edad de la mutacion — DMLE v3.1

El calculo de la tasa de crecimiento de la poblacion fue realizado teniendo en cuenta los
censos y calculos de la poblacién colombiana en el intervalo de 1778 a 2016 (108)

(http://www.dane.gov.co/reloj/ ) (Tabla 3-9).

Tabla 3-9: Calculo de tasa de crecimiento de la poblacion

r
Periodo T1 TO (T1/TO) Log10 (T1/TO) | g g*Logl0 e (Log10
(T1/T0)/g*Logl10 e)
1778 | 2016 | ~48500000 | 891077 | 54.4285174 | 1.735826505 |9.52 | 4.134483468 0.419841201
T1=Tamafio estimado de la poblacion hoy, TO= Tamafio estimado de poblacion ancestral, g=NUmero de generaciones entre

puntos de tiempo T1 y TO (25 afios/generacion), r= Tasa de crecimiento de la poblacion.
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La proporcion esperada de cromosomas que llevan la mutacion, fue calculado a partir de
la tipificacion de las muestra de 198 individuos de la vereda obtenidas del desarrollo del
proyecto “ANALISIS GENETICO POBLACIONAL DEL CLUSTER DE MPS Ill EN EL
ALTIPLANOCONDUBOYACENCE COLOMBIANO.” (Tabla 3-10).

Tabla 3-10: Proporcion esperada de cromosomas con la mutaciéon

. 2pq Total
|S$§juafs g2 q p 2pq | g colombia | 2pg colombia qneqsupeirtfgo esperado Crom.
muestra Esperado
Positivos 6
Heterocigotos 69
0.030303 | 0.17 | 0.83 | 0.29 | 8442766.31 | 13946138.69 | 0.0000014 | 0.0000049 | 0.0000063
Negativos 123
Total 198

La edad de la mutacion estimada por DMLE v3.1 (25 afios por generacion), fue de 39
generaciones (Cl 95% 35-46) generaciones antes del presente (mayor frecuencia) como

se puede ver en la figura 3-3.

Figura 3-3: Estimacién edad de la mutacién ¢.1360C>T, software DMLE v3.1.
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A continuacién se presentan los resultados de edad de la mutacién estimada por el
software DMLE y ESTIAGE, donde se puede observar el solapamiento de los diferentes

intervalos de confianza entre 40 y 46 generaciones, grafica 3-2.
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Grafica 3-2 Solapamiento de Cl, software DMLE y ESTIAGE

Edad de la mutacion

ESTIAGE (0.0001) 48
ESTIAGE (0.001) 41
DMLE 39

Generaciones 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60

Cl

Teniendo en cuenta que la poblacién Colombiana es producto de mezcla y que la poblaciéon
amerindia ubicada en Boyaca antes de la llegada de los espafioles presentaba una
esperanza de vida de 25 a 30 afios, hemos calculado la posible edad de la mutacién a
partir de la poblacion de Colombia y la Boyacense con diferentes afios por generacion (15,
20y 25 afios) usando DMLE v3.1. (Tabla 3-11) (Ver anexo C).

Tabla 3-11 Resultados DMLE v3.1. Poblacion Colombiana y Boyacense, 15, 20 y 25 afios

por generacion.

Poblacién Colombia Poblacion Boyaca
Afios / Generacion 15 20 25 15 20 25
DMLE 62 (CI56-70) | 47.4 (Cl44-55) | 39.3 (Cl 35-46) | 59.1 (CI53-72) | 48.7 (Cl 42-58) | 39.4 (Cl 35-46)
Tiempo 930 948 982.5 886.5 974 985
Afo 1086 1068 1033.5 1129.5 1042 1031

Se puede apreciar en cada una de las opciones que la posible edad de la mutacién es en

una época anterior a la conquista.
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4.Capitulo — Discusion

En este estudio se analizaron seis pacientes con MPS 1lIC, 69 portadores de la mutacion
nonsense ¢.1360C>T del gen HGSNAT, que hasta la fecha no habia sido reportada por
ningun grupo de investigacion y 78 controles sanos de Tunja. Nuestro objetivo fue verificar
si la mutacion deriva de un evento fundador o de repetidos eventos mutacionales

independientes, asi como estimar la posible edad de la mutacion.

Fueron analizados 6 STRs en el brazo corto del cromosoma 8p alrededor del gen HGSNAT
en una distancia de 6.5 Mb. Fue elegido este enfoque, porque los STR utilizados se ubican
en regiones no codificantes del genoma que son biolégicamente silenciosas, lo que permite
la acumulacion de mutaciones sin impedimentos durante la generacién y facilita la

identificaciéon de la variabilidad molecular.

Los resultados de este andlisis indicaron que los portadores de la mutacion ¢.1360C>T
comparten el mismo haplotipo de seis STRs localizadas dentro de una regién de 6.5 Mb
alrededor del gen HGSNAT, ademas, la determinacion del genotipo en 78 controles no
identifico ningan haplotipo similar al compartido por los pacientes. Por lo tanto, todos los
resultados apuntan a que la mutacion ¢.1360C>T ocurri6 como un evento Unico en el

pasado.

Diferentes estudios que han trabajado la misma metodologia desarrollada aqui, han
logrado determinar un haplotipo ancestral que no es compartido con la poblacién control:
el estudio de Oliveira de Alencar et al., 2014 donde fue encontrado un haplotipo ancestral
de 4 STR en poblacién brasilera alrededor de la mutacién 30delG del gen GAL causante

de la enfermedad de Fabry; el De Davila Paskulin et al., 2015 con 8 STR alrededor de la
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mutacion c¢.1010C>A en el gen TP53 que conlleva a sindrome de Li-Fraumeni o Casonato
et al., 2013 con 5 STR alrededor de la mutacién c.2561G>A del gen VWF causante de la
enfermedad de Von Willebrand tipo 2N, en los cuales se estimé la mutacién como derivada

de un efecto fundador.

Se estimé la fecha mas probable de aparicién de la mutacion a través del empleo de dos
estrategias diferente para evitar posibles distorsiones, encontrando estimaciones que no
eran particularmente distantes. Con el uso de software ESTIAGE, la aparicion de la
mutaciéon se estim6 en 41 (Cl 95% 35-48) y 48 (Cl 95% 40-57) generaciones antes del

presente (dependiendo de la tasa de mutacion utilizada, 0.001 o 0.0001, respectivamente).

El analisis del desequilibrio de ligamiento en portadores y no portadores a través del
software DMLE v.2.3, estimé que la mutacién estaba presente en un haplotipo que podria
haber sido introducido hace 39 (Cl 95% 35-46) generaciones antes del presente. Las
pequefias variaciones entre las dos estimaciones se deben a factores que no se pueden
medir con precision, como la identificacion de la verdadera tasa de mutacion de cada
marcador STR del cromosoma 8. Es importante tener en cuenta que los software permiten
hacer estimaciones de un periodo de tiempo en el cual pudo haber ocurrido el evento
mutacional, sin embargo los acontecimientos reales, especificos de lo que pudo haber

sucedido seran imposible de recrear con toda certeza.

Siguiendo el enfoque presentado por Winbo et al., 2011, se ha estimado la edad de la
mutacién como la corresponde a la gama de superposicion de los intervalos de confianza
entre las estimaciones obtenidas utilizando los software ESTIAGE y DMLE. Se estimé que
la mutacion ¢.1360C>T ocurri6 hace aproximadamente 41 generaciones antes del
presente, con un intervalo de confianza entre 40 y 46 generaciones. Considerando un
promedio de 25 afios por generacion, es probable que la mutacién se produjo alrededor
del afio 991 (entre 866 y 1016, con un Cl de 95%), si tenemos en cuenta un promedio de
20 afios por generacién, es probable que la mutacion haya producido alrededor del afio
1196 (entre 1096 y 1216, considerando un IC del 95%), dataciones que corresponden al
periodo prehispanico de chibcha temprano (siglo IX-XVI d.C) (87).
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Nuestra estimacion de la edad de la mutacion debe considerarse con precaucion debido a
gue no se pueden establecer tasas de crecimiento de poblacion absolutamente precisas,
por lo cual se ha utilizado una estimacién de este crecimiento. Una distancia de generacion
de 40-46 generaciones, que asciende a unos 1000 afios aproximadamente, implica que la
mutacion ha surgido en un antepasado que vivioé unos 500 afios antes de la llegada de los

conquistadores, que en el caso particular de Tunja, se dio en el afio 1539.

Surge la duda para estudios de este tipo, si se debe manejar 25 aflos por generacion
tratAndose de poblaciones prehispanicas. Hemos analizado diferentes estudios en este
sentido, como el de Jack Fenner, quien realiz6 un andlisis detallado de muchos estudios
genéticos y genealdgicos anteriores a 2005 en 157 sociedades cazadoras — recolectoras,
y en 40 paises alrededor del mundo (a través de encuestas) utilizando la edad de
matrimonio de los hombres y de las mujeres y la edad media de la madre al primer y Gltimo
parto. Encontré intervalos medios de generacion entre las sociedades cazadoras-
recolectoras de 31,5 afios para los hombres y 25,6 afios para las mujeres (aunque con una
gran varianza), para los paises menos desarrollados de 31,8 y 28,3 afos y entre los paises
desarrollados de 30,8 y 27,3 afos, respectivamente, recomendando el uso de 31 afos

para varones y 25 afios para hembras (109).

Un estudio conducido por los genetistas de poblaciones Marc Tremblay y Helene Vezina,
se basé en 100 genealogias ascendentes de Quebec, usando la base de datos
genealdgica BALSAC-RETRO, desarrollada a través de varios proyectos de investigacion
gue involucran analisis genealégicos, la cual contiene informacién vinculada sobre mas de
120.000 matrimonios que se remontan hasta finales del siglo XVI, permitiendo la
realizacion de estudios longitudinales que abarcan varias generaciones. Se investigaron
los intervalos intergeneracionales entre padres e hijos considerando varios eventos del
ciclo de vida de la familia, se midieron las edades en el matrimonio, las edades de los
nacimientos de los primeros y Ultimos hijos y las edades medias en los nacimientos de
todos los nifios y se analizo la relacién entre algunos parametros de reproduccion y la edad
media en la edad fértil. Los investigadores encontraron un intervalo generacional basado
en los afios entre los padres y los matrimonios de los nifios de 31,7 afios y determinaron
gue las generaciones masculinas promediaron 35 afios, mientras que las generaciones

femeninas promediaron 28,7 afios (110).
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El antropd6logo biolégico Agnar Helagason y sus colegas utilizando la base de datos
genética DeCODE de Islandia, que contiene linajes de la mayoria de los islandeses de dos
siglos atrds y mucho mas para muchas familias, calcularon por separado intervalos de
generacion patrilineal y matrilineal en diferentes longitudes de tiempo. Los primeros valores
incluyeron solamente las lineas a los antepasados que vivieron en el marco de tiempo
1848-1892, incluyendo tres a cinco generaciones. Luego calcularon intervalos de longitud
a los antepasados nacidos entre 1692 y 1742, extendiéndolos a una longitud de siete a
nueve generaciones. Los resultados mostraron que las generaciones mas recientes eran
un poco mas cortas (3.8 y 4.3 patrilineal y matrilineal respectivamente) de longitud que las
mas distantes (7.9 y 8.8 patrilineal y matrilineal respectivamente), lo opuesto a lo que la
visibn convencional sostiene, ademas, contrariamente a algunas implicaciones, las
expectativas de vida, por si mismas, eran esencialmente irrelevantes para la duracién de
la generacion (111), hasta la muerte se encontraban en edad de fecundidad con posibilidad

de tener descendencia, que se tendrian en cuenta para establecer la edad generacional.

Como podemos ver, son diferentes las conclusiones al respecto, incluso llegando a
recomendarse un uso de edad generacional mas alto que 25 afios. Con el fin de abordar
esta situacion, hemos mostrado calculos de edad de la mutacion, utilizando diferentes afios
por generacion y tasa de crecimiento de la poblacién teniendo en cuenta la poblacion de
Colombia y Boyaca, todos los resultados ubican la posible edad de la mutacién en época

prehispanica.

Aunque el célculo de la edad de la mutacion indica un origen casi milenario, seria
coherente pensar que la variante podria haber salido de Europa (teniendo en cuenta que
la poblacién de Boyaca fue constituida por amerindios mermados en nimero y espafioles
(112, 113)), sin embargo, hasta la fecha la mutacion solo ha sido reportada en Colombia,
en la vereda objeto de este estudio, de modo que este origen pasa a ser mas

pausiblemente amerindio.

Teniendo en cuenta la historia del territorio, nos centramos en conocer las costumbres y
cultura de la poblacién indigena Muisca que se encontraba asentada en la region objeto
de estudio. La poblacion de Tunja en los afios que se calcula como posible origen de la
mutacion, obedece a un pueblo indigena muiscas catalogado como muisca temprano

(siglos IX-XVI d.C.) (87), en el que las condiciones de vida que se han logrado recrear
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muestran que se traté de indigenas mas comerciantes que guerreros, con una alimentacion
abundante, variada y equilibrada gracias al aprovechamiento de diferentes pisos térmicos,
la habilidad de intercambio de productos con otros pueblos de tierras bajas y el papel del
cacique en la distribucion de alimentos en épocas de escases, ademas, tenian una

distribucién de asentamientos dispersos y de baja densidad demogréfica (88).

Historiadores como el profesor José Vicente Rodriguez Cuenca, concluye que las
condiciones de vida prehispanicas en Colombia, teniendo en cuenta la buena alimentacién,
la baja densidad demografica y los asentamientos dispersos, equilibraban su relaciéon con
el medio ambiente e impedian que se desataran agudas epidemias, constituyendo la base
del bienestar de la mayoria de las sociedades precolombinas que se vio afectada

seriamente con la llegada de los europeos (85).

Con la llegada de los conquistadores se inicid el ciclo de “extincién” de comunidades
indigenas por parte de espafioles equipados con espadas metalicas, ballestas,
mosquetones y caballos ante indigenas armados con flechas, macanas y hondas (85).
Ademas de los enfrentamientos, se presento otro tipo de catastrofes demograficas como
la ocurrida en el altiplano Cundiboyacense a finales del afio 1558 causada por la
enfermedad de la viruela que llevé a la muerte de més de 15.000 personas naturales (93).
En Tunja la poblacion descendi6 de 53.465 a 8.610 durante la catastrofe demografica que
caracterizé los siglos XVIy XVII por el desarraigo, las epidemias, los trabajos excesivos y
la desarticulacion de las sociedades indigenas (95).

Todos estos acontecimientos que disminuyeron en gran cantidad la poblacién, pudieron
ser eventos propicios que llevaran a que las comunidades se alejaran escapando de las
epidemias y permitiendo la fundacién de poblaciones a partir de un reducido nimero de
individuos sobrevivientes, dentro de los cuales pudieron participar portadores del alelo
mutado. Ademas, como sabemos la cultura muisca practicaba la poligamia y cada hombre
podia tener tantas mujeres como pudiera mantener, un cacique en el que podria
presentarse el evento mutacional podia llegar a tener hasta 20, 30 o 50 mujeres (88) con

posibilidades de pasar el alelo mutado que se ha mantenido hasta el presente.

Aunque hay escasas evidencias de la ocurrencia de enfermedades genéticas y

malformaciones congénitas en América, existe evidencia arqueoldgica de la presencia de



52 Andlisis del efecto fundador de una mutacién nonsense del gen HGSNAT
en la poblacién de Runta, Boyaca

las mismas, como algunas mucopolisacaridosis mediante piezas de arte cerdmico de la
cultura Tumaco-La Tolita, que habitaron las fronteras de la actual Colombia y Ecuador
(114, 115), abriendo la posibilidad a que enfermedades como la estudiada en la poblacion

de Runta pudiera estar presente antes de la llegada de los espafioles.

Al tratarse de una mutacion que ha estado en la poblacion de Boyaca desde hace tanto
tiempo, la muerte de nifios que padecian la enfermedad era frecuente y lo hemos
constatado analizando el entorno cultura de la vereda de Runta. Se observo a través de
las entrevistas y narracion de las experiencias frente a la MPSIIIC en el territorio, que la
enfermedad para ellos es un acontecimiento normal, que se ha presentado en la vereda
desde hace mucho tiempo como un designio de Dios, obedeciendo a algo mas espiritual
que genético. Esta familiaridad con la enfermedad y la muerte temprana de sus habitantes
en edad pediatrica es coherente con las tasas de mortalidad infantil en Boyaca, un ejemplo
de ello es el estudios realizado por Manrique et al., 2011 que muestra para el siglo XX
tasas de mortalidad infantil considerablemente més altas (231/1.000NV) en relacion al siglo
XXI (17/1.000NV) (116).

Dado que los efectos fundadores presentan caracteristicas genéticas particulares, se
intenté determinar la endogamia de la poblacién (F) y describir cuantitativamente el efecto
fundador por cuello de botella, utilizando el software Bottleneck y M-Ratio. “Bottleneck”,
asumen que las poblaciones que han experimentado una reduccion reciente de su tamafio
efectivo de la poblacion, exhiben una reduccién correlativa del nUmero de alelos y de las
heterocigosidades en loci polimérficos. Como la diversidad alélica se reduce mas
rapidamente que la heterocigosidad, se espera encontrar que la heterocigosidad
observada sea mayor que la heterocigosidad esperada (117). “M-Ratio”, demuestra como
la proporcion del numero de alelos, teniendo en cuenta el rango en el tamafio del alelo
para muestra de loci microsatélites, se puede utilizar para detectar reducciones en el

tamanfo efectivo de la poblacion (118).

A través de los estadisticos F no logramos determinar la existencia de endogamia en la
poblacion de Runta, sin embrago, esta caracteristica es un hecho que pudimos comprobar
indirectamente a través de: a) resultados previos publicados por nuestro grupo donde la
region presenta altos indices de consanguinidad del 15% (119); b) elementos culturales de

la region que a través de las entrevista nos sefalaron los habitantes de la vereda,
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relacionadas con la herencia de tierras de padres a hijos y el apego de los hijos en especial
de los hombres a su mama, que los lleva a buscar mantenerse en las tierras y conformar
alli su familia, muchas veces sin limitaciones de parentesco; c) andlisis de isonimias de 35
matrimonios que muestra una isonimia observada (Ol) de 0.7142 y esperada (El) de
0.5265, asi como los coeficientes de endogamia Fn=0.0247, Fr=0.0329 y Ft=-0.0568 con
valores positivos que indican uniones consanguineas al azar y endogamia por uniones

entre parientes en la poblacion de Runta (120).

A través de la metodologia de Crow y Mange 1965, modificada por Rodriguez-Larralde y
Casique 1993 calculamos el coeficiente de endogamia por apareamientos al azar (¢i) en

0.0557 (121, 122), resultado que sugiere alto grado de aislamiento poblacional comparado
con poblaciones aisladas como las del oriente de Antioquia (entre 0.002 y 0.01) (123, 124).
Ademas, el estimador B (siete apellidos mas frecuentes) fue de 75.71% y estimador C (15
apellidos mas frecuentes) de 89.28% que representa un porcentaje alto de la poblacion
incluida en los apellidos mas frecuentes, indicativo de aislamiento relativo. El indice de
diversidad de apellidos (a) fue de 4.17 y el estimador A (apellidos Unicos) de 11.42% que
indica homogeneidad y bajo flujo génico (120, 122, 125).

Para el software Bottleneck v1.2.02, se obtuvo la relacion de la heterocigosidad esperada
y observada por locus (Tabla 4-1), la prueba de signo, prueba de diferencias normalizadas,

prueba de Wilcoxon, y el resultado de la distribucién, mostrada a continuacion:

Tabla 4-1: Heterocigosidad observada y esperada por locus (software Bottleneck)

Observado I.A.M. S.M.M.

n |ko| He | Heq | S.D.|DH/sd | Prob| Heq |S.D.|DH/sd | Prob
Locl |150| 5 |0.58| 0.47 |0.17| 0.64 |0.32|0.657|0.09|-0.876|0.18
Loc2 |150| 6 |0.61]0.535|0.17| 0.424 | 0.42 | 0.722|0.07 |-1.702 | 0.07
Loc3 |150| 5 [{0.54|0.485|0.17| 0.336 | 0.45|0.662|0.09|-1.353| 0.1
Loc4 |150(16|0.63|0.823|0.06|-3.364 | 0.01 |0.904|0.02|-16.72| O
Loc5 |150| 5 {0.57|0.476|0.17| 0.531 | 0.35|0.657|0.09|-1.021| 0.14
Loc6 (150| 8 |0.52|0.634|0.13|-0.832|0.19 |0.791|0.05|-5.542| O

Locus

Prueba de signo:

Suposiciones: todos los loci encajan I.A.M., equilibrio mutacién-deriva.
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Numero esperado de loci con exceso de heterocigosidad: 3.48
2 loci con deficiencia de heterocigosidad y 4 loci con exceso de heterocigosidad.
Probabilidad: 0.50186

Suposiciones: todos los loci se ajustan a S.M.M., equilibrio mutacion-deriva.
Numero esperado de loci con exceso de heterocigosidad: 3,55

6 loci con deficiencia de heterocigosidad y 0 loci con exceso de heterocigosidad.
Probabilidad: 0.00467

Prueba de diferencias normalizadas: No fueron tenidas en cuenta en el andlisis por

corresponder a prueba paramétrica en la cual se deben manejar como minimo 20 loci

polimérficos.

Prueba de wilcoxon:

Suposiciones: todos los loci encajan I.A.M., equilibrio mutacion-deriva.
Probabilidad (una cola para la deficiencia de H): 0.50000
Probabilidad (una cola para el exceso de H): 0.57813

Probabilidad (dos colas para el exceso y la deficiencia de H): 1.00000

Suposiciones: todos los loci se ajustan a S.M.M., equilibrio mutacién-deriva.
Probabilidad (una cola para la deficiencia de H): 0.00781
Probabilidad (una cola para el exceso de H): 1.00000

Probabilidad (dos colas para el exceso o deficiencia de H): 0.01563

Modo de cambio — Distribucién: Distribucion normal en forma de L.

Para el software M-Ratio, se obtuvo un M superior a 0.68:

RUNTASRATIO.txt

4*Ne*(mutation rate)= 3 % larger mutations = 0 mean step size = 3
Locus O: # alleles =5 range =5 ratio =1 sample size = 150

0 1 2 3 4

91 1 19 27 12
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Locus 1: # alleles = 6 range =6 ratio =1 sample size = 150

0 1 2 3 4 5

3 85 36 20 2 4

Locus 2: # alleles =5 range = 6 ratio = 0.833333 sample size = 150

0 2 3 4 5

1 22 25 96 6

Locus 3: # alleles = 16 range = 30 ratio = 0.533333 sample size = 150

0 4 9 10 11 13 14 15 16 17 18 19 20
25 27 29

2 1 1 3 4 11 5 90 1 2 10 1 3
11 4 1

Locus 4: # alleles =5 range =5 ratio =1 sample size = 150

0 1 2 3 4

1 43 15 88 3

Locus 5: # alleles = 8 range = 10 ratio = 0.8 sample size = 150

0 1 2 4 5 6 8 9

2 2 3 12 19 101 9 2

M=0.861111

Paraddjicamente estos resultados muestran que no existe cuello de botella en la poblacién
de estudio. Inferimos que estos resultados, asi como los de los estadisticos F, se deben a
gue la mayoria de los loci utilizados no se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg,
presentan desequilibrio de ligamiento en su totalidad y la cantidad de marcadores es
reducida. Lo anterior es de esperarse dado que los STRs seleccionados para el estudio
eran especificos para la identificacién del haplotipo comdn y datacion de la mutacién ya
gue nuestra metodologia no pretendia ir mas all4. Sin embargo, se continuara con otras
fases del estudio que nos permitan complementar estos andlisis, con el uso de SNPs o
STRs (minimo 20) que cumplan completamente con las caracteristicas necesarias para F,

Bottleneck y M-Ratio.

A partir de este estudio se demuestra la existencia de un efecto fundador en la poblacion
de Runta, basado en la determinacién de un haplotipo alrededor de la mutacién c.1360C>T

en el gen HGSNAT comun en pacientes y portadores y ausente en controles sanos,
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ademas del cumplimiento de caracteristicas de efecto fundador como la disminucién en el
namero de alelos, la tendencia a fijacion de alelos y el alto nivel de desequilibrio de
ligamiento. Consideramos que el efecto fundador presentado en la vereda, es producto de
un cuello de botella y no de un evento migratorio europeo, teniendo en cuenta que hasta
la fecha se han descrito alrededor de 70 mutaciones en el gen HGSNAT en todo el mundo
y la encontrada en la vereda de Runta no ha sido descrita en Europa, hasta ahora reportada
s6lo por nuestro grupo de investigacion, ademas, la edad calculada teniendo en cuenta la
historia de la poblacion Colombiana no es coherente con un evento migracional de origen

Europeo.

Ademas de las consideraciones anteriores, quisimos consultar los estudios de datacion de
enfermedades diferentes o relacionada con patologias de depdsito lisosomal en
Latinoamerica, que presentara una edad de mutacion tan antigua como la determinada por
nosotros en la vereda de Runta (y con similar metodologia), con el fin de estimar que tan
antigua es en relacion a lo encontrado en la literatura hasta el momento, encontrando los

siguiente estudios:

e Elrealizado al sur de Brasil, donde la mutacion p.Arg337His, c1010G>A en el gen TP53,
causante del Sindrome de Li-Fraumeni (LFS), que obedece a un efecto fundador de
aproximadamente 2.000 afios, posiblemente procedente de Europa (96).

e El estudio realizado por Paradisi et al., 2015, en poblacion venezolana con Ataxias
espinocerebelosas, causadas por repeticiones del pentanucleétido (ATTCT) en el gen
ATXN10, en el que encontraron un haplotipo comun a la mutacién, presente también en
pacientes de México, Brasil y Sioux, que sugiere un origen amerindio, posiblemente en
poblacion norteamericana desde donde se extendid al centro y sur del continente, sin
embargo no fue datado (126).

¢ Elestudio realizado en una pequefia aldea mexicana, donde la enfermedad de un grupo
de pacientes con esclerocornea, afaquia y microftalmia es debido a la mutacion
fundadora p.Y98H del gen FOXE3, que surgi6 hace poco mas de un siglo (106-138
afos) (127).

e Elrealizado en 133 pacientes en una poblacién de Guatemala con una mutacién comuin

C.131G>A (p.Trp44*) en el gen GJB2 que causa pérdida auditiva no sindromica
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(ARNHL) y cuyo andlisis ADMIXTURE indica una ascendencia de las muestras

Mexicana y Maya, aunque no fue realizada la datacion (128).

A nivel de depdésito lisosomal, son pocos los estudios encontrados en Latinoamerica con
datacion de la mutacion, solo el realizado por De Alencar et al., 2014, que revelé una edad
mutacional de 11 a 12 generaciones para la mutacion GLA30delG del gen GLA causante
de la enfermedad de Fabry (45). Dado lo anterior, podemos ver que la mutacion ¢.1360C>T
delgen HGSNAT, encontrada en la poblacién de Runta, podria ser una de las mas antiguas
y en relacibn a enfermedad de depodsito lisosomal podria tratarse de la mutacion

prehispanica mas antigua datada hasta la fecha en Latinoamerica.

Finalmente, retomando la definicion de poblacién aislada segun la cual son poblaciones
gue pueden ser derivadas de pequefos grupos de fundadores, que presentan reduccion
de la diversidad genética y presencia de altos niveles de desequilibrio de ligamiento (129,
130), postulamos a los integrantes de esta vereda como un aislado genético, lo que
representaria un escenario importante de investigacion de gran alcance en la cartografia
genética de trastornos hereditarios raros y multifactoriales (131, 132), por lo tanto
esperamos en subsiguientes investigaciones lograr decantar esta hipotesis. Nuestra
inferencia se basa ademas, en estudios como el realizado en la poblacion polinesia de la
isla de Niue y en areas rurales de poblacion estadunidense, donde a través de la
determinacion de baja diversidad genética, disminucion de alelos, alto desequilibrio de
ligamiento y alta frecuencia de enfermedades recesivas, se definen poblaciones que

pueden ser resultado de efectos fundadores como poblaciones aisladas (133, 134).

Concluyendo podemos decir que a pesar de las condiciones de vida recreadas para la
poblacion muisca temprana, las condiciones de salud de la época o los acontecimientos
relacionados con la conquista, lo que realmente ha sucedido en el pasado alrededor de la
variante patogenica ¢.1360C>T no podra ser determinado con certeza, sélo podemos
realizar inferencias de lo sucedido basados en las herramientas que ofrece la historia y la
ciencia en la actualidad. De esta forma, inferimos que la mutacién tiene un origen amerindio
gue se ha mantenido en la poblacion pese a la seleccién en contra de los homocigotos
recesivos (letales), posiblemente por el genotipo heterocigoto que escapa a la seleccion
(8), y que se ha logrado visualizar en la poblacion gracias a un efecto fundador que dio

origen a la poblacién, acompafiado del apareamiento no al azar que presentan.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Alencar%20DO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27896116
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5.Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

Hemos determinado un haplotipo ancestral de 6 STRs alrededor de la mutacion
€.1360C>T, localizado dentro de una regién de 6.5 Mb alrededor del gen HGSNAT,
resultados coherentes con la conclusiéon de que la mutacién ocurri6 como un evento Unico

en el pasado producto de un efecto fundador.

Se determiné una edad de la mutacién de aproximadamente 1.000 afios antes del
presente, época en la que la poblaciébn colombiana se encontraba constituida por
amerindios, y en el caso de la region Cundiboyacense por indigenas muiscas en los que
se pudo haber presentado el evento mutacional que por deriva y fendmenos de fundacion

se ha mantenido hasta nuestros dias.

Basados en la definicién de poblacién aislada asi como estudios con metodologia que la
define, inferimos que la poblacion de Runta puede tratarse de un aislado genético, de
importancia para la realizacion de estudios de ligamiento, basqueda de genes candidatos,
estudios de asociacion y definicién de clusters genotipicos especificos, sobre todo en
enfermedades raras y multifactoriales (9), lo que la hace susceptible de intervencion

médica y educacion.

Segun lo encontrado en la literatura referente a datacion de enfermedades de depdsito
lisosomal en Latinoamerica, la mutacion ¢.1360C>T del gen HGSNAT encontrada en la
poblacion de Runta, puede ser la mutacién prehispanica mas antigua datada hasta la

fecha.
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Este estudio permite brindar informacion a la comunidad de la vereda Runta, sobre el
tiempo transcurrido y el posible origen de la mutacién que presentan, asi como reportar el

primer cluster de MPSIIIC identificado en Colombia.

5.2 Recomendaciones

Con el fin de comprobar el origen amerindio que se piensa tiene la mutacién, seria
importante comparar los haplotipos que comparte la mutacion c.1360C>T con los
haplotipos de los individuos de la poblacién parental que contribuy6 a la actual poblacién
del territorio Cundiboyacense (indigenas muiscas y espafioles) y verificar la relacion

filogenética existente.

Seria importante ampliar el estudio en la poblacion de Runta, con el uso de SNPs 0 STRs
gue cumplan con las caracteristicas necesarias para determinar el cuello de botella con el

software Bottleneck y M-Ratio, asi como los estadisticos F.
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A. Anexo: Acta de comité de ética,
formatos de consentimientos
Informados, asentimiento del menory
encuesta de recoleccion de datos

UNIVERSIDAD NACIO!
SEDE BOGOTA
FACULTAD DE MEDICINA
COMITE DE ETICA
ACTA DE EVALUACION

=
NAL DE COLOMBIA

ACTA DE EVALUACION: N°, 019-203 -15
Fecha: 12 de noviembre 2015

Nombre completo del proyecto: “ANALISIS DEL EFECTO FUNDADOR DE UNA MUTACION DEL GEN HGSNAT EN LA POBLACION DE RUNTA
BOYACA”.
Versién numero: 01
Sometido por: la estudiante Leandra Johana Torres Ramirez
Dirigido por: el profesor Harvy Mauricio Velasco Parra
Presentado por: el profesor Harvy Mauricio Velasco Parra, Coordinador Académico

Departamento o Seccién: Maestria en Genética Humana de la Facultad de Medicina

Fecha en que fue ido a d ion del Ca ité: 12 de i bre de 2015

EI COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION DE LA FACULTAD DE MEDICINA. Se constituyé mediante la Resolucion 152, (Acta No. 43 del 5 de
diciembre de 1996 actualizado mediante resolucién 008 (acta 03 de 27 de enero de 2011), de Consejo de Facultad el Comité de Etica de
investigacion, el cual estd regido por la Resolucién 008430 del 4 de octubre do 1993 del Ministerio de Salud de Colombia que establecié las
normas cientificas, técnicas y administrativas para la investigacién en salud; los principios de la Asamblea Medica Mundial expuestos en
su Declaracién de Helsinki de 1964, Gltima revisién del afio 2000; y el cédigo de regulaciones federales, titulo 45, parte 46, para la
proteccién de los sujetos humanos, del departamento de salud y servicios humanos de los institutos Nacionales de Salud de los Estados
Unidos (Junio 18 de 1991).

1. Sus miembros revisaron los siguientes documentos del presente proyecto:

v Carta de presentacién del proyecto generada por la unidad bdsica o el departamento.

v Copia de la evaluacion de los jurados o pares académicos que evaluaron y aprobaron el trabajo)
L Copia del proyecto completo de investigacién,

) Dos resimenes ejecutivos

v Dos copias del consentimiento informado (en espafiol y cuando la investigacién lo amerite).

v Hojas de vida resumidas de los investigadores y coinvestigadores del proyecto

v Consideraciones éticas segun resolucion 8430 Ministerio de Salud.

v Resulitados de evaluacién por otros comités (si aplica)

2. El pr pr fue y aprobado por los del C ité:

1 Amador Luis Roberto Departamento de Patoiogia

2 Arteaga Diaz Clara Eugenia Departamento de Morfologia

= Duarte Gutiérrez Liz Marcela Asesora Juridica Facultad de Medicina

4 Guerrero Fonseca Carlos Arturo Presidente Comité de Etica / Departamento de Ciencias Fisioldgicas
= Parra Pineda Mario Orlando Departamento de Obstetricia y Ginecologia

Elb/. Jeannette P. Al.-

Carrera 30 No. 45-03, FACULTAD DE MEDICINA, Edificio 471 Piso 4°, Oficina 401
Teléfono: (57-1) 316 5251Conmutador: (57-1) 316 5000 Ext. 15167 — 15008
Correo electronico: eticasalud fmbog@unal.edu.co

Bogota, Colombia, Sur América
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA

SEDE BOGOTA
FACULTAD DE MEDICINA
COMITE DE ETICA
ACTA DE EVALUACION

3. El Comité considerd que el presente estudio:

a.Es vdlido desde el punto vista ético. La investigacién involucra un riesgo igual al promedio para los sujetos que participan en ella. La
investigacién se ajusta a los estdndares de la buena prdctica clinica.

b.El Comité considera que las medidas que estdn siendo tomadas para proteger a los sujetos humanos son adecuadas
4. £l Comité informard inmediatamente a las directivas institucionales:

a. Todo desacato de los Investigadores a las solicitudes del Comité.
b. Cualquier suspensién o terminacién de la aprobacién por parte del Comité.

5. El Comité informard inmediatamente a las directivas, toda informacién que reciba acerca de:

0. Lesiones o dafos a sujetos humanos con motivo de su participacion en la investigacion Problemas imprevistos que involucren riesgos
para los sujetos u otras personas.
b. Cualquier cambio o modificacién a este proyecto que haya sido revisado y aprobado por este comité

6. Cuando el proyecto sea aprobado, serd por un periodo de un (1) afio a partir de la fecha de aprobacion.

7. El Investigador principal deberd: Loy )

a. Informar de cualquier cambio que se proponga introducir en e! proyecto. Estos cambios no podrdn ejecutarse sin la aprobacién previa
del COMITE DE ETICA DE LA FACULTAD DE MEDICINA) excepto cuando sean necesarios para minimizar o suprimir un peligro inminente
o un riesgo grave para los sujetos que participan en la investigacion.

b. Avisar de cualquier situacién imprevista que se considere implica algun signo de riesgo para los sujetos o la comunidad o el medio en
el cual se lleva a cabo el estudio.

¢. Informar de cualquier evento adverso serio de algin paciente, comunicando la situacion al secretario y al presidente del Comité de
Etica), de acuerdo con la normatividad que el INVIMA ha generado a este respecto.

d. Poner en conocimiento del comité toda informacidn nueva importante respecto al estudio, que pueda afectar la relacidn

riesgo/beneficio de los sujetos participantes.

Comunicar cualquier décisién tomada por otros comités con respecto a la investigacién que se lleva a cabo.

Informar de la terminacién prematura o suspension del proyecto explicando las causas o razones.

Presentar a este comité un informe cuando haya transcurrido un afio, contado a partir de la aprobacién del proyecto. Los proyectos

con duracién mayor a un afo, serdn reevaluados a partir del informe de avance integrado.

h. Todos los proyectos deben entregar al finalizar un informe final de cierre del estudio, este cierre puede ser el informe final en formato
completo o en formato de resumen de cierre de estudio, firmado por el investigador responsable del estudio.

R

8. Observaciones:
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RERO FONSECA
e, MSc. en Farmacologia y MSc. en Genética Humana

Corgo: Presidente Comité de Etica

Elb/. Jeannette P. Al.-

Carrera 30 No. 45-03, FACULTAD DE MEDICINA, Edificio 471 Piso 42, Oficina 401
Teléf (57-1) 316 5251C dor: {57-1) 316 5000 Ext. 15167 — 15008

Correo electrénico: eticasalud fmbog@unal.edu.co
Bogoté, Colombia, Sur América
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; ﬁ UNIVERSIDAD CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA ADULTO
] [ R Ly
Wi, mﬁ%}:ﬁﬁ AL “ANALISIS DEL EFECTO FUNDADOR DE UNA MUTACION NONSENSE

e DEL GEN HGSNAT EN LA POBLACION DE RUNTA, BOYACA”™,

Usted estd invitado a participar en un estudio de investigacion propuesto por el Instituto de Genética de
la Universidad Macional. Es muy importante que usted lea y entienda los siguientes puntos importantes
en la realizacion del estudio molecular:

(a) La naturaleza de este estudio es la investigacion, con el proposito de identificar los cambios de la
informacion genética que originaron la enfermadad de Mucopolisacaridosis tipo IC o sindrome de
Sanfilippo en la poblacion.

(b) Segun la resolucion 8430 de 1993 el estudio es catalogado como riesgo minimo debido a la
exiraccion de sangre por puncion venosa que puede ser necesaria para el desarrollo del estudio, dicha
puncion sera realizada por profesionales expertos bajo las condiciones de asepsia adecuadas y
necesaria.

() Su participacion en este estudio es totalmente voluntaria

(d) Puede retirarse del estudio cuando lo desee. La revocatoria de este consenfimiento no tendrd
consecuencia alguna en la atencion médica que se l2 suministra.

(&) Si tiene algin interrogante sobre el estudio por favor no dude en manifestarlo a alguno de los
investigadores, quien con mucho gusto, le contestara sus preguntas.

(f) Este estudio no generard beneficios inmediatos sobre el paciente o sujeto de investigacion, ni sobre
su familia. Sin embargo a mediano plazo, esta investigacion nos permitira clarificar muchos conceptos
sobre el desarmollo y comportamiento del Sindrome de Sanfilippo o MPS IIC.

(g) Minguna persona involucrada en este estudio recibird beneficios econdmicos como pago por su
participacion. Este estudio no fiene ningun interés econdmico por parte nuestra o de las instituciones
colaboradoras.

(h) Participar en este estudio no tiene ningun costo para usted.

(i) CONFIDENCIALIDAD: Los registros médicos de cada individuo permaneceran archivados en el
Instituto de Genética de la Universidad nacional. Las historias médicas, los resultados de examenes y
la informacion que usted nos ha dado son de cardcter absolutamente confidencial, de manera que,
solamente usted v el equipo de invesfigacion tendra acceso a estos datos. Por ningin mofivo se
divulgara esta informacion sin su consentimiento. Cuando los resultados de este estudio sean
reportados en revistas médicas cientificas o congresos cientificos, los nombras de todos aguellos que
tomaron parte en el estudio seran omitidos.

(j) ENTREGA DE RESULTADOS: Los resultados del estudio l2 seran socializados (sin costo adicional)
porun MEDICO GEMETISTA.

Cualquier informacion adicional usted puede obtenerla directamente con:

Dr. Hanwy Velasco

Especialista en genética médica

Instituto de Genética Universidad Nacional

Tel .Conmutador: (57) (1) 316-5000 Extension: 11610

—
[=9
451

P



63

& CONSENTIMIENTO INFORMADO FARA ADULTO

I’ 'i. E'."\.'I\'I-_\J::HI]!‘.I'\]!
; + { mﬁﬂﬂﬁ‘a"‘ “ANALISIS DEL EFECTO FUNDADOR DE UNA MUTACION NONSENSE
o DEL GEN HGSNAT EN LA POBLACION DE RUNTA, BOYACA™,

EXPLICACION DEL PROYECTO DE INVESTIGACION

OBJETIVO: Establacer la presencia de efecto fundador de la mutacion nonsense g.1360C=T del gen
HGSNAT en la poblacion de Runta, Boyaca.

PROCEDIMIENTO: Si decide participar, se realizara una entrevista inicial, en la cual estara
acompafiado por sus padres o representante legal, donde se explicaran las caracteristicas y alcances
del estudio, se procederad a tomar una muestra de no mas de 5 ml de sangre periférica (1 tubos tapa
lila de 5cc), por medio de puncidn de una de las venas del antebrazo (de ser necesario). En caso de
que s2a necesario repetir los examenes, usted serd notificado vy contactado para tomar las muestras
nuevamente. Estas muestras seran manejadas Unicamente por personas expertas involucradas en el
equipo de atencion médica.

Su sangre sera utilizada por los investigadores para identificar los cambios de la informacion genética
que originaron la enfermedad llamada Mucopolisacaridosis tipo 1IC o sindroms de Sanfilippo. Esto
permitira a los investipadores conocer mejor |a enfermedad en los nifios y pacientes colombianos y sus
familias.

BEMEFICIOS ADICIOMALES:

La utilizacion de la muestra en estudios posteriores nos podria ayudar en el futuro a entender las causas
ywo el compartamiento de lals) entidad{es) anteriormente mencionada(s). Se puede dar el caso en que
usted v su familia no se beneficien directamente de estos estudios, pero tanto su familia como otros
individuos afectados podrian beneficiarse. Por lo tanto, con respecto al almacenamiento de la muestra
vy su utilizacion en estudios de investigacion posteriores, por favor marque su decision:

__ Deseo que la muestra gue me fue extraida sea DESECHADA una vez completado el estudio
de diagnostico molecular.

__Autorizo conservar la muestra que me fue extraida con la posibilidad de emplearla junto con
el resultado del estudio molecular, para lo cual, me deberan contactar nuevamente con el fin de
firmar el respectivo consentimiento informado previamente aprobado por Comité de Etica.

Yo, identificado con documento de identificacion
# de ., acepto voluntariamente que se me fome muesira de
, con el fin de amacenarla para el estudio molecular de
MUCOPOLISACARIDOSIS TIPO NIC. Asi mismo, declard que se me ha explicado 1a no presencia de
riesgos v el manejo que se le dara al material de muestra.

FECHA:

Sujeto de Investigacion: Investigador:

Testigo:

fed
[=H
[1¥]
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[CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA MENOR DE EDAD

3 UNIVERSIDAD

14°L NACIONAL . ,
A | 1% DE COLOMBIA “ANALISIS DEL EFECTO FUNDADOR DE UNA MUTACION NONSENSE

DEL GEN HGSNAT EN LA POBLACION DE RUNTA, BOYACA".

i

Usted y su hijo estan invitados a participar en un estudio de investigacion propuesto por el Instituto de
Genética de la Universidad Nacional. Es muy importante que usted(es) lea(n) y entienda(n) los
siguientes puntos importantes en la realizacion del estudio molecular:

(a) La naturaleza de este estudio es la investigacion, con el propdsito de identificar los cambios de la
informacion genética que originaron la enfermedad de Mucopolisacaridosis tipo IlIC o sindrome de
Sanfilippo en la poblacion.

(b) Segun la resolucion 8430 de 1993 el estudio es catalogado como riesgo minimo debido a la
extraccion de sangre por puncion venosa gue puede ser necesaria para el desarrollo del estudio, dicha
puncién sera realizada por profesionales expertos bajo las condiciones de asepsia adecuadas y
necesaria.

(c) Su participacion en este estudio es totalmente voluntaria

(d) Puede retirarse del estudio cuando lo desee. La revocatoria de este consentimiento no tendra
consecuencia alguna en la atencién médica gque se le suministre.

() Si tiene algun interrogante sobre el estudio por favor no dude en manifestarlo a alguno de los
investigadores, quien con mucho gusto, le contestara sus preguntas.

(f) Este estudio no generara beneficios inmediatos sobre el paciente o sujeto de investigacion, ni sobre
su familia. Sin embargo a mediano plazo, esta investigacion nos permitira clarificar muchos conceptos
sobre el desarrollo y comportamiento del Sindrome de Sanfilippo o MPS HIC.

() Ninguna persona involucrada en este estudio recibira beneficios econdmicos como pago por su
participacién. Este estudio no tiene ningun interés econémico por parte nuestra o de las instituciones
colaboradoras.

(h) Participar en este estudio no tiene ningun costo para usted.

(i) CONFIDENCIALIDAD: Los registros médicos de cada individuo permaneceran archivados en el
Instituto de Genética de la Universidad nacional. Las historias médicas, los resultados de examenes y
la informacién que usted nos ha dado son de cardcter absolutamente confidencial, de manera que,
solamente usted y el equipo de investigacion tendra acceso a estos datos. Por ningun motivo se
divulgara esta informacion sin su consentimiento. Cuando los resultados de este estudio sean
reportados en revistas médicas cientificas o congresos cientificos, los nombres de todos aquellos que
tomaron parte en el estudio seran omitidos.

{J) ENTREGA DE RESULTADOS: Los resultados del estudio le seran socializados (sin costo adicional)
por un MEDICO GENETISTA.

Cualquier informacidn adicional usted puede obtenerla directamente con:

Dr. Harvy Velasco
Especialista en genética médica
Instituto de Genética Universidad Nacional
Tel .Conmutador: (57) (1) 316-5000 Extensién: 11610
1de3
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ﬁ _ CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA MENOR DE EDAD
L RAGISRAL
" | ' DE COLOMBIA “ANALISIS DEL EFECTO FUNDADOR DE UNA MUTACION NONSENSE

DEL GEN HGSNAT EN LA POBLACION DE RUNTA, BOYACA™.
EXPLICACION DEL PROYECTO DE INVESTIGACION

OBJETIVO: Establecer la presencia de efecto fundador de la mutacién nonsense ¢.1360C=T del gen
HGSNAT en la poblacién de Runta, Boyaca.

PROCEDIMIENTO: Si decide participar, se realizard una entrevista inicial, en la cual estara
acompafiado por sus padres o representante legal, donde se explica las caracteristicas y alcances del
estudio, se procedera a tomar una muestra de no mas de 5 ml de sangre periférica (1 tubo tapa lila de
5co), por medio de puncién de una de las venas del antebrazo (de ser necesario). En caso de que sea
necesario repetir los examenes, usted serd notificado y contactado para tomar las muestras
nuevamente. Estas muestras seran manejadas Unicamente por personas expertas involucradas en el
equipo de atencién médica.

5u sangre sera utilizada por los investigadores para identificar los cambios de la informacion genética
que originaron la enfermedad llamada Mucopolisacaridosis tipo [IC o sindrome de Sanfilippo. Esto
permitira a los investigadores conocer mejor la enfermedad en los nifios y pacientes colombianos y sus
familias.

BENEFICIOS ADICIONALES:

La utilizacion de la muestra en estudios posteriores nos podria ayudar en el futuro a entender las causas
y/o el comportamiento de la(s) entidad(es) anteriormente mencionada(s). Se puede dar el caso en que
usted y su familia no se beneficien directamente de estos estudios, pero tanto su familia como otros
individuos afectados podrian beneficiarse. Por lo tanto, con respecto al almacenamiento de la muestra
v su utilizacion en estudios de investigacion posteriores, por favor margue su decision:

__ Deseo que la muestra que me fue extraida sea DESECHADA una vez completado el estudio
de diagnostico molecular.

__ Autorizo conservar la muestra que me fue extraida con la posibilidad de emplearla junto con
el resultado del estudio molecular, para lo cual, me deberan contactar nuevamente con el fin de
firmar el respective consentimiento informado previamente aprobado por Comité de Etica.

Yo, identificado con documento de identificacion
# de , acepto voluntariamente que se tome muestra de

, a mi hijo (a) o menor a mi cargo con
documento de identidad con el fin de almacenarla para el estudio

molecular de MUCOPOLISACARIDOSIS TIPO HIC. Asi mismo, declaré que se me ha explicado la no
presencia de riesgos y el manejo que se le dara al material de muestra.

FECHA:

PADRE MADRE

Firma Representante Legal Sujeto de Investigacion:
Testigo Investigador

]
j=}
[+]

(%]
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g 5 ASENTIMIENTO INFORMADO PARA MENOR DE EDAD
L KRGS
.| "1 DE COLOMBIA “ANALISIS DEL EFECTO FUNDADOR DE UNA MUTA CION NONSENSE
e DEL GEN HGSNAT EN LA POBLACION DE RUNTA, BOYACA™.

INFORMACION GENERAL

A continuacién se procede a explicar al menor que el propdsito del estudio es identificar los cambios
de la informacién genética que originaron la enfermedad de Mucopolisacaridosis tipo IlIC o sindrome
de Sanfilippo en la poblacion, que los padres tienen conocimiento del estudio que se va a realizar y que
previamente han dado su aprobacidn para la participacion de €l en el estudio.

Se explica que para realizar el estudio puede ser necesario tomar una muestra de sangre, que sera
extraida por puncion de una vena del antebrazo por una persona experta y bajo las condiciones de
asepsia adecuadas y necesarias.

Adicionalmente, se aclara que puede decidir no participar en el estudio y que no pasa nada, que si
cuando empiece el estudio tiene alguna pregunta, puede preguntarle al grupo de investigadores
cuantas veces sea necesario, hasta aclarar mis dudas, que en cualquier momento puede decidir que
ya no quiere seguir participando y nadie lo obligara a continuar en el estudio y que no obtendra ninguna
recompensa ni remuneracion al participar en el estudio.

Posteriormente se pregunta al menor si después de haber sido explicado lo que se va a realizar, desea
participar en el estudio y suministrar la muestra de sangre de ser necesaria.
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# vmen  CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA TOMA DE FOTOGRAFIAS Y/O

ATk NACIONAL GRABACIONES AUDIOVISUALES
. | '/ DE COLOMBIA

ESTUDIO: “ANALISIS DEL EFECTO FUNDADOR DE UNA MUTACION NONSENSE DEL GEN
HGSNAT EN LA FOBLACION DE RUNTA, BOYACA”™.

INSTITUTO DE GENETICA UNIVERSIDAD NACIONAL

Nombre del Paciente: Fecha:

Como representante legal de .
identificado con documento de identidad # , doy mi consentimiento para
la toma de fotografias, videos, grabaciones de voz a mi 0 a mi hijo (a) (o persona de la cual soy el
acudiente o representante legal). Entiendo que la informacion puede ser utilizada como parte de mi
historial médico, como parte de docencia médica o para publicacion en libros o articulos. Entiendo
igualmente que no voy a recibir ningun incentivo econdmico. Si me niego, esto no afectara la atencion
médica adecuada.

Autorizacién para la utilizacion del material

__Autorizo que las fotografias, los videos y las grabaciones de voz se usen en publicaciones médicas,
incluyendo articulos, libros y publicaciones electrdnicas. Entiendo que la imagen puede ser vista por
miembros del publico en general, ademas de los cientificos y los investigadores médicos, que
regularmente usan estas publicaciones en su educacion profesional. Aungue dichas fotografias, videos
0 grabaciones de voz seran utilizados sin identificar informacién personal (mi nombre), entiendo que es
posible que alguien me reconozca. Estoy de acuerdo con que mi imagen se muestre para efectos
académicos y para mi historia clinica.

__Autorizo que las fotografias sean utilizadas para lo mencionado en el item anterior, siempre y cuando
se utilice enmascaramiento, con el fin de que no me reconozcan.

__Autorizo que mi imagen sea utilizada para la ensefianza y que se use para mi historia clinica, PERO
NOQ, para publicaciones médicas.

__Autorizo que mi imagen se utilice SOLAMENTE como parte de la historia clinica.

Confirmo que el consentimiento se me ha explicado en términos que entiendo, y firmo a continuacién,

Firma Paciente o Representante Legal Testigo
Cualquier informacion adicional usted puede obtenerla directamente con:
Dr. Harvy Velasco

Especialista en genética médica

Instituto de Genética Universidad Nacional
Tel .Conmutador: (57) (1) 316-5000 Extensidn: 11610

1d
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Froyecto aprobado por Comité de &tica, acta Mo 019-203-15 del 12 de noviembre de 2015.

coniGo: BoY [ ][]

FECHA: DD MM AAAA
I | I

INFORMACION GENERAL

NOMBRES Y APELLIDOS:

DOCUMENTO: LUGAR DE NACIMIENTO:

FECHA DE NACIMIENTO DD/MM/AAAA: EDAD (ANOS):
TELEFONOS: DIRECCION :

CIUDAD: CORREQ ELECTRONICO:

TIEMPO VIVIENDO EN LA REGION (ANOS):

INFORMACION DE LA FAMILIA

NOMEBRES ¥ 2 APELLIDOS DE LA MADRE:

LUGAR NACIMIENTO: DTO: EDAD (ANOS):
NOMBRES Y 2 APELLIDOS DE LA ABUELA MATERNA.:

LUGAR NACIMIENTO: DTO: EDAD (ANOS):
NOMBRES Y 2 APELLIDOS DEL ABUELO MATERNO:

LUGAR MACIMIENTO: DTO: EDAD (ANOS):
NOMBRES Y 2 APELLIDOS DEL PADRE:

LUGAR NACIMIENTO: DTO: EDAD (ANOS):
NOMBRES Y 2 APELLIDOS DE LA ABUELA PATERNA:

LUGAR NACIMIENTO: DTO: EDAD (ANOS):
NOMBRES Y 2 APELLIDOS DEL ABUELO PATERNO:

LUGAR NACIMIENTO: DTO: EDAD (ANOS):
NOMBRES Y 2 APELLIDOS DEL HERMANO 1:

LUGAR NACIMIENTO: DTO: EDAD (ANOS):
NOMBRES Y 2 APELLIDOS DEL HERMANO 2:

LUGAR NACIMIENTO: DTO: EDAD (ANOS):
NOMBRES Y 2 APELLIDOS DEL HERMANO 3:

LUGAR NACIMIENTO: DTO: EDAD (ANOS):
NOMBRES Y 2 APELLIDOS DEL HERMANO 4:

LUGAR NACIMIENTO: DTO: EDAD (ANOS):
NOMBRES Y 2 APELLIDOS DEL HERMANO 5:

LUGAR NACIMIENTO: DTO: EDAD (ANOS):
NOMBRES Y 2 APELLIDOS DEL HERMANO 6:

LUGAR NACIMIENTO: DTO: EDAD (ANOS):
NOMBRES Y 2 APELLIDOS DEL HERMANO 7:

LUGAR NACIMIENTO: DTO: EDAD (ANOS):
NOMBRES Y 2 APELLIDOS DEL HERMANO 8:

LUGAR NACIMIENTO: DTO: EDAD (ANOS):
NOMBRES Y 2 APELLIDOS DEL HERMANO 9:

LUGAR NACIMIENTO: DTO: EDAD (ANOS):
NOMBRES Y 2 APELLIDOS DEL HERMANO 10:

LUGAR NACIMIENT O: DTO: EDAD (ANOS):




69

+ NACIONALI

NOMBRES Y 2 APELLIDOS DEL CONYUGE

C[NOMBRES ¥ 2 APELLIDOS DEL CONYUGE

LUGAR NACIMIENTO:
DTO:

EDAD (ANOS):

LUGAR NACIMIENTO:

DTO: EDAD (ANOS):

NOMBRES Y 2 APELLIDOS DEL HIJO 1:|NOMBRES Y 2 APELLIDOS DEL HIJO
LUGAR NACIMIENTO: LUGAR NACIMIENTO:

DTO: EDAD (ANOS): DTO: EDAD (ANOS):
NOMBRES Y 2 APELLIDOS DEL HIO 2:|NOMBRES Y 2 APELLIDOS DEL HIO
LUGAR NACIMIENTO: LUGAR NACIMIENTO:

DTO: EDAD (ANOS): DTO: EDAD (ANOS):
NOMBRES Y 2 APELLIDOS DEL HWO 3:|NOMBRES Y 2 APELLIDOS DEL HIO
LUGAR NACIMIENTO: LUGAR NACIMIENTO:

DTO: EDAD (ANOS): DTO: EDAD (ANOS):
NOMBRES Y 2 APELLIDOS DEL HIJO 4:|NOMBRES Y 2 APELLIDOS DEL HIO

LUGAR NACIMIENTO:
DTO:

EDAD (ANOS):

LUGAR NACIMIENTO:

DTO: EDAD (ANOS):

NOMBRES Y 2 APELLIDOS DEL CONYUGE

:|NOMBRES Y 2 APELLIDOS DEL CONYUGE

LUGAR NACIMIENTO:
DTO:

EDAD (ANOS):

LUGAR NACIMIENTO:

DTO: EDAD (ANOS):

NOMBRES Y 2 APELLIDOS DEL HIJO 1:|NOMBRES Y 2 APELLIDOS DEL HIO
LUGAR NACIMIENTO: LUGAR NACIMIENTO:

DTO: EDAD (AROS): DTO: EDAD (ANOS):
NOMBRES Y 2 APELLIDOS DEL HIJO 2 |NOMBRES Y 2 APELLIDOS DEL HIO
LUGAR NACIMIENTO: LUGAR NACIMIENTO:

DTO: EDAD (ANOS): DTO: EDAD (ANOS):
NOMBRES Y 2 APELLIDOS DEL HIO 3 |NOMBRES Y 2 APELLIDOS DEL HIO
LUGAR NACIMIENTO: LUGAR NACIMIENTO:

DTO: EDAD (ANOS): DTO: EDAD (ANOS):
NOMBRES Y 2 APELLIDOS DEL HIJO 4:|NOMBRES Y 2 APELLIDOS DEL HWO

LUGAR MNACIMIENTO:
DTO:

EDAD (ANOS):

LUGAR NACIMIENTO:

DTO: EDAD (ANOS):

Responsable






B. Anexo: Imagenes de

secuenciacion de fragmentos
(haplotipos)

BOYO008 (positivo)
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BOYO010 (positivo)
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BOY024 (positivo)
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BOY026 (positivo)
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BOYO059 (positivo)
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BOY203 (heterocigoto)
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BOY204 (heterocigoto)
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BOY205 (heterocigoto)
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BOY228 (heterocigoto)
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BOY234 (heterocigoto)
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BOY236 (heterocigoto)
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BOY237 (heterocigoto)
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BOY403 (heterocigoto)
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C. Anexo: Resultado desequilibrio
de ligamiento y graficas DMLE v3.1

Resultados de desequilibrio de ligamiento poblacion de Tunja:

Test of linkage disequilibrium for all pairs of loci:
Permutation test using the EM algorithm
Number of permutations : 10000
Number of initial conditions for EM : 2

Pair(0, 1)
LnLHood LD : -359.19982 LnLHood LE : -377.02494
Exact P= 0.18634 +- 0.00388 (10100 permutations done)

Pair(0, 2)
LnLHood LD : -400.26901 LnLHood LE : -424.56807
Exact P= 0.06297 +- 0.00237 (10100 permutations done)

Pair(1, 2)
LnLHood LD : -368.92889 LnLHood LE : -397.42804
Exact P= 0.01376 +- 0.00105 (10100 permutations done)

Pair(0, 3)
LnLHood LD : -539.67052 LnLHood LE : -607.12872
Exact P= 0.00901 +- 0.00082 (10100 permutations done)

Pair(1, 3)
LnLHood LD : -515.64639 LnLHood LE : -579.98868
Exact P= 0.02119 +- 0.00144 (10100 permutations done)

Pair(2, 3)
LnLHood LD : -549.61405 LnLHood LE : -627.53182
Exact P= 0.02010 +- 0.00121 (10100 permutations done)

Pair(0, 4)
LnLHood LD : -374.35557 LnLHood LE : -393.71260
Exact P= 0.20228 +- 0.00418 (10100 permutations done)

Pair(1, 4)
LnLHood LD : -346.12782 LnLHood LE : -366.57257
Exact P= 0.19990 +- 0.00447 (10100 permutations done)

Pair(2, 4)
LnLHood LD : -391.17128 LnLHood LE : -414.11570
Exact P= 0.33634 +- 0.00487 (10100 permutations done)

Pair(3, 4)

Chi-square test value=35.65025 (P = 0.21975, 30d.f.)

Chi-square test value=48.59813 (P = 0.06301, 35 d.f.)

Chi-square test value=56.99830 (P = 0.06115, 42 d.f.)

Chi-square test value=134.91640 (P = 0.09893, 115d.f)

Chi-square test value=128.68458 (P = 0.70315, 138 d.f.)

Chi-square test value=155.83552 (P = 0.60013, 161 d.f.)

Chi-square test value=38.71406 (P = 0.30565, 35 d.f.)

Chi-square test value=40.88950 (P = 0.51965, 42 d.f.)

Chi-square test value=45.88883 (P = 0.60003, 49 d.f.)
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LnLHood LD : -525.39562 LnLHood LE : -596.67634
Exact P= 0.00545 +- 0.00079 (10100 permutations done)

Pair(0, 5)
LnLHood LD : -410.76195 LnLHood LE : -435.15135
Exact P= 0.09059 +- 0.00294 (10100 permutations done)

Pair(1, 5)
LnLHood LD : -383.69826 LnLHood LE : -408.01132
Exact P= 0.24891 +- 0.00478 (10100 permutations done)

Pair(2, 5)
LnLHood LD : -422.97741 LnLHood LE : -455.55445
Exact P= 0.06010 +- 0.00236 (10100 permutations done)

Pair(3, 5)
LnLHood LD : -540.30070 LnLHood LE : -638.11510
Exact P= 0.00000 +- 0.00000 (10100 permutations done)

Pair(4, 5)
LnLHood LD : -399.99038 LnLHood LE : -424.69898
Exact P= 0.32594 +- 0.00465 (10100 permutations done)

Chi-square test value=142.56144 (P = 0.84899, 161 d.f)

Chi-square test value=48.77882 (P = 0.32363, 45 d.f.)

Chi-square test value=48.62613 (P = 0.68103, 54 d.f.)

Chi-square test value=65.15409 (P = 0.40167, 63 d.f.)

Chi-square test value=195.62879 (P = 0.70420, 207 d.f.)

Chi-square test value=49.41719 (P = 0.89423, 63 d.f.)

Resultados de desequilibrio de ligamiento poblacién de Runta:

Test of linkage disequilibrium for all pairs of loci:
Permutation test using the EM algorithm
Number of permutations : 10000
Number of initial conditions for EM : 2

Pair(0, 1)
LnLHood LD : -196.11158 LnLHood LE : -257.99990
Exact P= 0.00000 +- 0.00000 (10100 permutations done)

Pair(0, 2)
LnLHood LD : -203.50902 LnLHood LE : -246.38200
Exact P= 0.00000 +- 0.00000 (10100 permutations done)

Pair(1, 2)
LnLHood LD : -219.40591 LnLHood LE : -252.07445
Exact P= 0.00000 +- 0.00000 (10100 permutations done)

Pair(0, 3)
LnLHood LD : -247.98849 LnLHood LE : -327.74495
Exact P= 0.00000 +- 0.00000 (10100 permutations done)

Pair(1, 3)
LnLHood LD : -258.01130 LnLHood LE : -333.43740
Exact P= 0.00000 +- 0.00000 (10100 permutations done)

Pair(2, 3)
LnLHood LD : -273.19860 LnLHood LE : -321.81949
Exact P= 0.00000 +- 0.00000 (10100 permutations done)

Pair(0, 4)
LnLHood LD : -205.86388 LnLHood LE : -235.12006
Exact P= 0.00000 +- 0.00000 (10100 permutations done)

Pair(1, 4)

LnLHood LD : -203.71903 LnLHood LE : -240.81251

Chi-square test value=123.77664 (P = 0.00000, 20 d.f.)

Chi-square test value=85.74595 (P = 0.00000, 16 d.f.)

Chi-square test value=65.33707 (P = 0.00000, 20 d.f.)

Chi-square test value=159.51293 (P = 0.00000, 60 d.f.)

Chi-square test value=150.85220 (P = 0.00000, 75 d.f.)

Chi-square test value=97.24179 (P = 0.00167, 60 d.f.)

Chi-square test value=58.51236 (P = 0.00000, 16 d.f.)
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Exact P= 0.00000 +- 0.00000 (10100 permutations done)

Pair(2, 4)
LnLHood LD : -194.78425 LnLHood LE : -229.19460
Exact P= 0.00000 +- 0.00000 (10100 permutations done)

Pair(3, 4)
LnLHood LD : -241.82099 LnLHood LE : -310.55756
Exact P= 0.00000 +- 0.00000 (10100 permutations done)

Pair(0, 5)
LnLHood LD : -233.30070 LnLHood LE : -267.43726
Exact P= 0.00000 +- 0.00000 (10100 permutations done)

Pair(1, 5)
LnLHood LD : -241.73037 LnLHood LE : -273.12971
Exact P= 0.00000 +- 0.00000 (10100 permutations done)

Pair(2, 5)
LnLHood LD : -240.68021 LnLHood LE : -261.51181
Exact P= 0.00228 +- 0.00046 (10100 permutations done)

Pair(3, 5)
LnLHood LD : -264.00640 LnLHood LE : -342.87476
Exact P= 0.00000 +- 0.00000 (10100 permutations done)

Pair(4, 5)

LnLHood LD : -218.16690 LnLHood LE : -250.24987
Exact P= 0.00000 +- 0.00000 (10100 permutations done)

Resultado de graficas DMLE v3.1:

Chi-square test value=74.18696 (P = 0.00000, 20 d.f.)

Chi-square test value=68.82072 (P = 0.00000, 16 d.f.)

Chi-square test value=137.47314 (P = 0.00000, 60 d.f.)

Chi-square test value=68.27313 (P = 0.00003, 28 d.f.)

Chi-square test value=62.79868 (P = 0.00268, 35 d.f.)

Chi-square test value=41.66319 (P = 0.04663, 28 d.f.)

Chi-square test value=157.73673 (P = 0.00067, 105 d.f.)

Chi-square test value=64.16594 (P = 0.00012, 28 d.f.)

Poblacién colombiana - 15 afios por generacion

Chain 1

6876769 70.8073 73.29186 7567642 78.06098 80.44554 828301 8521466 B7.59922 §9.98376 9236834 947529 97.13746 99.52202 10217153 104.82105
Age of mutation
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Poblacion colombiana - 20 afios por generacion
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Poblacion boyacense - 15 afios por generacion

Chain1
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Poblacion boyacense - 25 afios por generacion

Chain 1
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