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RESUMEN

La Enfermedad de Gaucher (EG) es un trastorno genético autosémico recesivo,
causado por la deficiencia de la enzima lisosomal B-Glucocerebrosidasa acida
(GBA). En Colombia se ha estimado una prevalencia de 1:266.441 habitantes.
Sin embargo, el pais no cuenta con datos exactos sobre frecuencia de variantes
asociadas con la enfermedad. Con el objetivo de identificar las variantes del gen
GBA, se realizd un estudio transversal, descriptivo, no experimental, con los
resultados obtenidos de la secuenciacion del exoma completo de 320 pacientes
con patologias diferentes y sin sospecha clinica de EG. Se utilizaron softwares
bioinforméticos para analizar la importancia clinica de las diferentes variantes.
Se calcul6 la frecuencia poblacional de cada uno y se desarrollé una red de
interaccion del gen GBA. Como resultados, se encontraron 41 variantes
asociadas al gen GBA; 21 de las variantes reportadas presentaron una
significancia clinica benigna, 5 obtuvieron una clasificacion patogénica o
probablemente patogénica, con frecuencias que oscilaron entre 0,0062 y 0,0218
y 7 presentaron una significancia incierta. La variante mas frecuente fué
c.454+47G>A encontrandose en un 90% de las muestras con una significancia
clinica benigna. 2 de las 5 variantes patogénicas se encontraron reportadas en
asociacion con enfermedad de Parkison. La red de interaccion de genes permitio
observar asociaciones cercanas entre GBA y los genes PSAP, SCARB2,
LAMP2, todos ellos asociados a funciones de localizaciones vacuolares,
instrucciones de lumen lisosomal y vacuolar, membranas vacuolares y
lisosomales. Nuestros resultados destacan el hecho de que el impacto en el
fenotipo depende en gran medida de la patogenicidad de las variantes, por tal
motivo es fundamental realizar estudios genémicos-bioinformaticos que permitan
ampliar estos conocimientos. Ademas sugieren que las variantes en el gen GBA,
incluso en individuos heterocigotos, podrian ser un factor de riesgo heredado

para el desarrollo de parkinsonismo.

Palabras Claves: Biologia computacional, Enfermedad de Gaucher,
Enfermedades de Depdsito Lisosomal, Glucosilceramida, Secuenciacion del
Exoma Completo (DeCS).



ABSTRACT

Gaucher Disease (GD) is an autosomal recessive genetic disorder, caused by a
deficiency of the enzyme B-Glucocerebrosidase (GBA). In Colombia, a
prevalence of 1. 266,441 inhabitants has been estimated. However, the country
does not have exact data on the frequency of variants associated with the
disease. To identify the variants of the GBA gene, a transversal, descriptive, non-
experimental study was carried out with the results obtained from the sequencing
of the complete exome of 320 patients with complex disease, without clinical
suspicion of GD. Bioinformatic software were used to analyze the clinical
significance of the different variants. The population frequency of each one was
calculated, and it was developed a network of interaction of the GBA gene. As a
result, 41 variants associated to the GBA gene were found; 21/41 of the variants
reported represented a benign significance, 5/41 of the variants reported
obtained a classification of pathogenic or probably pathogenic with frequencies
ranging from 0.0062 to 0.0218 and 7/41 of the variants reported presented
uncertain significance. The most frequent variant was c.454 + 47G> A, found in
90% of the samples with benign clinical significance. 2/5 pathogenic variants
were reported in association with Parkison's disease. The gene interaction
network allowed observing close associations between GBA and PSAP,
SCARB2, LAMP2 genes, all of them focused on functions of vacuolar locations,
lysosomal and vacuolar lumen instructions, vacuolar and lysosomal membranes.
Our results highlight the fact that the impact on the phenotype depends to a large
extent on the pathogenicity of the variants, for this reason it is essential to carry
out genomic-bioinformatic studies to expand this knowledge. They also suggest
that mutations in the GBA gene, even in heterozygous individuals, could be an

inherited risk factor for the development of parkinsonism.

KeyWords: Computational Biology, Gaucher Disease, Glucosylceramidase,
Lysosomal Storage Diseases, Whole Exome Sequencing (DeCS).



1. INTRODUCCION

La Enfermedad de Gaucher (EG) (MIM # 230800, 230900, 231000; CIE-10
E75.2; ORPHA: 355) es un desorden lisosomal, hereditario del tipo autosémico
recesivo, causado por una mutacion en el gen GBA, localizado en la region g21
del cromosoma 1. Esta enfermedad es caracterizada por una deficiencia parcial
o total, de la enzima beta glucocerebrosidasa (B-glucosidasa acida) la cual es
necesaria para degradar un tipo de lipido conocido como glucosilceramida, que,
como consecuencia del déficit enzimatico, se acumula en el cuerpo,

predominantemente en el higado, el bazo y la médula ésea (1,2).

La EG es el desorden lisosomal mas frecuente, con una prevalencia de
aproximadamente 1/40,000. En la poblacion judia Ashkenazi (AJ), la prevalencia
fué histéricamente tan alta como 1/1,000 (3). Estudios realizados por Nalysnyk
et al (2017) encontraron que la estimacion de la incidencia al nacer, en
comunidades con ancestros mixtos, varia entre 1 caso por cada 17.421 nacidos
vivos (nv) en Austria, y hasta 1 caso por cada 256.410 nv en Canada (4).
Orphanet reporta una prevalencia en Europa de alrededor de 1 caso por cada
100.000 habitantes (5). En Colombia, de acuerdo con la Asociacion Colombiana
de Pacientes con Enfermedades de Depdsito Lisosomal -ACOPEL, se estima
una prevalencia de 1 por cada 266.441 habitantes (6). Sin embargo, a pesar de
gue la EG se encuentra dentro del listado de las 2.198 Enfermedades Huérfanas
(EH) en el pais segun Resolucién 5265 del 2018, aun no se cuenta con cifras
exactas sobre la incidencia y prevalencia de esta enfermedad, ya que, por
desconocimiento, heterogeneidad clinica y/o dificil diagnéstico, es una
enfermedad subdiagnésticada en Colombia.

Existen mas de 460 variantes en el gen GBA, Sin embargo, cuatro variantes
comunes - N370S, IVS2, 84GG, L444P son responsables de aproximadamente
el 96,5% de la EG en la poblacion AJ, en el hemisferio occidental y de

aproximadamente el 50% -60% en las poblaciones no judias (1).

La baja expresion del gen GBA, determina las manifestaciones clinicas

heterogéneas de la enfermedad (1)(2). Actualmente la EG se clasifica en 3 tipos
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basicos dependiendo de la presencia y gravedad del compromiso neuroldgico.
La EG tipo 1 (EG1) es la mas frecuente y se caracteriza por su extrema
heterogeneidad, que incluye presentaciones asintomaticas o mas graves. se
distingue por la ausencia de compromiso neuroldgico primario. La acumulacién
de glucosilceramida en érganos viscerales genera, en el 90% de los pacientes,
esplenomegalia y, entre el 60-80% de los afectados con la enfermedad,
hepatomegalia. Como consecuencia de esto, resulta frecuente la disminucién de
la concentracion de glébulos rojos y trombocitopenia. Asi mismo, alrededor del
50% de los pacientes sufren de fatiga cronica lo que muchas veces impacta su
actividad diaria y sus actividades socio-profesionales (7). Por su parte, la EG2 y

EG3 se asocian con afectacion neuroldgica que pueden llegar a ser graves.

Tradicionalmente, el diagndstico se ha realizado mediante un examen clinico
acompafado del estudio bioquimico midiendo los niveles de la actividad de la
enzima B-Glucocerebrosidasa en los leucocitos de sangre periférica (8). Sin
embargo, los estudios enziméaticos no permiten la distincion entre los individuos
sanos y los portadores heterocigotos; es por esta razén que hoy en dia se esta
realizando el andlisis de variantes especificas del gen de interés o adoptando el
uso de técnicas moleculares como la secuenciacion del exoma completo para
efectos de asociaciones fenotipo-genotipo y un conocimiento mas amplio sobre
las variantes asociadas a la enfermedad (8,9). En cuanto al tratamiento, hoy en
dia se encuentran disponibles abordajes terapéuticos como la terapia de
reemplazo enzimatico, la terapia farmacolégica de chaperonas, el trasplante de
medula 6sea, el uso de oligonucledtidos anti sentido y la terapia génica
experimental (1,3).

De esta forma, el presente estudio busca ampliar el conocimiento sobre esta
patologia, mediante la revision exhaustiva de literatura asociada a las variantes
reportadas de la EG y el uso de herramientas genémicas y bioinformaticas que
permitan encontrar variantes asociadas al gen GBA en una poblaciéon con
patologias diferentes y no diagndsticados clinicamente con EG del suroccidente

Colombiano.
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2. JUSTIFICACION

La EG es la enfermedad de almacenamiento lisosomal mas prevalente. La EG1
es la mas frecuente en los Estados Unidos, Europa e Israel y ocurre con mayor
frecuencia en la poblacibn AJ. Se reportaron aproximadamente 20,000
individuos con EG en los Estados Unidos a mediados de la década de 1990,
segun un estudio de frecuencia de genes, 2/3 de los cuales eran AJ (4,10,11).
Una encuesta posterior estimé que la incidencia estandarizada de pacientes
nacidos con EG en la poblacién general era entre 0.4 y 5.8 por 100,000, con una
prevalencia de 0.7 a 1.8 por 100,000 (4).

La EG1 es el tipo mas comunmente visto en la poblaciéon AJ, aunque la mayoria
de los pacientes no son judios. La frecuencia de portadores en los AJ es de
aproximadamente 1 en 12 (12), y la frecuencia de los genotipos asociados a la
enfermedad se calcula en 1 en 850 (13). La incidencia de EG1 es mucho menor
en las poblaciones no judias, y ocurre en aproximadamente 1 de cada 40,000 a
1 en 86,000 nv. Por su parte, se conoce que la EG2 (también llamada EG

neuronopéatica aguda) tiene una incidencia estimada de 1 en 150,000 (14)

La primera publicacion colombiana sobre la EG fué realizada por Cadavid en
1925, donde se reportd un paciente con hepatoesplenomegalia con sospecha de
la enfermedad y sin confirmacion de la misma (15); Echavarria et al., en 1966
informaron dos casos, uno de ellos de EG1 (16) y en 1970 Rodriguez et
al.,presentaron tres casos de la forma grave (17). De esta manera, para 1972 se
conocian 12 casos en total reportados en literatura para el pais (18). En el 2006
se habian reportado 76 casos de EG, de los cuales 55 se encontraban
registrados en la plataforma ClinicalTrials.gov (19); de éstos, 29 eran adultos
(53%) y 26 nifios (47%). 50 pacientes del tipo 1 y 5 del tipo Il y lll. En el mismo
aflo, Lozano-Bernal describié el historial clinico de la casuistica del
departamento de Tolima en referencia a esta patologia, ilustré6 cuatro casos
diagnosticados en los ultimos 10 afios, el primero de los cuales se diagnostico el
28 de noviembre de 1996 y el ultimo el 9 de febrero de 2005 (20). Para el afio
2013, un trabajo realizado por Uribe et al., reporto que en Colombia se les habia

realizado prueba de medicion de actividad enzimatica a 9112 personas con
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sospecha de enfermedad de depdsito lisosomal (EDL), de las cuales 117 se

diagnosticaron con EG (21).

De acuerdo con ACOPEL, para el 2014, se tenian 139 personas que habian sido
diagnosticadas con EG (22) y para el 2017 este numero ascendia a 185, lo que

equivale a una prevalencia puntual de 1 por cada 266.441 habitantes (6).

Sin embargo, los datos del Instituto Nacional de Salud (INS) de Colombia, quien
realiza anualmente el informe de seguimiento a las EH-raras, y tiene como fuente
de informacion la notificacion al Sistema de Vigilancia en Salud Publica —
SIVIGILA y el Sistema Integral de Informacion de la Proteccion Social (SISPRO),
reportaron que durante 2016- 2017 y hasta la semana 24 del 2018 se tenian 25
casos correspondientes a EG (23), los cuales debian ser sumados a los 68 que
se encontraban registrados en el censo de EH-raras (2015). Asi, segun las
fuentes oficiales, en 2018 el numero de pacientes registrados con EG en
Colombia ascendian a 93 (6) (23). Adicionalmente, en el boletin epidemiolégico
semanal del INS para la Semana 05 (27 de enero- 2 de febrero de 2019) no se
habian reportado casos confirmados de EG en Colombia (24). Esto deja ver un
panorama en Colombia que no es claro en cuanto a frecuencia de la enfermedad,
ademas no se tienen estudios epidemiolégicos a gran escala que permitan
profundizar en el conocimiento y acercamiento del numero de afectados en el

pais.

A pesar de lo anterior, los avances en este tema se han venido realizando desde
el afio 2010, mediante la Ley No 1392 donde “Se reconocen las EH como de
especial interés y se adoptan normas tendientes a garantizar la proteccion social
por parte del estado colombiano a la poblacion que padece de ellas y sus
cuidadores” (25), posteriormente, se expide el decreto 1954 de 2012 para
implementar el sistema de informacién de pacientes con EH, definidas en la Ley
1392 de 2010, con el fin de “disponer de la informacién periddica y sistematica
gue permita realizar el seguimiento de la gestién de las entidades responsables
de su atencion, evaluar el estado de implementacion y desarrollo de la politica
de atencion en salud de quienes las padecen y su impacto en el territorio

nacional” (26) . En 2015 y como parte de la politica de salud publica en el pais,
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se implementé el programa de notificacion rutinaria para EH, generando una
base de datos con la informacidén necesaria sobre los pacientes y su diagnéstico
clinico, enzimético y molecular (27). Su funcionamiento empieza correctamente
en 2016 en donde para afianzar el Protocolo de Vigilancia de EH- Raras las
notificaciones se proponen realizar semanalmente al SIVIGILA con periodicidad

bimensual al SISPRO, a partir de los casos confirmados.

De esta manera, hoy en dia la EG se encuentra en el listado de las 2.198 EH
reportadas en la resolucion 5265 del 2018 ( #811 Enfermedad de Gaucher CIE-
10 : E752, # 812 Enfermedad de Gaucher-oftalmoplejia calcificacion
cardiovascular CIE-10: E752, # 813 Enfermedad de Gaucher Tipo 1 CIE-10 :
E752, # 814 Enfermedad de Gaucher Tipo 2 CIE-10: E752 , # 815 Enfermedad
de Gaucher tipo 3 CIE-10: E752), cuyo diagndstico se hace mediante la actividad
de la enzima lisosomal B-glucosidasa acida y como prueba opcional el estudio
molecular del gen GBA; lo anterior, permite un manejo adecuado de la
informacion, generando un reporte oportuno y acercamiento a la prevalencia e

incidencia de la enfermedad (28).

Una de las probleméaticas mas grandes para el acercamiento al nUmero correcto
de Colombianos afectados por la EG es su diagnostico, ya que, a pesar de la
disponibilidad de pruebas definidas, como el andlisis de la actividad enzimatica
de GBA en los leucocitos y/o fibroblastos, y los analisis moleculares del gen GBA,
los pacientes siguen siendo diagnosticados errGneamente y experimentan
retrasos diagndsticos significativos (29,30). Esto es probablemente una
consecuencia de la relativa rareza de la enfermedad, la dificultad de los estudios
enzimaticos para realizar la distincion entre los individuos sanos y los portadores,
el desconocimiento sobre la patologia y la heterogeneidad clinica (31);
relacionado con las grandes diferencias fenotipicas dentro de los grupos
genotipicos y entre individuos con una misma mutacion en el gen GBA, lo que
implica una contribucion significativa de otros factores genéticos y no genéticos
gue modifican su expresion; asi mismo, el desconocimiento de las variantes que
pueden presentarse en el mismo gen y el nivel de alteracion proteica que una
variante (0 mas) puedan ocasionar en un individuo, generan retraso en el

diagndstico y el tratamiento oportuno de la enfermedad (29,31).
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A pesar de lo expuesto anteriormente, el interés actual en estudiar
enfermedades como la EG se ha ido posicionando como un campo de la
investigaciéon biomédica en el que los investigadores usan herramientas
genomicas bioinformaticas, como analisis computarizados, para comparar las
secuencias gendmicas entre individuos, obtener caracteristicas propias de cada
estudio, localizar regiones de similitudes y diferencias; esto, en conjunto permite
asociar los resultados de variantes secuenciales en efectos funcionales,
permitiendo explicar la etiologia de la enfermedad, ayudando a entender la
estructuray la funcion de los genes implicados, generando la creacion de nuevas

estrategias para tratamientos dirigidos.

Asi mismo, dichos estudios bioinformaticos han sido posibles de realizar gracias
al avance en técnicas como los estudios de exomas completos, permitiendo un
aumento en el conocimiento y el registro de amplia informacién en diversas
enfermedades; es de anotar que esta técnica implica la secuenciacion de todas
las regiones gendmicas codificantes, intrones y sitios de splicing, obteniendo de
esta manera la maxima informacién genética posible a lo largo de los 26.000
genes que constituyen el exoma humano. Las variantes pueden ser detectadas
en genes relacionados con la historia clinica del paciente o bien en genes cuya
relacion con la enfermedad no ha sido aun descrita, permitiendo un abordaje mas
amplio de sindromes complejos. La Secuenciaciéon del Exoma Completo
proporciona una cobertura de profundidad media de 100x. Esto permite el
estudio detallado de las secuencias codificantes analizadas con méximo

rendimiento diagnéstico en la mayoria de las regiones.

Teniendo en cuenta el interés de estudiar EH, nuestro grupo de investigacion de
la Universidad del Valle: Enfermedades Congénitas del Metabolismo, ha logrado
recopilar durante mas de 8 afios informacién entorno al conocimiento de la EG,
abordando estudios en el Suroccidente Colombiano basados en reconocer la
incidencia y prevalencia de la enfermedad, asi como analizar las caracteristicas

de las variantes genéticas que se puedan presentar en estos pacientes.
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De esta manera, en el afio 2015 el grupo de investigacién confirmd por primera
vez en un paciente recién nacido con fenotipo descrito para Enfermedad de
Gaucher tipo Il (trombocitopenia, anemia, leucocitosis, hiperbilirrubinemia a
expensas de bilirrubina indirecta, elevacion de creatinina para la edad,
reactantes de fase aguda levemente elevados, hiperglicemia, hipocalcemia; una
actividad enzimatica de la B-glucocerebrosidasa baja con respecto al valor de
referencia:4,4 pmol/l/h (referencia= 7,9 pmol/l/h); una concentracién del
biomarcador lyso-Gb1 normal: 2,9 ng/ml (referencia < 3,5 ng/ml); y deteccion de
una mutacion heterocigoética en el exén-8 del gen GBA (¢.1200G >A p.M400I),
analizado por PCR con una referencia de secuencia: NM_000157.3. Este
hallazgo permitio comprender que las grandes diferencias fenotipicas dentro de
los grupos genotipicos y entre individuos con la misma mutacion, implican una
contribucién significativa de otros factores genéticos y no genéticos que
modifican su expresion. Ademas, permitié plantear en cuadros clinicos debidos
a variantes en estado heterocigotico, el paradigma de un comportamiento con
mecanismo de herencia dominante o la presencia de otras alteraciones en el
gen, requiriendo de mayores investigaciones bioquimicas y moleculares para la
correlacion genotipo-fenotipico y un asesoramiento genético adecuado. (32).
Este trabajo permiti6 al grupo, obtener el galardon de primer puesto de
investigacion en el “Recent Advances in Rare Diseases — RARD”, realizado en
Moscu, Rusia, un evento de talla mundial que reunié a méas de 300 profesionales

y expertos en enfermedades raras (33).

Asi mismo, en el LIV Congreso Nacional y V internacional de ciencias Bioldgicas,
llevado a cabo en Monteria- Cérdoba. Colombia (2019) el grupo de investigacion
presento los resultados de un Big Data de 135 exomas completos analizados en
donde se encontraron un total de 24 variantes para el gen GBA, de estas, 14 no
se encontraron reportadas anteriormente y 1 se asocio con un significado clinico
patogénico. La variante p.Lys13Arg fué encontrada con una alta frecuencia en
las muestras (54%). De igual manera, la determinacion de casos esperados por
Frecuencia Alélica, indicd 1.345 casos y la estimacion de casos esperados por
frecuencia poblacional arroj6 un resultado de 500 casos en la poblacién nacional,
resultando esta informacion util para los estimativos de frecuencia en el pais, y

generando una actualizacion del panorama y epidemiologia de EG (34).
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De esta manera, la identificacion oportuna de variantes en el gen GBA asociado
con EG, permite profundizar en el conocimiento de las diferentes expresiones
fenotipo — genotipo, la prediccion de la significancia clinica de las variantes
mediante el uso de herramientas gendémicas y bioinforméaticas para el estudio de
portadores homocigotos y heterocigotos, sumado al estudio de posibles dianas

terapéuticas dirigidas y personalizadas.

Teniendo en cuenta que la informacion conocida sobre esta patologia sigue
siendo escasa en nuestro pais, las investigaciones sobre la EG aportan al
conocimiento de esta enfermedad y ofrecen un apoyo desde lo cientifico al
manejo oportuno de las EH; por tanto, este trabajo busca identificar las variantes
del gen GBA, asi como fortalecer los datos existentes en cuanto a las variantes
asociadas a la enfermedad en pacientes del suroccidente colombiano sin

sospecha clinica de EG.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Identificar las variantes gendmicas del gen GBA encontradas en pacientes con
patologias diferentes y no diagnosticados clinicamente con Enfermedad de

Gaucher del Suroccidente Colombiano.

3.20BJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar las variantes gendémicas encontradas en una poblacion del
suroccidente colombiano con patologias diferentes y no diagnosticados
clinicamente con Enfermedad de Gaucher

2. Caracterizar las variantes gendmicas del gen GBA encontradas en una
poblacién del suroccidente colombiano con patologias diferentes y no
diagnosticados clinicamente con Enfermedad de Gaucher, de acuerdo
con el ACMG.

3. Calcular la frecuencia alélica de las variantes en el gen GBA en pacientes
del suroccidente colombiano, con patologias diferentes, sin sospecha
clinica de enfermedad de Gaucher

4. Predecir Interacciones entre el gen GBA y otros genes-moléculas
pequefias que modulen su expresion.

5. Sugerir lineamientos de politicas publicas para la instauracion de
programas de diagnostico temprano, tamizaje, tratamiento especifico y
oportuno, manejo transdisciplinario que minimice la morbilidad vy
mortalidad atribuida a la enfermedad, acercandonos a la medicina de

precision.
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4. MARCO TEORICO

Las Enfermedades de Depdsito Lisosomal (EDL) se producen por el déficit de
enzimas especificas intralisosomales o del sistema de proteinas
transportadoras, del nacleo 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 lleva a una enfermedad cronica y multiorganica. Las variantes
patogénicas en el gen GBA conducen a la acumulacion de sustratos, lo que
resulta en el Error Innato del Metabolismo (EIM) que afecta el reciclaje de los

glucolipidos celulares, llamado Enfermedad de Gaucher (EG) (35).

La EG es una enfermedad heterogénea, que exhibe diversas manifestaciones,
amplio intervalo de edad de inicio de los sintomas y amplio espectro de la
severidad de la enfermedad, desde una forma letal en la infancia hasta inicio de
sintomas en la edad adulta. Fué descrita por primera vez, en 1882, por el
dermatologo francés Phillipe Charles Gaucher quién describié el caso de una
mujer de 32 afios con esplenomegalia masiva y células inusualmente grandes
en el bazo, que denomino “epitelioma primario de bazo” (36,37). Posteriormente,
el término EG lo introdujo Mendelbaum en 1912, que amplio la descripciéon de

patologia anatdmica y morfolégica de la enfermedad (38).

En 1965, las investigaciones de Brady demostraron que la EG estaba producida
por el déficit de la enzima lisosOmica beta-glucosidasa acida o cerebrosidasa,
responsable de la hidrdlisis intracelular de la glucosilceramida y otros
esfingolipidos afines (39). Este déficit enzimatico provoca la acumulacion de
estos lipidos en los lisosomas del sistema reticuloendotelial. En 1948 Groen, fué
el primero en describir la transmision genética de la enfermedad, sugiriendo que

era una enfermedad autosémica recesiva (40).

4.1 EL GEN GBA Y LA ENZIMA B-GLUCOSIDASA ACIDA

El gen GBA se encuentra localizado en el cromosoma 1, region q21-31 (Figura

1). Contiene 10 exones y 11 intrones que abarcan 7,5kb, codifica una proteina
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de 497 aminoé&cidos con un peso molecular de 55,5 KDa. Est4 ubicado dentro
de un locus complejo que contiene 7 genes y 2 pseudogenes, probablemente
procedentes de un evento de duplicacién de esta region cromosémica. De hecho,
un pseudogén altamente homodlogo de 5.7 kb (GBAP1l) se encuentra
aproximadamente a 16 kb del gen funcional GBA (41). La region exdnica del
GBAP1 comparte el 96% de homologia de secuencia con la region de
codificacion del gen GBA, mientras que la secuencia de homologia alcanza el
98% en la regidn entre el intron 8 y las 30 regiones no traducidas. GBAP1 es
mas corto que GBA, falta varias inserciones de Alu en tractos intrénicos y llevar
un 55-bp delecion en el exdn 92. La alta homologia y la proximidad fisica entre
GBAP1 y GBA permite ambos recombinacion homaologa no reciproca y eventos

reciprocos resultando en reordenamientos pseudogénicos complejos (42).
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Figura 1. Ubicacion cromosdmica del gen GBA
[Fuente: Genetic Home Reference 2018] (41).

Este gen proporciona instrucciones para producir la enzima -
glucocerebrosidasa, un miembro de la familia de las glucésidos hidrolasas 30
(enzimas que hidrolizan el enlace glucosidico entre dos o mas carbohidratos). La
enzima consta de 3 dominios, el dominio | (residuos 1-27 y 383-414) que
contiene dos puentes disulfuro necesarios para el plegamiento correcto, asi
como un residuo glicosilado (Asn19) requerido para la actividad catalitica in vivo
(43). El dominio Il (residuos 30-75y 431-497) que consta de dos laminas B que
se asemejan a un pliegue de inmunoglobulina y el dominio Il (residuos 76—381
y 416-430) homdlogo a un barril TIM, dominio altamente conservado entre los
glucosidos hidrolasas que alberga el sitio activo, que se une al sustrato
glucocerebrosido (43,44) (Figura 2). Las proteinas producidas como

consecuencia de variantes patogénicas en el gen GBA tienen una estructura
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defectuosa, lo que se traduce en un mal plegamiento tridimensional de la

molécula (45).

El proceso del plegamiento de la proteina es complejo y depende sus
propiedades biofisicas; se modifica por la temperatura y las condiciones del
microambiente (45) Los pliegues de la molécula pueden configurarse de
multiples formas. Muchas de las proteinas mal plegadas son producto de una o
mas variantes patogénicas . El plegamiento defectuoso también esta provocado
por el acumulo intracelular de proteina, lo que dificulta la conformacion correcta
por colisiones de alta energia con las otras proteinas; este proceso produce

ganancia de energia y dificulta el trafico intracelular (46,47).

Figura 2. A) Representacion tridimensional la enzima B-glucocerebrosidasa
usando SWISS-MODEL [Fuente : Elaboracién propia] B) El dominio | es de color
rosa, con los atomos de azufre involucrados en los puentes disulfuro etiquetados
como esferas amarillas. El dominio Il es de color verde. El dominio Il es de color
verde azul turqui; esta segunda representacion se realiz6 utilizando PYMOL
( http://lwww.pymol.org ) [Fuente: Smith et al, 2017] (48).
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La enzima [(B-glucocerebrosidasa esta activa en los lisosomas; estos lisosomas
usan enzimas liticas para descomponer sustancias toxicas, digerir las bacterias
gue invaden la célula y reciclar los componentes celulares desgastados. La beta-
glucocerebrosidasa ayuda a descomponer glucocerebrosidos en glucosa y
ceramida. En individuos sanos, la beta-glucocerebrosidasa descompone la
glucosilceramida, un glucolipido proveniente de la membrana de los eritrocitos y
leucocitos desgastados, en los lisosomas de los monocitos y macrofagos. En
individuos con EG esta descomposicidon es insuficiente, provocando la
acumulacion de sustrato en los monocitos y macréfagos. Estas células repletas
de lipidos se denominan “Células de Gaucher” (CG) y tienen una apariencia
caracteristica con aumento considerable de su tamafio y supervivencia (Figura
3). Se acumulan de forma progresiva y en grandes cantidades en los érganos y
tejidos donde se encuentran normalmente los macrofagos, lo que explica la

naturaleza multisistémica de los signos y sintomas (49).

ESFINGOLIPIDOS
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Figura 3. Hidrdlisis de glucosilceramida por la enzima glucocerebrosidasa (GCasa) en
el lisosoma (A) La EG es causada por una deficiencia de glucocerebrosidasa, lo que conduce
a una acumulacion de glucosa y ceramida, formando agregados fibrilares que se acumulan en
los macréfagos y dan como resultado que el citoplasma celular presente una apariencia
caracteristica de "papel de seda arrugado” (B) [ Fué nte: Adaptado de Stirnemann et al, 2017]
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4.2 LA ENFERMEDAD DE GAUCHER

La EG es un trastorno de almacenamiento lisosémico causado por variantes en
el gen GBA de la glucocerebrosidasa, que conduce a una patologia
multiorganica; abarca un continuo de hallazgos clinicos desde un trastorno
perinatal letal hasta un tipo asintomatico. La identificacion de tres tipos clinicos
principales es util para determinar el pronéstico y el manejo (Tabla 1).

v' La Enfermedad de Gaucher No Neuropatica tipo 1 o Adulta (EG1) (MIM:
230800) es la forma mas comun y se caracteriza generalmente por la
ausencia de deterioro neuroldgico, es la forma mas comudn de la
enfermedad (prevalencia: 90% —95% en Europa y América del Norte).
Tiene una presentacion clinica variable, desde asintomatica a lo largo de
la vida, hasta formas de presentacion temprana. Generalmente presenta
evidencia clinica o radiografica de enfermedad 6sea (osteopenia, lesiones
liticas o esclerdticas focales y osteonecrosis), hepatoesplenomegalia,
anemia y trombocitopenia, enfermedad pulmonar y ausencia de
enfermedad primaria del sistema nervioso central. Asi mismo, alrededor
del 50% de los pacientes sufren de fatiga crénica lo que muchas veces
impacta fuertemente su vida (1, 49) La EG1 a menudo puede limitar la
calidad de vida y se ha asociado con una considerable morbilidad, pero
rara vez es mortal. La EG1 se caracteriza por la ausencia de implicacion
del SNC, sin embargo algunos pacientes desarrollan sintomas
neurologicos, como Enfermedad de Parkinson, enfermedad de cuerpos
de Lewy, epilepsia mioclénica y polineuropatia periférica entre otros
(1,2,49).

Se ha reportado que la edad media de diagndéstico de EG1 es de 10 a 20 afios.
Aunque el inicio medio general de pacientes en el Registro de Gaucher
(administrado por International Collaborative Gaucher Group) ha sido reportado
a los 20,4 afos, la mayoria (56%) de los pacientes experimentaron aparicion de

signos y sintomas antes de los 20 afios (50,51).

v' La Enfermedad de Gaucher Neuropética Infantil Aguda tipo 2 (EG2) (MIM
: 230900) representa la forma menos frecuente (menos del 5% de los
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casos). Se presenta en el periodo neonatal con hepato-esplenomegalia y
afectacion neuroldgica progresiva y discapacidad, basicamente de las
funciones del tallo cerebral, como hipertonia progresiva, estrabismo y
retroflexion de la cabeza, que conduce a la muerte en los primeros afios
de vida. Estudios realizados por Van Rossum et al.,(2016) reportan
paralisis supranuclear progresiva con deterioro y muerte gradual de

ciertas areas del cerebro (52,53).

v' La Enfermedad de Gaucher Neuropatica Crénica tipo 3 o Infantil (EG3)
(MIM: 231000) es de gravedad intermedia entre los tipos 1y 2, y se
presenta en la infancia o en la edad adulta temprana con afectacion
neuroldgica y hepética que puede ser progresiva. (53) Este subtipo a su
vez se ha clasificado también : el tipo 3a presenta demencia progresiva,
ataxia y mioclonias; el tipo 3b presenta compromiso visceral y 0seo
extensivo, mientras que el compromiso del Sistema Nervioso Central
(SNC) se limita o bien a paralisis supranuclear progresiva o a algun
sindrome neurodegenerativo de progreso mas lento y por altimo el tipo
3c, o forma cardiovascular, es todavia mas rara, no genera compromiso
visceral y genera paralisis supranuclear progresiva, opacidad cérneak y
calcificacion cardiovascular (54). Se ha reportado afectacién valvular del
lado izquierdo en forma de esclerosis y calcificacion que conduce a
estenosis o regurgitacion. Los pacientes jévenes con calcificacion valvular
y subvalvular grave deben ser evaluados con mucha precaucion ya que
en ocasiones la calcificacion grave se extiende a los ostios coronarios, la
aorta ascendente e incluso se extiende a la aorta abdominal, formando
asi la llamada aorta de porcelana (53,54).

Adicionalmente, diversas investigaciones han propuesto otros dos subtipos
relacionados con EG: perinatal-letal y cardiovascular.

v La forma neonatal-letal (MIM: 608013) se asocia con anormalidades
cutaneas ictiosiformes o de colodién, con hidropesia fetal no inmune.
Cuando no hay hidropesia, la afectacién neurolégica comienza en la primera
semanay conduce a la muerte en tres meses. La hepatoesplenomegalia es
un signo importante y se asocia con ictiosis, artrogriposis y dismorfia facial

en aproximadamente el 35-43% de los casos (55). La EG neonatal-letal es

24



una entidad especifica definida por su curso particular y signos que estan

ausentes en la enfermedad de Gaucher tipo 2 clasica.

La forma cardiovascular se caracteriza por calcificacion de las valvulas
aortica y mitral, esplenomegalia leve, opacidades corneales y oftalmoplejia
supranuclear. Ademas, se han descrito complicaciones cardiopulmonares
con todos los subtipos clinicos, aunque varian en frecuencia y gravedad
(56).
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Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3
Subtipo Sintomatico Asintomatico Infantil Neonatal 3a 3b 3c
N370S/N3
N370S / ofras variantes 70S u 1 variante nula 2 variantes
. , otras 2 y 1 variante nulas o D409H/D409H L444p/L444P Ninguna
Genotipo comun leves - .
variantes severa recombinantes
leves
Hepatoesplesnomegalia Paralisis de Pardlisis de la  Paralisis de la mirada -
la mirada - Pardlisis de la
. . mirada -
Hiperesplenismo Lo . mirada
o . . Ictiosis Hepatoesplanomegalia
Caracteristicas Ninguno Estrabismo - e
congeénita Calcificacion en .
Sangrado valvulas retardo en el convulsiones
Trismus - . miocldnicas
cardiacas crecimiento
Dolor en los huesos Severo
Paralisis de la
paralisis de la Pardlisis de la mirada mirada
SNC Ninguno Parkinsonismo? Severo Letal mirada . . .
Deterioro cognitivo Deterioro
Braquicefalea gradual neurolégico
progresivo.
Huesos Medio a severo No No No Minimo Moderado a severo Medio
Pulmones No (Raramente) No Severo Severo Minimo Moderado a severo Medio a
moderado
Expectativa Muerte antes Muerte cercana ~ Muerte a mediados de ~ Muerte durante
- Normal Normal ~ Muerte neonatal o
de vida de los 2 afios a la adultez la edad adulta la nifiez
Tratamiento TRE* No Paliativo No Reemplazo de TRE* TRE*

véalvulas
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4.3 BIOLOGIA MOLECULAR DEL GEN GBA

Las variantes descritas en las diversas poblaciones estudiadas en el mundo
parecen indicar una regién en el gen GBA donde se concentra la mayor cantidad
de variantes. Esa region se localiza entre los exones 8 y 10 del gen (57,58).
Segun la Base de Datos de Mutaciones del Genoma Humano (HGMD), a la
fecha se han reportado 460 variantes en el gen GBA, entre las que se incluyen
sustituciones sin sentido, pequefias inserciones o deleciones que conducen a
cambios del marco de lecturas o alteraciones en el marco de lectura y afectacion
del sitio de splicing (59,60).

De todas las variantes descritas en GBA, so6lo unas 120 se han asociado a
fenotipos de EG; aproximadamente 40 al tipo 1, 35 al tipo 2y 8 al tipo 3 (59), sin
establecerse alguna region génica o dominio donde ocurran de manera
preferencial y la distribucion étnica y geografica de cada mutacion pueden variar

significativamente (61,62).

Aproximadamente el 70% de todas las sustituciones informadas, incluidas las
dos sustituciones patogénicas mas comunes, p. N370S y p. L444P, se

encuentran en los exones 9-10 del gen GBA (63)

Las diferentes variantes pueden estar mas representadas en grupos étnicos
particulares, asi como en fenotipos particulares. La primera variante reportada
en EG fué p. Leud483Pro (64). La mas comun identificada en los pacientes
rumanos es p. Asn409Ser (65). La mas comun entre los pacientes AJ es
c.1226A <G (N370S; o N409S segun la nueva nomenclatura) seguida de
€.84dupG (84GG), que es mas rara (66). El cambio c.115 + 1G> A (IVS2 + 1),
€.1504C> T (R463C) y ¢.1604G> A (R496H) se encuentran comunmente en
pacientes AJ con EG1. Por el contrario, la mutacion N370S rara vez se encuentra

entre pacientes chinos y japoneses. (59).

Entre los grupos étnicos asiaticos, el ¢.1448T> C (L444P o L483P segun la
nueva nomenclatura) y el c.754T> A (F252l), generalmente asociado con EG2 y

3, son mas prevalentes, y también explican por qué entre estas poblaciones, las
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formas neuropaticas de EG son mas frecuentes (56). La variante ¢.1448T> C
(L444P) es también la mutacibn mas frecuente entre los caucasicos con

ascendencia judia no Ashkenazi (67).

Se han encontrado que las diferentes variantes pueden conducir a diferentes
fenotipos de EG. La variante N370S esta asociada solo con la EG1 y parece ser
protectora para el desarrollo de la afectacion neuroldgica caracteristica de EG2
y EG3. Los pacientes que son homocigotos para la variante N370S también
pueden permanecer asintomaticos para la enfermedad. Por otro lado, la variante
L444P generalmente se asocia con EG 2 y 3 incluso cuando se presenta en un
estado heterocigoto compuesto (49). La mutacion homocigota ¢.1448T> C
(L444P) [c.1448T> C] 1 [c.1448T> C] (L444P / L444P) sin alelos recombinantes
puede asociarse tanto a fenotipos leves como graves, por o que es necesario

determinar la composicion de cada una de las variantes (68).

La variante ¢.1342G> C (D409H) es responsable de la EG tipo 3C que se
presenta con calcificaciones caracteristicas de las valvulas cardiacas. A pesar
de las observaciones reportadas previamente, se encuentra comunmente que
los miembros de la misma familia informan de la variabilidad en la manifestacion
de los sintomas incluso con un genotipo idéntico, lo que sugiere que una

correlacion genotipo-fenotipo aun es tentativa (67,68).

Park et al.,(2002) sefialaron que se habia identificado una sustituciéon E326K en
pacientes con los 3 tipos de enfermedad de Gaucher, pero en cada caso se
encontrd el mismo alelo con otra variante en GBA (69). Los autores identificaron
el alelo E326K en el 1.3% de los pacientes con enfermedad de Gaucher y en el
0.9% de portadores asintomaticos en homocigosidad, lo que indicaba que era
probablemente un polimorfismo. Esto caus6 mucho debate en la literatura y ain
no esta claro si esta variante es realmente patdgena para EG, ya que también
se encontré en pacientes controles (70). Sin embargo, cuando se asocia con
otras variantes GBA en el mismo alelo, puede causar un deterioro grave de la
actividad GCasa (71). Curiosamente, la misma mutacidbn parece estar

significativamente asociada con un mayor riesgo de EP (72).

Tayebi et al., (2003) estudiaron muestras de ADN de 240 pacientes con EG,

utilizando varios enfoques complementarios para identificar y caracterizar alelos
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recombinantes. Entre 480 alelos estudiados, se identificaron 59 alelos
recombinantes, que incluyen 34 conversiones de genes, 18 fusiones y 7
duplicaciones posteriores. Al menos 1 alelo recombinante estaba presente en el
22% de los pacientes. Varios pacientes portaban 2 recombinaciones o
mutaciones en el mismo alelo. La homocigosidad para un alelo recombinante se
asocio con letalidad temprana. Se identificaron diez sitios diferentes de cruce y
una secuencia de motivo pentdmero compartido (CACCA) que podria ser un

punto de acceso para la recombinacién (73).

Emre et al., (2008) analizaron el gen GBA en 57 pacientes turcos no relacionados
con la EG e identificaron 103 alelos mutantes (90,3%) con 11 variantes
diferentes, 3 de las cuales eran nuevas. Las variantes mas frecuentes incluyeron
L444P (42%), N370S (30%), D409H (4.3%) y R463C (3.5%) (74).

4.3.1 VARIANTES ASOCIADAS A EG1

Tsuji y col. (1987) identificaron una sustitucion L444P en el gen GBA en
pacientes con EG1,2 y 3. Los 4 pacientes con EGL1 tenian la mutacién como un
solo alelo y presumiblemente eran heterocigotos compuestos con otra mutacion

GBA patogénica no identificada (64).

En 3 pacientes judios Ashkenazi no relacionados con la EG1 Tsuji et al., (1988)
identificaron una mutaciéon homocigota en el gen GBA (N370S) Otros estudios
mostraron que 15 de 21 pacientes adicionales tipo | tenian 1 alelo con esta
mutacion. La mutacion N370S no se identificé en pacientes con el EG2 o0 3. Un
paciente con enfermedad de tipo | era heterocigoto compuesto para N370S y
L444P (75).

Entre 62 pacientes judios asquenazies con EG, Zimran et al., (1991) encontraron
gue la variante N370S representaba el 73% de los 124 alelos mutantes, lo que
hace que N370S sea el alelo de GBA mutante mas comun entre los pacientes

AJ con enfermedad tipo | (70).
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4.3.2 VARIANTES ASOCIADAS A EG2

Tsuji y col. (1987) identificaron una variante homocigota en el gen GBA (L444P)

en pacientes con enfermedad de Gaucher tipo Il (75).

Wigderson y col. (1989) informaron sobre un paciente con enfermedad de tipo Il
gue era compuesto heterocigoto para 2 variantes en el gen GBA: L444P y P415R
(76).

Grace y col. (1990) utilizaron la mutagénesis dirigida al sitio y la caracterizacién
de la beta-glucosidasa mutante expresada para comprender la base molecular
de la variacién fenotipica entre EG2 y EG3. Los resultados sugirieron que la
presencia de al menos 1 alelo GBA no funcional en pacientes de tipo Il puede
proporcionar una base molecular para los distintos fenotipos entre los tipos Il y
I (77).

Stone y col. (2000) identificaron variantes en el gen GBA en 17 pacientes no

relacionados con la EG2 con un inicio de 3 a 12 meses de edad (78).
4.3.3 VARIANTES ASOCIADAS A EG3

Dahl y col. (1990) mostraron que el grupo mas grande de pacientes con EG3 se
ha notificado en la provincia de Norrbotten en Suecia presentando la variante
homocigodtica L444P en el gen GBA (79).

Koprivica y col. (2000) encontraron que la homocigosidad para L444P estaba

asociada con la EGIII (80)

Park y col. (2003) estudiaron 16 pacientes EG3 que formaban parte de un
subgrupo de pacientes que manifestaban epilepsia mioclénica progresiva (3A).
Se encontraron 14 genotipos diferentes, pero habia varios alelos compartidos,
incluidos V394L, G377S y N188S. Los genotipos fueron diferentes de los
encontrados en la mayoria de los pacientes con el tipo 3, y algunos de los alelos
compartidos en estos pacientes habian sido previamente asociado con la EG1.
Los estudios occidentales mostraron que los pacientes carecian de la isoforma

enzimatica de 56 kD procesada, generalmente indicativa de enfermedad
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neuropatica. Aunque el espectro del genotipo era distinto del resto de la EG3,
Park et al, (2003) concluyeron que la falta de un genotipo compartido especifico
y la variabilidad de las presentaciones clinicas indicaron una contribucion de

otros modificadores genéticos y ambientales (81).

4.4 MANIFESTACIONES CLINICAS

La deficiencia de la enzima conduce a acumulacion de glucosilceramida y otros
glicolipidos en los lisosomas de los macréfagos, principalmente en el bazo,
higado, médula ésea, cerebro, osteoclastos y menos a menudo en los pulmones,
la piel, los rifiones, la conjuntiva y el corazon. Las manifestaciones clinicas de la
EG son variables, dependiendo del tipo que se presente y generalmente cursa
con hepatoesplenomegalia, citopenias, usualmente anemia y trombocitopenia,

disnea y manifestaciones dseas y hemorragicas (54).

v MANIFESTACIONES HEMATOLOGICAS

Las anomalias hematoldgicas en la EG son extremadamente comunes. La
mayoria de los pacientes sintomaticos presentan una disminucion en los
glébulos rojos sanos, generando anemia y provocando una fatiga intensa. Esto
puede deberse a la hematopoyesis deprimida resultante de la sustitucion de la
médula 6sea por las CG. La EG también afecta las células responsables de la
coagulacion, lo que puede provocar anormalidades hematolédgicas que incluyen
astenia, disnea y hemorragias dependiendo del tipo y grado de citopenias del
paciente (82). Cambios en las cifras hematimétricas pueden utilizarse para
valorar la respuesta al tratamiento, en conjunto con la valoracion de las demas

manifestaciones de la enfermedad (83)

v MANIFESTACIONES VISCERALES

Debido a la acumulacién de CG en bazo, en la gran mayoria de los pacientes
presenta esplenomegalia. Los volimenes del bazo en la EG1 son tipicamente 5-

15 veces lo normal, pero el tamafio del bazo puede aaumentar de manera

31



significativa en algunos casos y pueden ser mas de 50 veces lo normal (49). Las
masas esplénicas focales son comunes y pueden representar grupos de CG o
hematopoyesis extramedular. La hepatomegalia se observa en 60% a 80% de
los pacientes. El desarrollo de fibrosis y cirrosis posterior es raro. Se puede
observar infarto hepatico y esplénico, que se manifiesta con dolor abdominal

pseudoquirdrgico agudo (84).

Aunque menos frecuente, también se puede reportar afeccion en el sistema
pulmonar; generalmente se observa con mayor frecuencia en EG1. Los
hallazgos pulmonares se piensan que son secundarios a la infiltracién directa de
CG en los espacios intersticiales, espacios alveolares y capilares, asi como por

causas indirectas secundarias al sindrome hepatopulmonar.

En raras ocasiones, la afectacion renal, que se manifiesta como proteinuria y
hematuria, refleja la infiltracion de glomérulos por las CG (1,49). La afectacion

miocardica o valvular es muy raramente observada.

v' MANIFESTACIONES OSEAS

Independientemente de la edad de inicio de la enfermedad, presencia o
gravedad de afectacion visceral y hematoldgica, todos los pacientes con EG
tienen riesgo de complicaciones éseas. La afectacion suele desarrollarse de
forma silente, sin sintomatologia evidente. Las manifestaciones 6seas incluyen
retraso del crecimiento en nifios, osteopenia, lesiones liticas, fracturas
patoldgicas, dolor, osteonecrosis cortical, infartos medulares y crisis 6seas (83).
Se ha detallado que en la formacién del hueso participan varios factores
sistémicos sobre los osteoblastos y osteoclastos (corticosteroides, hormona
paratiroidea, prostaglandinas, citocinas, factor de crecimiento mediado por
plaquetas), que, al ser afectados por la EG, promueven remodelacion O0sea

asociada a funcion osteoclastica anormal e infartos 6seos (1,84,85)

Las CG se acumulan en la médula 6sea y provocan una respuesta inflamatoria
local, esta es la causa de la lesidon Osea. La fisiopatologia de la forma en que la

infiltracién conduce a los cambios en el hueso no es bien conocida. La gravedad
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de los hallazgos 6seos depende de la extension de la sustitucion de la cavidad
medular. El reemplazo de la médula 6sea con CG puede conducir a la expansion
de la cavidad medular con el adelgazamiento de la corteza, festoneado endosteal
y la consecuente osteopenia difusa. Ademas, la expansion medular conduce a
un fallo de la remodelacién en el fémur distal resultando la llamada “deformidad

en matraz de Erlenmeyer” (85,86).

v' MANIFESTACIONES NEUROLOGICAS

Los hallazgos neuropatologicos mas consistentes en la afectacion del sistema
nervioso central en EG son los acumulos de CG periadventiciales, asi como la
pérdida neuronal y la astrogliosis. Todos los pacientes con EG, incluidos los del
tipo 1, presentan CG perivasculares y gliosis no especifica de la sustancia blanca
(52). Sin embargo, en los pacientes que presentan sintomas del SNC, se
observaba que las CG infiltran el parénquima cerebral, fundamentalmente el
hipocampo y el cuerpo estriado. También se observa gliosis inespecifica
perivascular y de la sustancia gris en nucleos de ganglios basales, nulcleo

dentado del cerebelo e hipotdlamo (87,88).

Las manifestaciones neurolégicas mas comunes cursan con retraso del
desarrollo, pérdida de habilidades adquiridas, convulsiones y movimientos
oculares sacadicos (desplazamientos oculares de un punto a otro a alta
velocidad), cuya funcién es traer la imagen desde la periferia hasta el centro de
la retina, donde la agudeza visual resulta mayor. Ademas, estos pacientes
desarrollan alteraciones bulbares con estridor y dificultad para la deglucion,
signos de afectacion extrapiramidal con aumento del tono muscular, opistotonos,

cabeza con retroflexién y espasticidad (88).

En estudios realizados por Giraldo et al., (2008) se obtuvo informacion de 99
pacientes afectados y 266 familiares (portadores no afectados y no portadores)
con EG, en donde encontraron que, de los pacientes afectados, el 32,6%
presentaban manifestaciones neurolégicas como: temblor (8,7%), movimientos
incoordinados (9,8%), falta de concentracion (11,9%), estrabismo (7,6%),

hipoacusia (8,7%), enfermedad de Parkinson (EP) (7,6%) y neuropatia periférica
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(10,9%). En cuanto a los familiares (primer/segundo grado de consanguinidad),
36 (13,5%) presentaron alguna manifestacion neurolégica: EP en 14 casos
(4,9%), epilepsia 8 (3,0%), temblor en 7 (2,6%), hipoacusia en 2 (0,7%) y otros
en 5 (1,9%) (89). La frecuencia de manifestaciones neuroldgicas en portadores
de variantes en el gen GBA fué del 17,3%, frente al 5,7% en los no portadores
(p = 0,0096).Concluyeron que manifestaciones como la EP tuvieron en pacientes
con EG1 y sus familiares una incidencia superior a la esperada y aparecieron

mas frecuentemente en portadores de L444P o variantes raras (88,89).

4.5 DIAGNOSTICO

El diagndstico de la EG se realiza a partir de una sospecha clinica inicial (2)
dada por la historia familiar y paraclinicos que muestran trombocitopenia de
diversos grados (<60 x 109 plaquetas / L en 26% de casos; <120 x 109 plaquetas
/ L en el 76% de los casos), anemia en el 56% de los casos, con niveles de
hemoglobina inferiores a 9 g / dl y niveles de proteina C reactiva (PCR) que
pueden ser altos en crisis 6seas (infarto éseo) o complicaciones infecciosas
(colecistitis mas comun en EG) (90). La deficiencia de vitamina D parece ser mas
comun en EG que en la poblacién general. En comparacion con sujetos control,
los pacientes con EG1 han mostrado niveles disminuidos de colesterol HDL. La
resonancia magnética abdominal es el examen mas apropiado para evaluar
dimensiones de volumen del higado y el bazo y su morfologia. El bazo a veces
presenta nodulos, sugerentes de linfoma. Cuando la resonancia magnética no
esta disponible se puede usar una ecografia abdominal en su lugar. Por otro
lado, la resonancia magnética 6sea es la prueba de eleccion para evaluar los
efectos de EG en el hueso; permite reconocer infartos 6seos y reflejar el

reemplazo de la grasa normal de la médula 6sea por CG (1,61,91,92).

La aspiracion de médula 6sea no es obligatoria para confirmar un diagnéstico de
EG, pero puede realizarse en pacientes sin diagnostico cuando se encuentran
trombocitopenia y/o esplenomegalia aisladas y puede ayudar cuando se
encuentran CG. Sin embargo, puede ser dificil distinguir las CG de las llamadas
células "pseudo-Gaucher" observadas en algunos trastornos sanguineos o

enfermedades infecciosas, como el mieloma con acumulacién histiocitica de
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cristales de inmunoglobulina, enfermedad de Waldenstrom y otros linfomas con
gammapatia monoclonal. leucemia mieloide cronica o mielodisplasia o

micobacterias atipicas (93,94)

Como prueba confirmatoria se utiliza la determinacion de la deficiencia en la
actividad enzimatica de la B-glucocerebrosidasa en los leucocitos, células
mononucleares, o fibroblastos cultivados; esta Ultima se considera el Gold
Standar como prueba diagnéstica ya que los hallazgos histopatolégicos en el
higado, bazo o médula ésea no siempre son confiables, ademas de representar

procedimientos muy invasivos (1,95,96)

Finalmente, para conocer la alteracibn genética exacta que causa la
enfermedad, se pueden determinar las variantes genéticas involucradas, y por
ende una mejor visualizacion de polimorfismos y posible heterogeneidad de la
enfermedad. Para este caso se realizan pruebas moleculares de secuenciacion
del gen o del exoma completo, las cuales permiten evidenciar las variantes

asociadas al gen (79,95).

4.6 TRATAMIENTO

Los objetivos béasicos del tratamiento son la eliminacion o la disminucion de los
signos y sintomas, la prevencién de complicaciones irreversibles, y mejora en la
salud general y la calidad de vida del paciente y su familia. Un objetivo adicional

en los nifios es la optimizacion del crecimiento.

Hasta 1991, la enfermedad era considerada una rareza clinica, cuyo tratamiento
era exclusivamente sintomatico (9). En 1974, se demostré que la infusién
intravenosa de glucocerebrosidasa placentaria purificada reducia los niveles
hepaticos y sanguineos de glucocerebrosido, pero los resultados no fueron
consistentes (39). Posteriormente, y luego de la modificacion quimica de la
enzima para dirigirla hacia los macréfagos, se observaron respuestas clinicas

objetivas en un estudio piloto realizado por Barton et al.,(96).
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Actualmente, en Colombia existen 4 medicamentos, con aprobacién por parte
del Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos (Invima), para
el tratamiento de la enfermedad de Gaucher: imiglucerasa (Cerezyme ®),
miglustato (Zavesca ®), velaglucerasa alfa (Vpriv ®) y taliglucerasa alfa (Uplyso
®) (6).

v TERAPIA DE REEMPLAZO ENZIMATICO (TRE)

La TRE se basa en técnicas para corregir por via intravenosa la deficiencia
enzimatica subyacente que causa los sintomas de la enfermedad. En el caso de
la EG, esta terapia equilibra los niveles bajos de la enzima glucocerebrosidasa
(GCasa) con una version modificada de la enzima. Esta enzima descompone el
glucocerebrosido, y compensa la enzima faltante, razon por la cual la terapia se
llama reemplazo enzimatico. Desde su aprobacion en 1991 por la FDA, su uso
en la préactica clinica habitual ha modificado la historia natural de esta
enfermedad (52).

No es una cura para la EG, es decir: no repara el defecto genético subyacente,
pero puede revertir y prevenir numerosas manifestaciones de EG tipo 1. El
objetivo de TRE es proporcionar una cantidad suficiente de enzima para permitir
el procesamiento del material acumulado para pacientes, incluidos nifios con EG
gue manifiestan signos y sintomas (97). La TRE esta bien establecida como un
tratamiento eficaz para reducir los sintomas hematoldgicos, viscerales y 6seos.
Pero la enzima recombinante no atraviesa la barrera hematoencefalica, y no hay
evidencia de que la TRE haya revertido, estabilizado o enlentecido la progresion

de la afectacion neuroldgica (98)

Histéricamente, la mayoria de los pacientes han recibido la enzima recombinante
imiglucerasa (99). Todos son preparaciones enziméticas GC recombinantes
basadas en la secuencia del gen humano GBA normal , pero difieren en el tipo
celular involucrado en su produccion: la imiglucerasa se genera a partir de
células de ovario de hamster chino, la velaglucerasa alfa se genera a partir de
una linea celular humana similar a fibroblastos y la taliglucerasa alfa se genera

a partir de una linea celular de zanahoria (98,99).
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La imiglucerasa (Cerezyme ®) fué aprobada por la EMA por primera vez el 17
de Noviembre de 1997 con autorizacion renovada el 17 de septiembre de 2007
(EU/1/97/053/005) y tiene registro del Invima en febrero de 2010; funciona como
como TRE a largo plazo en pacientes con un diagnostico de EG1 y EG3 que
presentan manifestaciones no neurologicas clinicamente importantes de la

enfermedad.

Debe administrarse por perfusion intravenosa y, aunque a nivel mundial tiene 2
presentaciones comerciales, en Colombia solo tiene registro sanitario el vial de
400 U (unidades enzimaticas) en polvo para realizar una solucion para infusion.
Si bien la posologia indicada varia de acuerdo con la evaluacion de todas las
manifestaciones clinicas de la enfermedad, se recomiendan dosis iniciales entre
2.5 U por kilogramo 3 veces por semana hasta 60 U por kilogramo cada 2

semanas (6).

Velaglucerasa alfa (Vpriv ®), un medicamento indicado para reemplazo
enzimatico a largo plazo en pacientes con EG1. Fué aprobada por la FDA en
2010y tiene registro sanitario del Invima desde octubre de 2011. Su presentacion
comercial es en viales de 400 unidades enzimaticas en polvo para realizar una
solucion para infusion. Se recomienda una dosis de 60 unidades por kilogramo

cada dos semanas.

Finalmente, la taliglucerasa alfa (Uplyso ®) es una TER indicada para pacientes
adultos con EG1 y para pacientes pediatricos con manifestaciones viscerales y
hematoldgicas de la EG. Fué aprobada por la FDA en 2012 y tiene registro
sanitario del Invima desde diciembre de 2013. Su presentacion comercial es de
viales de 200 unidades enzimaticas en polvo liofilizado para infusion intravenosa,
aunque se vende en cajas de 1, 2, 5y 10 frascos. Tiene una posologia indicada

gue varia entre 30 y 60 unidades por kilogramo cada dos semanas (6)

Las metas terapéuticas evaluadas, como visceromegalias, alteraciones celulares
plasméticas, lesiones 6seas se han reportado en un 95 % de los pacientes

logrando los objetivos terapéuticos de la TRE, lo que demuestra una alta eficacia
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de la terapia en el control y evolucion de la enfermedad. Las reacciones
adversas graves son poco frecuentes; las reacciones agudas de
hipersensibilidad son extremadamente raras. Se reporta que alrededor del 5 %
de los pacientes experimentan sintomas como prurito, erupcion cutanea y
ocasionalmente laringoespasmo, que ceden con la administracion de
antihistaminicos y esteroides (91,100,101,102).

Los pacientes con enfermedad de Gaucher de tipo 2, dado lo agudo de su
evolucidn, fallecen en un alto porcentaje antes del afio; algunos reciben TRE sin
embargo la respuesta puede ser nula por lo que actualmente se discute su uso
(103,104).

TERAPIA DE REDUCCION DE SUSTRATO (TRS)

El objetivo de TRS es minimizar la acumulacion del exceso de material de
glucosilceramida dentro de las células al inhibir la enzima sintética apropiada ,
conocida como la glucosilceramida sintasa. Esto conducira a una disminucion de
la produccion de lipidos peligrosos y la capacidad de la enzima residual para

establecer un nuevo estado estacionario (105)

La TRS esta indicada para pacientes con EG sintomatica leve a moderada en
quienes la TRE no es apropiada o no constituye una opcion terapéutica. Debe
ser indicada y supervisado por médicos con experiencia en EG. El miglustato
(Zavesca ®), TRS obtuvo aprobacion de la FDA en 2003 vy tiene registro del
Invima en Colombia desde diciembre de 2009. Se vende en cépsulas de 100 mg
y, de acuerdo con el registro sanitario, esta indicado solamente para pacientes
adultos con EG1 que han tenido reacciones de hipersensibilidad a la
imiglucerasa o que no han respondido adecuadamente a la misma. Para
tratamiento de EG1, se recomienda una dosis inicial de 100 mg administrados 3
veces al dia. (104,105) Las terapias de reduccion de sustrato, como Miglustat,
no han mostrado ser beneficiosas para las manifestaciones neurologicas en el
tipo 3 de EG (57). No esta recomendado en menores de 18 afios 0 mayores de
65 afos. Contraindicado en el embarazo, lactancia y en varones y mujeres que
desean tener hijos (106,107).
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Otro agente usado en la TRS es Eliglustat (Cerdelga®), un agente novedoso con
aparentemente un mejor perfil de seguridad y mayor eficacia. Su mecanismo de
accion es por inhibicion parcial de la enzima glucosilceramida sintetasa
disminuyendo asi, la produccién de glucocerebrosidos. La molécula es quimica
y biolégicamente diferente del miglustat. Fué aprobada por la FDA el 28 de
Agosto del 2014 (9) y EMA (EU/1/14/974/001 56 capsulas) (6). En Colombia
mediante Resolucion No. 2016012809 de 18 de Abril de 2016, el INVIMA aprobd
la evaluacion farmacoldgica para esta TRS (INVIMA 2018M-0018473) (108)

v Interferencia de ARN (ARNi) como mecanismo para promover la

reduccién del sustrato (109)

Es una nueva tecnologia que ha revolucionado la forma en que los
investigadores estudian la expresion génica en mamiferos. Ha tenido un impacto
significativo en la facilidad, velocidad y la especificidad con la que se puede
realizar la pérdida del andlisis de la funcion génica en células de mamiferos y
modelos animales. Por lo tanto, se est4 convirtiendo en el método de eleccion
para los estudios de pérdida de funcién. Al estar basada en un proceso de
silenciamiento génico postranscripcional que ocurre naturalmente, la tecnologia
RNAI aprovecha la maquinaria natural de la célula, facilitada por siRNAs, para
derribar efectivamente la expresion del gen objetivo. Los informes sobre el uso
de RNAi para lograr la reducciébn de sustrato en EDL, disminuyendo
artificialmente su tasa de biosintesis son limitados. Originalmente, se usaba para
inhibir los genes implicados en el metabolismo de los glucosfingolipidos, y
posteriormente se prob6 su capacidad en la EG, sin embargo, es necesaria mas

informacion sobre los efectos adversos (110).

v' TERAPIA FARMACOLOGICA DE CHAPERONAS (TFC)
La terapia farmacologica de chaperones (PCT) son inhibidores competitivos
reversibles del sitio activo que se unen selectivamente y estabilizan la enzima
GC mutada mal plegada, evitando asi en el reticulo endoplasmico (RE), la
degradacion asociada en el proteosoma; ademas restablecen la actividad
enzimatica y eliminan el sustrato almacenado (111). También facilita el trafico de

la enzima a los lisosomas y tiene el potencial de atenuar la respuesta de la
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proteina desplegada y prevenir el estrés de RE que puede conducir a la
apoptosis y la respuesta inflamatoria (112). Este enfoque es especialmente
aplicable en EG porque solo un aumento modesto residual en CG deberia ser

suficiente para mejorar el fenotipo.

Otra ventaja es que TFC puede cruzar la barrera hematoencefalica y puede estar
disponible por via oral. La combinacion de TRE y TFC deberia mejorar el efecto
de TRE, ya que TFC ayuda en el trafico del GC mutante enddgeno fuera del RE
a los lisosomas donde pueden tener alguna actividad residual. TFC también
puede estabilizar la enzima recombinante y aumentar su vida media en la
circulacion (111,112).

v' TRASPLANTE DE MEDULA OSEA (TMO)
Para la EG y otros trastornos lisosomales, se extraen y reemplazan las células
gue forman la sangre que han sufrido dafio a causa de la enfermedad, lo cual
puede revertir muchos de los signos y sintomas. Se ha utilizado el TMO de
donante de tipo salvaje porque los monocitos de la sangre periférica pueden
migrar a través de la barrera hematoencefalica y convertirse en células
microgliales del SNC que podrian afectar la correccion cruzada metabolica (113).
Las células madre pluripotentes inducidas son una alternativa atractiva para
generar células progenitoras hematolégicas o células progenitoras neurales para
la terapia génica celular o mejorada directa (112,113). EI TMO se realizaba en
pacientes con EG que presentaban afectacién neuroldgica grave, sin embargo
no era efectivo para la enfermedad del SNC debido a la falta de enzima
secretable. Con ello se corregia el defecto metabdlico, se mejoraba el recuento
sanguineo y se reducia el volumen del higado; sin embargo, solo unos pocos
individuos presentaban una mejora de las afectaciones 0seas y neurologicas.
Dentro de los efectos adversos al recibir TMO se reporta el riesgo de desarrollar
la enfermedad de injerto contra huésped. Esta afeccion ocurre cuando las células
madre del donante que conforman el nuevo sistema inmunitario consideran que
los tejidos y Organos del cuerpo son extrafios y los atacan; adicionalmente,

puede ocurrir, dafio en los érganos, infecciones,cataratas, desarrollo de cancer
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y muerte, por tanto, debido a su elevada morbilidad y mortalidad, este tratamiento

ha sido reemplazado, principalmente, por la TRE (112, 113).

v' OLIGONUCLEOTIDOS ANTISENTIDO
Los oligonucleétidos son secuencias cortas de acidos nucleicos disefiados para
unirse a secuencias especificas de ADN (formacion de ADN triplex) o ARN
(formacion de heteroduplex ARN-ADN). Son complementarios de secuencias
especificas de un determinado ARN mensajero. La formacion de un
heteroduplex bicatenario sentido-antisentido bloguea la traduccion del mensaje
genético a proteina. El objetivo es activar selectivamente los mecanismos
celulares de reparacion del ADN, en el lugar de la mutacion. Para ello se disefian
oligonucledtidos especificos para secuencias gendmicas adyacentes al lugar de
la mutacién, en cuyo extremo el oligonucleétido lleva un agente capaz de lesionar
el ADN, mediante la formacion de un enlace covalente con el nucleétido
responsable de la mutacion. La lesion selectiva del nucle6tido mutado,
desencadena el proceso celular de reparacion del ADN que conduce a una

normalizacion estructural y funcional del gen.

Para la EG la eliminacién de UDP-glucosa ceramida glucosiltransferasa (UGCG)
utilizando un ARNip se ha probado en un esfuerzo por reducir los niveles de
glucoesfingolipidos. Sin embargo, su utilizacién se ha visto limitada por su corta
vida media en la circulacién sistematica y su dificultad para acceder con actividad

funcional al citoplasma y/o nucleo célula (109)

v TERAPIA GENICA

Los ensayos limitados en modelos de raton con EG mostraron una evidencia de
la posibilidad de desarrollar protocolos de acondicionamiento seguros y
eficientes para enfermedades que requieren solo un bajo nivel de células
normales o con correccidn genética para un resultado terapéutico permanente y
beneficioso. Aunque algunas células transducidas han producido alguna enzima,
la produccion de enzima no parece ser sostenida y, por lo tanto, no da como

resultado una cura permanente. Se anticipa que las células transducidas no
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tendrian una ventaja proliferativa sobre las células no corregidas. Ademas, es
poco probable que ocurra una correccion cruzada metabdlica significativa ya que

solo pequefas cantidades de enzima se secretan en la circulacion (113,114).

En Mayo de 2019 el laboratorio Avrobio realiz6 un estudio adaptativo,
multinacional y abierto para evaluar la seguridad y la eficacia de la terapia génica
conocida como AVR-RD-02 en modelos de ratdn. Los ratones utilizados en el
estudio carecian del gen GBA e imitaban la enfermedad de Gaucher observada
en pacientes. El estudio encontré altos niveles de beta-glucocerebrosidasa en
ratones tratados con AVR-RD-02, lo que ayudo a eliminar el glucocerebrosida
del bazo y a revertir la hinchazén. También se detectaron niveles constantes de
la enzima en otros 6rganos, como el higado y la médula 6sea de los animales,
lo que también se correlacion6 con una reduccién en los niveles de
glucocerebrosida en estos sitios. El tratamiento evitd la progresion de la

enfermedad.

Para diciembre de 2019 se estaban reclutando pacientes con EG1 para un
ensayo clinico de fase 1/2 (NCT04145037) en Canada que probaria la seguridad
y eficacia de AVR-RD-02. Los niveles y actividad de la beta-glucocerebrosidasa,
el volumen del bazo y el higado, y la densidad mineral ésea seran monitoreados
para evaluar la eficacia del tratamiento; la seguridad se evaluara en todo
momento. Los resultados de este estudio se planean contemplar en septiembre
de 2022 (115,116).

Asi mismo, en diciembre de 2019 la FDA otorgo la designacion de medicamento
huérfano para Prevail Therapeutics( PR001) ®, una terapia génica que utiliza
una version modificada e inofensiva de un virus adenoasociado (AAV9) para
administrar una versiéon completamente funcional del gen GBA a las células
nerviosas. Al restaurar la produccion de beta-glucocerebrosidasa normal en las
células cerebrales afectadas, se pretende que una dosis Unica de PR0O01 alivie
los sintomas de Gaucher y modifique el curso de la enfermedad. Al restaurar la
produccion de beta-glucocerebrosidasa normal en las células cerebrales
afectadas, se pretende que una dosis Unica de PROO1 alivie los sintomas de

Gaucher y modifique el curso de la enfermedad (117).

42



Prevail Therapeutics anuncié a principios de enero 2020 que estaba avanzando
con un ensayo clinico de Fase 1/2 disefiado para probar la terapia génica en
personas con EG 2, y la dosificacion esta planeada para comenzar en la primera
mitad de este afio. La compaifiia también planea otro ensayo de Fase 1/2 en
personas con EG3 a finales de este afio. Estos pacientes también experimentan
sintomas neuroldgicos, pero son mas leves y progresan mas lentamente que los

observados en personas EG 2.

PROO01 esta disefiado para entregar una version completamente funcional del
gen GBAL a las células nerviosas y restaurar la produccion de enzimas. La
terapia génica potencial se dirige a pacientes con EG2 y EG3. Como la terapia
de reemplazo enzimatico existente no puede cruzar la barrera hematoencefalica
y llegar al cerebro, es ineficaz en pacientes con EG2, la terapia puede ayudar a
las personas con la EG3 mas leve. (35,104). Esta variabilidad en el tratamiento
se ha debido a la heterogenicidad genética, asi como a la edad de inicio del
tratamiento y a la respuesta a él, que puede ser positiva en algunos casos,
aungue algunos autores coinciden en que mas que nada es la evolucion de este
tipo 3 (104).

Finalmente, varias opciones para el tratamiento de EG estan disponibles
actualmente, la eleccién de las cuales dependera de muchos factores que
incluyen la edad del paciente, la disponibilidad del medicamento, el costo y
efectos secundarios. Las terapias futuras seran importantes para el avance en el
manejo de la enfermedad, logrando cruzar exitosamente la barrera

hematoencefalica y por tanto siendo mas efectiva en las formas neuropaticas
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5. METODOLOGIA

5.1 TIPO DE ESTUDIO

Estudio transversal, descriptivo, no experimental en donde se caracterizaron
genomicamente las variantes del gen GBA, calculando su frecuencia poblacional
en una muestra de pacientes con patologias diferentes y no diagnosticados

clinicamente con enfermedad de Gaucher del Suroccidente Colombiano.

Este proyecto contd con la aprobacion del Comité cientifico de ética y bioética
de la Universidad Santiago de Cali “CEB-USC” Facultad de Salud en la sesién
17 de abril 2020 segun el acta N°07.

CRITERIOS DE INCLUSION

Paciente con enfermedad compleja, sin sospecha clinica de enfermedad de
Gaucher con resultados de secuenciacion de exoma completo obtenido de la
base de datos del Instituto de Genética Médica — GENOMICS (Cali)

CRITERIOS DE EXCLUSION
Pacientes que no hubieran firmado el respectivo consentimiento informado —

asentimiento para toma de muestra y uso de datos.

5.2 DATOS DE ESTUDIO

Se utilizaron los resultados de secuenciacion de exoma completo de 320
pacientes sin sospecha de enfermedad de Gaucher, pertenecientes a la base de
datos del Instituto de Genética Médica — GENOMICS (Cali).

- Secuenciacion de Exoma

Técnica basada en la extraccibn de DNA mediante estuche Qiagen;
posteriormente se realizdé la secuenciacion masiva de librerias Nextera ™
mediante plataforma lllumina con cobertura de 100X. Se ejecuto un alineamiento

con genoma de referencia GRCh38/hgl9, posteriormente analizado con el
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programa CRAVAT que proporciona servicios de alto rendimiento para que los
investigadores anoten y prioricen genes y variantes del exoma a pequefia escala.
Se proporcionan anotaciones a nivel de variantes, genes Yy puntajes
bioinformaticos para permitir la interpretacion y priorizacién de las variantes
identificadas en los estudios de secuenciacién, que incluyen desplazamiento de
marcos de lectura, inserciones / deleciones, sitio de empalme, missense y
nonsense (118), realizando un mapeo de variantes (transcripciones del genoma
<-> secuencia de la proteina <-> estructura de la proteina <->), lo que permite
evaluar millones de variantes en un solo paso; es util para facilitar la evaluacién
de alto rendimiento, y proporcionar puntajes predictivos para variantes en la linea

germinal. (119)

- Editor de VCF
Los datos de exoma en formato VCF se sometieron al programa Editor VCF v.1.0
creado en la tesis doctoral de “Representacion De La Variabilidad Genémica Del
Complejo Mucopolisacaridosis En El Suroccidente Colombiano” el cual permitio
editar el formato VCF de los exomas, y convertirlo en un programa de Excel, con
el objetivo de aplicar los diferentes filtros de busqueda y obtener un archivo final
con la informacion de interés. Visualizando columnas organizadas segun
cromosoma, posicion, aminoacido alterado, registro en clinvar, entre otras

caracteristicas (120).

5.3 ANALISIS BIOINFORMATICO

Las variantes encontradas en el gen GBA se analizaron mediante una busqueda
en bases de datos poblacionales, de genomas, de enfermedades y de
secuencias con el objetivo de comprobar si estas han sido previamente descritas
(tabla 2) . Ademas sus implicaciones patolégicas se determinaron a través de
herramientas bioinformaticas, mediante tecnologia in-silico, que permite
predecir las consecuencias de las variantes genéticas en la estructura y funcion
de las proteinas, ademas de estudiar caracteristicas como cambios en las
propiedades fisico-quimicas de los aminoacidos sustituidos, grado de
conservacion evolutiva, el entorno de la secuencia de un aminoacido afectado o

la alteracion en las propiedades estructurales de la proteina
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- BASES DE DATOS POBLACIONALES

v" Proyecto 1000 genomas (https://www.internationalgenome.org/)

El proyecto 1000 Genomas (1000GP), fué pionero en emplear la secuenciacion
masiva de miles de individuos mediante tecnologia NGS. Desde su inicio en
2007, este proyecto ha logrado secuenciar el genoma de 2.504 personas de 5
continentes y 26 poblaciones distintas (121). desde chinos inmigrantes en
Denver, Colorado, hasta miembros de la tribu Luhya en Kenia, describe un
catalogo de 84,7 millones de variantes que amplia en un 40 % el numero de
variantes conocidas del genoma humano. Aunque se detalla una amplia
diversidad genética, la mayoria de variantes (el 86 % de estos 84,7 millones) se
encuentran restringida a los individuos de un solo continente, especialmente

entre las poblaciones subsaharianas del continente africano.

Segun la informacion del proyecto cada persona participante en el estudio es
portadora de 150 a 180 variantes que provocan la finalizacion prematura de
proteinas y de 24 a 30 variantes implicadas en enfermedades raras. En este
proyecto se detallan 68.818 variantes estructurales, que pueden tener hasta
500.000 bases de longitud, informan 42.279 supresiones bialélicas, 6.025
duplicaciones bialélicas, 2.929 mCNVs (variaciones en el numero de copias
multialélicas), 786 inversiones, 168 inserciones mitocondriales nucleares y

16.631 inserciones de elementos moviles.

Las muestras del Proyecto 1000 Genomas proporcionan una amplia
representacion de la variacion genética humana; incorporan multiples estrategias
de analisis, conjuntos de llamadas y tipos de variantes. Las muestras de
proyectos y datos resultantes se pueden compartir ampliamente, lo que permite
comparar estrategias de secuencia y métodos de analisis facilmente en un
conjunto de muestras de referencia; presenta un acceso gratuito en la web y
permite una busqueda amigable de las variantes reportadas hasta el momento

en la poblacion (122).
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v Exome Aggregation Consortium (Exac)

(http://exac.broadinstitute.org/)

Plataforma que busca agregar y organizar los datos de secuenciacién de exoma
de una variedad de proyectos de secuenciacibn a gran escala, y poner a
disposicion de la comunidad cientifica mas amplia datos resumidos. El conjunto
de datos proporcionado en este sitio web abarca 60.706 individuos no
relacionados secuenciados como parte de varios estudios genéticos especificos
de poblacién y enfermedades. Esta web ha eliminado individuos afectados por
enfermedad pediatrica grave, por lo que este conjunto de datos deberia servir
como un conjunto util de referencia de frecuencias de alelos para estudios de
enfermedades graves (123). Todos los datos en bruto de estos proyectos se han
reprocesado y se han llamado conjuntamente a variantes para aumentar la
coherencia entre los proyectos como 1000 Genomas, Bulgarian Trios, Finland-
United States Investigation of NIDDM Genetics (FUSION), GoT2D, Inflammatory
Bowel Disease, METabolic Syndrome In Men (METSIM), Jackson Heart Study,
Myocardial Infarction Genetics Consortium,NHLBI-GO Exome Sequencing
Project (ESP), National Institute of Mental Health (NIMH) Controls, The Cancer
Genome Atlas (TCGA). Se encuentra disponible y de acceso gratuito en la web

para utilizar y comparar datos de variantes registradas.

BASES DE DATOS DE GENOMAS:

v' Ensembl Genome Browser (http://www.ensembl.org/index.html).
El proyecto comenzé en 1999 con el fin Gltimo de anotar automaticamente el
genoma, integrar dicha anotacién con otros datos biologicos disponibles, y
publicar toda esta informacién en linea y de manera gratuita, algo que viene
haciendo desde el 2000. La cara mas visible del proyecto es su visor genémico
y su repositorio de recursos gendémicos integrados, cuya densidad varia en
funcion de la especie, siendo las de mayor completitud (analisis funcional) la de
humano, ratén, rata y pez cebra, precisamente los genomas mas consultados.
Todas las especies disponen de anotaciones genéticas basadas en evidencias,
asi como de recursos de genOmica comparativa, incluyendo alineamientos y

relaciones de homologia, ortologia y paralogia. Todas estas anotaciones se
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integran con una enorme cantidad de fuentes externas de referencia, lo que

convierte a Ensembl como un recurso integrador unico (124).

- BASES DE DATOS DE ENFERMEDADES

v' Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) (https://www.omim.org/)

Es un compendio completo y autorizado de genes humanos y fenotipos
genéticos que esta disponible y actualizado diariamente. Las descripciones
generales de texto completo referenciadas en OMIM contienen informacién
sobre todos los trastornos mendelianos conocidos y mas de 15.000 genes. OMIM
se centra en la relacién entre fenotipo y genotipo. Se actualiza diariamente y las
entradas contienen enlaces a otros recursos genéticos (125).

Los fenotipos incluyen trastornos y rasgos mendelianos de un solo gen;
susceptibilidades al cancer y enfermedades complejas; variaciones que
conducen a valores de prueba de laboratorio anormales pero benignos, grupos
sanguineos y enfermedad genética de células sométicas e IDH1 y glioblastomas

multiforme.

v' Clinvar ( https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/)

Clinvar es un archivo publico de acceso gratuito de informes de las relaciones
entre las variaciones y fenotipos humanos; facilita el acceso y la comunicacion
sobre las relaciones afirmadas entre la variacion humana y el estado de salud
observado, y la historia de esa interpretacion, procesa las presentaciones que
informan variantes encontradas en muestras de pacientes, afirmaciones hechas
con respecto a su importancia clinica, informacién sobre el remitente y otros
datos de respaldo (126). Los alelos descritos en las presentaciones se asignan
a secuencias de referencia y se informan de acuerdo con el estandar HGVS.
Luego, el sistema presenta los datos para los usuarios, de uso libre.

El nivel de confianza en la precision de las llamadas de variantes y las
afirmaciones de importancia clinica depende en gran medida de la evidencia de
apoyo, por lo que esta informacion, cuando esta disponible, se recopila y es
visible para los usuarios. Debido a que la disponibilidad de evidencia de respaldo
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puede variar, particularmente con respecto a los datos retrospectivos agregados
de la literatura publicada, el archivo acepta envios de multiples grupos y agrega
informacion relacionada, para reflejar de manera transparente tanto el consenso
como las afirmaciones conflictivas de importancia clinica.

Los archivos de ClinVar presentan informacion y agregan identificadores y otros
datos que pueden estar disponibles sobre una variante o condicidon de otros

recursos publicos usando codigos RS.

- Human Gene Mutation Database (HGMD®) (http://www.hgmd.org)
HGMD constituye una coleccion completa de mutaciones de la linea germinal
publicadas en genes nucleares que subyacen o estan estrechamente asociadas
con enfermedades hereditarias humanas. A marzo del 2017 la base de datos
contenia mas de 203.000 lesiones genéticas diferentes identificadas en mas de
8.000 genes seleccionados manualmente de mas de 2600 revistas. Con nuevas
entradas de mutacion que se acumulan actualmente a una tasa superior a 17.000
por afio, HGMD representa de facto el deposito central unificado de genes /
orientado a enfermedades de mutaciones hereditarias que causan
enfermedades genéticas humanas utilizado en todo el mundo por investigadores,
médicos, laboratorios de diagndstico y asesores genéticos, y es un herramienta
esencial para la anotacion de datos de secuenciacion de proxima generacion. La
version publica de HGMD estd disponible gratuitamente para usuarios
registrados de instituciones académicas y organizaciones sin fines de lucro,
mientras que la version de suscripcion (HGMD Professional) esta disponible para
usuarios académicos, clinicos y comerciales bajo licencia a través de QIAGEN
Inc (127)

- BASES DE DATOS DE SECUENCIAS

v' National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(http://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/).

El NCBI es la plataforma publica estadounidense que funciona como referente

mundial en informacion biomédica y genomica. La cantidad de recursos que

NCBI pone en linea a disposicion del publico son realmente amplios, tanto en

ndamero como en los &mbitos de conocimiento que cubre. Tiene gran cantidad de
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bases de datos segun la informacioén y caracteristicas de la busqueda. Mediante
la busqueda en dbSNP (repositorio central tanto para sustituciones como
pequefias eliminaciones e inserciones de bases de nucleétidos Unicos) se
obtiene informacion sobre el posible efecto fisiopatoldgico de la variante y de su
frecuencia en poblacién europea (a través de la informacion de Haplotype Map;
HapMap). dbSNP también almacena variaciones raras y comunes con sus
genotipos y frecuencias alélicas, e incluye tanto variantes -clinicamente
significativas en humanos como polimorfismos benignos. Actualmente, cuenta
con 53 millones de RefSNP clusters (o cddigos rs, que son los cédigos Unicos de
identificacibn de las variaciones una vez procesadas tras su envio).
Originalmente fué creada para dar soporte al descubrimiento de polimorfismos a
gran escala, como el del proyecto HapMap, pero enseguida fué considerado
como repositorio mundial también para otros tipos de variaciones (128).

Tabla 2. Bases de datos de poblaciones, enfermedades especificas y
secuencias usadas para los analisis bioinforméticos. [Adaptada de Richards et

al.,2015]
Bases de datos poblacionales
1000 genomas Base de datos de \variantes
http://browser.1000genomes.org encontradas en una baja y alta
cobertura de secuenciacion

gendmica dirigida a 26 poblaciones
diferentes. Proporciona diversidad
en los datos pero algunos datos son
de baja calidad

Exome Aggregation Consortium (Exac) Base de datos de variantes

(http://exac.broadinstitute.org/) encontradas durante la
secuenciacion del exoma de
61.486 individuos no relacionados

Bases de datos de genomas
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Ensembl Genome Browser buscador de genomas de

(http://wvww.ensembl.org/index.html). vertebrados que apoya la
investigacion en gendmica
comparada, evolucién, variacion de
secuencia y regulaciéon

transcripcional. Actualmente cuenta
con cerca de 50.000 genomas para
estudio.

Bases de datos de enfermedades

OMIM http://www.omim.org Base de datos de genes humanos y
condiciones genéticas que también
contiene una muestra representativa
de genética asociada a
enfermedades variantes.

Clinvar

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar Base de datos de afirmaciones sobre
el significado clinico y
relacion fenotipica de la variacion
humana.

Human Gene Mutation Database Base de datos de anotaciones

http://www.hgmd.org variantes publicadas en la literatura.

Requiere suscripcion de pago para
gran parte del contenido

Base de datos de secuencias

Genoma NCBI Fuente de secuencias de referencia
del genoma humano completo.

v" Métodos In Silico

Por medio de estas herramientas bioinformaticas, fue posible predecir las
consecuencias de las variantes genéticas en la estructura y funcion de las
proteinas. Estas herramientas in-silico permiten determinar caracteristicas como
cambios en las propiedades fisico-quimicas de los aminoacidos sustituidos, el
grado de conservacion evolutiva, el entorno de la secuencia de un aminoacido

afectado o la alteracion en las propiedades estructurales de la proteina.
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v INTERVAR (http://wintervar.wglab.org/about.php)

InterVar es una herramienta de software bioinformatico para la interpretacion
clinica de variantes genéticas segun la guia de American College of Medical
Genetics and Genomics (ACMG) y la Association for Molecular Pathology (AMP)
publicada en 2015 con estandares y las pautas actualizadas para la
interpretacion clinica de las variantes de secuencia con respecto a las EH, con
base a clasificacion de variantes : benigna, probable benigna, significancia
incierta, probable patogénica y patogénica.

Ademas, InterVar desarroll6 un servidor web complementario denominado
winterVar, para permitir la interpretacion de variantes, es facil de usar con un
paso de interpretaciébn automatizado y un paso de ajuste manual. Estas
herramientas son especialmente Utiles para tratar trastornos del desarrollo
congénitos severos o de inicio muy temprano con alta penetrancia. Finalmente,
utilizando los resultados de algunos estudios de secuenciacion publicados, se ha
demostrado la utilidad de InterVar para reducir significativamente el tiempo de
interpretacién de significancia clinica en las variantes de secuencia (129).

- Polymorphism Phenotyping v2 (Polyphen-2)

La herramienta Polyphen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/) predice el
impacto que puede causar una sustitucion de un aminoacido en la estructura y/o
funcion de una proteina humana mediante consideraciones comparativas. Dada
una sustitucion de un aminoacido en una proteina, PolyPhen-2 extrae varias
caracteristicas relacionadas con la secuencia y la estructura de donde se ha
producido la sustitucién e introduce estos datos en un clasificador probabilistico
para obtener el grado de perjuicio que supone. Esta prediccion se basa en reglas
empiricas aplicadas a la secuencia, a la informacion filogenética y estructural

gue caracterizan la sustituciéon (130).

Usa el conjunto de datos HumDiv, que esta formado por los alelos patogénicos
causantes de enfermedades mendelianas que se encuentran en la base de datos

UniProtkB, junto con las diferencias entre las proteinas humanas y sus
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homodlogos mamiferos mas cercanos. Ademas, incluye datos de HumVar,
formado por las mutaciones causantes de enfermedades humanas ubicadas en
la base de datos UniProtKB y el conjunto nsSNPs (nonsynonymous single-
nucleotide polymorphisms), sin enfermedades dafiinas asociadas. Por medio de
un clasificador Naive Bayes, obtiene la probabilidad de que una mutacién sea
dafiina dando una tasa o estimacion de falsos positivos (posibilidad de que una
mutacion sea clasificada como perjudicial cuando en realidad no lo es) y

verdaderos positivos (una mutacion es clasificada como perjudicial y lo es).

Polyphen-2 clasifica a las variantes en una de estas tres categorias: benigna,
probablemente patogénica y patogénica, basandose en la probabilidad de
patogenicidad dada por el clasificador. La variante es considerada benigna
cuando la probabilidad de patogenicidad es < 0,15. Las variantes seran
consideradas posiblemente dafinas cuando la probabilidad de patogenicidad
este entre 0,15y 0,85. Por ultimo seran considerada como probablemente dafiina
cuando la probabilidad de patogenicidad sea >0,85. Ademas el programa da una
estimacion de falsos positivos y falsos negativos (130)

- Mutation Taster (http://www.mutationtaster.org/) (131)

Es una aplicacion gratuita basada en la web para evaluar las variantes de
secuencia de ADN para determinar su potencial de causar enfermedades. El
Software realizara una bateria de pruebas in-silico para estimar el impacto de la
variante en el producto génico /proteina ; ademas de analizar las variantes
missense, es capaz de analizar las variantes sinénimas, no codificantes y
pequefias inserciones no superiores a 12 bases. En funcion de estos tipos de
variantes se utilizan tres diferentes modelos de prediccion: Without aae,
disefiado para las variantes sinbnimas y no codificantes que no conducen a
sustitucion de aminoacidos, pero podrian tener un efecto en el patron de
empalme de la transcripcién; Simple_aae, para variantes missense; Yy
Complex_aae, para las variantes con efecto mas complejo como “framshifts” o

proteinas truncadas.

Utiliza un clasificador Naive Bayes para predecir el potencial patologico de una

alteracion, el cual ha sido preparado con datos de variantes recopilados de
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diferentes fuentes. El conjunto de datos que contiene las variantes neutrales es
una seleccion de SNPs e inserciones de dbSNP. La seleccion de SNPs se basa
en las frecuencias de la poblacion en Haplotype Map (HapMap), lo cual significa
gue la variante ha de encontrarse en al menos un 10% de la poblacion. Este
procedimiento de filtrado asegura que las variantes raras que podrian
potencialmente causar enfermedades sean excluidas. Los datos de variantes
asociadas a enfermedad se han obtenido a partir de Online Mendelian
Inheritance in Man (OMIM), Human Gene Mutation Database (HGMD) y de la

literatura.

Las caracteristicas que han sido incluidas por el clasificador son: la conservacion
filogenética del lugar afectado, cambios en el sitio de splicing, perdida en las
caracteristicas de la proteina, cambios en el RNAm asi como en el tamafio de la
proteina. Se introdujo en el programa informatico la secuencia en formato
FASTA, y a continuacion, el cambio a estudiar, Mutation Taster clasifica a la
variante como polimorfismo o como patogénica, basandose en la probabilidad
de patogenicidad. Si la probabilidad esta por debajo de 0,05 es clasificada como
polimorfismo, si por el contrario esta por encima se clasifica como patogénica.

Ademas, da un valor (p) que refleja la seguridad de la prediccion (131).

- UMD PREDICTOR (http://umd-predictor.eu/analysis.php) (132)

Es un sistema de prediccion actualizado con significados clinicos de variantes
génicas . Aproximadamente la mitad de las lesiones genéticas responsables de
enfermedades hereditarias humanas se deben a una sustitucion de aminoacidos.
Distinguir las variaciones de secuencias neutrales de los responsables del
fenotipo es de gran interés en la genética humana. Para diferenciar ain mas las
variantes neutrales de las sustituciones de nucle6tidos patégenos, se desarrolld
la nueva herramienta, UMD-Predictor. Esta herramienta proporciona un enfoque
combinatorio, para identificar posibles variaciones patégenas, que asocia los
siguientes datos: localizacion dentro de la proteina, conservacion, propiedades
bioguimicas de los residuos mutantes y de tipo salvaje, y el impacto potencial de

la variacion en el ARNmM
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UMD predictor es una plataforma independiente que contiene todas las
predicciones de todas las sustituciones de cualquier transcripcion humana. Fué
conceptualizado como una arquitectura de tres niveles. El nivel de presentacion
se desarroll6 en PHP, javascript y html. Esta interfaz integra las bibliotecas d3.js
(http://d3js.org/) y jquery (http://jquery.com/) para garantizar un facil acceso al
sistema (http://umd-predictor.eu). El Nivel de aplicacién integra el algoritmo de
prediccidn en si mismo y el nivel de datos integra la secuencia de referencia del
genoma humano Ensembl v71 y las transcripciones. Todas las sustituciones
tedricas de las transcripciones codificantes de proteinas (280,315,899
mutaciones) fueron modeladas, calculadas y almacenadas en una base de datos
de PostgreSQL (http://www.postgresql.org/) que permite un analisis rapido de

grandes conjuntos de datos.

Se pueden usar varios parametros para buscar una sola o multiples mutaciones,
todas las mutaciones de un gen, transcripcion o cromosoma especifico y un
archivo VCF completo. Ademas, el sitio web proporciona materiales educativos
para facilitar la experiencia del usuario. Actualmente se cataloga como uno de
los mejores sistemas de prediccion, teniendo gran nivel de especificidad y

sensibilidad con respecto a otras plataformas (132).

- PROVEAN (Protein Variation Effect Analyzer) (133)

Es una herramienta util para filtrar variantes de secuencia para identificar
variantes no sincronizadas o indel que se predice que son funcionalmente
importantes. El rendimiento de PROVEAN es comparable a las herramientas
populares como SIFT o PolyPhen-2. Por medio de un método de calculo rapido
para obtener puntuaciones de alineacion de secuencia por pares, permite la
generacion de predicciones pre-calculadas para 20 sustituciones de
aminoacidos Unicos y una eliminacion en aminoacidos individuales en cada
posicion de todas las secuencias de proteinas tanto en humanos como en

ratones.

El software es capaz de calcular una puntuacién de alineacion delta para cada

secuencia de soporte. Los puntajes se promedian luego dentro y entre los grupos
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para generar el puntaje final. Si la puntuacion es igual o por debajo de un umbral
predefinido (por ejemplo, -2.5), se predice que la variante de la proteina tendra
un efecto "Patogénico". Si la puntuacion esta por encima del umbral, se predice

gue la variante tendra un efecto "neutral o benigno".

- Algoritmo SIFT (http://sift.jcvi.org/)

Es una herramienta que clasifica las sustituciones de aminoacidos en una
proteina dada y predice si estos cambios provocaran un efecto fenotipico en la
misma. SIFT se basa en la premisa de que los aminoacidos importantes de una
proteina estan conservados en la evolucion, por lo que cambios en los mismos
deben afectar a la funcionalidad de la proteina. Con una secuencia proteica
dada, SIFT escoge proteinas relacionadas y obtiene un alineamiento multiple de
estas con la proteina a analizar, y basandose en los aminoacidos presentes en
cada posicion del alineamiento realiza una prediccidon de las sustituciones que
afectaran a la funcion de la proteina. Las sustituciones en una posicion
conservada en el alineamiento seran consideradas como “no tolerables” para la
mayoria de los cambios, mientras que las posiciones gque no estan conservadas

en el alineamiento toleraran mejor los cambios de aminoacido.

Se introduce la secuencia a analizar en formato FASTA y el programa primero
busca secuencias similares a la introducida por nosotros, después escoge
secuencias estrechamente relacionadas que puedan tener una funcién similar a
la nuestra, y luego obtiene el alineamiento de las secuencias escogidas. Por
ultimo, calcula las probabilidades normalizadas para todas las posibles
sustituciones del alineamiento. Las sustituciones con una puntuacion menor de
0,05 seran clasificadas como deletéreas, y las de puntuacion mayor o igual a

0,05 seran tolerables o neutrales (134)

- Human Splicing Finder
Es una herramienta para predecir los efectos de las mutaciones en las sefiales
de empalme o para identificar motivos de empalme en cualquier secuencia
humana. Contiene todas las matrices disponibles para la prediccion de

secuencias auxiliares, asi como las nuevas para los sitios de union de las
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proteinas 9G8 y Tra2-beta Serina-Arginina y la ribonucleoproteina hnRNP Al.
También tiene nuevas matrices de peso de posicidon para evaluar la resistencia
de los sitios de empalme de 5'y 3'y los puntos de ramificacion. HSF podria es
un recurso valioso para fines de investigacion, diagnostico y terapéuticos (por
ejemplo, omisién de exdn terapéutico), asi como para estudios globales, como

el Proyecto Europeo GEN2PHEN o el Proyecto Varioma Humano (135).

Clasificacion de variantes de acuerdo con American College of Medical
Genetics (ACMG) :

La evaluacion de la evidencia de una variante esta destinado a la interpretacion
de variantes observadas en pacientes con presuntos trastornos hereditarios
(principalmente mendelianos) en un entorno de laboratorio de diagndstico
clinico. Por esta razon el colegio americano de genética medica (ACMG por sus
siglas en ingles) ha instaurado un sistema de clasificacion dependiendo de las
investigaciones reportadas en diferentes estudios, analisis familiares , in-silico y
predicciones sistematicas que permitan un acuerdo de interpretacién en
variantes (136,137) .

Dicho sistema del ACMG se ha clasificado para obtener informacion sobre la

significancia clinica de la siguiente manera:

- Patogénica: variantes que tienen evidencia fuerte de asociacion con
enfermedad.

- Probablemente Patogénica: variantes que probablemente estan
implicadas con enfermedad, ya que el cambio nucleotidico presenta una
probabilidad de mas del 90% de ser patogénica.

- De significado incierto (VUS): variantes con posibles cambios
funcionales, pero con evidencia contradictoria o insuficiente. Es decir no
se puede definir si es patogénica o no.

- Probablemente benigna: variantes con evidencia que sugiere
benignidad, pero con datos débiles en la literatura que no descartan
impacto biologico y eventualmente clinico. El el cambio nucleotidico

presenta una probabilidad de mas del 90% de no ser patogénica.

Benigna: variantes genéticas que no alteran funcionalidad.
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5.4 CALCULO DE FRECUENCIAS ALELICAS

Al total de 320 exomas completos registrados y pertenecientes al Big Data del
Instituto de Genética Médica — GENOMICS (Cali), se le buscaron las variantes
en el gen GBA; cada una de las variantes encontradas se tabulé segun su
posicion, cambio de nucledtido, cambio de aminoacido, significado clinico,
frecuencia alélica y referencia en NCBI.

La frecuencia alélica se calculd por cuenta simple (138):

Numero de copias del Alelo en la poblacion

FA =
Numero total de copias del gen en la poblacion

5.5 RED DE INTERACCION DE GENES ASOCIADOS A GBA

Se realizaron redes de interaccion para el gen GBA, utilizando los software
STITCH 5 (http:/stitch.embl.de/) y GeneMANIA con proteinas asociadas y

moléculas pequefias, teniendo en cuenta solamente la evidencia encontrada de
experimentos, bases de datos proceso biolégico, funcion molecular, ruta o
dominio de la proteina que se veia alterada y co-expresion con un nivel de

confianza de 0.900 para determinar interaccion entre genes cercanos.

STITCH 5 es una base de datos de interacciones conocidas y previstas entre
productos quimicos y proteinas. Las interacciones incluyen asociaciones fisicas
y funcionales; provienen de la prediccion computacional, de la transferencia de
conocimiento entre organismos y de interacciones agregadas de otras bases de
datos. La base de datos STITCH actualmente cubre 9'643'763 proteinas de 2'031
organismos. Las interacciones en STITCH se derivan de cinco fuentes
principales: Predicciones del contexto gendémico, experimentos de laboratorio de
alto rendimiento, co-expresion, mineria de texto automatizada, conocimientos

previos en bases de datos. (139,140)

GeneMANIA es un sitio web flexible y facil de usar para generar hipotesis sobre

la funcion de genes, analizar listas de genes y priorizar genes para ensayos
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funcionales. Dada una lista de genes de consulta, GeneMANIA encuentra genes
funcionalmente similares utilizando una gran cantidad de datos de gendmica y
protedmica. En este modo, pondera cada conjunto de datos gendmicos
funcionales de acuerdo con su valor predictivo para la consulta. Otro uso de
GeneMANIA es la prediccion de la funcion genética. Dado un solo gen de
consulta, GeneMANIA encuentra genes que probablemente compartan
funciones con él en funcién de sus interacciones con él. Se han recopilado
cientos de conjuntos de datos y cientos de millones de interacciones de GEO,
BioGRID, IRefIndex e 12D, asi como conjuntos de datos de gendémica funcionales
especificos de organismos. Actualmente la red se realiza teniendo en cuenta la
evidencia encontrada de experimentos, bases de datos proceso bioldgico,
funcibn molecular, ruta o dominio de la proteina que se veia alterada y co-
expresion con un nivel de confianza de 0.900, utilizado este valor por que
representa graficamente la expresion del fendmeno y no de las exclusiones.

(http://genemania.orqg) (141).

6. CONSIDERACIONES ETICAS

De acuerdo con el articulo 11 de la Resolucion 8430 de 1993 del Ministerio de
Salud Colombiano, este trabajo se consideré como una Investigacion con riesgo
minimo, ya que es un estudio que utilizé una base de datos provenientes del
Instituto de Genética Médica — GENOMICS (Cali), en donde se encuentra
consignada la informacion de los exomas de pacientes con patologias diferentes
y no diagnosticados clinicamente con enfermedad de Gaucher del Suroccidente
Colombiano.

Se preservo la confidencialidad de los datos por medio de la asignacién de un
cbdigo alfa numérico a cada paciente, el cual reemplazé sus datos de identidad,
impidiendo asi su individualizacion por fuera del estudio. Ademas, conté con

consentimiento- Asentimiento informado por parte de los participantes.

Aspectos éticos : El presente proyecto tuvo en cuenta
- Proteccion de personas y animales: Los autores declaran que los
procedimientos seguidos se conformaron a las normas éticas de comité

de experimentacion humana responsable y se adapta a los principios
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establecidos en la Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica
Mundial (AMM)

- Confidencialidad de los datos: Los autores declaran que en este articulo
no aparecen datos de pacientes y han seguido los protocolos de su centro
de trabajo.

- Derecho a la privacidad y consentimiento informado: Los autores declaran
gue en este articulo no aparecen datos de pacientes y se obtuvo
consentimiento informado por parte del representante legal (padre y

madre) de la paciente

Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial “Principios éticos
para las investigaciones médicas en seres humanos” en donde se consideran
como aspectos fundamentales para el cumplimiento de los objetivos de manera

profesional y disciplinar (142). Dentro de estos se destacan para este proyecto:

...2. El deber del médico es promover y velar por la salud de las personas. Los
conocimientos y la conciencia del médico han de subordinarse al cumplimiento

de este deber.

...5. Eninvestigacion médica en seres humanos, la preocupacion por el bienestar
de los seres humanos debe tener siempre primacia sobre los intereses de la

ciencia y de la sociedad.

...6. El proposito principal de la investigacion médica en seres humanos es
mejorar los procedimientos preventivos, diagnosticos y terapéuticos, y también
comprender la etiologia y patogenia de las enfermedades. Incluso, los mejores
métodos preventivos, diagnodsticos y terapéuticos disponibles deben ponerse a
prueba continuamente a través de la investigacion para que sea eficaz, efectivo,

accesible y de calidad.

...9 Los investigadores deben conocer los requisitos éticos, legales y juridicos
para la investigacion en seres humanos en sus propios paises, al igual que los
requisitos internacionales vigentes. No se debe permitir que un requisito ético,
legal o juridico disminuya o elimine cualquier medida de proteccion para los seres

humanos establecida en esta Declaracion.
Principios basicos paratoda investigacién médica.

...10. En la investigacion médica, es deber del médico proteger la vida, la salud,
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la intimidad y la dignidad del ser humano.

...14. El protocolo de la investigacion debe hace referencia siempre a las
consideraciones éticas que fueran del caso, y debe indicar que se han observado

los principios enunciados en esta Declaracion.

...20. Para tomar parte en un proyecto de investigacion, los individuos deben ser

participantes voluntarios e informados.

...21: Siempre debe respetarse el derecho de los participantes en la
investigacibn a proteger su integridad. Deben tomarse toda clase de
precauciones para resguardar la intimidad de los individuos, la confidencialidad
de la informacion del paciente y para reducir al minimo las consecuencias de la

investigacion sobre su integridad fisica y mental y su personalidad.

...22. En toda investigacion en seres humanos, cada individuo potencial debe
recibir informaciéon adecuada acerca de los objetivos, métodos, fuentes de
financiamiento, posibles conflictos de intereses, afiliaciones institucionales del
investigador, beneficios calculados, riesgos previsibles e incomodidades
derivadas del experimento. La persona debe ser informada del derecho de
participar o no en la investigacion y de retirar su consentimiento en cualquier
momento, sSin exponerse a represarias. Después de asegurarse de que el
individuo ha comprendido la informacion, el médico debe obtener entonces,
preferiblemente por escrito, el consentimiento informado y voluntario de la
persona. Si el consentimiento no se puede obtener por escrito, el proceso para

obtenerlo debe ser documentado formalmente antes testigos.

...27. Tanto los autores como los editores tienen obligaciones éticas. Al publicar
los resultados de su investigacion, el médico esta obligado a mantener la
exactitud de los datos y resultados. Se deben publicar tanto los resultados
negativos como los positivos o de lo contrario deben estar a la disposicion del
publico. En la publicacién se debe citar la fuente de financiamiento, afiliaciones

institucionales y cualquier posible conflicto de intereses.

CODIGO DE NUREMBERG Tribunal Internacional de Naremberg, 1947 (143)

1) El consentimiento voluntario del sujeto humano es absolutamente esencial
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El experimento debe realizarse con la finalidad de obtener resultados fructiferos
para el bien de la sociedad que no sean asequibles mediante otros métodos o
medios de estudio, y no debe ser de naturaleza aleatoria o innecesaria.

Ademas se tuvo en cuenta entre todos con mayor énfasis otros principios medico
legales como son el evitar todo sufrimiento o dafio innecesario fisico o mental.
No debe realizar experimento alguno cuando hay una razén a priori para suponer
gue puede ocurrir la muerte o una lesion irreparable; excepto, quiza, en los
experimentos en los que los médicos investigadores son también sujetos de

experimentacion.
PRINCIPIOS BIOETICOS UNIVERSALES (144)

En esta investigacion se tuvo en cuenta la relevancia en la aplicacion de los
principios bioético-universales de Autonomia, beneficencia, no maleficencia y

justicia y de este modo aportar a la comunidad cientifica y sociedad en general.
INFORME BELMONT (145)

Se tuvo presente para la definicion de metodologia, consentimiento informado y
cumplimiento de objetivos de esta investigacion los Principios y guias éticos para
la proteccion de los sujetos humanos de investigacion, ya que dentro de otros
aspectos se considera relevante brindar la oportunidad de elegir a quienes
participen del mismo, lo que les pueda ocurrir 0 no, ademas estableciendo con

claridad que no hay riesgos en su bienestar.

DECLARACION UNIVERSAL DEL GENOMA HUMANO (146):
- LA DIGNIDAD HUMANA Y EL GENOMA HUMANO.

Se ha tenido en cuenta los principios rectores para la practica de investigacion
la cual relacionada con parte del genoma teniendo en cuenta el respeto por la
dignidad de los pacientes y sus familias y que los beneficios no sean diferentes

a los académicos.
De los principios a la préactica:

- Articulo 1 El genoma humano es la base de la unidad fundamental de
todos los miembros de la familia humana y del reconocimiento de su

dignidad intrinseca y su diversidad. En sentido simbdlico, el genoma
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humano es el patrimonio de la humanidad.

Articulo 2 a) Cada individuo tiene derecho al respeto de su dignidad y
derechos, cualesquiera que sean sus caracteristicas genéticas. b) Esta
dignidad impone que no se reduzca a los individuos a sus caracteristicas
genéticas y que se respete el caracter unico de cada uno y su diversidad.
Articulo 3 El genoma humano, por naturaleza evolutivo, esta sometido a
mutaciones. Entrafia posibilidades que se expresan de distintos modos en
funcién del entorno natural y social de cada persona, que comprende su
estado de salud individual, sus condiciones de vida, su alimentacién y su
educacion.

Articulo 4 El genoma humano en su estado natural no puede dar lugar a

beneficios pecuniario.
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7. RESULTADOS

- Determinacién de variantes gendmicas en GBA

En los resultados de los 320 exomas de pacientes con diferentes patologias y no
diagnosticados con EG se encontraron 41 variantes asociadas al gen GBA
(Tabla 3) . 14 de dichas variantes no habian sido reportadas (NR) previamente
en bases de datos genéticas, poblacionales e in-silico por lo que Unicamente fue
posible anotar los datos de cambio de posicion. 17 variantes encontradas
constituyeron cambios de tipo missense donde se produjo un cambio en un Unico
nucledtido provocando la aparicion de un codon que codificaba un aminoacidos
diferente y 5 variantes constituyeron cambios sindénimos, por lo que se codifica

el mismo aminoéacidos con diferente nucleétido en la conformacion.

Con respecto a los cambios mutacionales en nucleétidos, los de tipo transicional
(G>A;C>T;AG) se reportaron en un 41.4% de las variantes encontradas,
mientras que los cambios de tipo transversional (G>C; T>A; A>C; C>A; C>G;
G>T) se encontraron en un 58% de la muestra. El cambio transicional C>T se
reportd en un 17% del total de variantes y el cambio transversional C>A se

encontré en un 26,% del total de variantes (Figura 4).

Se encontraron también 4 variantes que se ubican en regiones intronicas del
gen GBA (c.761+42A>C; c.762-18T>A; ¢.1225-34C>A; ¢.1000-81A>C) todas
estas se encuentran reportadas en la base de datos Clinvar con significancia

clinica Benigna (Figura 5).
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# DE VARIANTES

M Transicion G>A M Transicion. C>T M Transicion A>G M Transversion G>C

M Transversion T>A H Transversion A>C B Transversion C>A B Transversion C>G

Figura 4 . Porcentaje de cambios transicionales y transversionales encontrados
en el gen GBA en pacientes con patologias diferentes y no diagnosticados con
EG

Tipos de variantes encontradas en el gen GBA

18

16 17
14

14
12

10

CANTIDAD DE VARIANTES

Intron Missense Sinonima No reportadas

Figura 5. Tipos de variantes encontradas en el gen GBA en pacientes con
patologias diferentes y no diagnosticados con EG
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Ge Posicion Cambio de | Cambio de Referencia Significado Tipo de Human UMD- Polyphen Provean SIFT Mutatio | Frecuencia
n nucleétido AA Clinvar Clinico- Cambio Splicing Predictor n alélica
Clinvar Finder Taster

GB Chrl: C.454+47G> - rs2075569 Benigno misenss benigna NR NR benigna NR Benign 0,9037
A 155209360 A e a

GB Chrl: c.38A>G p.Lys13Arg | rs150466109 Benigno misenss benigna benigna benigna benigna benigna Benign 0,5407
A 155210498 e a

GB Chrl c. G>A p. rs80356773 Benigno misenss benigna benigna benigna benigna benigna Benign 0,009
A 1155204793 Arg496His e a

GB Chrl: €.1223C>T | p.Thr408Me | rs75548401 Benigno misenss Benigna benigna benigna benigna benigna Benign 0,05
A 155236246 t e a

GB Chrl: C.762- - rs140335079 Benigno Intron Benigna NR NR NR NR Benign 0,0156
A 155237596 18T>A a

GB Chr c.1473C>T p.Pro491= rs149257166 Benigno Sinonim Benigna benigna NR benigna benigna Benign 0,0156
A 1:155205018 a a

GB | Chr1:15523809 | c.761+42A> - rs558529804 Benigno Intron Benigna NR NR NR NR Benign 0,0218
A 2 C a

GB Chrl: €.168C>T p.Val56= No reportado Benigno Sinonim Benigna NR NR benigna benigna Benign 0,009
A 155240025 a a

GB Chr c.1225- - rs3115534 Benigno Intron Benigna NR NR NR NR Benign 0,0156
A 1:155235878 34C>A a

GB | Chrl1:15523641 | ¢.1052G>C | p.Trp351Se | rs155321729 Benigno Misenss Benigna benigna benigna benigna benigna Benign 0,009
A 7 r 4 e a

GB Chr1: €.1483G>C p.Ala495Pr rs368060 Benigno Misenss Benigna benigna benigna benigna benigna Benign 0,0156
A 155235217 0 e a

GB Chrl: €.605G>A p.Arg202Gl | rs398123531 Benigno Misenss Benigna benigna benigna benigna benigna Benign 0,0156
A 155238290 n e a

GB Chr 1: €.1497G>C p.Val499= rs1135675 Benigno Sinonim Benigna benigna NR benigna benigna Benign 0,0156
A 155235203 a a

GB Chrl: c.1444G>A | p.Asp482As | rs75671029 | Probablement | Misenss Benigna patogénica patogénica benigna benigna Benign 0,009
A 155205047 n e patogénico e a

GB Chrl: c.1447C>T p.Leud83= | rs369966551 Benigno Sinonim Benigna benigna NR benigna benigna Benign 0,0156
A 155235253 a a

GB | chrl:15520506 €.1431C>G p.Alad77Ala - Benigna Sinonim Benigna benigna NR benigna benigna Benign 0,0156
A 0 a a

GB Chrl: c.187T>A Ser63Thr rs760077 No reportado | Misenss NR NR NR NR NR NR 0,218
A 155178782 e

GB Chrl: €.259C>T p.Arg87Trp rs1141814 Patogénico Misenss patogénica patogénica patogénica benigna | patogénic NR 0,009
A 155209725 e a

GB Chrl: €.221G>C p.Gly74Ala | rs371592589 Significado 5 prime Probablement Probablement Probablement benigna patogénic NR 0,0156
A 155239972 incierto UTR € patogénica e benigna e benigna a

GB Chrl: c.247C>T p.Arg83Cys | No reportado Significado Missens patogénica patogénica patogénica patogénic | patogénic | Patogé 0,0062
A 155239946 incierto e a a nica
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o]

GB Chr 1: €.1000- - rs9628662 Benigno Intron Benigna NR NR NR NR Benign 0,009
A 155236550 81A>C a
GB Chrl: c.669G>T p.Trp223Cy Significado Misenss patogénica patogénica patogénica patogénic | patogénic NR 0,0062
A 155238226 S rs155790486 incierto e a a
0
GB Chrl c.38A>G p.Lys13Arg | rs150466109 Significado Misenss Benigna benigna benigna benigna benigna Benign 0,037
A :155240707 incierto e a
GB Chr 1: c.58A>G p.lle20val rs143187997 Benigno Misenss Benigna benigna benigna benigna benigna Benign 0,0156
A 155240687 e a
GB Chrl: €.835C>G p.Leu279Va | rs105751902 Significado Misenss Benigna benigna benigna benigna benigna Benign 0,0156
A 155237505 | 0 incierto e a
GB Chrl: ¢.1030G>A p.Val34d4lle Significado Misenss Benigna benigna benigna benigna benigna Benign 0,0156
A 155236439 rs794727963 incierto e a
GB Chrl: €.134C>T p.Pro45Leu Significado Misenss patogénica patogénica patogénica patogénic benigna Benign 0,0218
A 155240059 rs155321837 incierto e a a
7

GB Chl: C>A No No reportado | No reportado No NR NR NR NR NR NR 0,0156
A 155218003 reportado reportad

o
GB Chrl: C>A No No reportado | No reportado No NR NR NR NR NR NR 0,009
A 155206311 reportado reportad

o
GB Chr 1: G>A No No reportado | No reportado No NR NR NR NR NR NR 0,009
A 155217606 reportado reportad

o}
GB Chrl: C>A No No reportado | No reportado No NR NR NR NR NR NR 0,0156
A 155218088 reportado reportad

o
GB Chrl: C>A No No reportado | No reportado No NR NR NR NR NR NR 0,0156
A 155217679 reportado reportad

o
GB Chr1 G>A No No reportado | No reportado No NR NR NR NR NR NR 0,0667
A ;155207876 reportado reportad

o
GB Chrl: G>T No No reportado | No reportado No NR NR NR NR NR NR 0,6296
A 155205669 reportado reportad

o
GB Chrl C>A No No reportado | No reportado No NR NR NR NR NR NR 0,037
A 1155209911 reportado reportad

o)
GB Chrl C>A No No reportado | No reportado No NR NR NR NR NR NR 0,009
A ;155218093 reportado reportad
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GB Chr C>A No No reportado | No reportado No NR NR NR NR NR NR 0,0156
A 1:155218076 reportado reportad

o}
GB | Chr1:15521803 C>A No No reportado | No reportado No NR NR NR NR NR NR 0,009
A 9 reportado reportad

o
GB Chrl: C>A No No reportado | No reportado No NR NR NR NR NR NR 0,0156
A 155217752 reportado reportad

o
GB Chrl: C>A No No reportado | No reportado No NR NR NR NR NR NR 0,218
A 155217709 reportado reportad

o)
GB Chrl: G>T No No reportado | No reportado No NR NR NR NR NR NR 0,0156
A 155218007 reportado reportad

o}

NR: No reportado

Tabla 3. Variantes del gen GBA en 320 pacientes del suroccidente colombiano. Contiene informacién sobre cambios de nucleétidos,

aminoacidos, cédigo clinvar, significado clinico de acuerdo con diversas herramientas bioinformaticas.
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- Caracterizacion de variantes con respecto a ACMG

Con respecto a la significancia clinica clasificada por el ACGM y de acuerdo con
los softwares de prediccion utilizados, el 51.2% (21 variantes) presentaron una
significancia benigna, el 12% (5 variantes) obtuvo una clasificacioén patogénica o
probablemente patogénica y el 19% presentd significancia incierta; en este
ultimo caso, por medio de analisis in-silico se logro reclasificar algunas de estas
variantes, obteniendo de esta manera 3 variantes patogénicas y 3 benignas. El
36 % restante no han sido reportadas a manera funcional, por lo que se

desconoce al momento su significancia clinica.

De acuerdo con estos resultados, si los andlisis realizados no han detectado
ninguna variante patogénica o solamente variantes genéticas de significado
incierto, es importante establecer plazos de revisidbn para valorar la posible

reclasificacion de las variantes reportadas.

- Calculo de frecuencia alélica

De acuerdo con las frecuencias alélicas analizadas, la variante ¢.454+47G>A
presentd la frecuencia mas alta, encontrandose en el 90,37% de las muestras
obtenidas; dicha variante fué evaluada y se reporté que en 5 de 6 predictores
bioinformaticos presentd una significancia clinica benigna, por lo que de acuerdo
con estos valores no genera una afeccion en la proteina ; asi mismo, la variante
p. Lys13Arg (c.38A>G) se encontré con una frecuencia del 54% en las muestras
y de acuerdo con 6 predictores presenta una significancia clinica benigna, por lo
gue se reportd que las variantes con frecuencias alélicas mas altas son aquellas

de significancia clinica benigna.

Por su parte, las variantes que de acuerdo con los software de prediccidén se
clasificaron como patogénicas o probablemente patogénicas (c.1444G>A p.
Asp482Asn; c.259C>T p. Arg87Trp; c.247C>T p. Arg83Cys; c.669G>T
p.Trp223Cys; ¢.134C>T p.Pro45Leu) presentaron una frecuencia alélica que
oscilo entre 0,0062 y 0,0218, siendo 0,0062 la menor frecuencia alélica reportada

en los datos encontrados; al buscarlas en bases de datos poblacionales como
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1.000 Genomas, EXAC y gnomAD se encontré que la variante ¢.1444G>A se ha
reportado previamente, oscilando frecuencias entre 0.002 y 0.0006, y la variante
€.259C>T con frecuencias de 0.00003 como maximo, las otras 3 variantes
registradas no han sido reportadas previamente en estas bases de datos (Tabla
4).

Variante FA en el FA en 1000 FA en ExXAC FA en
patogénica presente Genomas gnomAD
en GBA trabajo
c.1444G>A 0,009 0.00240 0.00069 0.00217
(p.Asp482Asn)
c.259C>T 0.009 NR 0.00002 0.00003
(p. Arg87Trp)
c.247C>T 0.0062 NR NR NR
(p. Arg83Cys)
C.669G>T 0.0062 NR NR NR
(p.-Trp223Cys)
c.134C>T 0.0218 NR NR NR

(p.Pro45Leu)

FA : Frecuencia Alelica  NR: No reportado

Tabla 4. Relacion de frecuencias alélicas encontradas en variantes patogénicas

del gen GBA en 320 exomas Yy bases de datos poblacionales.

- Prediccion de interacciones entre GBA y otros genes-moléculas

La red de interaccion génica construida en el programa GeneMania, permitio
observar redes basadas en interacciones fisicas (linea rosa), co-expresion (linea
morada), prediccion de asociaciaciones (linea naranja) e interacciones genéticas
(linea verde) que se ubican entre el gen GBA, los genes PSAP, SCARB2 y
LAMP2 y a su vez 17 genes que pueden interactuar entre ellos de una manera

mas leve en cuanto a funcionamiento.
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Se observé una fuerte interaccidn fisica entre el gen GBA y el gen PSAP,
relacionandose con funciones celulares pertecenientes a la membrana lisosomal
(morado), membrana vacuolar (verde), lumen vacuolar (amarillo) y lumen
lisosomal (azul) (Figura 6). El funcionamiento de estos dos genes impacta
también en la coexpresion de genes como LAMP1, MAN2B1,PCBP2,HYOUL1 ,
los cuales no comparten asociacion en la funcion celular relacionada con GBA

de acuerdo con la red.

Asi mismo, se reportd una fuerte interaccion fisica y coexpresiva entre el gen
GBA 'y SCARB2, compartiendo las mismas funciones celulares encontradas con
el gen PSAP. El funcionamiento de estos dos genes impacta en la interaccion
fisica relacionada con el gen LAMP2, el cual expresa funciones celulares
relacionadas con la membrana vacuolar (verde), la membrana lisosomal
(morado),y las partes vacuolares (lila). Ademas, se encuentra una co-expresion
genica derivada del funcionamiento de SCARB2 en los genes JUN, RPS6KA3 ,
ZMYND11 y NEDDA4.

En un grupo restante de 13 genes, aunque se presentaron interacciones fisicas,
de co-expresion y prediccion con GBA, PSAP y SCARBZ2, no se logré establecer
una similitud en cuanto a la funcion especifica de estos en la red de interaccion
basada en GBA .
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Figura 6. Red de interaccion entre el gen GBA y genes asociados. Generado

con el programa GeneMania
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Por su parte, la red obtenida con el programa STITCH 5 permitié determinar 5
nodos de genes relacionados con procesos bioldgicos del gen GBA que permite
realizar funciones asociadas con procesos catabdlicos y metabdlicos de la
glicosilceramida, y procesos metabdlicos de esfingosinas, funciones moleculares
asociadas con la actividad beta-galactosidasa e hidrolasa que afectan

componentes celulares como el lumen lisosomal (Figura 7).

Esta red refuerza la asociacion cercana entre GBA y los genes PSAP, SCARB2
y LAMP2 reportada previamente en GeneMania; con PSAP que codifica para la
Prosaposina, se reporta una interaccion de 0.977 que involucra la actividad
hidrolasa y beta galactosidasa de ambos genes, ademas de relacionarse con

funciones de la glucosilceramida en las células.

La red de interaccion muestra también con lineas verdes, toda relacion con
farmacos o componentes farmacologicos que alteran o promueven el
funcionamiento del gen GBA y que se han utilizado en algin momento para el
tratamiento de la EG. Entre ellos, se destaca la interaccion con Miglustat e
Isofagomina. Miglustat (OGT 918, "N" -butil-desoxinojirimicina) es un farmaco
desarrollado por Oxford GlycoSciences y comercializado por Actelion que se
utiliza principalmente para tratar la EG1 y que se comercializa con el nombre
comercial Zavesca; por su parte, Isofagomina, también conocido como Afegostat
( nombre comercial planificado Plicera) era un farmaco experimental para el
tratamiento de ciertas formas de EG, que estaba siendo desarrollado por Amicus
Therapeutics y Shire plc hasta que un ensayo clinico fallido en 2009 llevo a la

finalizacién de su desarrollo.
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Figura 7. Esquema de red de interaccion génica asociada al gen GBA con el
programa STITCH 5
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8. DISCUSION

La EG es un trastorno hereditario poco comun causado por una deficiencia de la
enzima lisosomal B-glucocerebrosidasa codificada por el gen GBA; se
caracteriza por la acumulacion de glucosilceramida, en los lisosomas de las
células del sistema monocito-macrofago, lo que conduce a manifestaciones de
enfermedad multisistémica que incluyen esplenomegalia, hepatomegalia,
trombocitopenia, anemia y enfermedad Osea (147;148). Desde que se
introdujeron las TRE y TRS , han demostrado ser efectivas para prevenir y
reducir las manifestaciones sistémicas y algunas complicaciones de la EG1,
como hepatomegalia, esplenomegalia, citopenia, retraso del crecimiento y
algunas enfermedades dseas y por el contrario, la demora en el diagnéstico y el
acceso a un tratamiento adecuado pueden aumentar potencialmente el riesgo
de complicaciones irreversibles (149;150). Por esta razon realizar este tipo de
estudios en donde se abordan todas las posibles variantes que se puedan
encontrar en el gen GBA ayudan en el tamizaje y diagnostico temprano de la
EG.

En los resultados de los exomas completos de 320 pacientes con patologias
diferentes y no diagnosticados clinicamente de EG. se encontraron 41 variantes
del gen GBA; 21 de ellas con significancia clinica benigna y 5 con significancia
clinica patogénica; ademas se informaron 15 variantes que no habian sido
reportadas previamente dentro de la bibliografia. En cuanto a los tipos de cambio
nucledtidico, no se encontr6 una tendencia, en términos poblacionales de fijacion
de mutaciones transicionales o transversionales en las variantes del gen GBA en
esta poblacion estudiada, a diferencia de lo que ocurre en otras enfermedades
de deposito lisosomal como la mucopolisacaridosis tipo Il, en donde se ha
reportado la fijacibn de mutaciones transicionales de tipo C>T, probablemente
relacionada con mecanismos de compensacion de sesgos en la inactivacion del

cromosoma X en humanos (151).

Esto resalta la importancia de esta investigacion, en pro de la clasificacion
patoldgica de las variantes y los posibles efectos que se pueden encontrar dentro

de la funcionalidad de la proteina.
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Las variantes descritas en las poblaciones afectadas alrededor del mundo
parecen indicar que la regién donde se localiza una mayor cantidad de variantes
se encuentra entre los exones 8, 9y 10 (58; 59). De todas las variantes descritas
en el gen GBA, so6lo unas 120 se han asociado a fenotipos de EG;
aproximadamente 70 al tipo 1, 43 al tipo 2 y 8 al tipo 3 (59), sin establecerse
alguna region génica o dominio donde ocurran de manera preferencial y la
distribucion étnica y geografica de cada mutacion pueden variar
significativamente (62;63). Aproximadamente el 70% de todas las sustituciones
informadas, incluidas las dos sustituciones patogénicas mas comunes, p. N370S

y p. L444P, se encuentran en los exones 9-10 del gen GBA (64)

Las diferentes variantes pueden estar mas representadas en grupos étnicos
particulares, asi como en fenotipos particulares. La primera variante reportada
en EG fué p. Leu483Pro (65). La mas comun identificada en los pacientes
rumanos es p. Asn409Ser (66). La mas comun entre los pacientes AJ es
€.1226A <G (N370S; o N409S segun la nueva nomenclatura) seguida de
€.84dupG (84GG), que es mas rara (67). El cambio ¢.115 + 1G> A (IVS2 + 1),
€.1504C> T (R463C) y ¢.1604G> A (R496H) se encuentran comunmente en
pacientes AJ con EG1. Por el contrario, la mutacion N370S rara vez se encuentra

entre pacientes chinos y japoneses. (60).

Entre los grupos étnicos asiaticos, ¢.1448T> C (L444P o L483P segun la nueva
nomenclatura) y ¢.754T> A (F252l), generalmente asociado con EG2 y 3, son
mas prevalentes, y también explican por qué entre estas poblaciones, las formas
neuropaticas de EG son mas frecuentes (152). ¢.1448T> C (L444P) es también
la mutacion mas frecuente entre los caucasicos con ascendencia judia no
Ashkenazi (11).

De las 5 variantes con significancia clinica patogénica encontradas en este

trabajo:

El cambio c.1444G>A p.Asp482Asn presento una frecuencia alélica del 0,009;

hasta el momento no ha sido reportada en ningun paciente con diagndstico
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clinico, enzimatico o molecular de EG, sin embargo, ha sido descrita por
Neumann et al.,(2009) en una muestra de 790 pacientes britanicos afectados
con enfermedad de Parkinson, reportandola como una mutacion puntual no
descrita antes en exones (153) ; Neumann et al., realizaron una comparaciéon
entre especies de los aminoacidos afectados, reportando que esta variante se
encuentra altamente conservada en la mayoria de las especies de mamiferos,
pero no en ratas, peces cebra, C. elegans y D. melanogaster. Estos hallazgos
sugirieron que esta variante en el gen GBA no sélo provocan una alteracion en
la secuencia de aminoacidos, sino que también es muy probable que tenga un
comportamiento patogénico. Sin embargo, el efecto funcional preciso y los
efectos en los portadores hoy en dia no han sido develados. Por su parte,
Lorraine (2018), realiz6 estudios basados en el reporte de variantes genéticas
que pueden usarse para evaluar el riesgo de enfermedad con cuerpos de Lewy,
en 592 pacientes del instituto Alzheimer's Disease Research Center (ADRC)
usando los genes GBA, SMPD1, HEXA y MCOLN1 (152); reportaron variantes
del gen GBA en el 6,9% (41/592) de todos los sujetos. Al clasificar a los sujetos
por el efecto fenotipico conocido (en términos de la enfermedad de Gaucher) de
la mutacion, como en los estudios previamente publicados, se observaron 2
variantes silenciosas (11191, Q226Q), 11 leves (todos N370S), 3 severos (2
L444P y 1 R463C), y 25 de efecto fenotipico desconocido en donde incluyeron
la variante ¢.1444G>A p. Asp482Asn encontrada en 1/ 592 pacientes (154).

La variante patogénica ¢.259C>T p. Arg87Trp se reportd en este trabajo con una
frecuencia del 0,009; ha sido registrada en las bases de datos poblacionales, de
genomas y enfermedades y hasta el momento no ha sido reportada en estado
de homocigosis 0 heterocigosis en algun paciente afectado con EG. Esta
variante fué reportada por Ortiz-Cabrera et al., (2016) en un estudio donde
recolectaron muestras de sangre de pacientes con EG para analisis enzimaticos
y genéticos (155). El andlisis genético se realizd en el ADN de 124 pacientes no
relacionados y 57 familiares entre 2007 y 2015. En 46 de 93 pacientes con EG
(49,5%) se encontraron los dos alelos mutantes. La variante mas comun fué
N370S (c.126A> G; nomenclatura actual p. Asp409Ser) (en el 50,5% de los
pacientes), seguida de L444P (c.1448T> C; nomenclatura actual p. Leu483Pro)
(en el 24,7%). La variante ¢.259C>T p. Arg87Trp fué reportada en heterocigosis
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compuesta junto a c.1226A > G p.N409S (N370S) en un paciente afectado.
Cullufi et al., (2019) inform¢ el caso de una familia en la que todos los miembros
de mas de dos generaciones presentaron al menos esplenomegalia (156). La
secuenciacion del gen GBA en los tres hermanos de la primera generacion
reporto la presencia de las mismas tres variantes heterocigotas compuestas en
cada paciente: ¢.259C> T (p. Arg87Trp; "R48W" segun nomenclatura histérica),
€.1265_1319del (p. Leud22Profs *); y ¢.1342G> C (p.Asp448His; “D409H"). Las
consecuencias previstas para las tres variantes patogénicas varian. Mientras
gue la delecién p. Leud422Profs * 4 se ha catalogado como un verdadero alelo de
pérdida de funcion, la variante ¢.259C> T (p. Arg87Trp) y c.1226A> G (p.
Asn409Ser) dan como resultado proteinas mutadas sin sentido que pueden
retener la funcionalidad residual. Ademas, c.1226A> G (p. Asn409Ser) ha

demostrado representar una mutacién particularmente leve.

Por su parte, los estudios de Sheth et al., 2019 determinaron el espectro de
variantes y la patologia molecular de la EG en la India, investigando 100
pacientes no relacionados (rango de edad: 1 dia a 31 afios) que tenian
esplenomegalia, con o sin hepatomegalia, citopenia y anomalias éseas (61). El
analisis bioquimico reporté una reduccion significativa de la actividad de la B-
glucosidasa en todos los pacientes. La secuenciacién de Sanger establecio 71
pacientes con mutacién homocigotica y 22 pacientes con variante heterocigoética
compuesta en el gen GBAL. En general, el estudio identificé 33 variantes en 100
pacientes que también incluyeron cuatro variantes sin sentido (p. Serl36Leu, p.
Leu279Val, p. Gly383Asp, p. Gly399Arg) no reportadas previamente en
pacientes con EG. La mutacion p. Leu483Pro se identific6 como la mutacion de
la EG méas comun en el estudio (62% de los pacientes) y adicionalmente,
reportaron la variante ¢.259C>T p. Arg87Trp en heterocigosis compuesta en un
paciente diagnosticado con EG2. Finalmente, Cullufi et al., (2021) caracterizaron
una cohorte de 36 pacientes albaneses con EG, 31 con EG tipo 1 y 5 afectados
por EG tipo 2, 3, y un fenotipo EG intermedio entre el tipo 2 y el tipo 3 (157).
Detectando 12 alelos diferentes de GB, siendo p. Asn409Ser el mas frecuente
observado fué , seguido de p. Asp448His; His294GIn. Dentro de los 12 alelos
encontrados, ¢.259C> T p. Arg87Trp se reportd en un paciente afectado en

estado de heterocigosis compuesta.
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Con respecto a la variante ¢.247C>T p. Arg83Cys (R44C) reportada con una
frecuencia del 0,0062 en este estudio, ha sido registrada en las bases de datos
poblacionales, de genomas y enfermedades. No ha sido reportada hasta el
momento en pacientes afectados con la EG. Fué observada por Ruskey et al.,
(2019) en un estudio realizado en 735 pacientes AJ con EP y 662 controles AJ,
de Israel y Nueva York donde se identificaron 17 pacientes con EP con variantes
en GBA. Se encontraron variantes de GBA en el 18% de los pacientes con EP y
7.5% de controles (158). Curiosamente, encontraron una frecuencia
sorprendentemente alta de la variante ¢.247C>T p. Arg83Cys en la poblacion
control (1.06%). Esta variante presenté un particular interés, ya que en los
pacientes controles la frecuencia de esta variante fué aproximadamente 4 veces
mayor que en los pacientes con EP. Por lo tanto, sera importante examinar el
efecto de la variante en poblaciones adicionales de AJ y otras ascendencias,
proponiendo que, de esta manera, algunos de los controles (reclutados en edad
temprana sin ningan dato clinico), puede desarrollar EP en el futuro; de esta
manera, aunque existe buena evidencia que vincula las variantes de GBA con
una variedad de fenotipos neuropsiquiatricos en la EP y otras enfermedades y
basados en la hipd tesis de pérdida y ganancia de funcién para explicar el
vinculo mecanicista entre las variantes de GBA y la expresion de
sinucleinopatias, los mecanismos subyacentes a estas asociaciones aun no

estan claros.

Las variantes ¢.669G>T p. Trp223Cys y ¢.134C>T p. Pro45Leu reportadas con
una frecuencia del 0,0062 y 0,0218 respectivamente en este estudio, han sido
registradas en las bases de datos poblacionales, de genomas y enfermedades.
De acuerdo con la base de datos Clinvar presentan una significancia clinica
incierta, sin embargo, al determinar su funcionalidad en bases de datos
bioinforméaticas, por medio de tecnologia in-silico se determiné su posible accion
patogénica en la proteina. Hasta el momento no se han reportado en ningln caso
de paciente afectado con EG o EP por lo que seria necesario realizar estudios
de funcionalidad asociados a determinar la accion proteica de acuerdo con la

cigosis correspondiente.
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Por otro lado, al observar las variantes que presentaron una significancia clinica
benigna, se encontro que el cambio ¢.454+47G>A se presento con la frecuencia
mas alta en las muestras (90%). Esta variante ha sido registrada en las bases
de datos poblacionales, de genomas y enfermedades y hasta el momento no ha
sido reportada en estado de homocigosis 0 heterocigosis en algun paciente
afectado con EG. Esta variante fué reportada por Dutra et al., (2019) en una
investigacioén realizada de variantes en los genes GBA y CHCHD2 en pacientes
con enfermedad de Parkinson en una muestra de la poblacién brasilefia; en
donde identificaron ocho cambios intrénicos y el mas incidente fué c.454 + 47G>
A (rs3115534), encontrado en 169/304 probandos, en homocigosidad en el intrén
4 del gen GBA, los pacientes afectados con EP presentaron esta variante en
conjunto con otras variantes de significancia clinica patogénica en el mismo gen
(159). De acuerdo con las investigaciones realizadas por Carvalho (2012) el
analisis in-silico mediante programas como NNSPLICE realizado en alteraciones
intronicas como c¢.454 + 47G> A reportan que no se da una afeccion en el
reconocimiento de los sitios donantes y los sitios receptores (160). Esta variante
esta descrita en la base de datos de SNPs, sin embargo, no se ha asociado por
si sola con ningun tipo de enfermedad. Asi mismo, considerando que esta
variante intronica parece no afectar el reconocimiento del sitio de splicing y segun
los andlisis bioinformaticos realizados, se ha concluido que esta alteracion no es

patogénica.

Una segunda variante con significancia clinica benigna (c38A>G p. Lys13Arg) se
encontré con una frecuencia elevada representada en el 54% de las muestras;
Esta variante ha sido registrada en las bases de datos poblacionales, de
genomas y enfermedades y hasta el momento no ha sido reportada en estado
de homocigosis en pacientes afectados con EG. Esta variante fué reportada por
primera vez por Rozenberg et al., (2006) en un estudio realizado en 40 pacientes
brasilefios no relacionados con la enfermedad de Gaucher tipo 1 mediante una
combinacion de RFLP, dHPLC y procedimientos de secuenciacion de ADN
(161); este estudio determind 12 nuevas variantes entre las que se incluyo
c.38A> G p.Lys1l3Arg (K-27R); esta variante se encontr0 en heterocigosis
compuesta junto a N370S/W184R/K(-)27R (A1226G/T667C/A38G). De acuerdo

con Rozenberg et al., (2006) esta alteracion afecta al péptido sefial compuesto
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por 39 residuos que se elimina de la enzima madura durante el procesamiento.
Las variantes en esta secuencia lider no se han encontrado comiunmente entre
los pacientes con enfermedad de Gaucher. Dado que K (-27) R es la primera
mutacién sin sentido informada en la secuencia lider, seria interesante investigar
en el futuro si altera el transporte citoplasmatico; sin embargo, las otras variantes
de este paciente, N370S y W184R, pueden ser las Unicas causas del fenotipo en

el paciente reportado en sus estudios con EG y este conjunto de variantes (58).

El resto de las variantes, presentaron frecuencias entre 0,009 y 0,05; de acuerdo
con los softwares de prediccion utilizados para interpretar los efectos funcionales
de las variantes de secuencia, predicen que estas serian unas variantes benigna
y bien tolerada, reflejando asi la baja probabilidad de asociarse con un fenotipo
clinico de EG; no obstante, algunas variantes clasificadas como probablemente
benignas o benignas podrian funcionar como modificadores de la enfermedad:
variantes que no causan la enfermedad, pero que puede empeorar el resultado,
por lo que se hace importante realizar un seguimiento estricto a las posibles re-
clasificaciones in-silico que se puedan abordar; asi mismo, serd importante
iniciar estudios en aquellas variantes que no se han reportado previamente y de
las cuales serd necesario iniciar estudios predictivos para reconocer su

significancia clinica.

Finalmente, a partir de la red de interaccién de genes basada en GBA, se puede
determinar la estrecha relacién entre diversos genes, que mantienen una alta
interaccién entre si, lo que posiblemente permitiria entender la razén por la cual
los lisosomas requieren la presencia de muchas proteinas especializadas para
facilitar su papel en el mantenimiento celular y asi mismo, explicar los diversos
fenotipos y las diferentes manifestaciones clinicas que se presentan en muchos

de los pacientes con EG.

Estas redes evidencian la funcion natural necesaria para el desarrollo de
procesos bioldgicos propios de genes afectados por el funcionamiento normal o
anormal del gen GBA, como lo es el catabolismo y metabolismo de los lipidos.
Es asi como la estrecha interaccion del gen GBA con genes cercanos como

PSAP, LAMP2 y SCARB2 genera que un dafio especifico en alguno de estos
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genes altere también la actividad de los otros, dando lugar a efectos secundarios

en el organismo.

Uno de los genes relacionados con GBA que se ha discutido ampliamente es el
PSAP, el cual codifica para la saposina C, el principal activador de la -
glucocerebrosidasa; este gen se encuentra localizado en el locus 10g21-22; la
saposina C es un activador establecido para la hidrdlisis de glucosilceramida por
GCasa en lisosomas (161). Las deficiencias o disfunciones de estos activadores
pueden dar lugar a trastornos de almacenamiento lisosémico que se asemejan
a deficiencias de la enzima activada por esta via en particular. La deficiencia de
prosaposina da como resultado la acumulacién de sustratos de esfingolipidos
gue son hidrolizados por enzimas asociadas a Sap que incluyen sulfatidos,
glucosilceramida, lactosilceramida, galactosilceramida, digalactosilceramida,

ceramida y gangliésidos GM2 y GM3 .

La actividad reducida de la enzima glucocerebrosidasa en la EG se debe
principalmente a un plegamiento incorrecto de la proteinay al trafico inadecuado
de la enzima al lisosoma, o la ausencia total de la proteina resultante de las
variantes patogénicas. Sin embargo, algunas variantes dan como resultado una
actividad enzimatica residual disminuida in vitro al causar cambios estructurales
o bioquimicos que interfieren con el mecanismo de activacién por la Sap C (162).
La variante N370S provoca una sustitucion de aminoacidos que limita la
capacidad de la enzima mutante para interactuar con Sap C y unirse a
membranas que contienen fosfolipidos anionicos (163). Los modelos
computacionales sugieren que esta mutacion también disminuye la flexibilidad
de la proteina alrededor del sitio activo, particularmente en el bucle 1 (residuos
311-319). Esta rigidez puede reducir las conformaciones disponibles para la
enzima, evitando que establezca adecuadamente una interfaz de union para la

interaccién con Sap C (164).

Los pacientes con pSap deficiente han mostrado signos tipicos como
hepatoesplenomegalia y compromiso neuroldgico, relacionandose con el tipo 2
de la EG (165), lo que ha llevado a la busqueda de modificadores de la

enfermedad que puedan alterar el fenotipo de la EG. En humanos, la deficiencia
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de saposina C debido a variantes en PSAP da como resultado un fenotipo similar

a EG, a pesar de tener valores de la actividad glucocerebrosidasa in vitro normal.

Seis pacientes descritos con variantes en el dominio Sap C del gen PSAP han
sido reportados con sintomas similares a EG 1y EG 2, a pesar de tener una
actividad de glucocerebrosidasa normal (166). Los ratones knockout de Sap C

también exhiben fenotipos més analogos a los de EG 3 (167).

Esta relacion marcada entre el gen PSAP y GBA con la EG muestra que cada
vez es mas evidente como la EG abarca un espectro de fenotipos y por tanto,
gue existe una gran heterogeneidad fenotipica y genotipica asociada con este
trastorno datado para un solo gen. Es asi como la falta de relaciones causales
directas entre variantes especificas y fenotipos sugiere la participacion de
modificadores de la enfermedad que influyen en la diferenciacion de signos y

sintomas en pacientes con EG.

Otra de las proteinas que ha demostrado ser un actor importante en el campo de
las enfermedades lisosomales es la proteina 2 de membrana integral lisosémica
(LIMP2), codificada por el gen SCARB2. LIMP-2 es necesaria para la biogénesis
normal y el mantenimiento de lisosomas y endosomas y también se ha
identificado como receptor especifico de la glucocerebrosidasa, por lo que
participa en el transporte intracelular de la glucosilcerebrosidasa del reticulo
endoplasmatico a los lisosomas (168,169). Las investigaciones sobre LIMP2 y
el gen SCARB2 indican que las deficiencias en estos genes pueden ser un factor
gue contribuye a conocimientos mas profundos sobre la patogénesis vy
heterogeneidad clinica de la EG y la base molecular de la deficiencia de la

glucocerebrosidasa.

Los estudios realizados por Kurzawa-Akanbi et al.,(2012) reportaron que los
portadores de variantes patogénicas en GBA demostraron un nivel
significativamente reducido de proteina GCasa, actividad enzimatica y retencién
de isoformas de glucocerebrosidasa dentro del reticulo endoplasmico (RE), lo
gue se asocié con una mayor expresion de los marcadores lisosomales LAMP1
y LAMP2 (170); Reczek y col. estudiaron las variantes N370S, G202R y L444P
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de GBA dentro del RE, y observaron que ninguna de estas variantes tuvo un
efecto sobre la afinidad de LIMP-2, pero si se observé una sobreexpresion de
este gen (171).

Aunque las mutaciones en LIMP2 no parecen ser directamente responsables de
la EG, es probable que sea uno de los muchos factores que contribuyen a la
heterogeneidad fenotipica observada en pacientes con variantes en GBA.

Por tanto, comprender la manera en gque interaccionan estos cercanos a GBA
permitird un mejor entendimiento de las caracteristicas fenotipicas y genotipicas

en pacientes afectados (172)

Finalmente, dentro de las relaciones encontradas en la red de interaccion con
GBA, se encontr6 una asociacion entre SCARB2 y NEDD4 basada en
localizacion de proteinas vacuolares; sobre este ultimo gen se encontré que
corresponde a una ubiquitina-ligasa que mejora el trafico endosémico de varios
sustratos (173). De acuerdo con Tofaris et al (2011) la actividad de NEDD4 est&
aumentada en las neuronas dopaminérgicas que contienen cuerpos de Lewy.
En modelos de Drosophila y rata de a-sinucleinopatia, la sobreexpresion de
NEDD4 previene la disfuncion neuronal (174). De acuerdo con lo anterior, es
probable que este gen pudiera estar involucrado en manifestaciones
neurolégicas producto de la EG, sin embargo, no existen estudios suficientes

para demostrar esta interaccién(175)
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9. CONCLUSION

En el presente trabajo se identificaron y caracterizaron la variantes genémicas
del gen GBA encontradas en pacientes con patologias diferentes y no
diagnosticados clinicamente con EG. Se encontré6 una alta frecuencia de
variantes benignas, y encontraron 5 variantes con significancia  clinica
patogénica (c.1444G> A p. Asp482Asn; ¢.259C> T p. Arg87Trp; ¢.247C> T p .
Arg83Cys; ¢.669G> T p.Trp223Cys; ¢.134 C> T p.Pro45Leu) circulando en la
poblacion evaluada, estando p.Arg87Trp asociada con EG en heterocigosis
compuesta y p. Asp482Asn, Arg83Cys reportadas en asociacién con la EP.
Estos datos sugieren que las variantes en el gen GBA, incluso en individuos
heterocigotos, podrian ser consideradas también un factor de riesgo heredado
para el desarrollo de parkinsonismo

Reportar variantes asociadas a EG en pacientes sin diagnostico de la
enfermedad genera la necesidad de realizar asociaciones fenotipo-genotipo que
permitan realizar diagnosticos precoces y oportunos que conlleven a un correcto
tratamiento, mejorando asi la morbi-mortalidad y la calidad de vida, basados en

el enfoque de la medicina de precision.

Asimismo, deben establecerse plazos de revision para valorar la posible
reclasificacion de las variantes de significancia incierta, no reportadas o
benignas, pues estos resultados pueden cambiar de acuerdo con las mejoras en
las técnicas de clasificacion, disponibilidad de informacion cientifica adicional, y
observacion de una variante en mas pacientes, permitiendo la emisién de nuevos

informes médicos.

Aunque los genes SCARB2, PSAP, LIMP2, NEDD4 no son directamente
responsables de la EG, es probable que sean uno de los muchos factores que
contribuyen a la heterogeneidad fenotipica observada en pacientes con variantes
en GBA. Por lo tanto, los modificadores adicionales deben influir en el fenotipo

de la EG y por tanto deben ser candidatos prometedores para ser evaluados.
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Con los datos obtenidos fué posible iniciar a sugerir lineamientos de politicas
mediante la publicacion de los resultados, los cuales enfatizan en la importancia
de programas de tamizacion, diagnostico precoz de pacientes y portadores que

aminore el impacto de esta enfermedad en la poblacion

PERSPECTIVAS

Dado que la gran mayoria de pacientes con EG y portadores heterocigotos de
variantes en el gen GBA no desarrollan parkinsonismo, las variantes en el gen
GBA podrian constituir un factor de riesgo en individuos que tienen otros factores
de predisposicion a la EP, realizar mas estudios entorno a estas dos
enfermedades permitira enfocar los estudios y tratamientos, llevando a una

medicina de precision.

Aumentar la informacion reportada hasta el momento sobre esta patologia, abrira
el paso a futuras investigaciones, reconociendo el impacto que puede generar
en la sociedad, contribuyendo al conocimiento y creacion de bases moleculares
sobre la EG en el Suroccidente Colombiano y permitiendo pronosticar la

evolucion de la enfermedad de acuerdo con el genotipo del individuo afectado.
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ANEXOS

CONSENTIMIENTO INFORNMAIN
FARA TOMA DE MUESTRAS
GENOMICS GELEPTO4
‘““ix
/) Carrera 39 i 4 -15
( ' Eﬂﬂm:'@ Teléfono: 5534411- Cel 3132623752
aqu
¥a identificads  com  CC.  (TN) de

, En el presente acto autorizo & GENOMICS |a realizacidn del procedirmiento de extraccidn
de mueeitra sanguinea mediante venopuncidn o punddn capilar por & profesional y/'o auxiliar a cargo,
parfirmo que me fue cxplicada de fonma verbal y esorita en &l préesente documento La forma de intervencidn
¥ los posibles eventos adverso |(Dolor en @l sitio de puncign, Mematama, Maltiples puncianes, lipatamia o
desvanecimiénto acompafada de wértigo, cansandio, palider] gue & pueden presentar los cuales no
carmprameterdn mi integridad fisica. Entiendo gue |2 toma de mueestra &5 voluntaria y gue puedo reticar mi
pansentimiento en cualquier mamento antes de que me 23 tomado & examen.

Mediante eite consentimients autorizo a GERORAICS &l manejo de mis muestras y procesamiento. Ademdis
BN CAL0 e ser nestetario autorim & emis mediante un servicio de mensajeria a alguno de sus provesdores
de andlisis seleccionados para el procesamiento.

Decido dé manera voluntaria que & realicen las proebas ordenadas por mi médico, dando autarizacidn a
GEROMICS para gue accedan a la informacion suministrada por mi médico, asi misma autarizo 8 GENOMICS
a rescibir los resultadas y & enviarlos al médico y/fo a mi.

GENOMILE garantizara la confidencialidad y salvaguardara les dates suministrades en este consentimienta y
e |as resultades obtenidos segin @l estudio realizada.

Mombee del pacients Firma de| pacienie Fecha

En camo de menor de sdad:

Mombre del representante legal Firma del representanie legal Fecha
Hombre de Aux Laboralonic Firma de Aux laboratoria Fecha
Direccidre T Cudad: —
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Posgrado
Ciencias Biomédicas.
Universidad del valle

Estimados Doctores,

La Institucion prestadora de servicios GENOMICS S.AAS es una entidad fundada para educar,
promover, ayudar en el diagndstico y tratamiento de enfermedades en las cuales se recomienda el
diagndstico y tratamiento preventivo y/o precoz que permita minimizar las graves consecuencias
que concomitantemente ocasionan las alteraciones genéticas moleculares. Somos una entidad
especializada en la realizacién de pruebas bloquimicas-geneticas que cuenta con modernos
equipos, de Ultima tecnologia y con el mas calificado grupo de profesionales en salud
especialmente entrenados para este fin.

Es de nuestro gran interés su aprobacion para ser participes como centro de captacién de la
poblacion incluyente para el desarrollo del proyecto de investigacién “IDENTIFICACION DE
VARIANTES GENOMICAS DEL GEN GBA EN PACIENTES CON PATOLOGIAS DIFERENTES Y NO
DIAGNOSTICADOS CLINICAMENTE CON ENFERMEDAD DE GAUCHER EN EL SUROCCIDENTE
COLOMBIANO" De la estudiante en maestria de Clencias Biomédicas de la Universidad del Valle ,
Daniela Arturo Terranova, con tutor Doctor José Marfa Satizabal Soto y Cotutora Doctora Lina
Johanna Moreno Giraldo.

Este proyecto contara con datos e informacidn de exomas completos que se encuentran en |a base
de datos de la institucidn con consentimiento-asentimiento informado inicial firmado por los
participantes.

Como institucién prestadora de servicios de salud es de vital importancia la participacién en este
trabajo, dado que nuestra poblacién serd beneficiada y recibird una atencién integral de acuerdo
con sus necesidades. Nos ponemos a su disposicién para la intervencidn y participacién que
permita complementar el desarrollo de este proyecto investigativo.

Como representante legal de Genomics SA.S quedo atenta y a su disposicion.

s

TRINIDAD SATIZABAL SOTO
Representante Legal

C.C 31.165.101 de Palmira
GENOMICS SAS
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UNIVERSIDAD SANTIAGO DE CALI
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FACULTAD DE SALUD

Santiago de Cali, 17 de abril del 2020
Docto(a): JOSE MARIA SATIZABAL SOTO, LINA JOHANNA MORENO GIRALDO
Estudiantes: DANIELA ARTURO TERRANOVA

Docentes y estudiantes del Programa de Medicina
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Asunto: Aval para el anteproyecto de investigacion titulado: IDENTIFICACION DE
VARIANTES GENOMICAS DEL GEN GBA EN PACIENTES CON PATOLOGIAS
DIFERENTES Y NO DIAGNOSTICADAS CLINICAMENTE CON ENFERMEDAD DE
GAUCHER EN EL SURORIENTE COLOMBIANO
El comité Cientifico de Etica y Bioética de la Universidad Santiago de Cali — “CEB-USC" -
Facultad de Salud en la sesion 17 de abril del 2020, segun Acta N°07, en uso de sus
funciones para las cuales fue creado, resuelve: 5
OTORGAR EL AVAL DESDE EL PUNTO DE VISTA ETICO Y BIOETICO, al proyecto en
mencion, con la (s) siguiente (s) recomendacion (es):
« El equipo investigador del comi#é de ética y Bioética de la Facultad de salud, en
pleno uso de sus funciones, aceptado por el consejo académico de la Universidad
Santiago de Cali, encuentra alguna(s) situacidn(es) inconsistente(s) que puede(n)
afectar, o alterar el objeto de estudio, por lo cual es responsabilidad del director,
investigador o estudiantes en hacer las correcciones.

« Se solicita tener en cuenta las observaciones y sugerencias anotadas en el formato

de evaluacidn del cual se anexa, asi como en el trabajo propiamente.

« A partir de las correcciones realizadas, podran continuar con el trabajo de campo.

Si durante el desarrolio del proyecto de Investigacion, el equipo investigador encuentra
alguna(s) situacion(es) anormalfes) que pueda(n) perjudicar, o alterar el objeto
involucrado en el estudio, o existe algin cambio de objetivos, titulo, u otro aspecto
relevante, se debe informar de inmediato a este comité, ya que cualquier hallazgo en
esle sentido, puede variar el curso de la investigacion, de lo cual este comité se
encuentra exento de responsabilidad.

Atentamente,
:“' I\ s «-'.'),\\._' ,'|
J N
A5
DANIEL SEPULVEDA LUZ ELENA URIBE DE O
Presidente del Comité de Etica Secretaria del Comité de Etica

L\ Y

C‘u' hivo del CEB-USC-Facultad de Salud
Illllllliiéiil @
- oNaC Calle Sa Carrera 62 Campus Pampalinda A.A. 8102 / Takfono: PEX 5183000

A
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*Corre electrdnico: daniela artwroi corresunivalle educo

Resumen

Con el objetivo de caracterizar molecularmente las variantes encontradas en el gen GBA
presentes en 19 pacientes del Suroccidente Colombiano con Enfermedad de Gaucher,
se realizd la secuenciacion génica, encontrando 7 variantes y B genotipos diferentes con
significancia clinica patogénica. Permitiendo identificar el espectro mutacional v la
frecuencia de aparicidn en la poblacion.

Palabras Clave: Biologia Computacional, Enfermedad de Gaucher, gen GBA,
Enfermedades por Almacenamiento Lisosomal, Variantes [Del’5)

Abstract

To molecularly characterize the variants found in the GBA gene present in 19 patients
from Southwest Colombia with Gaucher's disease, gene sequencing was performed,
finding 7 wvariants and 8 different genotypes with pathogenic dinical significance.
Allowing to identify the mutational spectrum and the frequency of appearance in the
population.

Keywords: Computational Biology, Gaucher Disease, GBA gene, Lysosomal Storage
Diseases, Variants [De(S)

Introduccidon

La Enfermedad de Gaucher (EG) se debe a la deficiencia hereditaria de la enzima
glucocerebrosidasa acida, codificada por el gen GBA, necesario para la degradacion de
Glucosilceramida; en consecuencia, ocurre una acumulacion en el sistema reticulo
endotelial, predominantemente en el higado, el bazo ¥ la médula dsea [1]. El pais no
tiene datos exactos sobre la incidencia, prevalencia y carga poblacional, por lo que es
dificil distinguir entre individuos sanos y portadores [2,3)]. Se hace importante la

Mem. Congreso. Nac. Cienc. Biolagicas I55N 2665-265X Mo, 03 Moviembre 07 de 2020
Version 55 Naciomal y 6 Internacional [Virtual) -Cali 259
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Resumen £,

» . . Revisia de b Asocsss on
Introduccion: La Enfermedad de Gaucher (EG) es un trastorno genético autosomico Cotamitiars i Comciss Beologic a1
recesivo, causado por la deficiencia de la enzima B-Glucocerebrosidasa acida (GBA). ‘

En Colombia se ha estimado una prevalencia de 1:266.441 habitantes. Sin embargo.
el pais no cuenta con datos exactos sobre la incidencia, prevalencia y carga
poblacional de esta enfermedad. Objetivo: Con el objetivo de caracterizar

-4

molecularmente las variantes encontradas en el gen GBA presentes en pacientes del
Suroccidente Colombiano con enfermedad de Gaucher. Materiales y métodos: Se

incluyeron 19 pacientes en el estudio, 57,8% de género masculino, con intérvalo de
edad entre 4 y 71 afos, diagnosticados clinica y enzimaticamente con EG. Se realizd Archivos suplementarios
un analisis molecular del gen GBA y posteriormente se buscaron las variantes en

diferentes bases de datos poblacionales y clinicas; ademas se realizo analisis POV, Pag- 1122

bicinformatico para evaluar el posible impacto de las variantes de interés en la
estructura y funcionalidad de (a proteina. Resultados: Se encontraron 14/19 Palabras clave
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