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Este trabajo describe la participacién del autor en el diagnostico, tratamiento y estudios
moleculares a lo largo de 20 afos de enfermedades metabdlicas en Colombia. Se enumeran las
técnicas que han sido utilizadas para la confirmacion bioquimica de cerca de cincuenta de estas
enfermedades por vez primera en la literatura colombiana. Se describen las terapias que se em-
plean, sus limitacionesy las dificultades encontradas en el pais para su aplicacion. Se discute en
detalle la Terapia de Reemplazo Enzimatico (TRE) por ser la alternativa més eficaz hasta el
momento para algunas de las enfermedades lisosomales y porque Ilegé a Colombia muy poco
después de haberla comenzado a usar en los EE.UU. Se comentan brevemente otros tipos de
terapias que pronto estaran disponibles en Colombia para enfermedades monogénicasy el descu-
brimiento de nuevas mutaciones en |0s genes responsables de las enfermedades de Morquio y de
Gaucher en pacientes colombianos.
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Abstract

This article describes the participation of the author during 20 years in the diagnosis and
molecular studies of inborn errors of metabolism (IEM) in Colombia. It is described the several
methodol ogies that were standardized for the diagnosis of IEM and the biochemical confirmation
for the first time in Colombia, of closeto 50 IEM. It is discussed the different types of therapies
that have been used to treat them, and the difficulties for the nutritional treatment in Colombia.
The enzyme replacement therapy is treated in detail because it is the most efficient way for the
treatment of the lysosomal storage diseases, and because it has been introduced in Colombia
shortly after it was approved in the EE.UU. Some brief comments are made about the limitations
of therapies that are coming for monogenic diseases and the discovery of new mutations in the
genes responsible for the Gaucher and Morquio diseases in Colombian patients.
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Introduccion

LosErrores Innatos del Metabolismo (EIM) fueron des-
cubiertos por Archibald Garrod a finales del siglo X1X
estudiando cuatro enfermedades monogeénicas: |a al capto-
nuria, el albinismo, la pentosuriay lacistinuria. En la ac-
tualidad, el nimero de defectos conocidos esta alrededor
de 550. Comprometen cual quierade |os caminos metabdlicos
y las reacciones indispensables o relevantes en cada uno
deellos.

Los EIM son poco frecuentes; se originan por un de-
fecto en un gen produciendo un dafio en la estructura y
funcion de una proteina. La severidad de la enfermedad
depende de laimportancia de la proteina defectuosa para
el metabolismo. Lamanifestacion de laenfermedad puede
ser muy severa o mortal como las enfermedades neurode-
generativas y otros son defectos asintomaticos desde el
punto de vista clinico como laAlcaptonuria.

La edad de presentacion depende de laimportancia de
laproteinay delaseveridad del defecto. En algunos casos
el defecto comienzain Utero o poco después del nacimien-
to. En otras la acumulacion de los metabolitos toxicos o
deletéreos para el organismo es lo suficientemente lenta
para que la entidad s6lo se manifieste en la edad adulta o
cuando se dan condiciones medioambientales que desen-
cadenan su aparicién, tal es el caso de las formas de pre-
sentacion adulta de las enfermedades del metabolismo de
los lipidos complejos, |as de depdsito de glucégeno y las
mucopolisacaridosis. (Scriver etal., 2001; Barreraetal.,
2004a; Barreraetal., 2007a; Barreraet al., 2007b).

Enlo quetiene que ver con el compromiso detejidosy
organos, algunos defectos s6lo comprometen un érgano
(higado, musculo, etc.), en tanto que otros pueden com-
prometer variostejidos 0 manifestarse de manerasistémica.
Esto depende si |a proteina afectada se expresa sélo en un
tipo o en todas las células del cuerpo. Ademéas en muchos
casos los sintomas inicial es son los mismos que presentan
otras enfermedades especial mente de tipo infeccioso.

Existen varias formas de clasificar los EIM: por cami-
nos metabdlicos involucrados, por organelos o por orga-
nos afectados. A continuacion se presenta una adaptacion
delaformaen que se clasifican en Scriver et al., 2005, la
obradereferenciaen el campo (Tablal).

Aminoacidopatias

L as aminoacidopatias son un grupo de aproxi madamen-
te 39 enfermedades. Son causadas por el defecto en el
metabolismo de alguno de |os aminoacidos, lo cual provo-

Tabla 1. Clasificacion delosEIM propuesta por Scriver etal.,
2005. Erroresinnatos del metabolismo clasificados segiin Scriver
et al., 2005. Esta clasificacion no incluye ciertas subdivisiones,
por ejemplo las enfermedades de Morquio A y B se cuentan como
unasola. Los sindromes de Sanfilippo A, B, Cy D como una. En
total los EIM identificados sobrepasan los 550.

. NUm
Tipo dedesorden deenfgrme;doades
Cancer 9
Cromosomales 4
Carbohidratos 33
Aminoacidos 39
Acidosorganicos 26
Carnitinas 11
Mitocondriales 30
Purinasy pirimidinas 13
Lipidos 21
Porfirinas 13
Metales 6
Peroxisomales 21
Lisosomales 36
Hormonas 33
Vitaminas 15
Sangre 45
Sistemas de defensaeinmunidad 34
Transportadores de membrana 16
Tejido conectivo 23
Sistema cardiovascular 3
Rifion 5
Musculo 5
Pulmén 2
Pid 17
Neurogenéticas 13
Ojo 7
Intestinales 4
Erroresinnatos multisistémicosdel desarrollo 12

ca manifestaciones como vomitos, diarreas, desequilibrio
acido bésico, dafos neuroldgicos y retardo mental, No
todas son debidas a defectos en enzimas, algunas se pro-
ducen por deficiencia en cofactores o en proteinas trans-
portadoras de aminoacidos en el rifién o en el intestino, tal
es el caso de la cistinuria defecto del metabolismo de la
cistina que afecta fundamentalmente el rifién (Barrera et
al., 2004a; Barreraet al., 2007b). Pueden presentarse en €l
recién nacido, en el nifio, en el adolescente o en el adulto.
Las formas mas severas hacen su aparicion en el neonato
y las formas menos severas en el adulto.

Acidemiasorganicas

Comprende un grupo de aproximadamente cincuenta
enfermedades producidas por defectos en las enzimas que
participan en el metabolismo de los aminoécidos, 10s
lipidos, los carbohidratos. Se pueden deber también a de-
fectos en la sintesis o reutilizacion de cofactores necesa-
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rios para el funcionamiento de algunas de estas enzimas.
Aun cuando presentan caracteristicas particulares, hay
algunos sintomas que pueden ser comunes como: el vomi-
to, laacidosis metabdlica, letargia, convulsionesy altera-
ciones hepéticas. Hay formas de presentacion en el recién
nacido o en el lactante y se han reportado formas atenua-
das de algunas de estas enfermedades en adultos (Barre-
ra 1995; Barrera et al., 2006a; Barrera et al., 2007a;
Scriver etal., 2001).

El cuadro clinico de las acidemias organicas, usualmente
no permite distinguirlas entre si. La existencia de casos
previos diagnosticados en lafamiliaes Gtil pero no esusual.
Ciertas caracteristicas como los olores peculiares (pies
sudados, jarabe 0 aztcar quemado, mantequillarancia, etc.)
ponen en alertaal clinico sobrelapresenciade unaacidemia
organica. Las acidemias severas se presentan en el recién
nacido con encefal opatia fulminante acompafiada de alte-
racién de conciencia y vomito. La cuantificacion de los
acidos organi cos que se acumulan anormalmente en losflui-
dos del organismo mediante la cromatografia de gas aco-
plada a espectrometria de masas es suficiente para
establecer el diagnostico e implementar el manejo
nutricional y farmacol égico. El diagnéstico definitivo dela
acidemias orgénicas se hace por medio de la dosificacién
de la actividad enzimética en leucocitos, plaquetas,
fibroblastos y biopsia de tejido (Barrera et al., 20043,
Barreraetal., 2007b).

Enfermedadesdedepositolisosomal

Son cerca de cuarenta enfermedades caracterizadas por
el acumulo de moléculas sin digerir en el lisosoma. Se ori-
ginan en deficiencias de enzimas que participan en el me-
tabolismo de los mucopolisacéridos, los ganglidsidos, el
glucogeno, los esfingolipidos, etc.

M ucopolisacaridosis

Son un grupo de 11 enfermedades debidas a la defi-
ciencia de las enzimas lisosomales que participan en la
degradacion de los sulfatos de heparan, condroitin,
queratdny dermatan (Espinosa et al., 1989).

Algunas manifestaciones comunes en las mucopo-
lisacaridosis son: el compromiso 6seo, defectosen lasval-
vulas cardiacas, opacidad corneal, degeneracién retinal o
glaucoma, limitaciones en lamovilidad articular, obstruc-
cién de la via aérea que conduce a apnea del suefio e
inclusive alatraqueotomia en algunos pacientes. Algunas
de las mucopolisacaridosis como las enfermedades de
Morquio, Scheie y Maroteaux Lamy no presentan retardo

mental; mientras en otras como Hurler y Sanfilippo y el
tipo severo de la enfermedad de Hunter, es un signo
caracteristico.

Enfermedadespor defectosen el metabolismo
delos esfingolipidos

L os esfingolipidos son lipidos de membrana comple-
jos, estdn compuestos por un amino alcohol de 18 carbo-
nos, una molécula de &cido graso de cadenalargaunidaal
grupo amino C2 de la esfingosinay varios grupos polares
unidos al carbono 1 por un enlace glicosidico. Compren-
den entre otras las enfermedades de Farber, Gaucher,
Krabbe, leucodistrofiametacromética, Niemann Pick, Fabry,
Gangliosidosis GM1, Tay Sachsy Sandhoff. Las esfingo-
lipidosis son un subgrupo de | as enfermedades lisosomal es
caracterizadas por una acumulacién de esos materiales en
los érganos af ectados lo cual conlleva a un deterioro pro-
gresivo de los mismos. No existe un método de tamizaje,
pero su curso y aparicion son caracteristicos y conjunta-
mente con las imégenes diagndsticas, ayudan a orientar
su estudio enzimético. L as enfermedades de Niemann Pick
A y B, y Gaucher se caracterizan por presentar hepato-
megalia, mientras la leucodistrofia metacromética y el
Krabbe son ejempl os de desmielinizacion. Las enfermeda-
des de Farber y Fabry tienen caracteristicas especiales
(Barreraetal., 2004).

Enfermedadesde depdsito deglicogeno

El glicogeno es la forma de almacenamiento de glu-
cosa en el higado y el musculo principalmente. En su
degradacion participan varias enzimas y cuando su ac-
tividad se encuentra disminuida se produce almacena-
miento anormal de ese carbohidrato complejo que
eventual mente conduce a tres tipos de desérdenes, uno
localizado en higado, otro puede ser generalizado y otro
de tipo muscular de acuerdo con los tejidos en que se
localice la enzima defectuosa. Las variantes hepéticas
estan asociadas con hepatomegalia, hipoglicemiay re-
tardo en el crecimiento, en tanto que las de tipo muscu-
lar presentan intolerancia al ejercicio, calambres
musculares y mioglobinuria originada en la destruccién
de las células musculares. Una glicogénesis generaliza-
daeslaenfermedad de Pompe debida aladeficienciade
laenzima maltasa &cida. Laenfermedad afectatodos |os
tejidos pero principalmente el corazén, el pulmon, higa-
do, sistema nervioso central y leucocitos. Estas enfer-
medades al igual que la mayoria del los EIM son de
expresion en el recién nacido, en el nifio o en el adulto,
dependiendo de la severidad del defecto enzimatico. (Ba-
rrera1990a; Scriver et al., 2001).



380 REV. ACAD. COLOMB. CIENC.: VOLUMEN XXXIIl, NUMERO 128-SEPTIEMBRE DE 2009

Enfermedades peroxisomales

Son cerca de 21 desdrdenes por defectos en la sintesis
o deficiencias enzimaticas de los peroxisomas. Usualmen-
te se asocian con encefalopatia cronica de comienzo en la
infancia o en el niflo preescolar. El diagndstico clinico se
orienta en funcién de la edad de presentacion y algunos
de los siguientes signos: dismorfia, disfuncion neurolégica
y manifestaciones hepatodigestivas. Las mas conocidas
son el sindrome de Zellweger, la adrenonleucodistrofia
neonatal, el Refsum infantil, la condrodisplasia rizomélica,
la acatalasemia y la hiperoxaluria. La mayoria se pueden
diagnosticar midiendo 4cidos grasos de cadena muy larga
entre los cuales esta el acido fitanico, el acido pipecdlico y
la medicion de los plasmaldgenos. La aciduria glutarica
tipo II y la hiperoxaluria se pueden diagnosticar determi-
nando acidos organicos por cromatografia de gas acopla-
da a espectrometria de masas (Barrera et al., 2007b).

Relacion genotipo/fenotipo y estudio de mutaciones

Desde comienzos de los afios 70 se postuld una rela-
cidn directa entre ciertos tipos de mutaciones y la severi-
dad de la enfermedad y se propuso el proyecto para
secuenciar el genoma humano con la esperanza de que
conociendo la secuencia de cada uno de los genes, se
podria predecir la severidad de cada una de las enfermeda-
des originadas en sus mutaciones, hacer diagnostico tem-
prano y escoger o desarrollar el tratamiento mas indicado.
Las mutaciones que comprometen o dafian el sitio activo
producirian fenotipos severos, en tanto que las que no
causan cambios conformacionales importantes o no afec-
tan el sitio activo, deberian presentar fenotipos atenua-
dos. En términos generales las mutaciones que truncan la
sintesis produciendo proteinas en las cuales no se sinteti-
za todo o parte del sitio activo o producen cambios estruc-
turales graves, generan fenotipos graves en tanto que
mutaciones de cambio de sentido con cambios estructura-
les moderados, pueden generar fenotipos severos o ate-
nuados (Barrera, 2001; Tomatsu ez al., 2004a).

Desde el afio de 1992 se comenzaron los estudios de
los genes causantes de EIM y sus mutaciones en la pobla-
cion colombiana para las enfermedades de fenilcetonuria y
Tay Sachs, bajo el supuesto que luego se pudo confirmar,
que en la poblacion colombiana, de origen étnico distinto
a las que ya han sido ampliamente estudiadas en Europa,
Asia 'y Norteamérica, era altamente posible descubrir nue-
vas mutaciones. Para ello estudiamos dos enfermedades
de las cuales disponiamos de una casuistica suficiente, la
enfermedad de Morquio y la enfermedad de Gaucher Tipo
I (Kato et al., 1997, Pomponio ez al., 2005).

Terapias

El tratamiento nutricional se ha usado para los pacien-
tes con desordenes del metabolismo de los carbohidratos,
la fenilcetonuria, la homocistinuria, la cistinuria, la
tirosinemia, acidemias organicas, los desérdenes del ciclo
de la urea, las glicogénesis y algunas enfermedades
peroxisomales. Desde la década de los ochenta se tratd el
trasplante de células especialmente de médula 6sea para
el tratamiento entre otros EIM de las mucopolisacaridosis. El
trasplante de higado ha sido utilizado para el tratamiento
de glicogenosis tipo I, tipo 1V, tirosinemia, deficiencia de
antitripsina, hipercolesterolemia familiar, fibrosis quistica,
hemocromatosis, desorden del ciclo de la urea, enferme-
dad de Refsum entre otras. Ultimamente se est4 tratando
con éxito el trasplante de células de cordon umbilical para
algunas de las mucopolisacaridosis.

Dado que los EIM son causados por deficiencia en pro-
teinas, generalmente enzimas, desde hace muchos afios se
pensé en reponerlas obteniéndolas de fluidos bioldgicos u
otros tejidos. Los estudios tendientes al desarrollo de pro-
tocolos de TRE, se iniciaron a mediados de los afios 60 y
demostraron que esta podria ser una alternativa terapéutica
factible, siempre y cuando, se superaran algunos obstacu-
los que eran, en sintesis, los siguientes: obtener cantidades
suficientes de la enzima humana estable, no antigénica, con
alta actividad especifica y poder direccionarla a las células
y compartimientos subcelulares del paciente (Grabosky, et
al., 1995). En los estudios clinicos preliminares se emplearon
tres enzimas: la hexosaminidasa A, la a-galactosidasa Ay la
B-glucocerebrosidasa, cuyas deficiencias son responsables
de las enfermedades de Tay-Sachs, Fabry y Gaucher,
respectivamente. (Brady et al., 1973; Brady et al., 2000; Ba-
rrera et al.,2006b; Johnson et al., 1973; Saenz et al.,2003).

En el caso de la enfermedad de Gaucher, la enzima aislada
de placenta humana fue aplicada, via intravenosa, a dos
pacientes quienes mostraron reduccion de los glucocere-
brosidos, sustratos de la enzima B-glucocerebrosidasa. Sin
embargo, la enzima fue captada principalmente por el higado
y no por los macréfagos, células donde mas se acumulan
los glucocerebrdsidos y constituyen las células diana para
la TRE en esta enfermedad. Para aumentar su captacion
por los macréfagos la enzima fue modificada para eliminar
los residuos de 4cido sialico y galactosa y exponer los de
manosa (Brady et al., 1974; Desnick, 2004).

Luego se aisl6 el gen humano de la enzima glucocere-
brosidasa se insert6 en células de ovario de hamster culti-
vadas en biorreactor. Esta enzima por ser sintetizada en
células de mamifero era bien tolerada por los pacientes y
mostré rapidamente su potencial para tratar la variante tipo
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I de esa enfermedad en la cual no hay compromiso cerebral.
Dado que la enzima no atraviesa la barrera hemato-ence-
falica no se puede utilizar para tratar desérdenes con com-
promiso cerebral. En la actualidad se estan tratando seis
EIM con enzimas sintetizadas en células de ovario de
hamster (CHO) y una con enzima sintetizada en fibroblastos
humanos cultivados, que sobre expresan la enzima. Poste-
riormente se hablara sobre cada una de esas enfermedades
y la forma de tratarla.

La Terapia Génica (TG) ha probado su eficacia en el
tratamiento de dos inmunodeficiencias y se ha usado ex-
perimentalmente en més de 20 EIM. Sin embargo, la muerte
reciente de 4 pacientes sometidos a este tipo de terapia
(Hacein et al., 2003) ponen de presente que es necesaria
mas investigacion antes de que esta terapia se pueda utili-
zar con toda la efectividad y seguridad requerida para el
tratamiento de EIM. Recientemente se estd probando ex-
perimentalmente el trasplante de células madre y el uso de
moléculas chaperonas que faciliten el correcto plegamiento
de las proteinas defectuosas (Alméciga et al., 2006;
Edelstein ez al., 2004; Cabrera et al., 2002). Existe la im-
presion que el tratamiento efectivo para los EIM se lograra
usando simultaneamente una combinacién de 2 o mas de
estas terapias.

Revisando la literatura cientifica colombiana, es muy
poco lo que se encuentra antes del afio 87 con respecto a
los EIM. Esto quiza puede explicarse por cuanto la confir-
macion de los EIM requiere métodos bioquimicos que no
estaban disponibles en el pais, pues solo se contaba con
algunos exdmenes de tamizaje que permitian hacer una pri-
mera aproximacion para su diagnostico. Estan disponibles
en Internet los articulos de (Alzate et al., 1968; Hernandez
1985; Munar et al., 1985; Carrillo, 1986).

En este articulo se describen algunos de los trabajos
en que ha participado el autor a lo largo de mas de cuatro
lustros, en cuanto a diagndstico, tratamiento, estudios
de mutaciones en los genes responsables de algunas de
estas enfermedades. Nuestros aportes en la investiga-
cion en Terapia de Reemplazo Enziméatico (TRE), (Landa-
zurietal.,2009; Cérdoba et al., 2009; Poutou et al., 2005),
Terapia Génica (TG) (Gutiérrez et al., 2008; Alméciga et
al., 2009) y nuevos métodos de diagndstico (Tomatsu et
al., 2004b; Tomatsu et al., 2004c) aparecen en algunas
publicaciones recientes, por lo cual se citan pero so6lo se
comentan brevemente.

Métodos

Para el diagndstico de estas enfermedades en los afios
de 1985-87 se estandarizaron las técnicas de tamizaje de

aminoacidos: cloruro férrico, nitrosonaftol, dinitrofenilhi-
dracina, nitroprusiato de plata y las cromatografias en capa
delgada y papel para aminoacidos en suero y orina, y la
medicion de glicina, triptéfano, fenilalanina y tirosina. Los
acidos organicos se hicieron por cromatografia de gases
acoplada a la espectrometria de masas para el diagnostico
de las acidemias orgénicas (Barrera, 1988; Barrera, 1993a;
Alvear et al., 1988).

Entre los afios 1995 y 1996, se estandarizaron las técni-
cas de azul de toluidina, cloruro de cetil piridinium,
albimina 4acida, electroforesis y cromatografia de
mucopolisacaridos (Echeverri et al., 1995; Espinosa et al.,
1989). En el afio de 1990 se estandariz6 la enzima para la
enfermedad de Maroteaux Lamy, en 1993 Hurler (Echeverri
etal., 1995) y Morquio entre 1992y 1993.Y la secuenciacion
de genes en MPS IVA en 1997 (Kato e al., 1997), Morquio
B en el 2000, Sly en 1998, Sanfilippo B en 2001.

En el afio de 1990 se introdujo la técnica de la Arilsulfatasa
A para el diagnostico de la leucodistrofia metacromatica,
luego la enzima para el diagndstico de la enfermedad de
Krabbe, la B-galactosilceramida, B-galactosidasa, la
Hexosaminidasa A para Tay Sachs y la Hexosaminidasa B
para Sandhoff (Barrera et al., 1993c; Barrera et al., 1993d).
Hace seis afios se estandariz6 la determinacion de
glucocerebrosidasa para la enfermedad de Gaucher y la
secuenciacion del DNA. (Pomponio ef al., 2005).

En 1994, se estandariz6 la técnica de acidos grasos de
cadena muy larga para la adrenoleucodistrofia, pero debi-
do al bajo niimero de pacientes y al hecho de que para
entonces solo se disponia de un cromatdgrafo de gas, con
espectrometro de masas lo cual implicaba suspender el ser-
vicio de los 4cidos grasos de cadena corta que son verda-
deras urgencia médicas, se decidid remitirlas al laboratorio
del doctor Hugo Mosser (Echeverri et al., 2005).

Para el analisis de glicogeno se estandarizaron la deter-
minacidn cuantitativa de glicégeno, la determinacion de es-
tructura, los ensayos para glucosa 6 fosfatasa, glucosidasa
acida, fosforilasa, enzima desramificante y enzima ramificante
(Barrera et al., 1990b; Barrera et al., 1993b).

Resultados y discusiéon

En el término de veinte afios participamos en la confir-
macion bioquimica de los siguientes EIM. (Tabla 2).

A pesar de que los métodos de tamizaje y la cromato-
grafia para aminoacidos fueron unas de las primeras técni-
cas que se trajeron al pais (Barrera, 1988; Barrera, 1993;
Alvear et al., 1998; Barrera et al., 1991), es muy
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Tabla 2. Erroresinnatos del metabolismo detectados en Colombia 1987-2008. Los desordenes han sido clasificados de acuerdo a
la division propuesta por Scriver et al. 2005. *: No se incluyen en el célculo del total de casos diagnosticados. X: Corresponde a
estudios especial es realizados con propésitos de investigacion en los cuales se hizo busgueda muy activa de pacientes. Los estudios
delos afios 87 al 95 se realizaron en el Centro de Investigaciones en Bioquimica de laUniversidad de los Andes. Del 97 al 2008 en el
IEIM de la Pontificia Universidad Javeriana. En los afios 95-96 tuvimos un retiro temporal de estas actividades.

Enfer medadesidentificadas 1987-1992 1992-1995 1995-2002 2002-2004 2005-2006 2007-2008 TOTAL

Aminoacidopatiassin clasificacién final* 268*
Acidemia3-OH-3ME-glutarica
Acidemiaglutérical
Acidemiaglutaricall

Acidemiabutirica

Acidemiaisovalérica
Acidemiametilmalénica
Acidemiapiroglutémica
Acidemiapropionica
Acidemiacadenamedia

Defecto del ciclo deKrebs
3-Metilcrotonilglicinuria

Deficienciade oxoacil CoA deshidrogenasa
Deficienciade succinil-CoA transferasa
Deficienciade acil CoA deshidrogenasa
Deficienciade betacetotiolasa
Deficienciade acetoacil CoA tiolasa
Acidosisléctica

Aciduria4-OH butirica

Enfermedad de orinacon olor ajarabe dearce (MSUD)
Tirosinemia

Tirosinemiatransitoria
Acidemiasorganicas sin confirmar
Fenilcetonuria

Cistinuria

Hiperfenilalainemia

Hiperglicinemiano cetésica
Defectosdel ciclo delaurea(DCU)
Homocistinuria
Adrenoleucodistrofialigada X (ALD -X)
Refsum

Krabbe

Cannavan

L eucodistrofiametacromética
Deficienciade glucosa 6 fosfato deshidrogenasa
(G6PDsa)

Intoleranciaalalactosa

Fructosuria

Galactosemia

Pompe

McArdle

Glucogenosis (GSD) sin clasificar
Glucogenosistipo|

Deficienciade biotinidasa

Didipidemias

Mucolipidosis

MPSsinidentificar

Morquio A

Hurler

Hunter

Maroteax lamy

Gaucher

Fabry

Lesh-Nyhan

Tay sachs

TOTAL 50 71 92 122 76 170 386
* Corresponde a estudios especiales realizados con propdsitos de investigacion en los cuales se hizo blsqueda muy activa de pacientes.
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Tabla 3. Aminoacidopatias confirmadas afios 1987 a 2008.
1987-1992 1992-1995 1995-2002 2002-2004 2005-2006 2007-2008 TOTAL
Fenilcetonuria 4 2 2 0 0 0 8
Cistinuria 3 0 0 0 0 0 3
Hiperfenilalalinemia 0 1 0 3 0 1 5
Hiperglicinemiano cetdsica 1 2 0 0 0 4 7
Defectosdel ciclo delaurea(DCU) 0 0 0 3 2 4 9
Homocistinuria 1 3 1 0 0 0 5
TOTAL 9 8 3 6 2 9 37

Los estudios de los afios 87 a 95 se realizaron en el Centro de Investigaciones en Bioquimica de la Universidad de los Andes. Del 97 al 2008

en el IEIM de la Pontificia Universidad Javeriana.
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Figura 1. Comparacion de casos de aminoacidopatias confirmadas y aminoacidopatias sin
confirmar entre los afios 1987 a 2008. El total de aminoacidopatias diagnosticadas corresponde a 37
casos en contraste con un total de 767 casos para las aminoacidopatias sin confirmar.

preocupante el evidente rezago que tenemos en el diag-
néstico de estas enfermedades.

Debemos Ilamar |a atencién sobre el enorme sub-diag-
néstico en enfermedades tales como fenilcetonuria y
cistinuria en las cuales deberiamos haber detectado un
nimero considerable de pacientes. En contraste la
homocistinuria parece ser la aminoacidopatia que se ha
diagnosticado en mayor nimero segun los estudios de
Cérdobacet al., 2000y Bermidez et al., 2003.

Acidemiasorganicas

El diagnéstico de las acidemias organicas (AO) se hace
por métodos col orimétricos, determinacion de aminoécidos

y andlisis de acidos organicos por cromatografia de gasy
espectrometria de masas. Estas técnicas se comenzaron a
aplicar en Colombiaacomienzosdelos afios 90 (Barrera,
1995).

En contraste con las aminoacidopatias, es evidente el
enorme progreso que se ha hecho en el diagndstico de las
AO en el transcurso de los afios, cabe destacar, como se
observa en latabla 2, el nimero de casos detectados: 23
deacidemiaisovalérica, 13 de acidemiametilmalonica, 12 de
acidemia propionica, 6 de defectos del ciclo de krebbs, 5
deacidemiaglutéricatipol, 15 detirosinemiay 5 de enfer-
medad de orinacon olor ajarabe dearce (MSUD) (Tabla4).
Esta ultima es la acidemia mas frecuente en la poblacion
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Tabla 4. Acidemias diagnosticadas entre 1987 y 2008.

Enfermedad 1987-1992 1992-1995 1995-2002 2002-2004 2005-2006 2007-2008 TOTAL
Acidemiaglutaricatipol 0 0 1 0 2 2 5
Acidemiaisovalérica 1 0 1 9 12 0 23
Acidemiametilmalénica 1 0 0 4 4 4 13
Acidemiapropidnica 2 1 2 5 1 1 12
Acidosisléactica 0 0 3 12 0 0 15
Enfermedad de orinacon olor ajarabedeArce

(MSUD) 0 0 0 2 0 3 5
Tirosinemia 1 0 5 4 3 2 15
Acidemiacadenamedia 0 1 0 0 0 0 1
Defecto del ciclo deKrebs 0 0 0 6 0 0 6
3-Metilcrotonilglicinuria 0 0 0 2 0 0 2
Deficienciade oxoacil CoA deshidrogenasa 0 0 0 1 0 0 1
Deficienciade succinil-CoA transferasa 0 0 0 2 0 0 2
Deficienciadeacil CoA deshidrogenasa 0 0 0 1 3 3 7
Deficienciade betacetotiolasa 0 1 1 1 0 0 3
Deficienciade acetoacil CoA tiolasa 0 0 0 1 0 0 1
Acidemia3-OH-3ME-glutérica 0 1 0 1 0 0 2
Acidemiaglutaricall 0 1 0 0 0 0 1
Acidemiabutirica 1 0 0 0 0 0 1
Acidemiapiroglutémica 0 1 0 0 0 0 1
Aciduria4-OH butirica 0 0 1 0 0 0 1
Tirosinemiatransitoria 0 0 0 0 1 0 1
TOTAL 6 6 12 50 26 15 115

Los estudios de los afios 87 a 95 se realizaron en el Centro de Investigaciones en Bioquimica de la Universidad de los Andes. Del 97 al 2008
en el IEIM de la Pontificia Universidad Javeriana. De las 115 acidemias diagnosticadas, las mas frecuentes fueron: isovalérica, propionica,

metilmalénica, l|actica y tirosinemia.
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Figura 2. Acidemias organicas confirmadas frente a los casos sin confirmar desde 1987 a 2008. El
total de acidemias confirmadas durante este lapso de tiempo corresponde a 115 casos, los cuales

sobrepasan al total de casos sin confirmar que corresponde a 79.
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hispana que vive en Estados Unidos y es sorprendente
gue los primeros casos solo se encontraron en el afio de
2004 (Tabla4) (Barreraetal., 2006a; Barreraetal., 2007g;
GOmez et al., 2008).

De un total de 194 &cidos organicos, se hapodido con-
firmar el diagndstico en 115 casos, pero han quedado 79
sin confirmacién. En muchos de | os casos el paciente esta
tomando anticonvulsivantes que dificultan el precisar el
tipo de acidemia que se esta presentando, asi sea evidente
que se trata de una de ellas, dado que un mismo éacido
orgénico se puede encontrar en més de una acidemiay que
los metabolitos patognomaonicos en ocasiones se presen-
tan en forma de picos muy pequefios y son opacados por
| os picos de |os medicamentos cuando estos son muy gran-
des. En ocasiones el médico comienzael tratamiento y dada
la mejoria del paciente no persiste en la confirmacién
diagndstica. En otras oportunidades las aseguradoras po-
nen dificultades para la autorizacién de estos exdmenes.
Finalmente hasta hace 2 afios las dietas eran importadas,
proceso que demoraba hasta 6 meses. Sin embargo, desde
hace 2 afos algunas estéan disponibles en el mercado na-
cional y laoportunidad en el tratamiento hamejorado con-
siderablemente.

Entre las acidemias orgénicas halladas en la poblacién
colombianadela3 hidroximetil glutéarica, la3 metilcroto-
nilglicinuria, laetilmal 6nicay ladeficienciade succinil CoA
deshidrogenasa, solo se han reportado pocos casos en el
mundo.

Enfermedadeslisosomales (M PS)

El sindrome de Sanfilippo, la mas comun de las
mucopolisacaridosis (MPS) anivel mundial, parece no ser
tan frecuente en Colombia (1:24000 aproximadamente), en
cambio el sindrome de Morquio uno de los menos frecuen-
tes (1:300000), parece ser el mas prevalente de las
mucopolisacaridosis en Colombia.

Estudiando |os pacientes con enfermedad de Morquio
ha sido posible descubrir cinco nuevas mutaciones en el
gen de la enzima galactosamina 6-sulfato sulfatasa res-
ponsable de estaenfermedad (Kato et al., 1997; Tomatsu et
al., 2004a). Actualmente en el pais se estan tratando con
Terapiade Reemplazo Enzimatico (TRE) 11 pacientes con
enfermedad de Hurler y 2 con enfermedad de Hunter. Esta
por llegar el tratamiento paraMaroteaux Lamy y estén co-
menzando los estudios clinicos para la enfermedad de
Morquio la cual debe estar disponible en 4 a 5 afios en
Colombia.

En el estudio de las MPS aparecen 113 casos sin con-
firmar en nuestro laboratorio (Figura 3); sin embargo, la
mayoria de estos pacientes por razones que no son del
caso discutir, estdn siendo enviados al exterior para los
andlisis enziméticos. De hecho lamayoriade diagnésticos
(11 pacientes diagnosticados con Hurler, 17 con Maroteaux
Lamy y 14 con Hunter) se han realizado en el exterior. Aln
cuando los métodos de diagnostico estan disponibles en
el pais.

100
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Figura 3. Comparacion de los casos de Mucopolisacaridosis (MPS) confirmados frente a los casos sin
confirmar. MPS confirmadas = 57 MPS sin confirmar = 113 casos. La mayoria de muestras para diagnosticar
a pacientes con MPS son enviadas a exterior aun cuando los métodos de diagndstico estan disponibles en el pais.
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Otrasenfermedadeslisosomales sién para descartar desordenes neuromusculares atribuibles
) ) . aenfermedades metabdlicas (Barreraet al., 1990a; Barrera
En un estudio para el diagnostico de la enfermedad etal., 1993b, Barreraetal., 2007h).

de Gaucher entre |os afios 1995 a 2004 se identificaron
62 pacientes, posteriormente nos desvinculamos del es-
tudio de esa enfermedad. Otro tanto ha pasado con el
diagnostico de la enfermedad de Fabry (Tabla 5). Para En lo referente alas enfermedades neurodegenerativas
estas dos (_enti c!ades estadisponiblela Terapiade Re_em- a pesar de tratarse de desordenes poco frecuentes, el nd-
plazo Enzimatico en el pais, actualmente hay 73 pacien- mero de casos diagnosticados se puede considerar pro-
tes con enfermedad de Gaucher y 13 con enfermedad de porcionalmente elevado (Figura 5). La explicacion para

Fabry en tratamiento. estos hallazgos radica en que el grupo de Neurologia

Enfer medades neur odegener ativas

En lo referente alos EIM de los carbohidratos evidente- Pediétrica del Hospital Militar, uno de los de mas larga
mente hay un subdiagndstico alaluz de nuestra experiencia tradicion en la preparacion de neuropediatras en Colom-
(Ortiz et al., 1990). El hecho de que lamayoriade los diag- bia, se ha especializado en este tipo de enfermedades y
nosti cos que se hacen sean de enfermedad de Von Gierke, se todos los ex alumnos de esa escuela, que ya son humero-
puede explicar por cuanto hay unos pocos médicos que se sos, tienen buen entrenamiento en el diagndstico de estas
han especializado en el diagndstico de estaenfermedad. Uno enfermedades (Barreraetal., 1993c; Barreraet al., 1993d;
de los grandes vacios que percibimos es la muy poca remi- Bermudez et al., 2001; Espinosa et al., 1994).

Tabla 5. Otras enfermedades lisosomal es diagnosticadas en el periodo 1987-2008.

Enfermedad 1987-1992 1992-1995 1995-2002 2002-2004 2005-2006 2007-2008 TOTAL
Gaucher 0 0 36 26 0 0 62
Fabry 0 0 0 2 0 0 2
TOTAL 0 0 36 28 0 0 64

Los estudios en el afio 95 se realizaron en el Centro de Investigaciones en Bioquimica de la Universidad de los Andes. Del 97 al 2008 en el IEIM
de la Pontificia Universidad Javeriana.
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Figura 4. Desordenes de los carbohidratos diagnosticados entre 1987 y 2008. Los valores presenta-

dos son el resultado de los estudios que se realizaron en el Centro de Investigaciones en Bioguimica de

la Universidad de los Andes entre los afios 87 a 95y en el IEIM de la Pontificia Universidad Javeriana
entre el 97 y 2008.



BARRERA AVELLANEDA, L. A.: ESTUDIOS BIOQUIMICOS DE LOS ERRORES INNATOS DEL METABOLISMO EN COLOMBIA

387

? =
6 g 1987-1982
m 10682-1985

25
Q
ﬂ 1995-2002
)
L » 2002-2004
=)
o) .
o 3 2005-2006
L
= " Z2007-2008
.:: 2
=

1 ‘L I l

ALD-X Refaum Krabba

Cannvan LM,

Tay Sachs

EMFERMEDAD

Figura 5. Enfermedades neurodegenerativas diagnosticadas entre los afios 1987 y 2008. Los valores
presentados son el resultado de los estudios que se realizaron en el Centro de Investigaciones en
Bioguimica de la Universidad de los Andes entre los afios 87 a 95y en el IEIM de la Pontificia

Universidad Javeriana entre el 97 y 2008.

Tabla 6. Otros EIM diagnosticados entre |os afios 1987 a 2008.

Enfermedad 1987-1992 1992-1995 1995-2002 2002-2004 2005-2006 2007-2008 TOTAL
Intoleranciaalalactosa 0 0 0 0 17 0 17
Didipidemias 2 0 0 0 0 0 2
Mucolipidosis 1 1 0 0 0 0 2
Deficienciade biotinidasa 0 0 7 0 0 0 7
Lesh-Nyhan 2 1 0 0 0 0 3
Deficienciade glucosa 6 fosfato deshidrogenasa

(G6PDsa) 0 18 0 0 0 0 18
TOTAL 5 20 0 49

Los estudios de los afios 87 a 95 se realizaron en el Centro de Investigaciones en Bioquimica de la Universidad de los Andes. Del 97 al 2008

en el IEIM de la Pontificia Universidad Javeriana.

Otroserroresinnatosdel metabolismo

En lo referente ala Intolerancia ala Lactosa confirma-
mos por técnicas de DNA, estudios previos que indican
gue por lo menos un 70% de la pobl acién colombiana sufre
de este desorden. Las personas estudiadas hicieron parte
de un trabajo piloto orientado a probar la factibilidad de
usar técnicas de biologia molecular para su diagndstico.
(Datos no publicados) Este y otros estudios como los de
Lesh Nyhan, deficiencia de biotinidasa, han sido parte de
trabajos de investigacion que no se han continuado por
razones que se discutiran posteriormente (Rodriguez F. et
al., 1992; RodriguezF. et al., 1999; Rodriguez F. et al., 2001).

Terapia dereemplazo enzimatico comotratamientoen
pacientes colombianosdiagnosticadoscon EIM

LaTRE alacual yanoshemosreferido en laintroduc-
Ccion se esta utilizando para seis enfermedades. Cabe resal -
tar que estas terapias llegaron a Colombia uno o dos afios
después de que se autorizara su comercializacion en los
EE.UU. Por su novedad, susimplicaciones paralasalud de
los pacientes y por su impacto en el sistema de salud, nos
detenemos a discutirlas un poco en detalle.

Existen tres variantes de la enfermedad de Gaucher: la
tipo | que compromete principa mente higado, bazo y hueso
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pero no tiene compromiso neurolégicoy latipo Il y tipo I,
que tienen compromiso neurol égico severo y moderado res-
pectivamente. En el tipo I, la TRE hafuncionado muy bien
para corregir el dafio hepético, revierte la hepatomegalia,
|os parametros hematol 6gicos como laanemiay latrombo-
citopenia; sin embargo, no hasido |o suficientemente ef ec-
tiva parareparar | os dafios 6seos. Se han reportado mejoras
significativas en hueso en una cohorte grande en Brasil
usando dosis altas de enzima, pero algunos otros trabajos
muestran reservas con respecto al efecto positivo de late-
rapia en hueso. Dado que, como ya se ha discutido, la enzi-
ma no atraviesa la barrera hematoencefélica la terapia ho
esta indicada para pacientes tipo 1. Experimentalmente se
hausado para pacientes contipo |11 pero el Consenso Euro-
peo para el tratamiento de la Enfermedad de Gaucher no
recomienda su Uso para esos pacientes.

En Colombia se han identificado 85 pacientes con la
enfermedad de Gaucher de |los cuales hay 73 en tratamien-
to. Este procedimiento recibid autorizacién para mercadeo
en USA en el afio de 1994. En Colombiase han identificado
12 pacientes vivos con Enfermedad de Hurler de los cuales
9 estan en terapia actualmente. En estaenfermedad laTRE
no ha mostrado beneficios significativos en hueso y cora-
z6n lo cual se habia anticipado pues en los experimentos
con perros no hubo cambios histol dgicos en hueso, carti-
lago y vélvulas cardiacas a pesar de las altas dosis de
enzima usadas por periodos prolongados. Hay treinta y
cinco pacientes identificados con la enfermedad de Fabry
delos cuales 11 estan en tratamiento; la enzima recombi-
nante se ha usado desde el afio 2003, mostrando desapari-
cion de los depositos de GL 3 en endotelio capilar del rifidn,
piel y corazén. En Colombia se han identificado 26 pacien-
tes con enfermedad de Hunter de los cuales tres estan en
tratamiento. Se han identificado 16 pacientes con laenfer-
medad de Maroteaux Lamy de los cuales 8 esté en trata-
miento. Muchos de estos pacientes fueron confirmados
por otros laboratorios de Colombia o del exterior pero el
autor solo particip6 en alguna fase de su estudio.

Mucho se ha avanzado en el tratamiento de los errores
innatos del metabolismo con TRE desde |os primeros re-
portes de estas enfermedades en Colombia. En |os pacien-
tes tratados en todas partes del mundo un porcentaje que
vadesde el 25% hasta el 80%, dependiendo de laenferme-
dad que se esté tratando, ha mostrado produccion de
anticuerpos, durante las primeras etapas de la terapia, sin
embargo, estos no son neutralizantes de la actividad
enzimatica y tienden a desaparecer después del segundo
afo de tratamiento. En conclusion en nuestro pais hay 112
pacientes con enfermedades lisosomales que estén sien-
do tratados de un total de 188 identificados. El problema

principal es el elevado costo de la terapia. Colombia es
uno de | os paises de L atinoamérica con mayor nimero de
pacientes tratados con TRE.

La terapia también tiene limitaciones en cuanto al
direccionamiento de la enzima especialmente ahueso y en
cuanto a costos de produccién. En el momento estamos
trabajando para ayudar a mejorar esos dos aspectos para
el tratamiento de la enfermedad de Morquio, expresando
enzimas humanas recombinantes en bacteriasy levaduras.
Algunas de nuestras publicaciones mas recientes a res-
pecto son: Landéazuri et al., 2003; Landéazuri et al., 2009;
Cérdobaet al., 2009; M endoza et al., 2008; Poutou et al .,
2005. En ellas mostramos gue es posible expresar enzima
humana recombinante biol 6gicamente activa en Escheri-
chia coli y en Pichia pastoris. Hemos encontrado tam-
bién que a medida que aumentaladensidad de los cultivos
se pierde laactividad enzimética

Terapiagénica

Desde hace cerca de ocho afios hemos venido traba-
jando en la construccién de vectores derivados de virus
adenoasociados paraterapia génica. Usando esos vectores
hemoslogrado reparar el defecto in vitro paralasenferme-
dades de Morquio y de Hunter e in vivo usando animales
Morquio transgénicos (Gutiérrez et al., 2008; Alméciga
et al., 2009). Hemos avanzado en la expresion de niveles
mas altos de la enzima gal actosamina 6 sulfato sulfatasain
vitro e in vivo usando vectores derivados de virus adeno-
asociados, un activador de las sulfatasas, el SUMFL, y
promotores eucari6ticos que nos permiten mejores niveles
de expresiOn que con el promotor de citomegal ovirus, usa-
do tradicionalmente en eso estudios. Actualmente esta-
mos enfocados en el direccionamiento de los vectores y
delaenzima Galactosamina 6 Sulfato Sulfatasa purificada
a hueso, el cual es el 6rgano mas afectado en la enferme-
dad de Morquio y en estudios de expresion de genes en
células madre mesenquimal es diferenciadas a condrocitos,
con miras a combinar el uso de células madrey laterapia
génica. (Almécigaet al., 2009).

Estudio de mutacionesen genesresponsablesde
algunoskEIM

El primer trabajo en Colombia consistié en el estudio
de las mutaciones del gen de la fenilalanina hidroxilasa,
enzima responsable de fenilcetonuria. Se utilizaron son-
das alel o especificas paralas mutaciones R111X, IVS10 e
IV S12. Estas mutaciones de acuerdo alo que se conociaen
ese entonces era una de las mas frecuentes en las pobla
ciones Oriental, Mediterraneay del Norte de Europa, res-
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pectivamente. Como dato llamativo de ese estudio aparece
gue no se identific6 ninguna de estas mutaciones, a pesar
de que la mutacion IV S10, una de las mas prevalentes en
Espafia, habia sido reportada recientemente en Argentina,
Chile y México con frecuencias similares a las encontra-
das en lapoblacion Espariola (Valbuena 1995).

Un segundo estudio, estuvo dirigido a identificar las
posibles mutaciones en el gen de la hexosaminidasa A,
cuyo defecto es responsable de la enfermedad de Tay-
Sachs. L as tres mutaciones més frecuentes en la poblacién
judiason lalVS12 que se encuentra entre 15y 20% de la
insercion TATC en el exon 11 responsable del 75 al 80% de
los casos de laenfermedad y la mutacion G289A presente
en 1 a 5% de los pacientes. Nuestros trabajos reportados
en congresos pero no publicados, mostraron que un pa-
ciente colombiano y sus padres de ancestro judio
Asquenazi presentaban la mutacion en el exén 11, que es
una de las tres que presentan mas del 95% de esta pobla-
cion, en tanto que otros dos pacientes y sus padres de
ancestro amerindio no presentaban ninguna de esas tres
mutaciones. Estos estudios se suspendieron por falta de
financiacién debido al reducido nimero de pacientesiden-
tificados en el pais.

La tercera enfermedad en la cual realizamos estudios
de DNA fuelaenfermedad de Morquio A descritaen 1929
por el médico Uruguayo Luis Morquio. Es causada por un
defecto en la enzima Glucosamina 6 sulfato sulfatasa
GALNSEC 3.1.6.4, lacual produce acumulacién anormal
de sulfato de keratdn y condroitin. La incidencia se ha
calculado en 1:50.000y 1: 200.000. El defecto setransmite
en formaautosémicarecesiva. Las principal es caracteristi-
cas de la enfermedad son baja estatura, pecho en quilla,
displasia esquel ética severa, opacidad corneal, hipoplasia
de odontoides, enfermedad de valvula adrtica e inteligen-
cianormal. En los lisosomas la mayor parte de la enzima
esta presente como un dimero de 120 kDa con monémeros
de 60 kDa. EI cDNA yahasido clonado. Al igual que otras
sulfatasas es activada por un factor activador (SUMF1).
Se han reportado 153 mutaciones de las cuales 114 son sin
sentido, 11 por defectos en splicing, 18 deleciones peque-
fias, 3 inserciones pequefias, 2 inserciones grandes, 3
deleciones grandes y dos rearreglos complejos.

Algunas evidencias arqueol gicas sugieren que la en-
fermedad de Morquio esta presente en Colombia desde
tiempos precolombinos. Hace aproximadamente 15 afios
iniciamos los estudios en la enfermedad de Morquio con-
juntamente con el doctor Shunji Tomatsu, quien ha sido
uno de los lideres mundiales en el estudio de dicha enfer-
medad. En untrabajoinicial publicado en 1997 (Kato et al.,

1997), se reportaron tres nuevas mutaciones en pacientes
colombianos: lamutacion G301C, presente en el 68.4% de
los alelos identificados, la S162F en 10.5% de los aelos
identificadosy laF69B en un solo alelo. Lamutacion G301C,
encontradaen laregién colombianadel viejo Caldas, pare-
ce estar asociada a un efecto fundador. Posteriormente la
G301C hasido identificada en pacientes de Gran Bretafia,
Francia, Marruecos, Brasil y Portugal; la S162F (10.5%) y
la F69V no han sido reportadas aln en otras poblaciones.
Recientemente dos mutaciones fueron reportadas en pa-
cientes Cundiboyacenses, laA75G y laR386C. Estaultima
ha sido encontrada también en pacientes de Chile, Argen-
tina, Mgjicoy Brasil, UK, Japon, Italia, Portugal, Turquiay
Alemania.

Posteriormente se continuaron estudios con colegas
de otros paises para el desarrollo de mejores metodologias
para el diagnéstico de las mucopolisacaridosis (Tomatsu
et al., 2004b; Tomatsu et al., 2004c).

En los afios 2003-2004, se hizo la genoctipificacién de
los pacientes colombianos Gaucher tipo 1 A (Tabla 7). El
trabajo tuvo como objetivo estudiar las variantes en el gen
de la enzima en pacientes colombianos, con el fin de esta-
blecer larelacion genotipo fenotipo; identificar las muta-
ciones para poder establecer baterias diagndsticas en
nuestra poblacion; brindar a los pacientes la posibilidad
de diagndstico temprano, incluyendo el diagnostico pre-
natal y poder de-tectar portadores de la enfermedad
(Pomponioet al., 2005).

El gen delaglucocerebrosidasa, localizado en laregién
1921, esta compuesto por 11 exonesy abarca un fragmen-
to de 7.6 Kb. Hasta ahora se han identificado cerca de
trescien-tas mutaciones de las cuales la N370S se ha aso-
ciado conel tipo 1y laL444P con €l tipo 2 0 neuronopatico
(Human Mutation Data Base http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/
index.php).

Inicialmente se estudiaron 25 pacientes clasificados
como Gaucher tipo 1 (sin compromiso neuroldgico) y mas
de cien controles normales. Las muestras obtenidas pre-
vio consentimiento informado fueron analizadas para la
presencia de 6 mutaciones frecuentes (84GG, IVS2+1,
N370S, D409H, L444P y V394L), utilizando técnicas de
ELISA y SANI (Pron-to GaucherTM) metodol ogia disefia-
da paraladeteccion de las mutaciones méas comunes en la
poblaciénjudia

Esta estrategia no fue satisfactoria pues no se pudo
detectar las mutaciones en varios de los pacientes, o cual
concordaba con nuestra hipétesis original de que dada la
composicion peculiar de la poblacion Colombiana debe-
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Tabla 7. Informacion de los pacientes Gaucher tipo | colombianos genotipificados.

Pac. No. Edad Etnia Genotipo

1 25 Hisp N370S/G195W

2 17 Hisp N370S/RecNcil

3 50 Eur/Mest. N370S/ D380H

4 28 Hisp N370S/595-596del CT
5 36 Hisp N370S/ D380H

6 43 Mest. N370S/N370S

7 22 Hisp N370S/L444P-E326K
8 14 Hisp N370S/L444P-E326K
9 11 Mest. N370S/595-596del CT
10 9 Mest-Amer N370S/595-596del CT
11 7 Hisp N370S/K198E

12 12 Hisp N370S/K198E

13 7 Hisp L444P/L444P

14 20 Hisp N370S/595-596del CT
15 3 Hisp N370S/L444P-E326K
16 30 Hisp N370S/ D380H

17 32 Mest N370S/N370S

18 23 Hisp N370S/L444P

19 26 Hisp N370S/L444P
20 37 Hisp N370S/Y 313H
21 Hisp N3705/898del G
22 30 Hisp N370S/K198E
23 Hisp N370S/L444P
24 Hisp N370S/L444P

Tipo Caracteristicasclinicas Lugar deorigen
1 E, ECS, Antioquia
1 E,H, EOM Cundinamarca
1 EOS, NA, CO Cundinamarca
1 ECS, CO, E Quindio
1 EQS, CO, F Cundinamarca
1 E.HAT Cundinamarca
1 H, COS, NA, CO Cundinamarca
1 E.HAT Cundinamarca
1 E,AT Cundinamarca
1 E,HAT Tolima
1 AT Cundinamarca
1 E,H, AT Cundinamarca
3b E,H,A, T,EOM Atléantico
1 E,H A T Cundinamarca
1 EH T Valledel Cauca
1 EOS,E, A, T,NA, CO Casanare
1 NA Cundinamarca
1 A, T, CO, NA, EOS Cundinamarca
1 A, T, CO, NA, EOS Cundinamarca
1 A, T, CO Tolima
1 ND ND
1 A, T, EOM Tolima
1 ND ND
1 ND ND

Este estudio fue realizado en el IEIM de la Pontificia Universida0d Javeriana. CO=Crisjs Oseas, NA=A vascular necrosis, F=Fracturas ND=No
Disponible, E=Esplenomegalia, H= Hepatomegalia, A= Anemia, EOS=Enfermedad Osea Severa, EOM= Enfermedad Osea Moderada, T=

Trombocitopenia.

rian haber nuevas mutaciones no detectables por métodos
basados en sondas alel o especificas hechas para otras po-
blaciones (Pomponio et al., 2005; Wilcheset al., 2006).

En un paciente inicialmente clasificado clinicamente
como Gaucher tipo 1, un examen mas cuidadoso mostro
que puede clasificarse como tipo 3b (compromiso
neurol6gico moderado). El andlisis del ADN mediante
DHPLC y secuenciacion, mostrd que es homocigoto para
L444P, |o cual hasido reportado previamente en otros pa-
cientesy esta de acuerdo con los hallazgos de que la mu-
tacion L444P esti asociada con los tipos 2 y 3 de la
enfermedad de Gaucher (Espinosa et al., 2005).

L os pacientes restantes, con el tipo 1 de laenfermedad,
presentan los genotipos conformados por las siguientes
mutaciones: N370S (52%), L444P (9%), 595-596 del CT (9%),
D380H (7%), G195W (2%), Y 313H (4.5%), K198E (7%),
L444P-E326K (4.5%), 898del G (2 %) y RecNcil (2%).

L os hallazgos muestran que la mutacion N370S siem-
pre esta asociada con Gaucher tipo 1 pero no fue posible
derivar otras correlaciones entre el genotipoy el fenotipo.

Sin embargo, el conocimiento de estas nuevas muta-
ciones permite disefiar baterias de pruebas para el estudio
de la poblacion Colombiana, el estudio de portadoresy el
diagndstico temprano de la enfermedad en Colombia.

Entre los hallazgos sobresalientes en este estudio po-
demos mencionar que la mutacion K 198E presente en tres
pacientes, habia sido reportada recientemente por Orvisky
et al., 2002 en un paciente diagnosticado en los Estados
Unidos, pero de origen colombiano.

Se encontraron tres nuevas mutaciones |a595-96del CT,
|aD380H y |1a898del G. Estos hallazgos no fueron inespera-
dos en vista de que ya se habian encontrado tres nuevas
mutacionesenlaMPSIVA (Kato et al., 1997). Encontramos
también la presencia de una doble mutacién en un mismo
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alelo (L444P-E326K) en dos familias diferentes clasifica-
das como Gaucher Tipo 1. Esta mutacion fue reportada
previamente en un paciente clasificado como Gaucher tipo
2. Lapresenciadelamutacién N370S en el otro alelo, expli-
caria el por qué estos pacientes tienen Gaucher tipo 1
(Pomponioet al., 2005).

Es bastante notorio, que s6lo se encontrd en un pa-
ciente lamutaciéon RecNcil, la cual de acuerdo alos estu-
dios de Cormand et al., 1998, aparecié con una alta
frecuenciaen lapoblacion Argentina. Sin embargo, Giraldo
et al., 2000 habian encontrado una alta prevalencia del
alelo L444P (18.5%) y unabajaprevalenciadel RecNcil en
|a poblacién Espafiola. Esto se puede explicar por unama-
yor contribucién del ancestro hispanico a la poblacion
colombiana comparada con la Argentinalacual tiene con-
tribuciones étnicas de por 1o menos 5 paises europeos.
Teniendo en cuenta nuestra similitud desde el punto de
vista genético con las poblaciones Ecuatorianay Venezo-
lana, es posible que estas nuevas mutaciones encontra-
das por nosotros estén también presentes en esos paises.

Al ser lamutacion N370S la principal causadelaenfer-
medad de Gaucher en Colombiay al estar presente en otras
poblaciones, algunas de ellas rel acionadas histéricamente
con la colombiana, se hizo un estudio de caracter historico
y demografico. Paradeterminar el grado de asociacion exis-
tente entre esta mutacion y los alel os de cinco marcadores
moleculares tipo microsatélite, adyacentes al locus GBA,
se emplearon muestras de 9 pacientes portadores de la
mutacion N370S, sus padresy 29 controles, para amplifi-
car los loci D1S305, D1S2624, D1S2777, ITG6.6.2 y
5GC3.2 cuyos alelos fueron determinados mediante
secuenciacion automatica.

Losandlisisrealizados permitieron establecer el nime-
ro de generaciones portadoras de la mutacion N370S ante-
riores ala presente. Esta informacion se dedujo mediante
el desequilibrio de ligamiento y algunos de los alelos de
los marcadores moleculares incluidos en el haplotipo
concenso (Wilcheset al., 2006; Diaz A. et al., 1999; Diaz
G. etal., 2000). Si seempleael alelo de 301pb del marcador
D1S2624 para determinar el tiempot o G de laasociacion
alelo-mutacién en Colombia, considerdndose la tasa de
recombinacion GBA-D1S2624 (& = 0.025) seglin (Diaz A.
et al, 1999) se puede concluir que laasociacion N370S-301
tuvo lugar hace 18 generaciones, esto es 470 afios atras (1
generacion = 25 afios). Estudios posteriores usando dos
microsatélites adicional es nos arrojan una datacion de 470
a 800 afios. Este es un dato preliminar que debe ser confir-
mado en trabajos mas extensos pues este estudio no se
hizo empleando todos los posibles cromosomas N370S
colombianos ni tampoco se obtuvo con los pardmetros y

correcciones de crecimiento poblacional aconsiderar cuan-
do se aborda la teoria de la coalescencia. (Diaz A. et al.,
1999; Diaz G. et al., 2000).

Conclusiones

A lo largo de estos 22 afios, se halogrado introducir al
pais, estandarizar y establecer valores de referencia de mas
de 50 metodologias que nos han permitido confirmar
bioquimicamente cerca de 50 errores innatos del metabo-
lismo nuevos paralaliteraturamédica colombiana.

En el periodo inicial de nuestro trabajo (1987-1992) poco
mas del 10% de los pacientes fue remitido con “ sospecha
de enfermedad metabdlica’. El nimero de pacientes con
diagnéstico presuntivo ha ido en aumento hasta llegar a
cercadel 80%. Esto refleja el avance en lasospechaclinica
por parte de los médicos fruto de la divulgacién que se ha
hecho sobre estas enfermedades en los congresos médi-
cosy en las publicaciones especializadas. Las tablas que
aca se presentan muestran claramente el incremento pro-
gresivo tanto en la sospecha como en la confirmacion de
estos diagnadsticos.

También se ha logrado introducir el tratamiento
nutricional para las aminoacidopatias, acidemias organi-
cas, glicogenosis y enfermedades de los carbohidratos.
Sin embargo, es necesario facilitar laentradaal paisy libe-
rar de gravdmenes e impuestos alas formulas nutricionales
parael tratamiento delas aminoacidopatiasy las acidemias
organicas e incluir esos tratamientos en el Plan Obligato-
rio de Salud (POS). Es conveniente dejar abiertala posibi-
lidad para que en el futuro se produzcan esas formulas
nutricionales en el pais.

El avance alcanzado en el diagnéstico de las enferme-
dades lisosomales promovio la llegada de la Terapia de
Reemplazo Enzimatico (TRE) a Colombiamucho mésrapi-
do que alamayoriadelos paises del continente. Colombia
es uno de los paises de Latinoamérica con mayor nimero
de pacientesrecibiendo TRE.

Se deduce que desde hace algun tiempo los médicos
conocen mas acerca de estas enfermedades y estan orien-
tando més adecuadamente las solicitudes de examenes de
laboratorio. AUn asi, el conocimiento sobre los EIM en el
pais es muy escaso y se hace necesario tener especialistas
en anestesiologia, radiologia, cardiologia, que conozcan
muy bien estas enfermedades, para que den un tratamien-
to especializado a estos pacientes. Seria conveniente es-
tablecer centros de referencia muy bien dotados, con
sistemas de garantia de calidad muy bien establecidos y
donde sedéun tratamientointegral alafamiliay al paciente.
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El trabajo en la genotipificacion de los pacientes con en-
fermedad de Morquio A, hallevado a descubrir cuatro nue-
vas mutaciones en el gen de la Galactosamina 6 Sulfato
Sulfatasay su datacién indica que lamutaci6n mas frecuente
en Colombia, laG301C, se origind hace masde diez mil afios
(Katoetal., 1997). Losestudios en laenfermedad de Gaucher
tipo | nos han permitido descubrir 3 nuevas mutaciones en el
gen de la glucocerebrosidasa y la datacion de la mutacion
mas frecuente en la poblacion Colombiana, laN340S, sefiala
gue probablemente se origind hace aproximadamente 500 a
800 afios. Nuestros estudios en las enfermedades de Morquio,
Gaucher, y Tay Sachs nos han permitido confirmar nuestra
hipétesisinicial de que en la poblacion colombiana deberia-
mos encontrar mutaciones no halladas en Norteamérica y
Europa, por cuanto la composicion genética de Colombiaes
muy diferente a las poblaciones mencionadas.

Nuestros trabajos en construccion de vectores estan
dando resultados alentadores [o mismo que los de
direccionamiento de estos a tejido Gseo, objetivo hasta
ahora muy dificil de alcanzar, y que debe ser el principal
blanco de la terapia en la enfermedad de Morquio. Estos
trabajos han tenido muy poco patrocinio en Colombia por
la creencia equivocada, a nuestro juicio, de que no esim-
portante su estudio en nuestro medio pues son terapias
todavia no maduras para su uso, sin tener en cuenta el
potencial enorme de conocimientos que su estudio genera
y la necesidad imperiosa de que el pais cuente con perso-
nas muy bien entrenadas para su adecuado uso en el futu-
ro, evitando asi que nos lleguen a través de las casas
comerciales, intempestivamente, sin preparacion previay
para uso inmediato en los pacientes, como ya ha sucedido
con otras terapias en Colombia.

Es notorio que todos estos estudios se han hecho en
Universidades privadas, sin apoyo del Ministerio de Salud,
el cual haestado muy a margen del diagnésticoy tratamiento
de estos desordenes en Colombia. Es tiempo que se tome
conciencia que a medida que disminuye la morbimortalidad
infantil por enfermedades infectocontagiosas, las enferme-
dades genéticas pasan a ocupar los primeros lugares en la
morbimortalidad infantil. En un sistemade salud como el de
Colombia, en el cua se han hecho progresos notables en
salud publica, que aspiraaun cubrimiento universal, esto no
sera posible hasta tanto no se incluyan en los planes de sa-
lud publica, el diagndstico, tratamiento, prevencion einvesti-
gacion de estas enfermedades.
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