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COMUNICACION BREVE

Los haplotipos colombianos de la mutacion N370S causante de
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la enfermedad de Gaucher pueden provenir
de un haplotipo ancestral comun
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Introduccion. La enfermedad de Gaucher es una condicién panétnica, caracterizada por la
acumulacion de glucosilceramida en los macrofagos. La causa principal de esta enfermedad
en algunos paises occidentales, incluido Colombia, es la mutacion N370S, en el gen de la
glucocerebrosidasa localizado en 1g21.

Objetivo. Determinar el grado de asociacion entre la mutacion N370S y los alelos de cinco
microsatélites cercanos al sitio de la mutaciéon en nueve pacientes colombianos Gaucher tipo
1, procedentes del altiplano cundiboyacense.

Materiales y métodos. A partir del ADN de los pacientes, sus familiares cercanos y 30
individuos control, los loci: D1S305, D152624, D1S2777, ITG6.6.2y 5GC3.2fueron amplificados
mediante reaccion en cadena de la polimerasa. Las frecuencias alélicas por microsatélite
fueron calculadas en pacientes y controles y 11 haplotipos N370S fueron inferidos y se determiné
el grado de desequilibrio de ligamiento entre los alelos de cada haplotipo con la mutacién
N370S.

Resultados. Se encontré un haplotipo consenso N370S compuesto por los alelos 222-314-
260-301-172 (pares de bases) que corresponden a los microsatélites: 5GC3.2 ITG6.6.2,
D1S2777 D1S2624 y D1S305 respectivamente. Hubo desequilibrio de ligamiento significativo
entre los alelos de 222, 314, 260 y 301 pares de bases y la mutacién N370S.

Conclusion.  Una fraccién conservada del haplotipo pudo haber estado asociada la mutacion
en un cromosoma ancestral al grupo de pacientes, cuya procedencia étnica es aun desconocida.

Palabras clave: enfermedad de Gaucher, mutacion, haplotipos, ligamiento (Genética), reaccion
en cadena de la polimerasa.

Colombian haplotypes of the Gaucher disease-causing N370S mutation may originate
from a possible common ancestral haplotype

Introduction. Gaucher disease is a pan-ethnic condition characterised by glucosylceramide
accumulation in macrophages due to glucocerebrosidase deficiency. Its gene, GBA, has been
mapped to 1921 and mutation N370S is the main cause of the disease in western populations,
including Colombia.

Objective. To asses the degree of association between N370S mutation and the alleles of five
microsatellites near the mutation site in the GBA locus in nine Colombian Gaucher patients,
from the Cundinamarca-Boyaca region.

Materials and methods. DNA from patients bearing the N370S mutation, their closest relatives,
and 30 controls was taken to PCR-amplify the markers: D1S305, D152624, D1S2777, ITG6.6.2
and 5GC3.2. Allele frequencies were calculated, haplotypes inferred and linkage disequilibrium
levels between marker alleles and N370S were also estimated

Results. Eleven N370S chromosomes were obtained. A consensus N370S haplotype consisting
of the alleles: 222-314-260-301-172 (base pairs) was identified. Each allele corresponding to
markers 5GC3.2, ITG6.6.2, D1S277, D1S2624 and D1S305, respectively. There was statistically
significant linkage disequilibrium between the alleles of 222, 314, 260, 301 base pairs and the
N370S mutation.
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Conclusion . A conserved fraction of the haplotypes suggests that N370S may be present
among patients and stem from a single ancestral chromosome for which the ethnic origin is still

unclear.
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La ausencia o reduccion drastica de la actividad
de la hidrolasa lisosomal 3 glucosidasa &cida
(E.C. 3.2.1.45) constituye la principal causa
bioquimica de la condicién autosémica recesiva
denominada enfermedad de Gaucher (EG). La
variante menos grave de esta enfermedad (EG
tipo 1) se caracteriza por hepatoesplenomegalia
y lesiones esqueléticas, mientras las variantes
tipo 2 y 3 aguda y sub-aguda, respectivamente,
presentan ademéas compromiso del sistema
nervioso central (1).

Se han reportado méas de un centenar de
mutaciones en el gen de la glucocerebrosidasa
(GBA); sin embargo, pocas mutaciones se
encuentran con alta frecuencia en poblaciones
como la judia asquenazi, las europeas no judias
y Otros grupos con ancestros europeos (1,2).

Las mutaciones N370S (1226A®G) y 84GG (84-
85insG) representan mas del 90% de los alelos
causantes de la enfermedad en judios asquenazi
(3,4), entanto que las N370S y L444P (1448T®C)
se encuentran comunmente en europeos no judios
(5). Lafrecuencia de N370S en los distintos grupos
de pacientes fluctia entre 22 y 54%, seguida por
L444P (23%).

En Colombia y Argentina mas del 40% de las
mutaciones identificadas en los pacientes
corresponde a N370S (6,7). La composicion
étnica de los pacientes argentinos incluye algunos
con ancestros judios asquenazi, mientras que los
pacientes colombianos, salvo pocas excepciones,
no refieren tener ancestros judios o europeos. Las
demas mutaciones halladas en pacientes
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argentinos (6) y colombianos son L444P y RecNcil,
con frecuencias variables en ambos grupos de
pacientes. En Colombia se han encontrado tres
mutaciones nuevas (7).

El gen GBA, en la regién 1921, esta localizado
entre los marcadores moleculares tipo
microsatélite D1S305 y D1S2624, los cuales
enmarcan un fragmento de aproximadamente 2,2
mega bases (Mb) (8). Dentro de este fragmento,
y ligados al gen GBA, estan los marcadores
D1S2777, D1S2721, ITG6.2, 5GC3.2 D1S2140
mas el gen de la enzima piruvato cinasa (PKLR)
(9,10).

Estos marcadores se han empleado en la
construccion y analisis de haplotipos para las
mutaciones N370S y 84GG en judios asquenazi
y europeos no judios (10-12).

Con base en las frecuencias y la magnitud de las
asociaciones de los alelos de los marcadores que
constituyen los haplotipos, en estos estudios se
ha sugerido que la mutacion N370S aparecié en
un cromosoma ancestral comun a todos los que
actualmente la portan en las comunidades
europeas judias y no judias. El fundamento tedrico
de esta conclusién reside en el concepto de
desequilibrio de ligamiento, que se define como
una medida o estimativo de la asociacion entre
los alelos de loci que estan ubicados en el mismo
cromosoma. Gracias a esta herramienta se han
estudiado los alelos que constituyen un haplotipo.
En el caso especifico de los haplotipos N370S,
se ha propuesto que la mutacion se originé en un
ancestro europeo no judio y que para el momento
de la fundacién del asquenazismo (alrededor del
afio 900 d.C.), un cromosoma portador de la
mutacioén ingreso al acervo genético del naciente
grupo judio. Debido a fenébmenos de deriva
genética y de la endogamia propia de este grupo,
el haplotipo portador de la mutacion N370S
incrementd su frecuencia en esta poblacion (10).
A partir de la informacién obtenida durante los
estudios moleculares iniciales con pacientes
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colombianos afectados por la enfermedad de
Gaucher se observé que la mayoria de aquellos
gue portan la mutacion N370S procede de una
misma region del pais: el altiplano cundi-
boyacense (7). Dicho dato motivé el presente
estudio, en el cual se pretende identificar los alelos
de microsatélites ligados al gen GBA en
asociacion con la mutacién N370S y establecer
los respectivos haplotipos en el grupo de
pacientes. Dependiendo de la constitucién alélica
de los haplotipos que se infieran serd posible
determinar si existe un haplotipo consenso que
pueda reflejar el haplotipo N370S ancestral
hipotético, el cual pudo haber aparecido en la zona
de procedencia de los pacientes con el arribo de
sus primeros habitantes, antes o después del
periodo de dominacion espafiola (entre los siglos
XVIy XIX).

Como un primer paso en la prueba de esta
hipotesis se emplearon los microsatélites de la
region 1g21: 5GC3.2, ITG6.2, D1S2777,D1S2624
y D1S305 para inferir los haplotipos N370S y
determinar el grado de desequilibrio de ligamiento
entre la mutacién y los alelos identificados por
marcador en nueve pacientes colombianos con
enfermedad de Gaucher (EG) cuyas familias
provienen del altiplano cundiboyacense.

Materiales y métodos

Previo consentimiento informado y aprobacién por
parte del Comité de Investigacion y Etica de la
Facultad de Ciencias de la Universidad Javeriana,
se tomaron muestras de sangre total de nueve
pacientes colombianos con enfermedad de
Gaucher no relacionados entre si y de familias
provenientes del altiplano cundiboyacense, cuyos
genotipos se establecieron previamente y que
presentaron la mutacién N370S en estado
homoalélico o heteroalélico. También se tomaron
muestras de sus familiares mas cercanos y de
30 individuos normales que sirvieron de control
para el andlisis de desequilibrio de ligamiento. Las
muestras de los familiares cercanos se tomaron
con el fin de establecer la fase gamética que
permitié inferir los haplotipos. EI ADN se aislo
usando el DNA purification kit (Promega, Madi-
son, WI, USA). Los microsatélites D1S305,
D1S2777, D1S2624, 5GC3.2 e ITG6.2 se
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amplificaron para cada individuo. Las condiciones
de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se
unificaron para todos los microsatélites de acuerdo
con Cormand et al. (11) y Lau et al. (13).

Gracias a los fluorocromos con que fueron
marcados los iniciadores forward de cada
marcador, los alelos se identificaron en un
secuenciador automatico AB Prism 310 (PE Ap-
plied Biosystems Foster City, CA, USA). La
informacion alélica, o sea los tamafios de los
fragmentos amplificados en pares de bases, se
proceso con el programa Genescan 3.1.2 y los
genotipos por marcador para cada individuo se
determinaron mediante el programa Genotyper 2.5.

Luego se determinaron las frecuencias alélicas
tanto en pacientes como en controles y se
estableci6 la fase gamética con la mutacién
N370S. Se siguid la nomenclatura alélica de CEPH
- Généthon (14). Aunque la mayoria de los alelos
de los microsatélites tiene una nomenclatura
propia, se identificaron todos los alelos (los cuales
se nombran en este articulo) en pares de bases
para evitar confusiones con los que no la tienen.

El andlisis de desequilibrio de ligamiento se llevo
a cabo por medio del parametro 9, que esta
disefiado para contrastar la frecuencia de un
determinado alelo de un locus polimorfico en
cromosomas portadores de una caracteristica
genética determinada,(sea esta una mutacién o
un alelo patogénico), con la del mismo alelo en
cromosomas que expresan la forma silvestre de
la condicion (15,16).

(P,-P)
§=—2o
(1-P.)

En la ecuacion anterior, PD es la frecuencia del
alelo estudiado en los cromosomas portadores del
alelo causante de la enfermedad y PN es la
frecuencia del mismo alelo en el grupo de
cromosomas control. Un valor & = 1 implica el
méximo DL, mientras que un valor de 0 implica la
no existencia de DL, valores de 8 < 0 se asumen
como 0. La significacion estadistica de la
asociacion alélica se obtuvo por medio una prueba
de ji cuadrado con un grado de libertad a partir
del uso de tablas 2 x 2 (15).
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Resultados
Haplotipos

Se determinaron los alelos de los microsatélites
en fase con la mutacion N370S en los nueve
pacientes. A partir de estos cromosomas con fase
se establecieron las frecuencias alélicas por
marcador, las cuales se muestran junto con las
de los controles en el cuadro 1.

De los nueve pacientes, siete fueron N370S
heteroalélicos y los dos restantes N370S
homoalélicos, estos dos ultimos hijos de padres
no consanguineos. En total se infirieron once
haplotipos N370S (cuadro 2)

De acuerdo con las distancias entre cada
microsatélite y el sitio del gen GBA en estos
haplotipos se establecieron dos fracciones, una
denominada "conservada"y la otra "variable". Los
microsatélites 5GC3.2, ITG6.2 y D1S2777

HAPLOTIPOS COLOMBIANOS N370S

componen la fraccién conservada, mientras que
D1S305y D1S2624 constituyen la variable.

Con respecto a la fraccion conservada, los once
haplotipos estdn compuestos por los alelos de
222y 314 pares de bases (pb) correspondientes
alos microsatélites 5GC3.2 e ITG6.2. Cuando se
tiene en cuenta el marcador D1S2777, nueve de
los haplotipos (82%) muestran la configuracion
222-314-260 y los dos restantes (18%), la 222-
314-264 (cuadro 2).

El alelo de 201 pb del microsatélite D1S2624 esta
presente en seis de los haplotipos 222-314-260y
en los dos haplotipos 0 222-314-264; los tres
haplotipos restantes portan cada uno un alelo
distinto para este marcador (203, 207 y 209 pb).
En el caso del marcador D1S305, el alelo de 172
pb se encontré en fase con cuatro de los seis
cromosomas 222-314-201. En consecuencia, el
haplotipo total 222-314-260-201-172 corresponde

Cuadro 1. Desequilibrio de ligamiento entre la muatcion N370S y los alelos de cinco microsatélites de la region 1g21.

Marcador Distancia al Alelo Frecuencia
gen GBA
(Mb) Numero (pb) Controles N370S ) X2(p)
(Cr=60) (Cr =11)
D1S2624 1.1200 6 201 0,280 0,727 0,62 6,003 (0,014)*
4 203 0,320 0,091 0,00 NS
5 207 0,100 0,091 0,00 NS
1 209 0,300 0,091 0,00 NS
D1S2777 0.4400 4 258 0,109 - -
6 260 0,369 0,818 0,71 5,5069 (0,019)*
5 262 0,413 - -
1 264 0,087 0,182 0,10 NS
3 272 0,022 - -
5GC3,2 0.0032 - 220 0,350 - -
- 222 0,500 1,000 1,00 7,072 (0,008)**
- 224 0,150 - -
ITG6,2 0.0098 - 314 0,400 1,000 1,00 10,175 (0,001)**
- 318 0,575 - -
- 322 0,025 - -
D1S305 1.0800 2 160 0,063 - -
5 162 0,063 0,182 0,13 NS
3 164 0,104 - -
8 168 0,083 0,182 0,11 NS
1 170 0,208 0,091 0,00 NS
7 172 0,313 0,454 0,21 NS
10 174 0,146 0,091 0,00 NS
4 176 0,020 - -

Numeros de los alelos de acuerdo con CEPH (Ver fuentes electrénicas). * p= 0,05, ** p=0,01 y NS: no significativo.
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Cuadro 2. Haplotipos colombianos N370S.

Biomédica 2006;26:434-41

Marcador Haplotipos

Colombianos Espafiol
5GC3,2 222 222 222 222 222 222 222 222 Fraccién conservada
ITG6,2 314 314 314 314 314 314 314 318 (< 1cM)
D1S2777 260 260 260 260 260 260 264 264
D1S2624 201 201 201 203 207 209 201 203 Fraccion variable
D1S305 172 170 174 172 168 168 162 172
Numero de 4 1 1 1 1 1 2
cromosomas

Cada haplotipo se lee por columnas, ej: el primer haplotipo colombiano (niUmeros en negrita) es el consenso y se encontré
cuatro veces en el grupo de los cromosomas estudiados. El haplotipo consenso espafiol también se incluye para efectos
de comparacion. Los primeros microsatélites componen la fraccion conservada y se localizan a menos de 1 cm de

distancia del locus GBA.

al 36% (4/11) de los cromosomas con fase.
Aquellos cromosomas que portan los alelos 222-
314-264-201 portan también el de 162 pb del
marcador D1S305; este haplotipo es el segundo
mas frecuente, encontrado en dos de los once
haplotipos (18%). El alelo de 168 pb del marcador
D1S305 se hallé en dos cromosomas 222-314-
260 en fase con distintos alelos del marcador
D1S2624, en tanto que los alelos de 170y 174
pb del primer marcador se encontraron asociados
en cromosomas 222-314-260. Finalmente, el
haplotipo consenso N370S corresponde a 222-
314-260-201-172.

Desequilibrio de ligamiento

Los marcadores con los valores mas altos de
desequilibrio de ligamiento (8) son 5GC3.2, ITG6.2
y D1S2777. Los alelos de 222 y 318 (pb) de los
marcadores 5GC3.2 e ITG6.2 estan significativa-
mente asociados con la mutacion N370S (6= 1,
p < 0,01). El dnico alelo del marcador D1S2777
en desequilibrio de ligamiento significativo con
N370S fue el de 260 pb (p < 0,05). Aunque tres
de los alelos del marcador D1S305 (162, 168 y
172 pb) obtuvieron valores de & mayores que
cero, son bajos y no significativos para la
asociacion con N370S. Por otro lado, el segundo
marcador mas distante, D1S2624, presenta un alelo
con alta frecuencia en los cromosomas N370S
(201 pb), con un valor de 6 de 0,62 (cuadro 1).

Discusion
El total de microsatélites empleados en el estudio,
aungque menor al empleado en otros estudios
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(8,10), permitié la visualizacion del comporta-
miento del desequilibrio de ligamiento gracias a
la distincion de dos zonas dentro de los haplotipos:
la fraccién conservada y la fraccion variable.

Aquellos marcadores incluidos en la fraccion
conservada son los més cercanos al gen GBA;
5GC3.2 e ITG6.2 estan ambos localizados a
menos de 10 Kb corriente arriba y abajo del locus
GBA, mientras que D1S2777 est& localizado
aproximadamente a 0,44 Mb corriente arriba del
punto de referencia. Teniendo en cuenta estas
distancias, menores a 1 centi-Morgan (cM), debe
esperarse un numero minimo de entrecruza-
mientos entre el locus de referencia y los
microsatélites, lo que concuerda con la
conservacion del haplotipo 222-314-260 en el 82%
de los casos.

De igual modo, la existencia de una fraccién vari-
able en los haplotipos se explica por la distancia
entre el gen GBA y los marcadores D1S2624 y
D1S305, localizados a poco mas de 1 cM del punto
de referenciay con fracciones de recombinacion
calculadas entre 0,007 y 0,025 (9,10). El proceso
de mutacion step-wise, comdn en los micro-
satélites, pudo haber contribuido a generar la
variacion en esta fraccion de los haplotipos.

El analisis de desequilibrio de ligamiento es un
reflejo de las observaciones hechas en los
haplotipos. Aquellos alelos de los microsatélites
pertenecientes a la fraccidon conservada tuvieron
los valores de & mas altos, en tanto que el
desequilibrio de ligamiento decreci6 hasta casi 0
entre N370S y los alelos de los marcadores de la
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fraccion variable. Sin embargo, en esta fraccion,
en donde parece encontrarse el limite entre los
valores de desequilibrio de ligamiento
significativos y los no significativos, el
microsatélite D1S2624 presentd un alelo
significativamente asociado con N370S, y ninguno
de los alelos de D1S305, centromérico con
respecto a la mutacién, mostré asociacion
significativa. Esto sugiere la existencia de un fac-
tor distinto a la distancia entre loci que
determinaria la fuerza de la asociacion entre sus
alelos; la posicioén corriente arriba o corriente abajo
podria influir sobre este fenébmeno, tal como se
ha observado en un estudio similar (16).

Laidentificacién de un haplotipo consenso N370S
(222-314-260-201-172) y la existencia de la
relacién geogréafica entre sus portadores permite
suponer que este haplotipo se ha conservado en
el tiempo desde que se generd a partir de otro
haplotipo ancestral cuyo estado actual hace parte
de distintas familias de una misma region cultural
y economicamente definida, como lo es el altipl-
ano cundiboyacense. En principio, tal idea tendria
total soporte si la configuracion de este haplotipo
fuera exclusiva de los cromosomas N370S. Como
se puede ver en el cuadro 1, estos alelos, también
presentes en los cromosomas control, aparecen
con frecuencias que resultan en la inferencia de
haplotipos similares en dichos cromosomas al
emplear métodos de inferencia no basados en la
fase gamética sino en abordajes Bayesianos
(17,18) (datos no mostrados). En contraste, los
siete haplotipos no N370S inferidos presentan
configuraciones distintas, sobre todo en la fraccion

Cuadro 3. Haplotipos colombianos no N370S.

HAPLOTIPOS COLOMBIANOS N370S

menor a 1 cM del locus GBA (cuadro 3). Esto
confiere una particularidad al haplotipo consenso
colombiano N370S; y si bien una misma configu-
racion se observa en algunos de los cromosomas
control, ésta puede deberse a que la mutacion
N370S, al no resultar en un fenotipo grave, no ha
sufrido una presioén de seleccion fuerte que resulte
en un aislamiento del haplotipo en el que se
encuentra respecto del haplotipo que se puede
observar en cromosomas normales (19-21).

La configuracién y particularidad del haplotipo
N370S colombiano, aunque observada en un bajo
namero de cromosomas, puede ser el resultado
de la articulacion de procesos demograficos con
la ya sugerida ausencia de seleccidn purificante.
El principal de estos fenbmenos demograficos
para efectos de este trabajo comprende los
aspectos del origen étnico de la mutacién N370S
y el camino que ha recorrido desde que se asocio
a los alelos que se observan en el actual haplotipo.
En este sentido, la comparacion del haplotipo
consenso colombiano con haplotipos N370S de
otras poblaciones puede ayudar a trazar una
hipétesis. De las poblaciones ya estudiadas que
poseen cierta relacion genética e historica con la
colombiana, la espafiola es la mas apropiada. Al
compararse los haplotipos, se ha visto similitud
en uno de los alelos de las fracciones conservadas
de ambos grupos de haplotipos, el alelo de 222
pb del microsatélite 5GC3.2 (cuadro 2). A pesar
de que otros estudios basados en el andlisis de
las frecuencias alélicas de distintos marcadores
moleculares en subpolaciones colombianas han
logrado demostrar el origen ibérico de algunos de

Haplotipos

Gen/Marcador Mutacién/Alelo
GBA Y313H K198E 595-96 Rec Ncil L444P- L444P- L444P

delCT E326K E326K
5GC3,2 220 224 222 224 220 222 222 Fraccion (< 1cM)
ITG6,2 318 318 318 318 318 318 318
D1S2777 260 260 260 262 262 262 262
D1S2624 209 209 209 201 209 201 205 Fraccion (> 1cm)
D1S305 168 172 172 168 164 172 160
Numero de 1 1 1 1 1 1 1
cromosomas
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estos marcadores, e incluso de grandes porciones
genomicas involucradas (22), la coincidencia de
un solo alelo entre haplotipos N370S espafioles y
colombianos, ademas de la mutacién que define
el haplotipo, no proporciona suficiente informacion
para establecer una relacion ancestro-descendiente.
Por ello se requeriria el estudio de otros
marcadores moleculares con la ampliacion de los
haplotipos, asi como el estudio de estos en otras
poblaciones relacionadas. Ademas, si se tiene en
cuenta que hasta ahora la mutacién Y313H se ha
encontrado Unicamente en pacientes colombianos
y espafioles (7,23), la basqueda de un origen
hispanico para algunas de las mutaciones
Gaucher, incluida la N370S, es un claro objetivo
de estudios posteriores.
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