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Introduccion. La enfermedad por almacenamiento de glucégeno de tipo 1l es una alteraciéon autosémica
recesiva, en la cual las mutaciones del gen AGL causan una deficiencia en la enzima desramificadora
de glucégeno. Se caracteriza por hipoglucemia, hepatomegalia y miopatias progresivas. El analisis
molecular del gen AGL ha evidenciado mutaciones que difieren segin la poblacién estudiada. En la
actualidad, no existen reportes que describan mutaciones en el AGL de pacientes colombianos con
esta condicion.

Obijetivo. Describir las caracteristicas clinicas y moleculares de diez pacientes colombianos con
enfermedad por almacenamiento del glucégeno de tipo Ill.

Materiales y métodos. Se analizaron diez pacientes pediatricos colombianos con la enfermedad y
se hizo su estudio genético mediante la secuenciacion de las regiones que codifican y las intrénicas
circundantes del gen AGL con el método de Sanger.

Resultados. Todos los pacientes tenian el fenotipo clasico de la enfermedad. El estudio genético
revel6 la mutaciéon p.Arg910X en dos pacientes. Uno presentd la mutacion p.Glu1072AspfsX36 y otro
resultd heterocigoto compuesto con las mutaciones p.Arg910X y p.Glu1072AspfsX36. Asimismo, en
tres pacientes se detecto la delecidn de los exones 4, 5y 6 del gen AGL. Los estudios de simulacién
computacional predijeron que estos defectos eran patogénicos. En tres pacientes no se encontraron
mutaciones en las regiones amplificadas.

Conclusion. Se encontraron mutaciones y deleciones que explican el fenotipo clinico de los pacientes.
Este es el primer reporte en el que se describe el fenotipo clinico y el espectro de mutaciones en el gen
AGL de pacientes colombianos, lo cual es importante para ofrecer un apropiado pronéstico, y asesoria
genética al paciente y a su familia.

Palabras clave: enfermedad del almacenamiento de glucdégeno de tipo lll/diagnéstico; glucégeno;
sistema de la enzima desramificadora del glucégeno; glucogendlisis.
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Molecular and clinical characterization of Colombian patients suffering from type Ill glycogen
storage disease

Introduction: Type Ill glycogen storage disease (GSD lll) is an autosomal recessive disorder in which
a mutation in the AGL gene causes deficiency of the glycogen debranching enzyme. The disease is
characterized by fasting hypoglycemia, hepatomegaly and progressive myopathy. Molecular analyses
of AGL have indicated heterogeneity depending on ethnic groups. The full spectrum of AGL mutations
in Colombia remains unclear.

Obijective: To describe the clinical and molecular characteristics of ten Colombian patients diagnosed
with GSD Il1.

Materials and methods: We recruited ten Colombian children with a clinical and biochemical diagnosis
of GSD Ill to undergo genetic testing. The full coding exons and the relevant exon-intron boundaries of
the AGL underwent Sanger sequencing to identify mutation.
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Results: All patients had the classic phenotype of the GSD IIl. Genetic analysis revealed a mutation
p.Arg910X in two patients. One patient had the mutation p.Glu1072AspfsX36, and one case showed
a compound heterozygosity with p.Arg910X and p.Glu1072AspfsX36 mutations. We also detected the
deletion of AGL gene 3, 4, 5, and 6 exons in three patients. The in silico studies predicted that these
defects are pathogenic. No mutations were detected in the amplified regions in three patients.

Conclusion: We found mutations and deletions that explain the clinical phenotype of GSD Il patients.
This is the first report with a description of the clinical phenotype and the spectrum of AGL mutations
in Colombian patients. This is important to provide appropriate prognosis and genetic counseling to the

patient and their relatives.

Key words: Glycogen storage disease type lll/diagnosis; glycogen; glycogen debranching enzyme

system; glycogenolysis.
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La enfermedad por almacenamiento del glucégeno
de tipo Il (glucogenosis de tipo Ill; #232400 en la
base de datos de Online Mendelian Inheritance in
Man®, OMIM), también conocida como enfermedad
de Cori o de Forbes, es un trastorno metabdlico
autosémico recesivo causado por mutaciones en
el gen AGL que codifica la enzima desramificadora
del glucégeno. Esta enzima, de 1.532 aminoécidos,
tiene dos actividades cataliticas independientes:
amilo-1,6-glucosidasa (EC3.2.1.33) y oligo-1,4-1,4-
glucantransferasa (EC2.4.1.25), y cataliza el ultimo
paso en la conversion de glucégeno en glucosa (1-
7). Por ello, su deficiencia provoca acumulacion de
una forma intermedia del glucégeno, la dextrina
limite, en los érganos afectados (higado, masculo
esquelético y muasculo cardiaco), y su disfuncién
secundaria (8,9).

Existen diferentes subtipos de la enfermedad en
funcién de la pérdida de la actividad de esta enzima
en el higado o en los musculos, lo cual da lugar
a diversos fenotipos clinicos con caracteristicas
heterogéneas (10). La enfermedad representa,
aproximadamente, el 24 % de todos los casos de
glucogenosis y su incidencia estimada en Europa
es de un caso por cada 83.000 nacidos vivos, y
de uno por cada 100.000 nacidos vivos en Norte-
américa (2,8,11). En poblaciones especiales, como
la de las Islas Feroe y la comunidad judia del norte
de Africa, la prevalencia es de 1:3.600 y 1:5.400,
respectivamente (11,12).

La enfermedad por almacenamiento del glucégeno
de tipo llla es el subtipo mas comun (78 %), y afecta
el higado, el muasculo esquelético y el cardiaco;
el subtipo lllb afecta a 15 % de los pacientes e
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involucra solo al higado (13,14). Esporadicamente,
se han detectado casos con pérdida selectiva de
la actividad de la glucosidasa (subtipo llic) o de la
actividad de la transferasa (subtipo Ilid) (14-16).
Las caracteristicas clinicas y moleculares mas
importantes de los subtipos de la enfermedad se
presentan en el cuadro suplementario S1.

En la infancia, las principales caracteristicas cli-
nicas de esta enfermedad son la hipoglucemia,
la hepatomegalia, las miopatias esqueléticas y
las cardiomiopatias. En los andlisis bioquimicos,
se encuentra hipoglucemia desencadenada por
el ayuno y aumento de los niveles séricos de
triglicéridos, colesterol, urea, creatina fosfocinasa
(CPK), aspartato aminotransferasa (AST) y alanino
aminotransferasa (ALT).

El gen AGL esta localizado en el cromosoma
1p21.2 y consta de 35 exones que incluyen una
secuencia gendmica de 85 kb (17-19). Hasta la
fecha, se han descrito mas de 100 mutaciones del
gen AGL, especialmente en poblaciones del norte
de Europa y de Egipto, asi como en hispanos y
asiaticos (4-6,9,14,20-31).

Actualmente, el diagnéstico definitivo de la enfer-
medad se establece mediante estudios molecu-
lares no invasivos que detectan las mutaciones
del gen AGL en pacientes con sospecha clinica y
bioquimica de la enfermedad. Esta tecnologia ha
desplazado los métodos utilizados en el pasado,
como la biopsia hepatica y la de musculo, con las
cuales se evidencia la acumulacion de glucdégeno
anormal (dextrina limite) en los hepatocitos y las
alteraciones histolégicas musculares (8,26).

Hasta el momento no existe un tratamiento
especifico para las glucogenosis; sin embargo,
la alimentacién nasogastrica u oral nocturna fre-
cuente, el suministro de maltodextrina (almidén de
maiz) cruda y la alimentacion a intervalos cortos
de tiempo con restriccion de sacarosa, ayudan
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a controlar la hipoglucemia y la hepatomegalia.
Este tipo de tratamientos también restaura el cre-
cimiento de los nifos afectados, y controla las
alteraciones bioquimicas, lo cual mejora la funcion
del musculo esquelético y el cardiaco (8).

No hay estadisticas claras y completas sobre
la incidencia y el espectro de mutaciones del
gen AGL relacionadas con esta enfermedad en
Latinoamérica ni en la poblacién colombiana.

En este contexto, el objetivo del presente estudio
fue describir el fenotipo clinico e identificar las bases
moleculares de la enfermedad por acumulacién
del glucogeno de tipo 1l en un grupo de diez nifios
colombianos con diagnéstico clinico, bioquimico e
histoldgico de la enfermedad.

Materiales y métodos
Poblacién de estudio

El estudio se hizo en diez pacientes pediatricos
(seis nifias y cuatro nifios) de diez familias no
relacionadas, provenientes de varias regiones de
Colombia, pero principalmente de Antioquia, con
diagndstico previo indicativo de la enfermedad,
establecido con base en sus manifestaciones cli-
nicas, el perfil bioquimico y el estudio histolégico.

Todos los pacientes fueron diagnosticados vy
tratados en el Hospital Pablo Tob6on Uribe de
Medellin. Las pruebas de laboratorio clinico para
determinar el diagndstico bioquimico, incluyeron la
determinacion en suero de ALT, AST, bilirrubina total,
bilirrubina directa, gamma glutamiltranspeptidasa
(GGT), fosfatasa alcalina, triglicéridos, colesterol
total, acido Urico, creatina fosfocinasa total (CPK)
y la fraccién MB (CPK-MB), y glucemia en ayuno,
por lo menos, de cuatro horas.

Los pacientes presentaron efectos hepéaticos,
musculares y cardiacos evidenciados por las
alteraciones bioquimicas, y mediante ecografia
abdominal y ecocardiografia. La biopsia de tejido
hepatico se hizo mediante puncién dirigida por
ecografia. En el estudio histopatolégico se utili-
zaron las tinciones de hematoxilina y eosina,
acido perydédico de Schiff (PAS) y tricromica, para
evidenciar la acumulacién de glucégeno en los
hepatocitos y la fibrosis portal con formacién de
bandas delgadas de tejido conjuntivo.

Extraccion del ADN de sangre periférica

Se obtuvo una muestra de sangre periférica por
puncion venosa de los pacientes del estudio y de
un control sano adulto, utilizando tubos de 5 ml con
suplemento de heparina sédica (BD Vacutainer).
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Para la extraccién del ADN gendémico (ADNQ)
a partir de las muestras de sangre, se utilizé un
estuche comercial (QlIAamp DNA Blood Mini Kit™,
Qiagen, USA).

La pureza y la concentracion del ADNg obtenido se
estimaron mediante espectrofotometria, utilizando
el equipo NanoDrop 2000™ (Thermo Fisher
Scientific, USA). La integridad y la cantidad de
ADNg se analizaron en un gel de agarosa al 1 %y
mediante espectrofotometria, respectivamente.

Reacciébn en cadena de la polimerasa y
secuenciacion

Con el objetivo de detectar mutaciones del gen
AGL, los exones 3 al 35 y las regiones intrénicas
circundantes (aproximadamente 50 pb en la regién
5 y 3’ del ex6n) se amplificaron mediante reac-
cién en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando
ADNg como molde.

Se utilizd el estuche comercial PCR Master Mix
2X™ (Thermo Fisher Scientific, USA) en una
reaccion con un volumen final de 30 pl que con-
tenia 150 ng de ADNg y 0,3 pM de cada uno de
los oligonucledtidos. Para todas las reacciones,
se utilizaron los oligonucleoétidos y las condiciones
de la PCR descritas previamente por Goldstein, et
al. (26). Los oligonucledtidos y ciclos usados en
cada una de las PCR se describen en los cuadros
suplementarios 2S y 3S.

Todos los productos de PCR se purificaron y
secuenciaron utilizando un secuenciador auto-
matico Applied Biosystems ABI 3730™ (Thermo
Fisher Scientific, USA) con los oligonucleétidos de
sentido y antisentido utilizados para cada una de
las reacciones de PCR.

Los cromatogramas obtenidos se analizaron con
el programa Vector NTI™ (Invitrogen), utilizando
como referencia la secuencia de la isoforma 1
del gen AGL reportada en la base de datos del
National Center for Biotechnology Information
(NCBI) (NM_000028.2).

La posicién de las variantes se determin6 mediante el
programa Alamut Visual™ (Interactive Biosoftware,
Francia), version 2.7.2, utilizando el genoma de
referencia GRCh38, en tanto que el analisis de la
patogenia de las mutaciones encontradas se hizo
con los programas SIFT, PolyPhen y CADD (32-34).

La nomenclatura utilizada para nombrar las varian-
tes y las mutaciones, se bas6 en las guias de
nomenclatura de la Human Genome Variation
Society (HGVS) (35,36).
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Matriz enfocada en exones basada en la
hibridacion genémica comparativa

Con el objetivo de identificar en una escala de
alta resolucion la ganancia o la pérdida de cromo-
somas completos o regiones subcromosémicas y
cambios del nimero de copias en una resolucion
de exones individuales en la regién 1p21.2 del
cromosoma 1, se hizo un ensayo utilizando una
matriz enfocada en el gen AGL de hibridacién
gendmica comparativa basada en exones (Exome
Array Comparative Genomic Hybridization - Exon
ArrayCGH). El ensayo se hizo en la empresa
GeneDx (GeneDx, Gaithersburg, Maryland, USA),
siguiendo todas las recomendaciones técnicas
sugeridas (37,38).

Consideraciones éticas

Los padres de los pacientes diligenciaron y firmaron
el consentimiento informado para el estudio mole-
cular segun las recomendaciones y la aprobacion
previa del Comité de Bioética para Investigacion
en Humanos de la Universidad de Antioquia y del
Hospital Pablo Tob6n Uribe. Asimismo, el estu-
dio fue revisado por el Comité de Bioética para

Glucogenosis de tipo Il en Colombia

Investigacion en Humanos de la Universidad de
Antioquia y aprobado como investigacion “sin nin-
gun riesgo” segun los lineamientos de la Declaracion
de Helsinki.

Resultados
Resultados clinicos y bioquimicos

La poblacién de estudio estaba conformada por pa-
cientes pediatricos de sexo femenino (n=6) y mas-
culino (n=4) que, en el momento del diagnédstico de
la enfermedad por almacenamiento del glucégeno
de tipo lll, tenian un promedio de edad de 38 meses
(rango de 5 meses a 12 arfios). En el cuadro 1 se
muestran las caracteristicas clinicas de cada uno
de los pacientes, en las cuales predomina la hepa-
tomegalia y las cardiopatias (100 % de los casos).

Los nifios pertenecian a diez familias no relaciona-
das, provenientes de varias regiones de Colombia:
siete de Antioquia (zona centro y norocciden-
tal de Colombia), dos de Cérdoba (zona norte
de Colombia) y uno de Caldas (zona centro de
Colombia). Los padres de tres de los pacientes
(P4, P5y P10) eran consanguineos.

Cuadro 1. Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes con diagnéstico de enfermedad por almacenamiento del

glucégeno de tipo llI

Paciente Ciudad y Edad enel Sexo Consanguinidad Hepatomegalia Cardiopatia Biopsia Signos
departamento momento del
diagndstico

P1 Medellin 5 meses F No + + + Convulsiones
(Antioquia)

P2 Carmen 12 afos F No + + + Cansancio y
de Viboral compromiso
(Antioquia) muscular

P3 Venecia 1 afio M No + + + Convulsiones
(Antioquia) ténico-clonicas

P4 Medellin 18 meses F Si + + + Foco
(Antioquia) epileptiforme y

retardo mental

P5 Riosucio 10 meses F Si + + + Convulsiones
(Caldas)

P6 Cereté 5 afios M No + + + Convulsiones
(Cérdoba) y compromiso

muscular

P7 Medellin 11 meses F ND + + + Retardo del
(Antioquia) crecimiento

P8 Medellin 3 afios M No + + + Sin compromiso
(Antioquia) muscular

P9 Lorica 15 meses M No + + + Compromiso
(Cérdoba) muscular, con

hermano con
EAG I

P10 San Pedro 6 afios F Si + + + Compromiso

(Antioquia) muscular

F: femenino; M: masculino; ND: no determinado; EAG IlI: enfermedad por almacenamiento del glucégeno de tipo IlI
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En la biopsia de tejido hepético de todos los
pacientes, se observaron hepatocitos agrandados
con abundante material intracelular, positivo con
el uso de PAS, correspondiente a glucégeno, asi
como fibrosis de varios grados, lo cual es un signo
complementario de la enfermedad (figura 1).

En los andlisis bioquimicos en suero de los para-
metros de laboratorio, se evidencié un incremento
de la concentracion de CPK y de CPK-MB en 70
y 90 % de los casos, respectivamente (cuadro
2). Se encontrd, asimismo, un incremento en
la concentracién sérica de la ALT, con un valor
promedio de 457 UI/L, y de la AST, con un valor
promedio de 488 UI/L en el 100 % de los casos,
aunque se pudieron evidenciar diferencias entre
los pacientes segun el momento en que se hizo el
estudio bioquimico.

En 60 % de los casos se encontraron valores de
glucosa menores de 70 mg/dl (promedio: 59 mg/
dl), lo cual corresponde a hipoglucemia.

Por ultimo, se evidenciaron valores de triglicéridos
superiores a 200 mg/dl (valor promedio: 318 mg/
dl) en 80 % de los casos y, de colesterol total
superiores a 240 mg/dl, en 30 % de los pacientes
estudiados (valor promedio: 229 mg/dl).

Analisis de mutaciones

Como se observa en el cuadro 3, se identificaron
varios tipos de mutaciones del ADNg de los pacien-
tes. Una de ellas, la mutaciéon ¢.2728C>T en el
exon 22 donde se genera un codon de terminacion
prematuro (p.Arg910X), se detect6 en los pacientes
P2 y P5 en condicién homocigota. El paciente
P5 es hijo de padres consanguineos (figura 2a y
cuadro 3). Del mismo modo, se encontr6 la delecién
€.3216_3217delGA en un paciente hijo de padres
consanguineos (caso P4). Esta delecion homoci-
gotica detectada en el exén 25, induce un cambio
en el marco de lectura a partir del codén 1072 vy,
36 codones corriente abajo, se origina un codén
prematuro de terminacién (p.Glu1072AspfsX36)
(figura 2b y cuadro 3). El paciente P3 es un hetero-
cigotico compuesto, lo que no se habia reportado
previamente en la literatura cientifica, ya que posee
el cambio ¢.2728C>T en el exén 22 en estado
heterocigoético y es igualmente heterocigético para
la delecién ¢.3216_3217delGA en el exén 25 (figura
2c y cuadro 3), alelos no funcionales que explican el
fenotipo del paciente. Los exones 22 y 25 del gen
AGL se secuenciaron en los padres del paciente:
en el padre solo se encontré el cambio ¢.2728C>T
y, en la madre, solo la delecién ¢.3216_3217delGA,
en ambos casos en estado heterocigético.
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Figura 1. Estudio histopatolégico de tejido hepatico obtenido de
pacientes con enfermedad por almacenamiento del glucégeno
de tipo Ill. A. Hepatocitos con membrana celular bien definida,
citoplasma amplio, claro, cargado de glucoégeno y nucleos redon-
deados en forma de haba (célula vegetal), desplazados hacia la
periferia en biopsia hepatica. Hematoxilina y eosina, 400X. B.
Hepatocitos con abundante glucégeno citoplasmico en biopsia
hepatica. Acido peryédico de Schiff (PAS), 400X. C. Fibrosis
portal con formacién de bandas delgadas de tejido conjuntivo
en biopsia hepatica. Tincién tricromica de Masson, 400X.

Los exones 4, 5y 6 del gen AGL no se pudieron
amplificar en las muestras provenientes de los
casos P1, P7 y P10, aun cuando con el mismo
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Cuadro 2. Caracteristicas bioquimicas de los pacientes con diagnostico de enfermedad por el almacenamiento del glucégeno de

tipo 1l
Paciente CPK total CPK-MB Glucemia ALT AST GGT TG CT
(UI/L) (UI/L) basal (mg/dl) (UI/L) (UI/L) (UI/L) (mg/dl) (mg/dl)
P1 775 78 60 217 259 244 273 110
P2 1.705 90 53 291 320 82 127 206
P3 911 105 70 1.037 1.035 120 328 253
P4 1.108 62 ND 379 441 394 290 ND
P5 242 109 49 918 1.164 47 426 177
P6 1.791 113 30 409 319 132 202 165
P7 2.112 126 72 283 235 41 274 239
P8 20 12,7 53 220 219 171 457 483
P9 79 52,5 83 593 589 127 664 264
P10 2.321 169 58 223 307 88 139 170

ND: no determinado; ALT: alanina aminotransferasa; AST: aspartato aminotransferasa; TG: triglicéridos; CPK: creatina cinasa; CPK-MB: creatina

cinasa y fracciéon MB; CT: colesterol total

Cuadro 3. Mutaciones del gen AGL caracterizadas en muestras de pacientes con diagnéstico de enfermedad por almacenamiento

del glucégeno de tipo IlI

Paciente Exones Descripcion de la mutacion Condicién Efecto
afectados
P1 4,5y6 Delecién exones 4, 5 y 6 (confirmado por CGH) Homocigoético Patogénico
P2 22 0.99888024C>T, ¢.2728C>T, p.Arg910* Homocigoético Patogénico
P3 22y 25 0.99888024C>T, c.2728C>T, p.Arg910* y Heterocigético Patogénico
0.99892564_99892565del, ¢.3216_3217del, p.Glu1072Aspfs*36  compuesto

P4 25 0.99892564_99892565del, ¢.3216_3217del, p.Glu1072Aspfs*36  Homocigético Patogénico
P5 22 0.99888024C>T, ¢.2728C>T, p.Arg910* Homocigético Patogénico
P6 ND ND ND ND

P7 4,5y6 Delecion exones 4,5y 6 Homocigético Patogénico
P8 ND ND ND ND

P9 ND ND ND ND

P10 4,5y6 Delecién exones 4,5y 6 Homocigético Patogénico

ND: no determinado; CGH: hibridacién genémica comparativa

protocolo estos exones amplificaron en las mues-
tras del control sano y de los otros pacientes
del estudio. En la figura 3 se presenta un gel
representativo de los productos de PCR del exén
4 de los pacientes y del control; en este caso no
se observan amplicones en los pacientes P1, P7
y P10. Estos resultados se repitieron al analizar
los exones 5 y 6 del gen AGL, lo cual sugiere que
estos pacientes poseen una delecién que incluye
los exones 4, 5y 6 y sus regiones intronicas; los
exones restantes de estos pacientes se amplifi-
caron normalmente mediante PCR. Este resultado
se corroboré en el paciente P1 mediante hibridacion
gendémica comparativa, con la cual se determiné la
ausencia de los exones 4, 5y 6 (figura 4).

Por ultimo, en los pacientes P6, P8 y P9 no se
encontraron mutaciones en los 35 exones y las
regiones intrénicas préximas bajo estudio, por lo
cual no se pudo ofrecer una explicacion molecular
para su fenotipo clinico.

Identificaciéon de polimorfismos

Durante la secuenciacién del gen AGL, se identi-
ficaron cinco polimorfismos de un solo nucleétido
(Single Nucleotide Polymorphism, SNP) muy
frecuentes en la poblacién, ya reportados en la
literatura y que no estadn asociados al fenotipo
clinico de la enfermedad por almacenamiento
del glucogeno de tipo lll. Estos SNP son: c.-
10A>G SNP (cédigo dbSNP rs2307130), ¢.959-
18G>A (rs634880), c.3259+37G>A (rs594249),
€.3836+45G>A (rs2274570) y c¢.3836+53T>A
(rs154104) (cuadro 4).

Discusion

El diagnéstico de la enfermedad por almacena-
miento de glucdgeno de tipo Il exige la combinacion
de estudios clinicos, bioquimicos y moleculares.
Actualmente, el estudio molecular de la enfer-

medad se facilita gracias a la clonacion y a la
caracterizacion molecular del gen AGL, que han
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Figura 2. Analisis del gen AGL mediante cromatograma de las secuencias correspondientes al control sano y a los pacientes P2,
P3y P4. A. Cromatogramas del exén 22 correspondientes al control y al paciente P2. El cambio homocigético ¢.2728C>T se indica
con un recuadro en el nucleétido afectado. B. Cromatogramas del exén 25 del control y del paciente P4; los nucleétidos GA se
sefialan en la secuencia del control con una linea punteada que indica los nucleétidos que se pierden en la delecién homocigética
¢.3216_3217delGA en este paciente; en la secuencia se sefiala con una flecha el lugar donde ocurrié la delecién y se inicia el
cambio en el marco de lectura. C. Se muestran los cromatogramas de los exones 22 (izquierda) y 25 (derecha) del paciente P3
y del control. En el exén 22, el cambio heterocigético ¢.2728C>T se indica con un recuadro en el alelo paterno, mientras que, en
la misma posicion en el alelo materno [=], se conserva el nucle6tido de tipo silvestre. En la secuencia del exén 25, se sefialan los
nucleétidos GA con una linea punteada en la secuencia del control y el alelo paterno del paciente, indicando los nucleétidos que
se pierden en estado heterocigético en el paciente para la delecién ¢.3216_3217delGA [=]. En el alelo materno de la secuencia del
paciente, se sefiala con una flecha el lugar donde ocurrié la delecién y se inicia el cambio en el marco de lectura. La posicién de los
nucledtidos se basa en la secuencia de ADNg reportada en el National Center for Biotechnology Information (NCBI) con el codigo
NM_000028.2 y el genoma de referencia GRCh38.

permitido identificar sus caracteristicas. En este con diagnéstico de esta condicién, establecido
estudio se exploré la presencia de mutaciones del  con base en sus manifestaciones clinicas, el perfil
gen AGL de diez pacientes pediatricos colombianos  bioquimico y el estudio histolégico.
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Figura 3. Electroforesis de productos de PCR del exén 4 del gen
AGL. Dicho ex6n se amplificé mediante PCR a partir de ADN
genémico en los diez pacientes estudiados y en el individuo
sano que sirvié como control positivo (+). Posteriormente, se
realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 2 % utilizando
cada uno de los productos de la PCR y se determind, mediante
la tincién con bromuro de etidio, la presencia de una banda
equivalente a 445 pb. Para el control negativo de la PCR (-),
se utilizaron todos los reactivos de la PCR excepto el ADNg.

En los casos estudiados predominaron las carac-
teristicas clinicas y bioquimicas propias de la
enfermedad: hipoglucemia, hepatomegalia, mio-
cardiopatia, y aumento de las transaminasas y la
CPK, como se ha reportado ampliamente en la
literatura (8,39). Estos signos clinicos se atribuyen
a la degradacién anormal y a la acumulacién de
glucdgeno, lo cual produce disfuncién hepatica
(hipoglucemia, hepatomegalia pronunciada y, en
algunos casos, cirrosis), miopatia esquelética,
cardiomiopatia y crecimiento deficiente (40).

Las cardiomiopatias, con hallazgo de miocardio-
patia hipertréfica en la ecocardiografia, ocurren en
la mayoria de los individuos con el subtipo llla de la
enfermedad y, frecuentemente, aparecen durante
la infancia (39).

La hipoglucemia es una manifestacién clinica tem-
prana de la enfermedad que se debe a un defecto
en la glucogendlisis debido a la deficiencia en la acti-
vidad de la enzima desramificadora de glucégeno,
lo cual conduce a que el glucégeno almacenado en
el higado no pueda ser utilizado para la homeos-
tasis de la glucosa, y resulta en una hipoglucemia
significativa, especialmente después del ayuno.

En contraste con otros reportes de pacientes con
esta condicion, en este estudio se encontré que la
hipoglucemia estaba presente en el 60 % de los
pacientes (39,40), lo cual concuerda con un reciente
estudio de Sentner, et al. (8), quienes reportaron
hipoglucemia en la mitad de los pacientes, lo que,
segun los autores, demuestra que, en pacientes

Glucogenosis de tipo Il en Colombia

con hepatomegalia, transaminasas elevadas e
hiperlipidemia, no se debe obviar el diagndstico de
la enfermedad por almacenamiento del glucégeno
de tipo Il en ausencia de hipoglucemia grave (8).

En general, en este estudio se evidencié un
incremento de la concentracién sérica de las
enzimas CPK, CPK-MB, ALT y AST, lo cual
se correlaciona con la afectacion del musculo
cardiaco y el esquelético, y con la citélisis causada
por la acumulacién anormal de glucégeno en
los hepatocitos, como se constaté en todos los
participantes del presente estudio y en otros
consignados en la literatura cientifica (8,41,42).
También, fue evidente el incremento de los
lipidos séricos al detectarse hipertrigliceridemia
e hipercolesterolemia en 80 y 30 % de los casos,
respectivamente, lo que concuerda con estudios
previos en los cuales se reporta que la concentra-
cién sérica de los triglicéridos en pacientes con
esta enfermedad puede fluctuar entre 200 y 500
mg/dI (39), asi como con los datos reportados en el
International Study on Glycogen Storage Disease
(ISGSDIII) que dan cuenta de concentraciones
elevadas de colesterol en 34 % y de ftriglicéridos
en 72 a 79 % de los casos estudiados (8).

Aunque los parametros clinicos y bioquimicos des-
critos ayudan al diagnostico de la enfermedad,
estos no son especificos y podrian presentarse en
otras enfermedades metabdlicas, especialmente la
glucogenosis de tipo . Por ello, el analisis genético
es determinante para el diagndstico de los pacien-
tes con sospecha de esta enfermedad (8,39).

En este estudio no se investigé la actividad de la
enzima desramificadora del glucégeno en ninguno
de los pacientes; sin embargo, para el diagnéstico
y manejo de los pacientes, se hicieron biopsias del
tejido hepatico, las cuales demostraron hepatocitos
con abundante material intracelular positivo para
PAS correspondiente a glucégeno vy fibrosis en el
100 % de los pacientes, resultados que permitieron
confirmar el diagndstico (8).

En este contexto, en el presente estudio se hizo el
analisis genético de los pacientes cuyas caracteris-
ticas clinicas, parametros bioquimicos y estudios
histolégicos correspondian al diagnéstico de la
enfermedad. En el caso de los pacientes P2 y P5,
se encontrd la mutacion sin sentido ¢.2728C>T en
estado homocigético, la cual induce el cambio del
aminoacido arginina en la posicion 910 por un codén
de terminacion (p.Arg910X), generandose asi una
proteina truncada que pierde el dominio amilo-1,6-
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Figura 4. Hibridacion genémica comparativa (aCGH) enfocada en exones. El ensayo, enfocado en la regién 1p21.2 del cromosoma
1, indic6 que el paciente P1 es homocigético para una delecién que incluye los exones 4, 5y 6 del gen AGL. Asimismo, se observé
un numero de copias normales en el resto de los exones evaluados en este mismo gen. El log ratio se observa en el grafico
(intensidad log2 del fluorocromo en el eje de la X). Las deleciones se observan como desviaciones negativas con respecto al log

ratio (puntos verdes).

glucosidasa y el dominio de unién al glucégeno, y
se clasific6 como deletérea y patogénica segun el
analisis con los programas SIFT, CADD y Polyphen.

Esta mutacién, parte de un compuesto heterocigoto
con la mutacién c.753_756delGACA, se reportd
inicialmente en ltalia, en una paciente de tres afios
de edad diagnosticada con la condicion, cuyo caso
era similar al de los pacientes colombianos desde
el punto de vista clinico, excepto que no presenté
compromiso cardiaco (43). En el 2016, en un estu-
dio multicéntrico que incluia 175 pacientes con esta
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enfermedad provenientes de diez paises, Sentner,
et al., reportaron nuevamente el cambio p.Arg910X,
sin embargo, no aportaron datos adicionales sobre
la frecuencia, el origen y las caracteristicas clinicas
especificas del hallazgo (8).

En el presente estudio, se detect6 en el paciente
P4, hijo de padres consanguineos, la mutacion
homocigética ¢.3216_3217delGA, la cual induce
un cambio en el marco de lectura, con la posterior
aparicion de un codén de parada prematuro
(p.Glu1072AspfsX36) en que la proteina pierde
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Cuadro 4. Polimorfismos encontrados en pacientes colombianos con diagnéstico de glucogenosis de tipo IlI

Cédigo del SNP rs2307130 rs634880 rs594249 rs2274570 rs1541041
Tipo de cambio Sustitucion Sustitucion Sustitucion Sustitucion Sustitucion
Posicién en el gen 5 UTR Intrén 7 Intron 24 Intron 28 Intrén 28
Posicion a nivel de ADNc  ¢.-10A>G €.959-18G>A c.3259+37G>A  ¢.3836+45G>A €.3836+53T>A
Posicién a nivel de ADNg  g.99851033A>G  g.99874669G>A 0.99892644G>A  9.99910892G>A  g.99910900T>A
Paciente Genotipo Genotipo Genotipo Genotipo Genotipo

P1 G/G G/G G/G G/A T/A

P2 A/A G/G G/G G/G T/T

P3 A/A G/G G/G G/G T/T

P4 A/A G/A G/G G/G T/T

P5 A/A G/G G/G G/G T/T

P6 G/G G/G A/A G/G TT

P7 G/G G/A A/A A/A A/A

P8 G/G G/A A/A A/A A/A

P9 G/G A/A A/G G/G TT

P10 G/G G/A A/A A/A A/A

SNP: Single Nucleotide Polymorphism

el dominio amilo-1,6-glucosidasa y el de unién al
glucégeno, con efectos deletéreos evidenciados
por los predictores utilizados. Dicha mutacién
se reportd en el estudio de Goldstein, et al., en
2010 (26), en un paciente de origen desconocido
incluido en una cohorte multiétnica de 25 pacientes
con la enfermedad (26). Asimismo, Sentner, et al.,
la reportaron nuevamente en un paciente de origen
desconocido (8).

Con respecto al paciente P3 de este estudio, es
importante mencionar que, hasta donde se sabe, es
la primera vez que se reporta en el mundo una con-
dicién de compuesto heterocigético para los cam-
bios patogénicos p.Arg910X y p.Glu1072AspfsX36
en un caso de enfermedad por almacenamiento
del glucdgeno de tipo Ill.

En este estudio se identifico también la delecion de
una regién del cromosoma 1p21.2 que comprende
los exones 4, 5 y 6 del gen AGL, en dos pacien-
tes hijos de padres no consanguineos (P1 y P7)
y en uno de padres consanguineos (P10). Los
tres pertenecian a familias aparentemente no
relacionadas, originarias del departamento de
Antioquia. En dichos pacientes la ausencia de
estos exones se determind mediante PCR, y fue
confirmada en el paciente P1 mediante hibrida-
cién genodmica comparativa (Comparative Genomic
Hybridization, CGH), una técnica ampliamente uti-
lizada para determinar deleciones o inserciones
grandes en el genoma (37,38).

En este sentido, es importante mencionar que las
deleciones y duplicaciones grandes del gen AGL
se han reportado en pacientes con la enfermedad

provenientes de ltalia y Egipto (25,44); la delecion
completa del ex6n 3 se encontrd especificamente
en dos afroamericanos reportados en el 2010
(26), lo cual indica el potencial deletéreo que
tienen este tipo de alteraciones del genoma en la
expresion correcta del gen AGL y la aparicion de
esta enfermedad.

El presente estudio constituiria el primer reporte
de pacientes con dicha enfermedad que presentan
una delecion grande de los exones 4, 5y 6. Dado
que estos tres pacientes provienen de un area
geografica determinada, en este caso Antioquia,
se podria pensar en un efecto fundador; sin
embargo, para comprobarlo seria necesario hacer
estudios adicionales para determinar el origen de
dicha delecion mediante la secuenciacion de este
mismo locus en el gen AGL a partir de muestras
obtenidas de los padres de los pacientes y de
otros miembros de las familias. Esto descartaria
la presencia de una delecién de novo y ayudaria
a esclarecer el tipo de herencia presente en cada
uno de ellos.

Con respecto a los pacientes P6, P8 y P9, en
quienes no se evidenciaron mutaciones en los
35 exones y sus regiones intronicas proximas del
gen AGL, serian necesarios estudios adicionales
que permitan determinar el origen genético del
fenotipo clinico que poseen. Por ejemplo, con pro-
cedimientos de nueva generacion, se podria hacer
la secuenciacién completa del exoma y el genoma
(9,45,46) para identificar mutaciones del gen AGL
que incluyan los loci de regulacion de la expresion
génica que no se analizaron en este estudio.
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Si bien los pacientes analizados presentaban un
fenotipo clinico, bioquimico e histopatolégico corres-
pondiente a la enfermedad por almacenamiento
del glucégeno de tipo Ill, y su diagnéstico diferen-
cial se baso en la descripcion de Kishnani, et al.
(40), y otros autores, la secuenciacion amplia del
genoma ayuda a determinar el genotipo mediante
la identificacion de defectos en distintos genes,
por ejemplo, en aquellos relacionados con otros
tipos de glucogenosis. Asimismo, se hace patente
la necesidad de hacer un diagnéstico molecular
completo en aquellos pacientes que poseen enfer-
medades por almacenamiento de glucégeno.

Es probable que algunas de las mutaciones
encontradas en este estudio y ya reportadas
anteriormente en el gen AGL, como es el caso
de las que inducen la aparicion de un conddén
de parada prematuro, sean procesadas por el
mecanismo de degradacion del ARN mensajero
mediada por secuencias sin sentido (Nonsense
Mediated Decay, NMD) (47), como se postula
en otros estudios en los que no se detectd la
presencia de la enzima desramificadora de
glucégeno mediante Western blot en muestras de
pacientes con la enfermedad por almacenamiento
del glucégeno de tipo 1ll con mutaciones similares
(16). Es importante mencionar que, en el presente
trabajo, las mutaciones se clasificaron segln su
efecto esperado en el procesamiento del ARNm y
la secuencia de aminodcidos utilizando los progra-
mas computacionales disponibles y que en ninguno
de los casos se hicieron andlisis in vitro.

Se han reportado varios polimorfismos de un solo
nucleétido (SNP) en el gen AGL en la base de
datos dbSNP del National Center for Biotechnology
Information (NCBI) y la del Exome Aggregation
Consortium (ExAC), la mayoria de ellos en regiones
intrénicas y en algunos exones (6,48,49). En este
estudio, se identificaron cinco SNP ya reportados
en otros estudios (rs2307130, rs634880, rs594249,
rs2274570 y rs154104), de gran frecuencia alélica
en la poblacién. Todos ellos estan ubicados en
regiones intrénicas y su significacién clinica se
cataloga como benigna segun los predictores bio-
informaticos y la dbSNP.

En conclusién, en el presente estudio se analiz6
el gen AGL de diez pacientes colombianos con
diagndstico clinico e histolégico de enfermedad
por almacenamiento del glucégeno de tipo llI,
mediante PCR, CGH y secuenciacion. Se encon-
traron mutaciones sin sentido, deleciones de dos
nucleotidos y deleciones grandes relacionadas con
el fenotipo clinico de los pacientes.
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Este es el primer reporte en Colombia, y uno de
los primeros a nivel latinoamericano, sobre el
espectro de mutaciones del gen AGL de pacientes
de origen colombiano con esta enfermedad. El
estudio permiti6 confirmar el diagnostico de la
enfermedad, lo cual les garantiza la oportunidad
de acceder a tratamientos que mejoren su calidad
de vida, ademas de una correcta asesoria genética
para las parejas que estan en riesgo de tener hijos
con esta enfermedad.
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Glucogenosis de tipo Il en Colombia

Cuadro suplementario 1. Caracteristicas clinicas y moleculares mas importantes de los subtipos de la enfermedad por
almacenamiento de glucogeno de tipo Il (EDG IIl)

Tipo Organo afectado Gen Frecuencia en los Otros hallazgos
afectado pacientes con EDG llI
EDG llla Higado, musculo AGL 78 % Cardiopatias, hepatomegalia e hipoglucemia
y corazén Niveles elevados de CK, ALT y AST
EDG lllb Higado AGL 15 % Hepatomegalia e hipoglucemia
Niveles elevados de ALT y AST
EDG llic Musculo AGL Escaso Pérdida de funcién de la amilo-1,6-glucosidasa
EDG Illd Musculo e higado AGL Escaso Pérdida de funcion de la 1,4-glucantransferasa

CK: creatina; ALT: alanina aminotransferasa; AST: aspartato aminotransferasa

Cuadro suplementario 2. Protocolos de PCR para amplificar los exones del gen AGL

Grupo A

Exén 3 Exén 4 Exén 9 Exon 14 Exén 21

95°C-->2m 95 °C--->2m 95°C--->2m 95°C--->2m 95 °C--->2m

95°C-->30s 95°C--->30s 95°C--->30s 95°C--->30's 95°C--->30's

56,4 °C-->30's x 35 56,4 °C --->30's x 35 52,4°C-->30s x 35 55,4°C--->30s x 35 58,1 °C-->30s x 35
72°C--->30s 72°C--->30s 72°C--->30s 72°C--->30s 72°C--->30s
72°C--->7m 72°C--->7m 72°C--->7m 72°C--->7m 72°C--->7m

Tamafio del amplicon 365 pb  Tamafo del amplicon 445 pb  Tamafio del amplicon 440 pb  Tamafo del amplicén 423 pb  Tamafo del amplicon 362 pb
Grupo B

Ex6n 6 Exén 12 Exon 13 Exon 22 Exén 26

95°C--->2m 95°C--->2m 95°C--->2m 95 °C--->2m 95°C--->2m
95°C--->30s 95°C--->30's 95°C--->30's 95°C--->30's 95°C--->30's
546°C--->30s x 35 61,4°C--->30s x 35 552°C-->30s x 35 52,6 °C--->30s x 35 53,56 °C--->30s x 35
72°C--->35s 72°C--->35s 72°C--->35s 72°C--->35s 72°C--->35s
72°C--->7m 72°C--->7m 72°C--->7m 72°C--->7m 72°C--->7m

Tamarfo del amplicon 310 pb  Tamario del amplicon 256 pb  Tamarfio del amplicon 323 pb  Tamario del amplicon 253 pb  Tamario del amplicon 310 pb
Exon 28 Exon 30 Exon 32 Exoén 35

95°C-->2m 95°C--->2m 95°C-->2m 95°C--->2m

95°C--->30s 95°C--->30s 95°C--->30s 95°C--->30's

58,6 °C-—->30s x 35 54,4°C--->30s x 35 57,4°C-->30s x 35 57,4°C-->30s x 35

72°C--->35s 72°C--->35s 72°C--->35s 72°C-->35s

72°C--->7m 72°C--->7m 72°C--->7m 72°C--->7m

Tamario del amplicon 245pb  Tamafio del amplicon 271 pb  Tamario del amplicon 225 pb  Tamafio del amplicén 253 pb

Grupo C

Exon 5 Exones 7-8 Exones 10-11 Exones 19-20 Exones 33-34

95 °C--->2m 95°C--->2m 95 °C--->2m 95°C--->2m 95 °C--->2m
95°C--->30's 95°C--->30s 95°C--->30's 95°C--->30s 95°C--->30s
55,4°C--->30s x 35 56,4 °C --->30's x 35 59,6 °C --->30's x 35 57,3°C--->30s x 35 54,5°C--->30s x 35
72°C--->45s 72°C--->45s 72°C--->45s 72°C--->45s 72°C--->45s
72°C-->7m 72°C-->7m 72°C--->7m 72°C--->7m 72°C-->7m

Tamafio del amplicon 500pb  Tamafo del amplicén 568 pb  Tamafio del amplicon 517 pb  Tamaro del amplicon 536 pb  Tamaro del amplicén 586 pb
Grupo D Grupo E

Exon 15-16 Exon 27 Exén 17-18 Exon 23-24

95 °C--->2m 95°C--->2m 95°C--->2m 95°C--->2m
95°C--->30's 95°C--->30's 95°C--->30s 95°C--->30's
55°C--->30s x 35 58,5°C-->30s x 35 55°C--->30s x 35 58,1°C--->30s x 35
72°C--->45s 72°C--->45s 72°C--->45s 72°C--->45s
72°C--->7m 72°C--->7m 72°C--->7m 72°C--->7m

Tamafio del amplicon 639 pb  Tamafio del amplicon 601 pb Tamario del amplicon 631 pb Tamafio del amplicéon 639 pb
Grupo F

Exoén 25 Exén 29 Exoén 31

95 °C--->2m 95 °C--->2m 95 °C--->2m

95°C--->30s 95°C--->30's 95°C--->30's

52,5°C-->30s x 35 52,3°C--->30s x 35 52,7°C-->30s x 35

72°C--->45s 72°C--->45s 72°C--->45s

72°C--->7m 72°C--->7m 72°C--->7m

Tamafio del amplicon 425 pb  Tamafio del amplicon 382 pb  Tamarfio del amplicon 442 pb
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Cuadro suplementario 3. Oligonucleétidos utilizados para amplificar los exones del gen AGL mediante PCR, con base en el articulo
de Goldstein, et al., 2010

Exén Oligonucleétidos (secuencia 5’ — 3’) Tamaiio del
amplicén
Sentido Antisentido
3 CTTCGAACATGTAAGTGCCG TGCACAAATCAAGTTTTAGACCC 365 pb
4 CAGCATTAGGTTTGCGGAGT GACCTGCCATGGTTCATACA 445 pb
5 GCTTTTCCATTAAGTTTTGTTGC TGCGGAACTGTGAGTCAAAC 500 pb
6 GGTTTTGTTTGTTTGTTTTTACAG GTGTGTGTGCATAAATTCTCATC 310 pb
7-8 CAGTTTCAATTTAATTATGAGATACTCC TTACATTTCTTAAAATCGATAGGAAC 568 pb
9 ACACAGCAGGATGAGAAGGG TGGGAAAATGTCATGTGCTG 440 pb
10-11 CCCGATGAATATATTTAAGGTTTCTG GAAATGTACTGAACTCACATGTTAAAG 517 pb
12 TTGCAAATTTATATTCTCTCCAAGG GCCATGAACTATTCTTTCCCC 256 pb
13 GTGTTTCCTTGAAGTAATTGTTTTC CTTAAGGAAAGCTAGGAAGGAAC 323 pb
14 CAAATCATGCCTCCTTTTGTC GAAATGAGGTATCTTACCCCACCG 423 pb
15-16 TTCCTGGACATAAATAATGAAGATTG TGTTGGCCATGTAGGTTTTAAG 639 pb
17-18 TTCTTAAAACCTACATGGCCAAC TTTCTCAAGTACGTCCACAGTAGC 631 pb
19-20 CCTTCCTAATTTTGGATGATTCC CTTGTGCATGTGGATCAAGAC 536 pb
21 TTGAGCTCAAACTGTTGACTTTAC GGTCCTTGGACCGTACTTTG 362 pb
22 TTCTATTGACAACAAGCGAAAC AAAGAAGACACCAGATGACCC 253 pb
23-24 GCAGAATAGGGACTAGAGGATATAGG CAACACAGATATGCCCATTTATTC 639 pb
25 TCATTTGAAGGAAAGAAACCAA GCATGGTTATTATTTTTATGAGTGAA 445 pb
26 GCCTTGTACCCCAGGTTTAG TCCCAAATGTTAAGAAAAGATGG 310 pb
27 GGGAGTCACACAGATTGTTAGC GTACCAGCAGGTGCCAAATC 601 pb
28 CAGTTGTCGGATTTGGGG TGCAAGGTTTAATTTCATCACC 245 pb
29 AACTGAGCTTTAGAGTGGTTGTCC AGGCAGGGAAATTTTGATTG 382 pb
30 CAATTGTTTACCGAATGCCC GAATCAAATGATGATTACATAGGTTG 271 pb
31 TCAGACTGGCCACATTTTCC AGTGAATTTGAAAACAAATGGG 442 pb
32 TGGGTAGGAACTAATTCTTCTGTG TGGTTGATGTCAATGTATTTG 225 pb
33-34 TGTACTAATGCCGAGCTTATTCTG AGGCTTCACTTTTCATTGGG 586 pb
35 CACCAGGTCTTGCCTATTTTG ATTTACATATGACCTTGCATCC 253 pb
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