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Resumen 
Introducción: La enfermedad por Almacenamiento de Ésteres de Colesterol (CESD; Cholesteryl Ester Storage 
Disease) es una enfermedad de depósito lisosomal, su presentación es bastante variable y su diagnóstico 
constituye un desafío. Además, existe un número de anomalías observadas en los pacientes con CESD que 
se sobreponen a diagnósticos más comunes, siendo probable que sea subdiagnosticada. La mayoría de 
pacientes relatados hasta el momento son portadores de la mutación E8SJM en el gen LIPA. En este sentido, 
el auxilio en el diagnóstico es fundamental pues existen opciones de terapia en desarrollo. Diseño: Estudio 
observacional. Objetivo: Estandarizar la técnica de PCR en tiempo real para la detección de la mutación 
más frecuente, E8SJM, en muestras de sangre periférica y de biopsia hepática para el auxilio diagnóstico de 
CESD y futuros estudios de prevalencia de la mutación. Institución: Centro de Terapia Génica del Hospital de 
Clínicas de Porto Alegre (HCPA), Brasil. Material biológico: Muestras de ADN extraídas de sangre periférica 
y tejido hepático parafinado. Principales medidas de resultados: Presencia/Ausencia de la mutación E8SJM. 
Resultados: Se estandarizó la reacción de PCR en tiempo real, la mutación fue detectada correctamente 
y posteriormente validada por secuenciación de Sanger. La mutación fue analizada en 137 muestras y 
encontrada en apenas una paciente que ingresó al Servicio de Genética Médica del HCPA con diagnóstico 
clínico y bioquímico de CESD/Wolman. Conclusiones: La técnica de PCR en tiempo real es ideal para la 
detección rápida y en gran escala de la mutación frecuente asociada a CESD. 
Palabras clave: Enfermedades por Almacenamiento Lisosomal; Esterol Esterasa; Enfermedad de Acumulación 
de Colesterol Éster; Enfermedad de Wolman; Técnicas de Diagnóstico Molecular.

Abstract 
Introduction: Cholesteryl Ester Storage Disease (CESD) is a lysosomal storage disorder, its presentation is 
highly variable and its diagnosis challenging. In addition, there are several abnormalities observed in patients 
with CESD who overlap with more common diagnoses and are likely to be underdiagnosed. Most patients 
reported to date are carriers of the E8SJM mutation in the LIPA gene. In this sense, diagnostic assistance 
is essential because there are options for therapy in development, as well as mutation prevalence studies. 
Design: Observational research. Objective: To standardize the real-time PCR technique for the detection of 
the most frequent mutation, E8SJM, in peripheral blood and liver biopsy specimens for the diagnosis of CESD 
and future mutation prevalence studies. Institution: Center of Gene Therapy of the Hospital de Clinicas de 
Porto Alegre (HCPA), Brazil. Biological material: DNA samples extracted from peripheral blood and paraffin-
embedded liver tissue. Main outcome measures: Presence / Absence of E8SJM mutation. Results: The 
PCR reaction was standardized in real time; the mutation was correctly detected and validated by Sanger 
sequencing. The mutation was analyzed in 137 samples and found in only one patient who entered the 
Medical Genetics Service of the HCPA with clinical and biochemical diagnosis of CESD/Wolman. Conclusions: 
The real-time PCR technique is ideal for rapid and large-scale detection of the frequent CESD-associated 
mutation. 
Keywords: Lysosomal Storage Diseases; Sterol Esterase; Cholesterol Ester Storage Disease; Wolman Disease; 
Molecular Diagnostic Techniques.
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INTRODUCCIÓN 

La enfermedad por Almacenamiento 
de Ésteres de Colesterol (CESD; OMIM 
278000) es una enfermedad rara, de 
herencia autosómica recesiva, que per-
tenece al grupo de enfermedades por 
depósito lisosomal. La CESD es causada 
por mutaciones en el gen LIPA (10q23.2-
23.3) que afectan la actividad enzimática 
de la enzima lipasa ácida lisosómica (LAL, 
EC 3.1.1.13) (1). Este gen, compuesto por 
10 exones, codifica una proteína de 399 
aminoácidos. Hasta el momento fue-
ron descritas más de 30 mutaciones (de 
sentido erróneo, sin sentido, en sitios de 
splicing, pequeñas y grandes deleciones 
y rearreglos complejos (2) (Figura 1). 

La enzima LAL es responsable por la 
hidrólisis intracelular de triglicéridos y 
de ésteres de colesterol derivados de las 
lipoproteínas plasmáticas (3). Su deficien-
cia lleva a la acumulación progresiva de 
estas moléculas en varios órganos y sub-
secuentemente causa enfermedad hepá-
tica, niveles elevados de transaminasas y 
de esteres de colesterol LDL en el suero. 
Ocurre hepatomegalia, causado por es-
teatosis hepática y fibrosis, que pueden 
llevar a cirrosis micronodular y muerte (4). 

La presentación clínica de la CESD es 
bastante variable. Mientras que algunos 
pacientes presentan enfermedad hepáti-
ca en la infancia, otros no son diagnos-
ticados hasta que las complicaciones de 
manifiestan en la edad adulta (5). 

El diagnóstico de la CESD es un desa-
fío. En ocasiones la hepatomegalia es el 
signo principal, y a veces, el único signo 
clínico. En el caso de que se realice una 
biopsia hepática, se observa la combina-
ción de acumulación de macrófagos con 
evidencia microscópica de almacena-
miento lipídico intralisosomal (5). Bioquí-
micamente, la enfermedad es reconocida 
por una marcada reducción en la activi-
dad de la lipasa ácida lisosomal (con ac-
tividad residual debajo de 10% de lo nor-
mal) (6,7). Molecularmente, la enfermedad 
es confirmada por análisis del gen LIPA y 
la detección de variantes patogénicas. La 
principal técnica utilizada es la del PCR 
convencional donde cada uno de los 10 
exones es amplificado y secuenciado uti-
lizando el método de Sanger (4). 

Un factor complicador es el hecho de 
que algunas características clínicas, radio-
lógicas y bioquímicas de la CESD son co-
munes en pacientes que presentan otras 
enfermedades hepáticas, incluyendo la 
enfermedad hepática grasa no alcohólica 
(NAFLD, nonalcoholic fatty liver disea-
se), la esteatosis hepática no alcohólica 
(NASH, nonalcoholoic steatohepatitis) y 
la cirrosis criptogénica, entre otras  (8-11). 
Por lo tanto, es probable que los pacien-
tes con CESD sean erróneamente diag-
nosticados, o no sean diagnosticados. La 
prevalencia estimada de CESD en la po-
blación caucásica e hispánica es de ~0.8 
cada 100 000 (~1 en 130 000; 95% CI: ~1 
en 90 000 a 1 en 170 000) (12,13). 

La grande mayoría de pacientes con 
CESD, aproximadamente 60% (95% IC: 
51%-69%), son portadores de la muta-
ción E8SJM (c.894G>A) en por lo menos 
un alelo (4,13,14). Esta mutación introduce 
un sitio de splicing alternativo, resultan-
do en la deleción del exon 8 en el mRNA 
y originando una proteína 24 aminoáci-
dos más corta. Esta observación justifica 
la utilización de la detección de esta mu-
tación como un procedimiento inicial en 
el proceso de genotipaje y hasta mismo 
como herramienta auxiliar en el proceso 
diagnóstico. El desarrollo de la terapia de 
reposición enzimática para la CESD hace 
que el diagnóstico necesite ser rápido, 
específico, siendo de extrema importan-
cia, una vez que la terapia parece cam-
biar substancialmente la historia natural 
de la enfermedad (15,16). 

Sin embargo, antes de que sea apli-
cable, es necesario la estandarización de 
las técnicas implicadas, desde el procesa-
miento de las muestras hasta el análisis e 
interpretación de los resultados. 

MÉTODOS 

Material Biológico 

Fueron utilizados: 1) noventa y seis 
muestras de sangre periférica (EDTA) de 
individuos sanos como controles norma-
les, 2) una muestra positiva para la muta-
ción E8SJM, extraída de sangre periférica 
y 3) cuarenta muestras de tejido hepáti-
co parafinado proveniente de pacientes 
sometidos a trasplante hepática en el 

Hospital de Clínicas de Porto Alegre, con 
diagnóstico prévio de NASH o de cirrosis 
criptogénica. 4) Además, fue incluida en 
el análisis una muestra de ADN extraída 
de sangre periférica de una paciente que 
entró al Servicio de Genética Médica del 
HCPA (SGM-HCPA) con diagnóstico clí-
nico y bioquímico de CESD/Wolman. La 
paciente, de 3 años de edad, presentaba 
hepatomegalia, esteatosis hepática y en 
los exámenes laboratoriales un discreto 
aumento de aminotransferasas y aumen-
to moderado de colesterol y triglicéridos. 
Los resultados histológicos y de micros-
copia electrónica sugerían enfermedad 
de Wolman o de Depósito de ésteres 
de colesterol (CESD). Bioquímicamente 
se detectó una actividad enzimática de 
la lipasa ácida en leucocitos disminuida: 
1,1nmol/h/mg prot (valor de referencia: 
112-378). 

Métodos 

La extracción de ADN a partir de sangre 
periférico fue realizada con el kit co-
mercial Easy-DNA® (Invitrogen, USA), de 
acuerdo a las indicaciones del fabricante. 
La extracción de DNA a partir de tejido 
hepático parafinado fue realizada utili-
zando el método de Coura et al (2005). 
Los ADN obtenidos fueron cuantificados 
y la pureza fue analizada en el espectro-
fotómetro NanoDrop® ND-1000 (Thermo 
Scientific, USA). 

La identificación de la mutación fre-
cuente, E8SJM, fue realizada por PCR en 
tiempo real utilizando el sistema de ge-
notipaje Taqman® SNP, utilizando sondas 
y cebadores personalizados: Cebadores: 
5’-CTG GAA CTT CTG TGC AAA ACA TGT-
3’ y 5’-CCC CAA ATG CAC TCC TGG AA-3’; 
Sonda Taqman 1 para la secuencia nor-
mal: VIC/5’-TGG AGC CAG GTA GGC-3’/
NFQ; Sonda Taqman 2 para la mutación 
E8SJM: FAM/5’-TGG AGC CAA GTA GGC-
3’/NFQ) y el StepOnePlusTM Real-Time 
PCR System (Applied Biosystems, USA). 
La sonda Taqman de la secuencia normal 
y de la mutación E8SJM fueron marcadas 
con los fluorocromos VIC (verde) y FAM 
(azul), respectivamente. 

La reacción de PCR en tiempo real fue 
realizada siguiendo las instrucciones del 
fabricante, con algunas modificaciones, 
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utilizando 100ng de ADN por reacción, 
cada muestra fue analizada en triplicado. 
El programa de amplificación incluye lo 
siguiente (ver tabla 1).

La colecta de datos es realizada a 
medida que la reacción de PCR ocurre, 
donde es detectada la señal fluorescen-
te producida proporcionalmente du-
rante la amplificación del ADN blanco. 
Los productos de PCR fueron analizados 
utilizando el gráfico de multicomponen-
tes proporcionado por el StepOnePlusTM 
software (v2.3). El análisis de los datos 
se traduce en la evaluación de las curvas 
de amplificación (Figura 2A), en las que 
se representa la fluorescencia detectada 

versus el número de ciclos de PCR. Los re-
sultados fueron expresados en ausencia/
presencia de la mutación.

Para la confirmación del alelo positi-
vo para la mutación E8SJM en el PCR en 
Tiempo Real, la secuenciación se realizó 
por el método de Sanger del exon 8 uti-
lizando los primers forward 5’-TTAGT-
GCTTTGAAGGGCAAAA-3’ y reverse 3’-TC-
TATTTGGAAAGGGTTTGCAT-5’, diseñados 
utilizando el software online Primer3 
v.0.4.0. No se utilizó ningún paquete es-
tadístico pues el presente estudio es un 
análisis cualitativo de ausencia/presencia 
de mutación.

Consideraciones Éticas

La presente investigación fue aprobada 
por sus aspectos éticos y metodológicos 
por el Comité de Ética en Investigación 
(CEP) del Hospital de Clínicas de Porto 
Alegre (proyecto 13-0189).

Resultados 

La extracción de ADN a partir de san-
gre periférica fue realizada con éxito. Se 
obtuvo un promedio de 205 ng/uL con 
razón de pureza (DO 260/280) de 1.85. 
Originalmente el protocolo propuesto 
por Coura et al (2005) fue utilizado para 
la extracción de ADN a partir de tejido de 
carcinoma colorrectal parafinado, esta 
técnica se caracteriza por ser una alter-
nativa simple y de bajo costo. Esta téc-
nica resultó ser reproducible en nuestra 
investigación, permitiéndonos extraer 
ADN con cantidad y calidad suficiente 
para la realización de los análisis mole-
culares. Para el ADN extraído de tejido 
parafinado se obtuvo una concentración 
promedio de 54ng/uL con razón de pu-
reza (DO 260/280) de 1.88. El detalle de 
las concentraciones de algunas muestras 
de DNA analizadas en este estudio se en-
cuentra en la tabla 2. 

La Figura 2A muestra el gráfico de 
la cinética de amplificación por PCR en 
tiempo real del DNA extraído a partir 
de sangre periférica. Durante los ciclos 
iniciales de la reacción de PCR no se pre-
sentó ningún cambio significativo de la 
intensidad de la fluorescencia emitida. La 
referencia pasiva (línea roja) permaneció 
constante a lo largo del proceso de PCR. 
Se observó que el número de ciclos nece-
sarios para comenzar a obtener señal de 
fluorescencia detectable fue en prome-
dio 26 (valor Ct). En el control positivo, se 
observa la amplificación del alelo normal 
(verde) y del alelo mutado (azul), corres-
pondiendo a un heterocigoto para la mu-
tación E8SJM. Para el ADN extraído del 
tejido hepático parafinado, el valor Ct fue 
en promedio 28. No fue detectada la mu-
tación E8SJM en ninguna de las muestras 
de ADN extraídas de tejido parafinado de 
pacientes con diagnóstico de NASH o ci-
rrosis criptogénica. La mutación tampoco 
fue detectada en ninguna muestra de los 

Tabla 1. Resumen de algunos resultados de la extracción de DNA y los genotipos determinados por 
ensayo TaqMan.

Denaturación inicial 95°C 10 minutos 1 ciclo

Denaturación 95°C 15 segundos

40 ciclosAlineamiento 58°C 30 segundos

Extensión 60°C 30 segundos

Extensión final 58°C 1 minuto 1 ciclo

Tabla 2. Resumen de algunos resultados de la extracción de DNA y los genotipos determinados por 
ensayo TaqMan.

Sangre periférico Tejido hepático parafinado

Código
Conc. DNA 

(ng/μL)
Genotipo Código

Conc. DNA 
(ng/μL)

Genotipo

1 200.5 G/G 11 51.8 G/G

2 180.2 G/G 12 71.0 G/G

3 130 G/G 13 101 G/G

4 145.1 G/G 14 61.8 G/G

5 269 G/G 15 71.3 G/G

6 150.6 G/G 16 52.8 G/G

7 324 G/G 17 52.7 G/G

8 186.1 G/G 18 46.9 G/G

9 192 G/G 19 44.8 G/G

10 210.1 G/G 20 46.4 G/G

Control 99.1 G/A

Paciente con 
sospecha clínica 

de CESD
109 G/A
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controles normales. Esta mutación fue 
detectada en la paciente de 3 años que 
entró al SGM-HCPA con sospecha clínica 
de CESD (Figura 2A). 

Debido a que la secuenciación por 
el método de Sanger ser considerado el 
“gold estándar” para el diagnóstico mo-
lecular de mutaciones, fue realizado la 
secuenciación del exon 8 para la confir-
mación del resultado obtenido por el PCR 
en tiempo real, confirmándose el estado 
en heterocigosis de la mutación E8SJM 
(Figura 2B). 

Discusión 

La enfermedad por Almacenamiento de 
Ésteres de Colesterol (CESD) es una en-
fermedad genética rara. Aunque hasta la 
fecha se han descrito aproximadamente 
155 casos en el mundo, es probable que 
la enfermedad sea más frecuente y las 
formas menos graves estén siendo sub-
diagnosticadas (4,17,18,19). 

La dificultad de su diagnóstico radica 
en la heterogeneidad de la enfermedad 
y en la ausencia de síntomas específicos, 
los cuales se pueden sobreponer con las 
de otras enfermedades (20,21). Un estudio 
reveló la presencia de casos de CESD en 
grupos de pacientes con hipercoleste-
rolemia, de 276 individuos analizados, 5 
presentaron una variante patogénica en 
el gen LIPA, existiendo 2 heterocigotos 
para E8SJM (22). Un segundo trabajo, con 
un objetivo similar, tamizó la mutación 
E8SJM en pacientes con elevación ais-

lada de LDL, hiperlipidemia combinada, 
deficiencia de HDL y dislipidemia mixta; 
de los 1375 pacientes analizados, 6 indi-
viduos presentaron la mutación E8SJM, 
siendo 3 de estos, heterocigotos com-
puestos y así afectados con CESD (23). La 
identificación de portadores y afecta-
dos en estas poblaciones, implica que la 
misma está enriquecida con portadores 
de mutaciones en el gen LIPA y subraya 
la importancia de las pruebas genéticas 
para las enfermedades raras en las cua-
les las manifestaciones clínicas pueden 
superponerse al fenotipo de trastornos 
más prevalentes. A pesar de la gran se-
mejanza en las manifestaciones clínicas Figura 1. Mutaciones descritas en el gen LIPA2.

Figura 2. Detección por PCR en tiempo real (Taqman) de los alelos selvaje (verde) y mutado 
(azul) E8SJM. (A) Heterocigoto para la mutación E8SJM (B) Electroferograma de la secuencia 
en forward correspondiendo al exon 8 del gen LIPA mostrando la mutación frecuente p.E8SJM 

(c.894GA) en heterocigosis (flecha roja).



413

Detección de la mutación E8SJM en el gen LIPA, por PCR en Tiempo Real
Diana Rojas Málaga y col.

entre estas enfermedades hepáticas NA-
FLD, NASH, cirrosis criptogénica y CESD, 
no se ha publicado en la literatura algún 
trabajo donde haya sido estudiado una 
cohorte de pacientes, inicialmente diag-
nosticados con estas enfermedades con 
el fin de excluir CESD, confirmando así la 
hipótesis diagnóstica inicial. 

Diferentes estudios han utilizado dis-
tintas fuentes para obtener el ADN para 
la detección de mutaciones en el gen 
LIPA (leucocitos extraídos de sangre peri-
férica, sangre impregnada en papel filtro, 
fibroblastos, saliva, entre otros), así como 
diferentes metodologías para la detec-
ción de las variantes en el gen (MS-PCR, 
secuenciación por Sanger y RT-PCR)  (4,12). 
Existen otras técnicas moleculares mo-
dernas, entre ellos la secuenciación de 
nueva generación utilizando paneles de 
genes o secuenciación del exoma, que 
presentan varias ventajas como la rapidez 
de resultados y la posibilidad de analizar 
varios en paralelo; sin embargo, el costo 
de estos análisis hace inviable su utiliza-
ción como herramienta de tamizaje (24). 
En este trabajo proponemos el PCR en 
tiempo real como una herramienta para 
el tamizaje a gran escala de la mutación 
E8SJM (presente en 60% de los pacien-
tes), asociada a la CESD (13). En este es-
cenario, nuestra investigación trae como 
novedad la utilización de ADN extraído 
de tejido hepático parafinado usando un 
protocolo casero de bajo costo, seguido 
de PCR en tiempo real para la detección 
de la mutación.

La técnica de PCR en tiempo real, con 
la utilización de las sondas Taqman, fue 
estandarizada y permitió determinar rá-
pidamente la presencia o ausencia de la 
alteración génica más común. A pesar de 
que la mutación E8SJM no fue detectada 
en ninguna de las muestras analizadas, 
la utilidad clínica de este ensayo fue de-
mostrada con el análisis molecular de la 
paciente con diagnóstico clínico y bio-
químico de CESD/Wolman. La detección 
de la mutación por PCR en tiempo real 
fue realizada de manera exitosa, encon-
trándose en estado de heterocigosis, lo 
cual significa que la paciente posee una 
copia del gen mutado y confirmado por 
secuenciación de Sanger (Figura 2B). 

El PCR en tiempo real representa una 
técnica simple, rápida y confiable para 

un tamizaje inicial en el diagnóstico de 
CESD, pudiendo incluso ser utilizada en 
estudios de prevalencia de CESD. Contar 
con esta herramienta para el auxilio de 
tamizaje a gran escala de esta mutación 
es fundamental desde que no existen da-
tos de prevalencia en Latinoamérica.
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