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1. ASPECTOS HISTORICOS DE LA ENFERMEDAD DE GAUCHER

En 1882, el investigador clinico francés Philippe Charles Ernest Gaucher describi6 el
caso de una paciente con esplenomegalia que el identific6 como un epitelioma (1),
encontrando células andmalas de gran tamaiio en el bazo. En breve aparecieron nuevas
comunicaciones sobre pacientes con similares caracteristicas clinicas, aplicandose el
término de “Enfermedad de Gaucher” (EG) a estos pacientes. La impresion inicial
sugeria que los acumulos de células grandes que aparecian en el bazo o en la médula
Osea correspondian a una proliferacion neoplésica probablemente de origen epitelial.
Sin embargos a principios del siglo XX se invalida esta hipdtesis cuando se establece la
incidencia familiar del proceso (2). Ademés se comprobd que la edad en que los
sintomas y signos de la enfermedad hacian acto de presencia variaba de forma
considerable de unos pacientes a otros (3,4). La afectacion neuroldgica en un paciente
con caracteristicas clinicas de EG se comunic6 por primera vez en el afo 1927 (5). Los
cuadros neuroldgicos graves de aparicion en los primeros afios de vida se identificaron
como el tipo 2 de la enfermedad mientras que la mayoria de los pacientes que no

presentaban afectacion neuroldgica eran clasificados dentro del tipo 1 de la enfermedad.

En 1924 Lieb comprobd que el material acumulado eran esfingoglucolipidos,
identificandolo erroneamente como galactocerebrosido (6). Una década después

Aghion demostrd que el material acumulado era realmente glucocerebrosido (7).

En 1956, al conocerse que un componente importante del tejido cerebral y del cordon
espinal era un galactocerebrosido (6), se creyd que probablemente la alteracion de estas
c€lulas era debida a una anomalia en el metabolismo de los carbohidratos, aspecto que
se descarto al demostrarse que el test de tolerancia a la galactosa era normal. Igualmente
estudiando cortes histologicos de tejido esplénico de pacientes afectados y
comparandolos con los de sujetos normales marcando con glucosa-C14 o galactosa-
Cl14, se demostré que los pacientes podian incorporar glucocerebrosido y
galactocerebrosido, deduciéndose que por tanto el defecto no estaba en el proceso
anabolico sino probablemente en el catabolico (8). En 1965 las investigaciones
realizadas por el grupo de Brady consiguieron determinar por primera vez la actividad
enzimatica de B-glucocerebrosidasa (GC) en tejidos, demostrando ausencia de actividad

de este enzima en los pacientes con EG (9).
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Durante décadas el diagnostico definitivo de EG se obtenia a partir de una muestra de
médula 6sea del paciente comprobando por microscopia optica la presencia de células
grandes y de aspecto espumoso, sin embargo este procedimiento tenia importantes
problemas debido a la distribucion no uniforme de las células de Gaucher en la médula
6sea y la posibilidad de confundir esas células con las encontradas en otras
enfermedades de acumulo lisosomal como la enfermedad de Niemann-Pick y otras
enfermedades hematoldgicas o infecciones cronicas. Brady descubrio la existencia de
actividad de GC en leucocitos y posteriormente Kampine demostré la actividad
disminuida en leucocitos de pacientes con EG (10). La posterior modificacion de la
determinacion de la actividad de GC en leucocitos usando un glucosido fluorogénico se

ha generalizado como el “método oro” de diagnoéstico de EG (11).

En 1983 Barneveld localiza el gen de la GC humana en el cromosoma 1 (12), siendo
clonado por primera vez en 1984 por Ginns (13); conociéndose en la actualidad mas de

200 mutaciones (14).

Tras la demostracion del déficit enzimatico en la enfermedad de Gaucher, la linea de
investigacion se centr6 en el desarrollo de un tratamiento efectivo. Brady (8) inici6 en
los afios 60 el camino hacia la terapia enzimadtica sustitutiva. Sin embargo fue un
proceso dificultoso que requiri6 mas de dos décadas para alcanzar un resultado
satisfactorio. En la década de los 70 el grupo de investigadores dirigido por Brady
descubrié que la placenta humana era uno de los tejidos mas ricos en GC. En 1974
Brady demostré en dos pacientes esplenectomizados la reduccion de glucocerebrosidos
en plasma y tejido hepatico tras infusion de un extracto purificado del enzima obtenido
de placenta humana (15). Sin embargo los resultados en otros pacientes con mayor
acumulo de glucocerebrosidos en higado fueron contradictorios. En esas fechas se
conocia que los glucocerebrosidos se originaban de las membranas de las células rojas
y blancas y que el catabolismo de esos materiales tenia lugar en los macréfagos del
higado, bazo y médula o6sea (16). El siguiente paso fue dirigir la GC a los macrofagos
tisulares; conociéndose que los macrofagos tenian en su superficie lugares especificos
de reaccion para radicales de manosa (17) lo que hacia posible la hipdtesis de que el
aumento en la expresion de los mismos en la enzima exogena facilitaria su captacion
por los macréfagos. Esta hipotesis se confirmd pronto al demostrarse que la GC

modificada mediante la escision enzimatica de los tres residuos externos de
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carbohidrato que exponian radicales manosa era eficaz clinicamente (18-21). Los
primeros ensayos clinicos con €éxito se comunicaron a principios de la década de los 90
(22-25). En los ultimos afios se ha introducido un producto totalmente sintético que
difiere de la enzima placentaria inicamente en un aminoacido lo que evita los riesgos

potenciales de contaminacidn por impurezas hormonales del extracto placentario (26).

Sin embargo a pesar del indiscutible €xito del tratamiento enzimatico sustitutivo (TES)
en los pacientes con EG tipo I, su utilizacion en los pacientes con formas neurologicas
sigue resultando problematico; convirtiéndose el tratamiento de estos pacientes en uno
de los retos principales de los proximos afnos. Otro linea indiscutible de investigacion
serd la consolidacion de nuevas estrategias que faciliten la terapia génica, cuyas
investigaciones se iniciaron en la ultima década existiendo estudios en los que se estéd
demostrando su eficacia terapéutica en modelos animales (27); asi como otras lineas de
investigacion que implican el desarrollo de la biotecnologia aplicada al tratamiento de
los errores metabolicos como la aplicacion de pequeias moléculas que inhiben la
formacion de substrato y por lo tanto impiden el acumulo del material glucolipidico,

estrategia aplicable a la EG (28) y a otras enfermedades de acumulo.

El estudio de la enfermedad de Gaucher desde su primera descripcion en un paciente en
1882 hasta el descubrimiento del defecto enzimdtico en 1965 ha llevado a la
identificacion de los déficits enzimaticos en otras enfermedades de acumulo lipidico en
el hombre. Ademas el tratamiento enzimatico sustitutivo que tan beneficioso se ha
mostrado en los pacientes con EG se convierte en referencia en el tratamiento de

muchos otras alteraciones metabodlicas en el hombre.

Tabla 1. Momentos historicos mas destacados en la EG.

1882 Primera descripcion (Gaucher)

1927 Primera descripcidon formas neuronopaticas (Oberling)
1934 Acumulo de glucocerebrosidos (Aghion)

1965 Ausencia de actividad de la GC (Brady)

1984 Clonacién del gen de la GC (Ginns)

1991 TES con respuesta favorable (Barton)

2000 Tratamiento anti substrato (Cox)




- INTRODUCCION -

2- ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

Los primeros intentos para determinar la prevalencia de la EG se basaban en la
existencia de casos confirmados (deteccion de homozigotos) en la poblacion de judios
Ashkenazi en Israel; de esta manera Fried estimo una incidencia de la enfermedad de
1:7750 y 1:10000 (29,30). Sin embargo debido a que un gran nimero de afectos de EG
no demandan asistencia sanitaria como consecuencia del curso benigno de su
enfermedad, incluso asintomatico en alguno de ellos, las estimaciones hechas en base a
casos diagnosticados seran menores que la incidencia real de la enfermedad. A pesar de
que existe un conocido solapamiento en la actividad de PB-glucocerebrosidasa entre
individuos normales y heterozigotos, se han realizado estimaciones de la incidencia de
la enfermedad a partir de estos datos; ofreciendo resultados muy divergentes que
situaban la incidencia en 1:640 (31), 1:2003 (32) y 1:3969 (33). Por el contrario las
estimaciones realizadas en base a screening de las mutaciones mas prevalentes ofrece
resultados mas aproximados. El resultado combinado de dos estudios (34,35) que
incluian 2121 judios ashkenazi aparentemente sanos mostré que 124 eran heterozigotos
para la mutacion N370S y 6 homozigotos, lo que suponia una frecuencia génica de
0.0231. Diez individuos eran heterozigotos para la mutacion 84GG, dando lugar a una
frecuencia génica de 0.00217. La frecuencia combinada en esta serie era de 0.0343;
pudiéndose estimar una incidencia a partir de estos datos de 1.03/1000 recién nacidos
para la mutacion N370S en homozigosis y 0.14/1000 recién nacidos en heterozigosis
para las citadas mutaciones. La incidencia combinada en esta poblacion seria de 1 caso

por cada 855 recién nacidos (29,36).

En otras poblaciones existen menos referencias de la prevalencia de EG, y en general
corresponden a estudios de prevalencia de enfermedades lisosomales en base a casos
confirmados con diagnostico enzimatico. En 1999 se comunicé (37) la prevalencia de
enfermedades lisosomales en Holanda; siendo la prevalencia combinada al nacimiento
para este grupo de enfermedades de 14/100000 nacimientos vivos. Un dato llamativo en
este estudio era que la EG era superada en prevalencia en contra de lo que cabria esperar
por la glucogenosis tipo II (2/100000 nacimientos vivos) y la leucodistrofia
metacromatica (1.42/100000 nacimientos vivos). En esta poblacion la prevalencia al
nacimiento para la EG era de 1.16/100.000. Probablemente este hecho se deba como
ocurre en otras poblaciones a la falta de diagndstico de aquellos individuos con formas

mas benignas. En el mismo afio se presentd la prevalencia de enfermedades lisosomales
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en Australia (38); siendo esta de 1 caso por cada 7700 nacidos vivos. En esta ocasion la
EG era la mas prevalente entre las enfermedades lisosomales (1 caso por cada 57000
nacidos vivos). Sin embargo en poblacion no ashkenazi no existen estimaciones de
prevalencia en base a screening de las mutaciones prevalente. En este sentido
unicamente existe un estudio realizado en Portugal (39), determinando la prevalencia de
N370S en 2000 muestras de sangre de cordon, mostrando una frecuencia para esta
mutacion de 0.0043 (unas 5 veces menor que la comunicada en poblacion ashkenazi).

Todos estos datos hacen referencia fundamentalmente a la EG tipo I; la prevalencia de
las formas neuropaticas es sensiblemente menor; en el caso de la EG tipo 2 se ha
estimado frecuencias de menos de 1/100000 nacidos vivos y esto es probablemente
debido a la gran incidencia de abortos que ocasiona esta forma de presentacion, asi
como la poca viabilidad de los recién nacidos que presentan una alta incidencia de

complicaciones postparto (31).

En la poblacion general se ha estimado una frecuencia de EG tipo 3 que varia entre
1/50.000 y 1/100000 nacidos vivos (40). El prototipo de esta enfermedad es la forma
Norrbottnian, que es el nombre de una comunidad sueca donde se da particularmente

esta forma de presentacion, aunque es de distribucion panétnica.

3. ASPECTOS ENZIMATICOS Y GENETICOS

La EG es un trastorno congénito del metabolismo de herencia autosémica recesiva,
causado por un defecto en la biogénesis de la hidrolasa lisosomal GC (B-glucosidasa
acida) (41). La ausencia o muy baja actividad de este enzima que cataliza la hidrolisis
de los enlaces B-glucosidicos de los glucolipidos provoca la acumulacion lisosomal del
glucocerebrosido (o glucosilceramida), lipido extremadamente insoluble que es

normalmente catabolizado por el enzima glucocerebrosidasa en la siguiente reaccion:

B-Glucocerebrosidasa

Glucosilceramida »  Ceramida + Glucosa
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3.1 La sustancia acumulada y patogénesis de la enfermedad

El sustrato natural mas importante para la B-glucosidasa acida es el N-acil-esfingosil-1-
O-D-glucosido (40). Este sustrato ha sido también denominado como glucosilceramida
(Figura 1), ceramida B-glucdsido o glucocerebrosido; y el enzima también denominado
como glucocerebrosidasa, glucosilceramidasa, ceramida -glucosidasa o B-glucosidasa
acida. Con alguna variacion en la longitud de la cadena, la molécula esfingosil es (2S,
3R, 4E)-2-amino-4-octadeceno-1,3-diol (42,43). El 4cido graso pude variar entre 16 y
24 carbonos en su longitud (44,45). La glucosilceramida estd ampliamente distribuida
en muchos tejidos de mamiferos en pequefias cantidades como metabolito intermediario
en la sintesis y degradacion de glucoesfingolipidos complejos, como los gangliosidos y
globdsidos (Figura 2). De forma habitual su localizacién estd en las membranas

celulares.

Otro sustrato del enzima, aunque menos importante desde un punto de vista patologico,
es glucosilesfingosina. Esta molécula deriva de la condensacion de esfingosina y -

glucopirandsido (40).

Figura 1. Glucosilceramida.

La glucosilceramida es sintetizada a partir de la ceramida y UDP-glucosa por la enzima
glucosilceramida sintetasa (46,47,48,49). La reaccion tiene un pH optimao en 7.8 y
valores de Km de 0.12 y 0.8 mM para la ceramida y UDP-glucosa, respectivamente
(46,47). Este proceso esta presente en el cerebro y en una gran variedad de tejidos y
células (50,51). Aunque tanto la esfingosina como la ceramida son sintetizadas en el
reticulo endoplasmico, la sintesis de la glucosilceramida tiene lugar en el complejo cis-
Golgi (52). La mayor parte de la region activa de la enzima se localiza en la region

citoplasmica del complejo cis-Golgi (48,49). La glucosilceramida es el unico
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glucoesfingolipido sintetizado con la cabeza polar en la superficie citoplasmica del
complejo de Golgi. En la actualidad, el tratamiento oral (OGT 918) en la EG trata de

bloquear la sintesis del sustrato (28,53).

Gal-GalN Ac—ﬁal—Glc-Cer (GM))

NANA
l B-galactosidasa (gangliosidosis GM1)
GalN Ac-Gal-Glc-Cer (GM;)
ANA GalNAc-Gal-Gal-Glc-Cer (globosido)
l B-hexosaminidasa A (enf. Tay-Sachs) l B-hexosaminidasa A y B (enf. De Sandhoff)
NANA-Gal-Glc-Cer (GM3) Gal-Gal-Glc-Cer
neuraminidasa o-galactosidasa (enf. de Fabry)
Gal-Glc-Cer
NANA l -galactosidasa
Glc-Cer B-glucocerebrosidasa (enf. de Gaucher)
arilsulfatasa A B-galactosidasa

HO;S-Gal-Cer —» Gal-Cer ———»  Ceramida

(leucodistrofia (enf. de Krabbe) sfingomielinasa (enf. Niemann-Pick)
metacromatica) ceramidasa
(enf. de Farber) fosforilcolina-Cer
(esfingomielina)

v

Esfingosina + acido graso

Figura 2. Ruta de degradacion de glucoesfingolipidos complejos.

La glucosilceramida es el penultimo metabolito intermediario en la ruta de degradacion
de muchos complejos glucoesfingolipidos. Tras la accion de la enzima B-glucosidasa
acida se forma ceramida, el ultimo metabolito, a su vez degradado por la ceramidasa

acida en esfingosina y acido graso (54).

Los macréfagos son el destino final de los glucocerebrosidos no catabolizados cuando
existe una actividad deficitaria de la glucocerebrosidasa. Los macrofagos que provienen
de las células hematopoyéticas y de los monocitos circulantes son muy numerosos en el
higado, bazo, hueso y pulmoén, érganos que pueden estar en mayor o menor grado
afectados en la EG. El origen de las glucosilceramidas almacenadas en las células

denominadas de Gaucher tiene implicaciones importantes en la fisiopatologia e

10
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intervenciones terapéuticas de la enfermedad, existiendo evidencias que indican que la
fagocitosis de elementos de la sangre son la fuente primaria de los lipidos intracelulares
acumulados en las visceras. Se ha descrito la presencia de fragmentos de eritrocitos en
células de Gaucher del bazo, lo que sugiere que las membranas de los eritrocitos y de
los leucocitos pudieran ser una fuente de los glucolipidos almacenados

intracelularmente (55, 56).

Los niveles plasmaticos de glucosilceramida estan elevados de 2 a 20 veces en los
pacientes afectos, pero estos niveles no se correlacionan ni con el tipo ni con la
expresion clinica dentro del mismo tipo de la enfermedad (57,58). Los andlisis de
lipidos en higado, bazo o cerebro han permitido el aislamiento y la caracterizacion
estructural de los esfingolipidos acumulados y han revelado que los tejidos también
presentan un elevado contenido de glucosilceramida con incrementos entre 20 y 200
veces superiores a lo normal (45). La distribucion, la cantidad y el tipo de lipido
acumulado en los tejidos afectados varia con las formas clinicas e incluso con las
variantes de la enfermedad. Son fundamentalmente el higado, bazo y cerebro los
organos donde se han realizado andlisis exhaustivos de su contenido lipidico. Es en
higado y bazo donde se han encontrado los mayores aumentos en glucosilceramidas (45,

58, 59, 60).

Las células de Gaucher y el acimulo de glucosilceramida en la enfermedad tipo 1 se
localiza en las areas periadventiciales vasculares de los espacios de Virchow-Robin. La
composicion de acidos grasos y de esfingosina de los lipidos acumulados en el cerebro
de pacientes con enfermedad tipo 1 estaba en relacion con el origen visceral de dichos
lipidos (45). Por el contrario el analisis de glucosilceramidas procedentes de cerebros de
pacientes no esplenectomizados con enfermedad tipo 2 y 3 demostraban su origen
neural (45,59). En estos pacientes se comprobd que los niveles de glucosilesfingosina
acumulada eran mayores que los encontrados en el cerebro de pacientes con la forma
tipo 1 (45). En pacientes esplenectomizados con enfermedad tipo 3, se encontraron
concentraciones mayores de glucosilceramida en el higado y cerebro en relacion a

individuos no esplenectomizados con la misma variante de la enfermedad (61).

La fibrosis en los tejidos de las visceras y gliosis en el cerebro estd considerada el signo

patologico mas precoz y comun de la EG, aunque la capacidad regenerativa tisular

11
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puede ocultar que probablemente sea la muerte celular el primer evento patogénico de la
enfermedad, ya que en el cerebro de los pacientes con el tipo neuronopatico, la pérdida

de neuronas es el hallazgo patoldgico mas importante (55).

El mecanismo por el que los glucolipidos acumulados intracelularmente conducen al
desarrollo de la EG no esta claro. Algunos estudios sugieren que los glucolipidos son
sustancias citotoxicas que tendrian un papel patogénico importante en el desarrollo de
las esfingolipidosis (62). Sin embargo, el progreso de la enfermedad hacia diferentes
fenotipos, aunque esté producida por la misma mutacion, indica que ademas del
esfingolipido almacenado pueden estar implicados otros factores adicionales. En la
ultima década se ha relacionado la implicacion de los esfingolipidos en la fibrosis tisular
con efectos toxicos directos de la glucosilceramida y con la sintesis o degradacion
anormal del colageno (63). La fibrosis podria acelerarse por un fenémeno de proteccion

del organismo frente a las células de Gaucher a las que consideraria extrafias (64).

Diversos estudios han sugerido que los glucoesfingolipidos no degradados pueden
estimular la produccion de citoquinas e inducir procesos inmunoldgicos que pueden
tener efectos patogénicos en estadios muy tempranos de la enfermedad antes de
producirse el depdsito masivo del glucocerebrosido. Posibles efectos de activacion del
sistema inmune por la glucosilceramida se desprenden de un trabajo de Michelakakis
(65), en que se sugiere una respuesta inflamatoria en un grupo de pacientes afectos con
la EG que presentan niveles elevados de las citoquinas proinflamatorias interleuquina-6

y factor de necrosis tumoral alfa (TNF).

3.2 La B-glucosidasa dcida

Un gran nimero de investigadores han sugerido diversos tipos de glucocerebrosidasa
mutada en la EG, basados en las diferentes respuestas experimentadas por la actividad
(66,67), procesamiento y estabilidad (68,69) de dicha enzima ante distintos
modificadores. De esta manera se han propuesto dos tipos de enzimas residuales: 1)
aquellas con descenso de la estabilidad, que interaccionan de un modo normal con los
inhibidores y presentan un descenso de las constantes del rango catalitico (generalmente
encontradas en enfermos de Gaucher de origen no judio) y, 2) aquellas con una
estabilidad normal, un descenso de la afinidad del centro activo (Figura 3) de la enzima

por los inhibidores y un moderado descenso de las constantes cataliticas (generalmente

12
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encontradas en pacientes de origen judio). Debido a que muchos pacientes,
particularmente aquellos de origen no judio, presentan dos mutaciones diferentes en los
alelos de la B-glucosidasa acida, es necesaria una expresion heterologa de los c-DNAs
mutados para correlacionar las propiedades de la enzima celular con cada mutacion
particular y, después de numerosos estudios se ha visto que la mayor parte de estas
mutaciones dan lugar a enzimas inestables (70). Otras muchas mutaciones de cambio de
aminoacidos, identificadas en pacientes con EG, dan lugar a enzimas con actividad
catalitica reducida (70, 71, 72). Como ejemplo del primer tipo de mutaciones, con
actividad residual baja, estaria la mutacion L444; y como ejemplo del segundo tipo de

mutaciones estaria la mutacidn comtn N370S.

HYDROPHILIC
REGION [0

Figura 3. Sitio activo de la B-glucosidasa acida.

3.2.1 Caracteristicas generales de la B-glucosidasa acida

La B-glucosidasa acida es una proteina compacta de la membrana lisosomal (73) que ha
sido purificada en los tejidos de numerosas especies, aunque la mayor parte de los
estudios han sido realizados en humanos (74). La enzima humana es una glicoproteina
homomérica, y la secuencia completa del c-DNA fue descrita por Tsuji en 1986 (75). La
proteina humana madura contiene 497 aminoacidos con un peso molecular calculado de
56 kDa. La forma glicosilada derivada de la placenta tiene un peso molecular

aproximado de 65 kDa.
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Alrededor del 13% de los residuos de la enzima son basicos (lisina, arginina o histidina)
y el punto isoeléctrico calculado (pI) es 7.2. Esto ultimo es consistente con los valores
determinados experimentalmente (pl = 7.3-7.8) en las preparaciones placentarias que
contienen Unicamente el oligosacarido neutral manosa (76). La proteina contiene
alrededor de un 11% de residuos leucina y un 45% de aminodacidos no polares. Estudios
de digestion proteolitica de la B-glucosidasa acida, obtenidos “in vivo” por translacion
en el interior de membranas microsomales, indican la ausencia de la enzima en el

citoplasma celular (77).

Las secuencias de la B-glucosidasa acida humana presenta cinco posiciones para la N-
glicosilacion. Estudios de digestion en fibroblastos humanos que contienen -
glucosidasa acida han demostrado que unicamente son utilizados cuatro de los sitios
potenciales de glicosilacion (77). La expresion del c-DNA en células procariotas indica
que esta glicosilacion es esencial para el desarrollo de la actividad catalitica de la
enzima (78), pero no es necesaria para mantener la actividad en las células (79).
Utilizando técnicas de mutagénesis dirigida se ha comprobado que Unicamente se

precisa la primera glicosilacion para desarrollar una enzima activa (80).

3.2.2 Propiedades cinéticas

Los estudios de la cinética enzimatica de la P-glucosidasa acida son altamente
complicados debido a su asociacion con la membrana y la necesidad de utilizar
detergentes, asi como técnicas de deslipidacion para su solubilizacion y para la
reconstruccion de la actividad enzimatica. El actimulo de la glucosilceramida en los
tejidos de los pacientes afectos por la EG indican que éstos son los substratos naturales
para la B-glucosidasa acida. Las glucosilceramidas son insolubles en medio acuosos y
requieren un ambiente lipoidal para la solubilizacion. Un substrato sintético, el 4-
metilumbeliferilglucopiranosido (4-MU-Glc), posee una aceptable solubilidad en medio
acuosos aunque parcialmente limitada. Debido a esto, los ensayos enzimaticos para la 3-
glucosidasa acida son realizados en soluciones heterogéneas cuyos componentes fisicos
y fases de estado influyen en la actividad enzimatica, presentando interacciones con
determinadas moléculas. A pesar de todo se mantienen una relativa consistencia de los
resultados de los ensayos enzimaticos que se realizan en los laboratorios de referencia,

los cuales emplean o bien una mezcla micelar con combinaciones de éteres de
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polioxietileno (ej. Triton X-100), sales biliares (ej. Taurocolato soédico) (81,82) y/o
acidos grasos (ej. Acido oleico) o fosfolipidos o glucoesfingolipidos cargados
negativamente solubilizados por medio de sonicacion. En ausencia de detergentes o
lipidos cargados negativamente, la B-glucosidasa acida deslipidada humana presenta
muy poca actividad proteolitica. En suma, los valores cinéticos (Km y Vmax) obtenidos
en ausencia de las substancias anteriores no pueden ser interpretados debido al estado de

agregacion del enzima y los substratos de glucosilceramida (83).

3.2.3 Efectos de los fosfolipidos y glucoesfingolipidos cargados negativamente

Debido a la rapida pérdida de actividad en la purificacion de la B-glucosidasa acida y su
asociacion in vivo a la membrana, son necesarios lipidos especificos derivados de la
membrana para la actividad de la misma. Dale (83) encontré un aumento de la actividad
de la B-glucosidasa acida al ponerla en contacto con el 4-MU-Glc en presencia de
fosfolipidos cargados negativamente segun el presente orden: fosfatidilserina >
fosfatidilinositol > acido fosfatidico. La fosfatidiletanolamina o la colina no tienen
efecto sobre la misma. Estos resultados han sido reproducidos con posterioridad por
muchos otros autores tanto en experimentos humanos como en bovinos y murinos
(82,84). Utilizando sistemas de membrana artificial como liposomas, para lograr la
actividad optima del enzima también se requieren fosfolipidos cargados negativamente
que deben unirse a la B-glucosidasa acida (85). Sarmientos encontrd la maxima
actividad enzimatica con un 19% de moléculas de fosfatidilserina en liposomas, en el
mismo orden y magnitud en que se encuentran en las membranas lisosomales (83).
Glew ha establecido una relacion entre la estructura de los fosfolipidos o
glucoesfingolipidos cargados negativamente y la actividad de la B-glucosidasa acida
(86,87). La caracterizacion de los lipidos asociados a la B-glucosidasa acida en los
diferentes tejidos estd siendo objeto de estudio debido al gran interés que despierta “in

vivo” el ambiente funcional hidrofobico existente.

3.2.4 Activacion por saposinas

Las saposinas A y C activan la B-glucosidasa acida in vitro en presencia de fosfolipidos
cargados negativamente. Si bien la saposina C activa la esfingomielinasa y la
degradacion de galacosilceramida a través de la -galactosidasa, el acamulo de dichos

substratos para las enzimas mencionadas no han sido descritas en los pacientes con
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deficiencia de saposina C y afecto de EG (88). No se han descrito en la actualidad
pacientes con deficiencia de saposina A. La interaccion de la saposina C con la -
glucosidasa 4acida ha sido estudiada por numerosos autores (84,89). La saposina C
interactiia directamente con la enzima (90) pero no lo hace con la glucosilceramida
tanto en condiciones de equilibrio como desequilibrio (91). Las sales biliares o los
detergentes de polioxietileno interfieren con los efectos de activacion ejercidos por la
saposina C (90,91), asi como las elevadas concentraciones de fosfolipidos cargados
negativamente (91). Los resultados de los experimentos de Berent y Radin (91) sugieren
que, a bajas concentraciones, la fosfatidilserina interactia con un punto anidnico de la
enzima, pero a elevadas concentraciones compite por el sitio de la saposina C dando
lugar a un descenso en los efectos de activacion enzimadtica; sin embargo, los efectos
activadores de la saposina C precisan la presencia de fosfolipidos o glucoesfingolipidos
cargados negativamente (89-91). Se cree que estos efectos son mediados por cambios
conformacionales en la B-glucosidasa acida, de tal manera que la interaccion con la
fosfatidilserina origina un cambio en la forma de la enzima para la interaccion con la
saposina C (91). Por medio de la utilizacion de anticuerpos monoclonales se ha podido
demostrar que la saposina C da lugar a un cambio en conformacion de la B-glucosidasa
acida que aumenta la actividad catalitica (92), sin embargo todavia queda mucho por

conocer en lo que concierne al papel que juegan “in vivo” las saposinas A, C y D.

3.2.5 Propiedades del centro activo del enzima

Los substratos naturales para la B-glucosidasa acida son mezclas de N-acil-esfingosil-1-
0-B-D-glucosidos, glucosilceramidas, con diferentes acil cidos grasos y esfingosina en
funcion del tipo de tejido (60,93). El 4-MU-Glc es también un excelente substrato para
estimar la actividad de la B-glucosidasa acida. La Km aparente para el 4-MU-Glc esta
alrededor de 1.5-4 mM, aproximadamente 100 veces mayor que para las
glucosilceramidas (20-50 uM). La enzima tiene un pH oOptimo de 5.5, el cual varia
ligeramente en funcion de la composicion de la mezcla utilizada para el ensayo
enzimatico. Un pH 6ptimo mas acidico (aproximadamente 4.5) se obtiene en los medios
fosfolipido / saposina C. Se sabe que el sitio activo de la enzima es especifico para la D-
glucosa, y los L-glucosil derivados de la glucosilceramida no son hidrolizados (94), y
los D-glucosil-D-eritroceramidas son mejores substratos que los derivados D-glucosil-

L-eritroceramidas (95). Los rangos obtenidos in vitro para la metabolizacion de las
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glucosilceramidas contienen cadenas de dcidos grasos entre los 8 y los 18 atomos de

carbono (96).

Graboswski ha realizado numerosos experimentos sobre la especificidad del substrato y
la inhibicién de la enzima, proponiendo un modelo cinético del sitio activo de la -
glucosidasa acida que incluye tres puntos posibles para la union al grupo glucidico, la
mitad esfingosil y la cadena de acil acidos grasos de la glucosilceramida. La interaccion
con el grupo glucidico requiere un grupo hidroxilo a nivel de la glucosa (97), mientras
que se cree que los grupos esfingosil y acil acido graso se posicionan con las cadenas
hidrofobicas hacia arriba con la cadena de 16 atomos de carbono en extension. Este
modelo es el mismo que se ha propuesto para la uniéon de la globotriacilceramida a la
saposina B (98) y de los fosfolipidos a su proteina transportadora (99). Si bien se
precisan datos estructurales adicionales para estos modelos, estos sirven como
prototipos para los sitios de union de las proteinas transportadoras de lipidos y para la

unidn a los sitios activos de las hidrolasas de glucoesfingolipidos.

El conduritol B epdxido (CBE), 1-D-1, 2-anhidro-mio-inositol, es un derivado de
inhibidores directos de muchas B-glucosidasas y se une covalentemente al centro activo
de la enzima por medio de la formacion de un enlace éster (100). Derivados
radioactivos del CBE han sido utilizados para identificar los residuos de aminoacidos
que constituyen el centro activo de muchas B-glucosidasas. En la enzima humana el
centro activo esta a nivel del aminoacido en posicion 443 (101). A partir de datos
obtenidos con el CBE acerca de los mecanismos de otras B-glucosidasas, el mecanismo
catalitico de la enzima humana incluye la unioén B-glucosidica, la liberacion de la
ceramida, la donacion de agua al complejo formado por la glucosa y la enzima, y la
obtencion de la B-glucosa (102). La expresion de enzimas mutadas han proporcionado
abundantes datos acerca de la localizacion de regiones cataliticas que pueden contribuir
a la accion catalitica. Estos estudios y la homologia de la enzima humana con la murina
han permitido encontrar residuos que influyen en la catélisis y posiblemente en la unién

de la saposina C con el grupo carboxilo terminal de la proteina (80, 102, 103).
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3.2.6 Proceso postranslacional de la B-glucosidasa acida

Se ha investigado la biosintesis de la B-glucosidasa acida normal en cultivos de células
procedentes del rifion de cerdos y fibroblastos humanos (77,104). Tales estudios han
permitido conocer el origen de las tres formas moleculares de la B-glucosidasa acida
observadas en los fibroblastos de la piel en humanos y extractos cerebrales (105). Se
conoce en la actualidad que la deglicosilacion total de la B-glucosidasa acida en los
fibroblastos humanos origina una forma inmunorreactiva simple de 56 kDa (106). Estos
hallazgos indican que se produce una glicosilacion diferencial postranslacional dando
lugar a diferentes estados de la enzima. Los estudios metabdlicos demuestran que la
primera forma detectable de enzima en los humanos contiene gran cantidad de cadenas
manosa (77,104). Entre 1 y 24 horas mas tarde, estas formas iniciales son transformadas
cuantitativamente a una forma de mayor peso molecular que no responde
completamente al tratamiento con endoglucosidasa H (77,104). Posteriormente, esta
forma de alto peso molecular es convertida en unas 72 horas a una forma glicosilada
con 59 kDa. El proceso final de maduracion de la proteina tiene lugar coincidiendo con
el transporte de la cadena polipeptidica, mientras cruza el reticulo endoplasmico (107).
A diferencia de otras hidrolasas lisosomales, no tienen lugar modificaciones
proteoliticas (108). El tiempo de transporte de la B-glucosidasa acida por el reticulo
endoplasmico hasta el aparato de Golgi se calcula que es de unas tres horas, lo cual es
elevado al compararlo con otras enzimas lisosomales (109), y la vida media intracelular
es alrededor de 60 horas; relativamente corta (104). Las enzimas son introducidas
dentro de los lisosomas por una sefial manosa-6-P y desde aqui pasan a la membrana
celular. A pesar de que la B-glucosidasa acida se regula bajo estas directrices generales,
parece que otras sefiales ademas de la manosa 6-P son responsables del almacenamiento

lisosomal.

3.2.7 Saposinas Ay C

Desde hace afos se conoce que en la hidrélisis de la glucosilceramida in vivo interviene
otro componente, la saposina C (sap-C o SAP-2; sphingolipid activator protein)
(110,111,112). Mientras un gran numero de pacientes con EG acumulan
glucosilceramida debido a mutaciones en el gen de la glucocerebrosidasa, solamente dos
pacientes hasta la fecha que mostraban un fenotipo compatible con EG y acimulo de

glucosilceramida a pesar de unos niveles enzimaticos normales, han sido comunicados.
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Uno de los pacientes de origen suizo (88) y el segundo de origen espafiol (113). Ambos
presentaban una deficiencia de saposina C probada inmunoldgicamente y confirmada

tras analisis de la mutacion (114,115).

ATG Saposin A Saposin B Saposin C Saposin D

ol 7 e el e
?

Arylsulphatase A Acid B-glucosidase = Ceramidase
a-Galactosidase A
B-Galactosidase (G yy)

Figura 4. Gen de la prosaposina.

El gen responsable de la sintesis de esta proteina, situado en el cromosoma 10 (116,117)
codifica una proteina precursora, prosaposina (Figura 4), que posteriormente da lugar a
cuatro proteinas homologas que se designan como saposinas A, B, Cy D (118). sap-B y
sap-C se corresponden con las antiguamente denominadas SAP-1 y SAP-2,
respectivamente. SO0lo se conoce un caso de déficit multiple de las cuatro saposinas
como consecuencia de una mutacion homozigota que afectaba el codon de inicio del
mRNA de la prosaposina (119). Si la saposina C incrementa la actividad in vitro de la
B-glucosidasa acida, se sabe que la saposina B e¢jerce la misma funcion con la
arilsulfatasa A, a-galactosidasa A y B-galactosidasa (Gy) y la saposina D estimula la
degradacion lisosomal de la ceramida por accion de la ceramidasa acida (120, 121). Se

desconoce la funcion de la saposina A.

La saposina humana C tiene un peso molecular de 8.9 kDa y 80 aminoécidos, siendo
una glucoproteina acidica (pI=4,2); esto es debido a la presencia de un 20% de
aminoacidos acidicos (Asp y Glu) (122). Posee una secuencia para la N-glicosilacion, a

diferencia de la A que posee dos (118).

Desde un punto de vista clinico los dos casos comunicados con déficit de sap-C se ha
presentado como formas neuronopaticas de la enfermedad (123). Concretamente el caso
espafol inicid su sintomatologia a los 8 afos de edad, presentando inicialmente
episodios de pérdida de conciencia, mioclonias y convulsiones generalizadas rebeldes a
los tratamiento antiepilépticos. Posteriormente desarrolld una oftalmoplejia horizontal

progresiva, afectacion piramidal y cerebelosa, falleciendo a los 15 afios de edad. Desde
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un punto de vista neuropatologico se comprobd la existencia de pérdida neuronal,
acimulo masivo lipidico intraneuronal y ausencia de células de Gaucher a nivel
perivascular. La concentracion de glucosilceramida en el cortex en diferentes regiones

anatomicas se encontraba aumentada (123).

3.3 Bases moleculares de la enfermedad de Gaucher

3.3.1 Organizacion genomica

El gen de la GC se sitta a nivel del cromosoma 1, en la regioén g21. Tiene un tamano de
7.5 kilobases (Kb) y contiene 11 exones y 10 intrones. La secuencia completa del gen se
conoce desde 1989 (124). A 16 kilobases del extremo 3~ se situa una estructura de 5.8
Kb (124, 125) que se corresponde con el pseudogen, que tiene una homologia del 96%
con el gen estructural. El pseudogen difiere del gen estructural en cuanto a tamafio
debido a que posee varias delecciones que corresponden a secuencias de elementos Alu
(secuencia repetitiva constituida por unos 300 pares de bases (pb) que poseen un sitio de
reconocimiento para la restrictasa Alu I) (126) del gen estructural situados en los
intrones 2 (312 pb), 4 (626 pb), 6 (320 pb) y 7 (277 pb), asi como dos delecciones mas
pequeiias situadas a nivel de los exones 9 (55 pb) y 4 (5 pb) (124). Ademas el
pseudogen posee multiples mutaciones puntuales localizadas tanto en los exones como
en los intrones correspondientes del gen estructural (124). La existencia de este
pseudogen va a facilitar el intercambio de fragmentos de DNA entre el gen estructural y
el pseudogen durante el proceso de recombinacion, dando lugar a alelos no funcionantes
denominados alelos de recombinacion (Rec) (125,127,128). Desde que se conoce que
las secuencias Alu son elementos moviles (126, 129) que pueden insertarse en el DNA,
se interpreta que el pseudogen representa un gen ancestral de la -glucosidasa acida con
la secuencia original modificada por la insercion de estos elementos. El mecanismo
propuesto para la insercion de estas secuencias Alu (130) es la duplicacion de copias

simples que forman repeticiones que flanquean dichas secuencias Alu.

L]
GBA METP GBAP MET THBS3 MUC1

Figura 5. Organizacion genémica en el cromosoma 1.
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Inmediatamente después del gen de la GC (Figura 5), se ha descubierto recientemente el
gen de la metaxina (MTX), de funcidn todavia desconocida (131). Este gen es contiguo
al de la trombospondina 3 y al pseudogen de la GC, aunque el gen de la MTX se
transcribe en direccion puesta al de la trombospondina 3, y ambos genes comparten una
region promotora comun (132). La proximidad de estos genes con el gen de la GC
puede tener importantes implicaciones patoldgicas, ya que es posible que se puedan
producir grandes delecciones en esa zona afectando, a varios genes, dando lugar a

expresiones fenotipicas complejas (133).

Por otra parte, a una distancia de unas 100 Kb se encuentra situado el gen de la piruvato
kinasa de las células rojas hepaticas (liver red cell) (PKLR) (134), de tal manera que se
ha comprobado que los sitios polimorficos de este gen estan en fuerte desequilibrio de
union con los del gen de la GC. Este hecho, junto con la localizacion reciente de seis
marcadores cercanos al gen de la GC (135), permite disponer de marcadores de gran

utilidad para estudios de ligamiento genético.

3.3.2 Transcripcion del gen de la GC

El promotor del gen estructural de la GC (Figura 6) tiene dos posibles secuencias
consenso TATA, aunque se ha demostrado que solamente una de ellas desempena la
funcion de caja TATA. No se ha identificado ningun sitio de union del factor de
transcripcion  Spl (cajas GC cuya secuencia consenso es GGCGGG o su
complementaria). Los promotores que contienen cajas TATA y CAAT se encuentran
por regla general en genes altamente regulados (124). Estudios in vitro en los que se ha
evaluado la potencia del promotor del gen estructural y del hipotético promotor del
pseudogen indican que la secuencia del promotor del gen estructural es ocho veces mas
potente que la del pseudogen (124). Sin embargo se ha demostrado que a pesar del débil

promotor del pseudogen se produce una cierta transcripcion del mismo (136).

El RNAm del gen de la GC tiene una longitud de 2.5 Kb y comprende unas 250 pb de la
zona 5" del gen y 550 pb de la region 3" no traducida, asi como una cola de poli A de
100 pb. El gen de la GC se expresa de forma constitutiva en todos los tejidos y los
factores nucleares que se unen a secuencias consenso OCTA, AP-1, PEA3 y CAAT
participan en la regulacion de la expresion del gen de la GC (137). El nivel de expresion

del RNAm puede estar aumentado 2 6 3 veces en fibroblastos en cultivo y lineas

21



- INTRODUCCION -

linfoides procedentes de pacientes con EG. Los estudios llevados a cabo con el
promotor de la GC demuestran que el nivel de expresion celular de la GC depende de la
concentracion intracelular de la proteina, lo que implica, ademds, una regulacion

retrospectiva “feedback” de la expresion de la GC.

Cromosoma 1 region 21
GEN GC SEUDOGEN
s BT __]—/L Tz meas N Pl WP 5 ——
- - - ~ — - - -
7 Kb 16 Kb 5 Kb
! f
B RNAm —  RNA
* Anormal
H2N COOH
497 Aminodcidos
= Estructura del gen de la glucocerebrosidasa y seudogen.
GEN
I 1l m v AU | VIl VIII IX X Xl
O T | R O R Y
SEUDOGEN
I 1 I Iv v Vi VIl VIII  IX X Xl
—{H T H-  —a0-3= -{ll-51" -
Alu Alu Alu Alu Del 55 pb

Figura 6. Estructura del gen y pseudogen de la glucocerebrosidasa

3.3.3 Mutaciones del gen de la GC
A finales de 1998 se conocian mas de 120 mutaciones en el gen de la GC (138), ese
nimero aumenta incesantemente y en la IV Reunion de Grupo Europeo de EG

celebrada en Jerusalem en septiembre de 2000 se han descrito ya 200 mutaciones (14).

Las mutaciones se pueden clasificar en dos tipos desde el punto de vista genético: las
que son consecuencia de un evento de recombinacion entre el gen y el pseudogen, y las
que no son consecuencia de esta recombinacion (138). En este segundo grupo la
mayoria de las mutaciones son consecuencia de cambios minimos: transiciones,

transversiones, deleciones o inserciones de un solo nucleétido.

Cuando la mutacién es una deleccion, una inserciéon, un cambio de un codén de

aminoacido por un codon de parada, o una mutacién que afecta al ayuste (splicing), no
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dara lugar a producto génico; es decir, no se observara proteina, denominandose a estos
alelos “alelos nulos”. En otros casos como la mutacion L444P sélo se produce una
sustitucion de un aminoacido por otro siendo la proteina mutada mas inestable que la
normal. En otros casos la mutacion puede dar lugar a una sustitucion de un aminoacido
por otro que da lugar a una activacién anormal por parte de la Sap C o por fosfolipidos,
como es el caso de la mutacion N370S. La actividad de todas las proteinas mutantes se
encuentra reducida, aunque en algunas estd mas disminuida que en otras (70,139). Por
ejemplo, la mutacion P415R da lugar a una proteina de menor actividad que la mutacion

V394L (70).

Desde un punto de vista estrictamente molecular las mutaciones puntuales que se han
encontrado en el gen de la GC se pueden clasificar en: mutaciones de sustitucion de un
aminoacido por otro “missense” (Tabla 2), mutaciones de codon de parada “nonsense”
(Tabla 3), mutaciones que afectan al proceso de ayuste del RNA “splicing”, mutaciones
que cambian la pauta de lectura como consecuencia de pequenas deleciones o
inserciones en la secuencia codificante “frameshift” (Tabla 4), y deleciones o
inserciones que afectan a un fragmento largo del gen (138). Por altimo se encuentran las

recombinaciones entre el gen y pseudogen (Tabla 5).

Ademas de estas mutaciones existen otras que son frecuentes en la poblacion
denominadas polimorfismos, que se producen en los intrones o zonas flanqueantes del
gen del GC y que no afectan a la funcionalidad del gen (140). La combinacién de la
presencia o ausencia de estos sitios polimoérficos, si fuese totalmente al azar daria lugar
a 6144 haplotipos diferentes. Sin embargo, sélo se han observado 4 haplotipos
diferentes, y 2 de ellos son los que aparecen con mayor frecuencia (140). A este
desequilibrio existente de combinacion al azar de estos sitios polimodrficos se le

denomina “desequilibrio de union”.
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Tabla 2. Mutaciones que dan lugar al cambio de un aminoacido.

- INTRODUCCION -

Sustitucion Cambio
Alelo cDNA Exon nucleétido aminoacido
V15L 160 3 G-T Val-Leu
T431 245 3 C-T Thr-Ile
G46E 254 3 G-A Gly-Glu
R48W 259 3 C-T Arg-Trp
K79N 354 4 G-C Lys-Asn
LI105R 431 4 T-G Leu-Arg
S107L 437 4 C-T Ser-Leu
G113E 455 5 G-A Gly-Glu
R120Y 5 Arg-Tyr
R120W 475 5 C-T Arg-Trp
R120Q 476 5 G-A Arg-Gln
P122S 481 5 C-T Pro-Ser
T134P 517 5 A-C Thr-Pro
D140H 534 5 G-C Asp-His
K157Q 586 5 A-C Lys-Gln
A176D 644 6 C-A Ala-Asp
P178S 649 6 C-T Pro-Ser
P182T 661 6 C-A Pro-Thr
W184R 667 6 T-C Trp-Arg
N188S 680 6 A-G Asn-Ser
NI188K 681 6 T-G Asn-Lys
G189V 683 6 G-T Gly-Val
V191G 689 6 T-G Val-Gly
G195E 701 6 G-A Gly-Glu
S196P 703 6 T-C Ser-Pro
G202R 721 6 G-A Gly-Arg
Y212H 751 6 T-C Tyr-His
F2131 754 6 T-A Phe-lIle
F216V 764 7 T-G Phe-Val
F216Y 764 7 T-A Phe-Tyr
T2311 809 7 C-T Thr-Ile
S237F 827 7 C-T Ser-Phe
S237P 827 7 T-C Ser-Pro
H255Q 882 7 T-G His-Gln
R257Q 887 7 G-A Arg-Gln
P266R 914 7 C-G Pro-Arg
R285C 970 7 C-T Arg-Cys
P289L 983 7 C-T Pro-Leu
Y304C 1028 8 A-G Tyr-Cys
A309V 1043 8 C-T Ala-Val
W312C 1053 8 G-T Trp-Cys
Y313H 1054 8 T-C Tyr-His
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Sustitucion Cambio
Alelo cDNA Exon nucledtido aminoacido
D315H 1060 8 G-C Asp-His
A318D 1070 8 C-A Ala-Asp
T3231 1085 8 C-T Thr-Ile
G325R 1090 8 G-A Gly-Arg
E326K 1093 8 G-A Glu-Lys
C342G 1141 8 T-G Cys-Gly
V352L 1171 8 G-C Val-Leu
R359Q 1193 8 G-A Arg-Gln
S364N 1208 8 G-A Ser-Asn
S364T 1208 8 G-C Ser-Thr
S366G 1213 8 A-G Ser-Gly
S366N 1214 8 G-A Ser-Asn
T369M 1223 8 C-T Thr-Met
N370S 1226 9 A-G Asn-Ser
G377S 1246 9 G-A Gly-Ser
W378G 1249 9 T-G Trp-Gly
D380N 1255 9 G-A Asp-Asn
D380A 1256 9 A-C Asp-Ala
P387L 1277 9 C-T Pro-Leu
G389E 1283 9 G-A Gly-Glu
P391L 1289 9 C-T Pro-Leu
N3921 1292 9 A-T Asn-lle
V394L 1297 9 G-T Val-Leu
R395C 1300 9 C-T Arg-Cys
N396T 1304 9 A-C Asn-Thr
V398L 1309 9 G-C Val-Leu
D399N 1312 9 G-A Asp-Asn
D409H 1342 9 G-C Asp-His
D409V 1343 9 A-T Asp-Val
Y412H 1351 9 T-C Tyr-His
K413Q 1354 9 A-C Lys-Gln
P415R 1361 9 C-G Pro-Arg
F417V 1366 9 T-G Phe-Val
Y418C 1370 9 A-G Tyr-Cys
K425E 1390 10 A-G Lys-Glu
L413R 10 Leu-Arg
R433G 1413 10 A-G Arg-Gly
L444P 1448 10 T-C Leu-Pro
L444R 1448 10 T-G Leu-Arg
N462R 1503 10 C-G Asn-Lys
R463C 1504 10 C-T Arg-Cys
R463H 1505 10 G-A Arg-His
K466K 1515 11 G-A Lys-Lys
G478S 1549 11 G-A Gly-Ser
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Sustitucion Cambio
Alelo cDNA Exo6n nucledtido aminoacido
T4191 1584 11 C-T Thr-1le
R495H 1601 11 G-A Arg-His
R496C 1603 11 C-T Arg-Cys
R496H 1604 11 G-A Arg-His

Tabla 3. Mutaciones que producen un codon de parada.

Sustitucion Cambio

Alelo cDNA Ex6n nucledtido aminoacido
K74X 337 4 A-T Lys-Stop
R163X 604 6 C-T GIn-Stop
Q169X 622 6 C-T GIn-Stop
S173X 635 6 C-G Ser-Stop
W179X 653 6 G-A Trp-Stop

233X 814 7 G-T Glu-Stop
R257X 886 7 C-T Arg-Stop
P266X 914 7 Cdel Pro-Stop
R359X 1192 8 C-T Arg-Stop
N370X 1227 9 C-A Asn-Stop
W393X 9 Trp-Stop
Q414X 1357 9 C-T GIn-Stop

Tabla 4. Mutaciones que dan lugar a un cambio en la pauta de lectura, afectan al ayuste, deleciones
o inserciones.

Sustitucion Cambio
Alelo cDNA Exo6n nucleotido aminoacido
72del 72 2 Cdel Cambio pauta-Stop
84GG 84 2 G-GG Cambio pauta
IVS2 vs2' g-a (+1 intrén 2) Ayuste
122CC 122 3 C-CC Cambio pauta-Stop
203Cdel 203 3 Cdel Cambio pauta
500Tins 500 5 Tins Cambio pauta
914del 914 7 Cdel Cambio pauta
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Sustitucion Cambio

Alelo cDNA Exo6n nucleotido aminoacido
IVS5 vss' g-t Cambio pauta
1098ins 1098 8 A-ins Cambio pauta-Stop
Delta 55 1263-1317 9 Delecion 55 pb (Cambio pauta)
1447-1466 del TG ins Cambio pauta
del, TGins 1447-1466 10
1451delAG  1451-1452 10 del AC Cambio pauta
IVS10 vsio* 10 G-A (-1 intréon 10)  Ayuste
tins
IVS10(+2)  IVS10™ 10 T-G Ayuste
Deleccion completa
del gen
Tabla 5. Reorganizaciones genéticas causantes de la EG.

Nucleotidos implicados Exon/es
AZRecTL* 1.342-1.597 9,10,11
Complex C** 475-754 5,6
Complex A o Rec NcI* 1.448-1.597 10
Complex B o Rec TL* 1.342-5.179 9,10

<1.255->1.263

*Se encuentra en el pseudogen. ** Seis de las siete mutaciones se encuentran en el
pseudogen.

3.3.4 Distribucion de mutaciones en la poblacion

La distribucion de mutaciones en la poblacion resulta ser muy heterogénea dependiendo
fundamentalmente de las caracteristicas étnicas de la poblacion. Asi la frecuencia alélica
recientemente reportada por el Registro Internacional de EG que incluia a 1698
pacientes de todo el mundo se veia afectada por la mayor poblacion de judios ashkenazi
(hasta un 68% del Registro) (141). Asi la mutacion mas prevalente era como cabia
esperar la N370S con una frecuencia del 53% y la L444P del 18%. Entre los pacientes
afectos de EG tipo I un 82% tenian uno de los siguientes 4 genotipos: N370S/?,
N370S/N370S, N370S/L444P y N370S/84GG; el 87% de los afectos de EG tipo 3
presentaban el genotipo 1444P/L444P. Aunque 39 (75%) de los 52 pacientes
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homozigotos para la mutacion L444P presentaban la forma neuropatica de la
enfermedad, hasta 13 pacientes (25%) presentaban con dicho genotipo una EG tipo I. Es
llamativo que siendo la serie mas amplia conocida no se ha encontrado algunos
genotipos que cabria esperar en base a la frecuencia génica; homocigosidad para las
mutaciones 84GG y IVS2+1 (141). Esto puede reflejar que quizas el tamafio muestral

continua siendo pequefio o muy posiblemente la letalidad intrattero de estos genotipos.

Mutaciones en poblacion de judios ashkenazi

En la poblacion de judios ashkenazi existe un predominio absoluto de la mutacién
N370S (77%), seguida a gran distancia de la 84GG (13%). La mutacion L[444P,
frecuente en poblacion no ashkenazi, tiene una frecuencia de 3% en este grupo. En
cuarto lugar se sitiia la mutacion IVS2+1 (mutacién en el intrén 2 que altera el proceso
de ayuste) con una frecuencia de 2.5%. Otras mutaciones presentan una frecuencia muy
reducida en esta poblacion (142). El hecho de que en pacientes de esta poblacion se
haya encontrado una frecuencia para dos mutaciones mayor del 90% permite la
realizacion de estudios de “screening” poblacional para las mutaciones més habituales
de la enfermedad. Concretamente Beutler en 1993 (35) presenta los resultados de un
estudio de “screening” de las cuatro mutaciones mas prevalentes (N370S, 84GG, L444P
y IVS2+1) en una poblacion de 2305 judios de origen ashkenazi. La frecuencia génica
de la mutacion N370S en este grupo fue de 0.032 y para la mutaciéon 84GG 0.00217. No
se encontrd ningun individuo portador de las mutaciones L444P y IVS2+1. A raiz de
este “screening” se pudo comprobar como la relacion entre las dos mutaciones mas
prevalentes (N370S/84GG) era mayor en la poblacion general (14.8:1) que el
encontrado en pacientes diagnosticados de EG (6.38:1); por lo que la frecuencia real de
la mutacion N370S deberia ser mayor que la previamente calculada de 77%. Esto se
debe presumiblemente a que un porcentaje importante de individuos homozigotos para
la mutacion N370S dado su curso mas benigno y en ocasiones asintomdtico no estarian

diagnosticados en esta poblacion.

Todos estos datos recogidos de la literatura en los primeros anos de la década de los 90,
se confirman en los estudios mas recientes realizados en los ltimos afios. Asi en un
estudio reciente del grupo de Koprivica (143) donde se analizan las mutaciones de 64
pacientes de origen ashkenazi y 64 que no lo eran, confirman que la busqueda de las

cuatro mutaciones en la poblacion ashkenazi permite identificar el 93% de los alelos
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mutados en esa poblacion y la distribucion de frecuencia génica es semejante a la

observada en estudios previos (144, 145).

Mutaciones en poblacion de origen no judio

Desde hace muchos afios se conoce que la EG, en general, es mas grave entre los
individuos afectos no judios que en aquellos (146). Como se ha sefialado el estado de
homocigoto para la mutacion N370S es claramente mas favorable, se asocia con un
comienzo mas tardio y la enfermedad es mucho mas estable que cuando se presentan
otros genotipos. Dado que esta mutacion es la mas prevalente en poblacion judia es facil
encontrar individuos homozigotos, por el contrario en poblacion no judia su frecuencia
es menor y solo un pequefio porcentaje de casos presentan dicho genotipo. La gran
heterogeneidad en las mutaciones de esta poblacion es la caracteristica diferencial con la
poblacion judia (147). Como consecuencia directa de ello mientras el andlisis de las
mutaciones N370S, 84GG, L444P y IVS2+1 permite identificar més del 90% de los
alelos mutados en poblacion judia, solo identifica el 62% en poblacion no judia; donde
con gran frecuencia encontramos mutaciones presentes unicamente en una familia con
EG. Koprivica (143) en el anélisis mutacional de 64 pacientes no judios afectos de EG
tipo I identifica mediante estudios de secuenciacion hasta un 97% de las mutaciones
presentes. La mutacion mas prevalente en este grupo era la L444P con una frecuencia
de 37.5%, seguida a continuacion por la N370S con una frecuencia de 34.3%. Es
significativo que en esta poblacion un 30% de los pacientes presentan alelos
recombinantes, algo no encontrado en poblacién judia. En estos pacientes encontro
hasta 5 lugares de recombinacion entre el gen y pseudogen, localizados entre el intron 8
y exon 10, region en el que el gen y pseudogen comparten una secuencia altamente

homologa (143).

Cuando se analizan de forma comparativa los genotipos que presentan los individuos no
judios afectos de EG tipo I en relacion a la poblacion de judios ashkenazi destaca que
ningun paciente en la serie de Koprivica presenta los tan frecuentes N370S/N370S y
N370S/84GG. El genotipo mas prevalente es el N370S/L444P presente en un 17.1% de
los pacientes; sin embargo lo mas llamativo la gran heterogeneidad presente en esta

poblacién como ha sido documentado en otras series (144,147).
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En algunas poblaciones no existe constancia de la mutacion N370S entre los individuos
afectos de EG; este es el caso de la poblacion japonesa donde la mutacion maés
prevalente es, al igual que en otras poblaciones no judias y con una frecuencia relativa
semejante, la L444P (41%) (148). Ninglin caso ha sido identificado con la mutacion
N370S. La mutacion L444P es una mutacion panétnica con distribuciéon mundial. En
segundo lugar en poblacion japonesa se situa una mutacion de origen asiatico, la F2131,
con una frecuencia alélica del 14%. Si bien inicialmente se habia documentado el alto
porcentaje de casos homozigotos para la mutacion L444P con clinica compatible a la
EG tipo I (148,149,150), en contraposicion a lo que cabria esperar, en su evolucion la
mayoria de estos pacientes han desarrollado clinica neuroldgica como ocurre en
poblacién caucasica; solamente 3 de los 15 pacientes japoneses con dicho genotipo no

han presentado en la actualidad clinica neurologica (151).

En otra poblacion asiatica es igualmente la mutacion L444P la predominante con una
frecuencia alélica del 42%. La mutacion asidtica F2131 estaba presente en dos pacientes.
Como ocurria en poblacidn japonesa la mutacion N370S tampoco se presenta en esta

poblacion (152).

Una poblacién no judia interesante desde este punto de vista es la argentina. En esta
poblacién a diferencia de otras poblaciones no judias la mutacion L444P presenta una
prevalencia significativamente menor con una frecuencia génica del 6.5% que le relega
al tercer lugar. La mutacion N370S es la mas prevalente con una frecuencia mayor que
en otras poblaciones no judias (47%) y lo mas destacado es la alta prevalencia de la
mutacion RecNcil (21%) (153). Esta recombinacion es menor al 8% segun se ha
comunicado en otras poblaciones; muy infrecuente en poblacion ashkenazi (142, 154),
oscilando entre 3% en poblacidn espafiola (155) y 7% en poblacién australiana (156) o
8% en una poblacion no judia estudiada por Horowitz (154). Hay que tener en cuenta
que en algunas ocasiones casos de RecNcil pueden ser considerados erréneamente

como L444P sino se analizan otras mutaciones presentes en el alelo (153).

Mutaciones en poblacion espariola
En la ultima referencia del Registro Espaiol de EG (REEG) (157), la mutacion mas
frecuente en un grupo de 108 pacientes no relacionados era la N370S que se presentaba

en el 46% del total de alelos como habia sido comunicado previamente en Espaiia,
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seguida por la L444P con una frecuencia de 18.5%. El genotipo més frecuente era el
N370S/L444P (36.8%). El 9.6% de los pacientes estudiados presentaban la mutacion
N370S en homocigosidad. Una frecuencia relativamente elevada de este genotipo cabria
esperarse debido a que se trata de la mutacidn mas prevalente; sin embargo si lo
comparamos con la frecuencia reportada en otras poblaciones no judias es elevada
(143). En ello puede influir una mayor frecuencia de dicha mutacién en Espafia en
relacion a otros paises europeos donde existe una mayor frecuencia de la mutacion
L444P y a un posible mayor nimero de diagndsticos de estos pacientes casi

asintomaticos.

En tercer lugar encontramos con una frecuencia de un 3.7% (8 casos) la presencia de
delecciones o recombinaciones con el pseudogen; cuyo diagnostico ha aumentado en los
ultimos afios. Esta frecuencia es semejante a la encontrada en otras poblaciones de
origen no judio (158). En este estudio es llamativo el hecho de que la mutacion G377S
es la tercera mas frecuente (6 casos). Estd mutacién también se ha encontrado con una
relativa elevada frecuencia en pacientes portugueses con EG (159). En el reciente
Registro la mutacion D409H ocupa un quinto lugar en frecuencia alélica (1.3%), con un
caso homozigoto. Sin embargo existen otros casos descritos de este peculiar genotipo en
poblaciéon espanola (160,161), lo que convierten a esta mutacion en una de las mas
prevalentes en nuestra poblacion y por lo tanto a tener en cuenta en el diagndstico

genético de EG.

Algo mas del 70% de los alelos identificados en el REEG corresponden a las
mutaciones antes citadas (Tabla 6); lo que habla de una menor heterogeneidad que en
otras poblaciones de origen no judio donde el “screening” de las cuatro mutaciones mas

prevalentes s6lo permite identificar aproximadamente el 60% (143).

Los 11 genotipos (excluidos el N370S/N370S y N370S/L444P) son exclusivos de
poblacion espaiola: N370S/T134P, N370S/G195W, N370S/G202R,
N370S/1451delAC, N370S/Y313H, N370S/P391L, G377S/G195W, G377S/G377S,
G377S/R436C.
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Tabla 6. Frecuencia de las mutaciones del GBA en pacientes espaifioles

Mutacion N° de alelos Porcentaje
N370S 100 46.3
L444P 40 18.5
Del / Rec 8 3.7
G377S 6 2.7
D409H 3 1.3
G195W 2 0.8
T134P 2 0.8
R436C 2 0.8
G202R 1

Y313H 1

E326K 1

1451delAC 1

P391L 1

Desconocida 48 22.2

Hasta la fecha las siguientes mutaciones del gen de la glucocerebrosidasa han sido
descritas por primera vez en pacientes de origen espainol: G195W (un paciente afecto de
una forma tipo [ y otro 3) (162), Rec (1263del55; 1342G>C), 1098insA, Y313H, 1402T,
V375L, T134P, S364N, P391L, G113E, G389E, N392I, Y412H, W(-4)X, Q169X,
R257X, 500insT, IVS5+1 (163,164,165) y mas recientemente G325W (2 hermanos
afectos de EG tipo I moderada con genotipo N370S/G325W) (166) .

Ademas de las mutaciones citadas en el gen de la glucocerebrosidasa, cabe destacar el
diagnostico en un paciente espafiol con afectacion neuroldgica del segundo caso de

déficit del activador sap C (113,123).

3.3.5 Caracteristicas de las mutaciones mas prevalentes

Mutacion N370S (1226G): Su origen se encuentra en la sustitucion de una base
nitrogenada adenina (A) por una guanina (G) en la posicién 5841 del gen, dando lugar
a un aminodacido serina en vez de asparragina. Fue descrita por primera vez por Tsuji en
1988 (167) y es el alelo mas prevalente entre los pacientes con EG, apareciendo entre un

70-80% en los pacientes judios (142,143) comparado con una frecuencia variable
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aunque netamente menor en poblaciones de origen no judio (23%-46%) (143,154,157).
En raza judia ashkenazi se ha calculado una frecuencia de portadores de dicho alelo

defectuoso entre 0.023-0.034 (34,35).

La existencia del alelo N370S predice la existencia de una EG tipo 1. La presencia de
esta mutacion en homozigosis estd asociada de forma invariable a enfermedad tipo I que
con frecuencia lleva a un diagndstico mas tardio que con otras mutaciones (34,168,169),
sin embargo en el ultimo Registro mundial de EG (141) se ha comprobado como existe
un diagnostico mas temprano (27.2 anos por término medio) de estos pacientes en
relaciéon a estudios previos (170) en muchas ocasiones condicionado por estudios
familiares en individuos asintomaticos (171) e incluso programas de busqueda en
poblaciéon sana de origen judio(35). En los individuos heterozigotos para la mutacion
N370S la gravedad de la enfermedad viene determinada por el otro alelo defectuoso.
Cuando la mutacion N370S se encuentra en heterozigosis con otras mutaciones (a
excepcion de 84GG o deleciones / recombinaciones) el diagnostico segun datos del
ultimo Registro oscila entre los 16 y 20 anos de edad; situdndose mas proximo a los 16

afios cuando se presenta con la mutacién L444P (141).

Existen datos contradictorios en relacion al origen en el tiempo de la mutacion N370S.
Recientemente Diaz (172,173) propone un origen antiguo de la mutacion N370S en
poblacion de judios ashkenazi y espafola en base a que ambas poseen un haplotipo
semejante para marcadores asociados y una estimacidon que sugiere que esta mutacion
aparecidé hace varios miles de afios. Sin embargo, esto es contradictorio con otros
estudios basados en complicados calculos matematicos que estiman el origen de esta
mutacion en la poblacion ashkenazi entre los siglos XI y XIII (174). Este resultado
resulta mas consistente si tenemos en cuenta la época de aparicion de otras mutaciones
frecuentes también en esta poblacion, a excepcion del déficit del factor XI tipo II por la
mutacion E117X que se cree aparecioé hace mas de 3000 afios (175), en el momento de
la separacion de los judios ashkenazi e iraquies. Este hallazgo apoya la hipdtesis de un
origen por lo tanto mas reciente de esta mutacion y supone que posiblemente existiera
tanto una transferencia del cromosoma a poblaciones europeas como un origen no judio

en los individuos europeos que presenten dicha mutacion (174).
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Mutacion L444P (1448C): Esta mutacion resulta de la sustitucion de una timina por
citosina a nivel del nucleétido 6433 del gen de la glucocerebrosidasa, dando lugar a un
aminoacido prolina en vez de leucina y creando un punto de restriccion para la enzima
Nci. Fue descrita por primera vez por Tsuji en 1987 (176) en un paciente con EG tipo 2,
aunque posteriormente se ha encontrado en todos los tipos de EG. En la EG tipo I se
presenta en heterozigosis, en la tipo 2 habitualmente en heterozigosis y en la tipo 3 es
frecuente en homozigosis (143). Los ya mencionados pacientes con EG tipo
Norrbottnian son todos homozigotos para la mutacion L444P (177). Sin embargo en los
ultimos afios han surgido dudas en relacion a la correlacion genotipo-fenotipo de esta
mutacion. En primer lugar aquellos casos homozigotos para la mutacion y afectos de
una forma tipo 2 de la enfermedad descritos en la literatura posiblemente obedecen a la
existencia de un alelo recombinante y no homozigosis de la mutacion L444P (143).
Ademas y como se ha comunicado en la literatura en diversos casos existen individuos
homozigotos para la L444P que no presentan sintomatologia neuroldgica (143, 178,
179); sin embargo en muchos de estos casos se trata pacientes de escasa edad y como se
ha visto en la serie mds amplia de individuos homozigotos para esta mutacion en su

evolucidn la mayoria estan desarrollando clinica neurologica (151).

La mutacion L444P es en general la mutacion mas prevalente en poblacion de origen no
judio (143), con excepcidn de algunas poblaciones como la espafiola (157,171). En los
casos en que se presenta en homozigosis la edad media de diagndstico segin datos del
Registro mundial (141) es 2.3 afios. En heterozigosis dependera la segunda mutacion;

en le caso de la N370S aproximadamente a los 16 afios (141).

Mutacion 84GG: El alelo 84GG designa la insercion de una G en la posicion 84 del c-
DNA dando lugar a un cambio en la pauta de lectura y a la terminacion prematura de la
sintesis protéica, sintetizandose una cadena polipeptidica de 44 aminodcidos. Esta
mutacion es la segunda mas comun entre los pacientes judios de origen ashkenazi,
donde se encuentra en un 13 % de los alelos mutados(154). Excepto alglin caso aislado
descrito en la literatura, se puede decir que esta mutacion es exclusiva de la raza judia
(180), habiéndose encontrado una frecuencia de dicho alelo entre los judios ashkenazi
de 0.00217 (35). Esta mutacion se encuentra en los pacientes con EG tipo 1 y

habitualmente se presenta como afectacion grave de la enfermedad; de hecho, se supone
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que esta mutacion debe ser letal para el feto puesto que no se ha encontrado ninglin

paciente con dicho alelo en homocigosidad.

En heterozigosis con la mutacion N370S segun datos del Registro mundial de EG (141)

la edad media de diagndstico en los 93 pacientes registrados corresponde a los 8.7 afios.

En contraste con la mutacion N3708S, la 84GG es exclusiva de la poblacion judia y
parece tener aproximadamente el mismo origen en el tiempo en esta poblacion que la

N370S segiin Diaz (173), hace unas 55 generaciones.

Mutacion IVS2+1: Esta mutacion acontece debido a la presencia de una adenina que
substituye a una guanina, en el primer nucledtido del segundo intron del gen de la
glucocerebrosidasa. Debido a esto, se pierde la secuencia “GT” (pasando a “AT”) que
constituye la sefial necesaria para el reconocimiento y realizacion del proceso de ayuste
del mRNA, dando lugar un mRNA aberrante que no sintetiza proteina (181). Esta
mutacion representa el 1-3% de los alelos entre los pacientes judios y no judios con EG
(154). En cuanto al tipo 1 de enfermedad, la forma en que ha sido encontrada mas
frecuentemente es como portadora del fenotipo N370S/IVS2+1, y siempre se presenta
como una forma moderada-grave de enfermedad. Se ha descrito el caso de un paciente
de origen judio con EG tipo 2 que presentaba el genotipo L444P/IVS2+1, diagnosticado
antes del nacimiento y que fallecié a la edad de 8 meses (154). Entre los pacientes no
judios, la mutacion ha sido encontrada en 2 pacientes de entre 69 con afectacion
neuronopatica: uno de ellos tenia una EG tipo 2 con un genotipo D409H/IVS2+1,
mientras el otro teina una EG tipo 3 con un genotipo R463C/IVS2+1 (154). En la
reciente serie de Koprovica (143) en poblacion no judia no se encontré ningun
individuo con esta mutacion y EG tipo I, los casos detectados eran formas
neuronopdticas y si se presentaba junto a la mutacion L444P invariablemente

correspondia a una forma tipo 2.

La edad de aparicion de la sintomatologia va a estar en dependencia de la mutacién
asociada. En poblacion de origen no ashkenazi y correspondiendo a formas
neuronopaticas su debut se da en los primeros afnos de la vida (143); en combinacion

con la mutacion N370S (situacién frecuente en poblacion judia) segin el Registro
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Mundial los 17 casos registrados tenian una edad media en el diagndstico de 6.4 afios
(141).

Mutacion D409H (1342C): Esta mutacion es originada por la aparicion de una citosina
en vez de guanina en el nucledtido 5957 del gen de la glucocerebrosidasa, de tal manera
que da lugar a la sintesis de histidina y no de &cido aspartico (182,183). Constituye una
mutacion que esta presente en el pseudogen y solamente ha sido encontrada en
pacientes no judios, con una prevalencia variable 1.3-5% (157,182,183). Los pacientes
que presentan la mutacion en homozigosis tienen un fenotipo peculiar con apraxia
oculomotora junto a esclerosis valvular cardiaca que origina estenosis adrtica (143).
Debido a su afectacion neurologica estos pacientes han sido clasificados en un principio
como EG tipo 3; sin embargo, no presentan otra afectacion neuroldgica o un gran
afectacion visceral. Esto ha hecho que desde hace unos afios se clasifique a estos
enfermos, con este genotipo y fenotipo caracteristicos, como pertenecientes al tipo 3C

de EG (184).

Alelos recombinantes: La secuenciacion de clones de c-DNA de gran cantidad de
pacientes ha dado lugar al hallazgo de alelos complejos con varias mutaciones. Asi por
ejemplo se han descrito:

-Alelo recNcil: contiene la mutacion L444P asociada a las mutaciones A456P y V460V
(125). Este alelo recombinante tiene una elevada prevalencia en poblacion argentina
(21%) (153) frente a una frecuencia en poblacion no judia de un 7.8% (154) y una
practicamente nula presencia en poblacion ashkenazi (142,154). Hay que tener en
cuenta que en algunas ocasiones casos de RecNcil se han considerado erroneamente
como L444P al no analizarse otras mutaciones presentes en el alelo (153).

- Alelo recTL: contiene las mutaciones anteriores en asociacion con la D409H (125).

- Alelo que asocia las mutaciones anteriores con la presencia de la deleccion de 55
nucledtidos a nivel del exon 9 (185). En poblacion espafiola existe un alta prevalencia
de falsos N370S homozigotos como consecuencia de dicha deleccion (186).

- Alelo L444P asociado con V460V (144).

- Alelo que asocia las mutaciones R120W + W184R + N188K + V191G + S196P +
G202R + F2131 (144).
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La presencia de un alelo de recombinacion se asocia invariablemente con una EG tipo I

grave o una forma neuronopatica.

3.3.6 Correlacion genotipo-fenotipo

Determinadas mutaciones como la N370S y la V394L permiten la sintesis de un enzima
con una variable actividad residual. En el otro extremo se sitian mutaciones como la
84GG que provoca un cambio en la pauta de lectura “frameshift”, de manera que no
existe sintesis alguna del enzima. De forma similar ocurre con la mutacion en el primer
nucleotido del intron 2 (IVS2+1) con la que no existe sintesis del enzima. Como
consecuencia de estas circunstancias seria previsible que existiera alguna relacion entre

el genotipo y el fenotipo de los pacientes (29).

Y hasta ciertos limites se conocen determinadas relaciones. Como se ha comentado
previamente la homocigosidad para la mutacion L444P predispone para la existencia de
una forma neuronopdtica de la enfermedad (29). Es mas, hoy en dia sabemos que
probablemente la presencia de esta mutacion en homocigosis nos tiene que hacer pensar
en una EG tipo 3; ya que para presentar una EG tipo 2 es preciso un alelo con actividad
nula (recombinaciones) y que muchos de los casos descritos como EG tipo 2 y
homozigotos para la mutacion L444P eran realmente falsos homozigotos para dicha
mutacion (143) y que posiblemente otras mutaciones derivadas del pseudogen puedan
estar presentes (187). En la poblacion de Norrbottnian en que la caracteristica genética
es la homocigosidad para la mutacion L444P solo se presenta la forma clinica tipo 3 y
no la 2 lo que corrobora la afirmacion anterior (177). Incluso en poblacion japonesa
donde existian numerosos casos descritos de nifios con EG tipo I y homocigosidad para
la mutacion L444P (143,178,179), hoy en dia se estd demostrando que estos pacientes
en su evolucidon posterior esta desarrollando sintomatologia neuroldgica, por lo que
debemos hablar de individuos afectos de EG tipo 3 (151). La presencia de la mutacion
N370S parece prevenir el desarrollo de una EG tipo 2 6 3 (29). Y como cabria esperar
la enfermedad es mas bien leve en aquellos individuos homozigotos para dicha
mutacion en relacion a aquellos otros que comparten dicha mutacion con mutaciones
consideradas mas graves (N370S/L444P 6 N370S/84GG) (36). Esta claro que aquellos
individuos con genotipos distintos a la homocigosidad para la mutacion N370S

desarrollaran mas probablemente enfermedad dsea, afectacion hepatica y esplénica mas
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graves y inicio de la sintomatologia mas precoz (168). En el Registro Internacional de
EG (141) podemos comprobar como la edad de inicio de la enfermedad, a pesar de que
progresivamente el diagndstico estd siendo mas precoz, en los individuos homozigotos
para la mutacion N370S es por término medio los 27 afios, frente a los 16 afios en los
individuos N370S/L444P 6 8 afios en los N370S/84GG y 6 afios en N370S/IVS2+1. Los
individuos que son diagnosticados en edades adultas o incluso avanzadas presentan de

forma invariable homozigosis para la mutacion N370S (29).

Sin embargo es obvio que existen diferencias en la expresion clinica de los diferentes
genotipos, con importantes variaciones intragrupo. Se han comunicado pacientes afectos
de la mutacion N370S en homozigosis manifestando EG tipo I moderadamente severa
mientras que algunos pacientes con los genotipos N370S/84GG y N370S/L444P
presentan formas leves (142,168,169). No existen suficiente informacién para asegurar
cuanto de estas variaciones son interfamiliares, intrafamiliares, y cuanto puede deberse

a factores ambientales (29).

En relacion a aquellos individuos portadores de alelos complejos con varias mutaciones,
que habitualmente presentan formas graves de la enfermedad (143); ésta va a estar
relacionada con las caracteristicas de las mutaciones asociadas; asi individuos con el
complejo L444P+E326K presentan la variante 2 de la EG; sin embargo pacientes con la
asociacion D140H+E326K, y debido a que la mutacion D140H posee una mayor

actividad residual presentan formas de la enfermedad mas leves (188).

En relacién al fenotipo se han propuesto las siguientes combinaciones (Tabla 7) de
acuerdo a la clasificacion clasica en “alelos nulos” (mutaciones que impiden que se
sintetice el enzima) (Tabla 8), “alelos graves” (cambian un solo aminodcido y se
encuentran en pacientes afectos de formas neuronopaticas) (Tabla 9) y “alelos leves”
(encontradas en pacientes con EG tipo 1 bien en homocigosidad o en heterocigosidad

con otras mutaciones que se conocen como leves) (Tabla 10):
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Tabla 7. Interaccion entre los diferentes tipos de mutaciones en la EG.

Alelo nulo Alelo grave Alelo leve
Alelo nulo No viable Tipo I/ 111 Tipo I
Alelo grave Tipo I/ 111 Tipo I/ 111 Tipo 1
Alelo leve Tipo I Tipo I Tipo I
Tabla 8. Mutaciones del gen de la Glucocerebrosidasa. Alelos nulos.
Mutacion en cDNA Mutacion en aminoacido Exon/Intron
72 del C cambio de pauta 2
84C-GG cambio de pauta 2
IVS2+1G/A ayuste intron 2
203 del C cambio de pauta 3
A337T K74Stop 4
C635G S173Stop 6
C653A W179Stop 6
C1192T R359Stop 8
1263-1317 (del 55pb) cambio de pauta 9
C1357T Q414Stop 9
1447-1466del, TG ins cambio de pauta 10
1451delAG cambio de pauta 10
C1505A ayuste 10
IV10+2T/G ayuste intrén 10
Delecion todo gen del 1-11
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Tabla 9. Mutaciones del gen de la Glucocerebrosidasa. Alelos graves.

Mutacion en cDNA Mutacion en aminoacido Fenotipo
A586C K157Q 2
C649T P178S 2
G721A G202R ?
T754A F213I 3
GI1090A G325R 2
GI1093A E326K 3
T1141G C342G 2
GI1297T V394L 3
G1309C V398L 3
GI312A D399N 2
G1361G P415R 2,3
G1342C D409H 3
A1343T D409V 3
A1390G K425E 3
T1448C L444p 2,3
C1505A R463C 3
C1589T T4911 3

Tabla 10. Mutaciones del gen de la Glucocerebrosidasa. Alelos leves.

Mutacion en cDNA Mutacion en aminoacido Exon/Intron
G160T V15L 2
G254A G46E 3
C259T R48W 3
G354C K79N 4
C481T P122S 5
A680G N188S 6
T764A F216Y 7
C914G P266R 7
C983T P289L 7
G1053T W312C 8
G1193A R359Q 8
G1208C S364T 8
A1226G N370S 9
G1246A G377S 9
A1304C N396T 9
C1603T R496C 11
G1604A R496H 11
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4. ASPECTOS CLINICOS

Las manifestaciones clinicas de la EG van a estar condicionadas por el acumulo del
material no degradado a nivel de los macrofagos; que son las células especializadas en
la eliminacion de residuos celulares (179). Realmente el macréfago es el protagonista de
esta enfermedad y su complejidad funcional puede ser un factor determinante en la
variabilidad clinica de las manifestaciones de la enfermedad (189). Cualquier tejido u
organo en el que se localizan estas células puede verse afectado en la EG; pero

fundamentalmente 6rganos diana van a ser médula 6sea, higado y bazo.

4.1 Clasificacion clinica

Clasicamente se ha distinguido tres tipos de EG (Tabla 11). Estéa division fue propuesta
por primera vez en 1962 por Knudson y Kaplan (190). El término EG tipo 1 se reserva a
aquellos casos en los que no existe ningun tipo de afectacion neuroldgica (179). La EG
tipo 2 o infantil neuronopatica conlleva un pronodstico sombrio y puede ser separada
claramente de las otras dos variantes. La EG tipo 3 originalmente descrita en los
pacientes Norrbottnian de Suecia (177) debe ser definida como EG neuronopatica que
no es un tipo 2. Se han realizado intentos para distinguir diferentes subtipos dentro de la
EG tipo 3 (184): algunos pacientes presentan afectacion neuronopdtica progresiva con
comienzo en la adolescencia (Tipo 3a); mientras otros presentan una
hepatoesplenomegalia muy importante y enfermedad oOsea y como afectacion
neurolégica exclusiva apraxia oculomotora progresiva (Tipo 3b). Las caracteristicas
clinicas asociadas con la homocigosidad para la mutacion D409H han sido clasificadas
recientemente como EG tipo 3c.

Tabla 11. Subtipos clinicos en la Enfermedad de Gaucher (179)

Manifestacion Tipo 1 Tipo2 Tipo3a  Tipo 3b Tipo 3¢
Comienzo >1 afio <l afo >10afios <5afios 2-20 afios
Hepatoesplenomegalia ++ + + 4+ +
Enfermedad 6sea ++ - - +++ -
Enfermedad cardiaca valvular - - - - +++
Afectacion neuroldgica progr. - - + - +
Apraxia oculomotora - + + + +
Opacidades corneales - - - - +
Fallecimiento 60 afos <3 aflos <20 afios 30 anos <20 afios
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4.2 Enfermedad de Gaucher tipo 1

4.2.1 Frecuencia de la enfermedad

La enfermedad de Gaucher tipo I es la mas frecuente de las esfingolipidosis humanas,
constituye una entidad importante del grupo de enfermedades lisosomales. Su
frecuencia es reducida, estimdndose aproximadamente 1/200.000 habitantes (179);
siendo mas frecuente como ya se ha dicho en poblaciéon judia de origen ashkenazi,
donde la incidencia esperada a partir de estudios de screening poblacional es de 1 caso
por 855 nacimientos (35). Estudios realizados en poblaciones diferentes revelan
prevalencias distintas; asi en Holanda (37) su frecuencia es de 1.16/100.000 nacimientos
y en Australia (38) de 1 caso por 57.000 nacimientos. Por el contrario en poblacion
espanola la prevalencia segiin datos del REEG se situaria en 1/300.000 (157), lo que
seguramente se sitia lejos de la realidad al existir casos no incluidos en el Registro y

otros no detectados por su curso asintomatico.

4.2.2 Manifestaciones clinicas mas habituales

La EG se caracteriza por su polimorfismo clinico, que implica una variada
sintomatologia tanto en el inicio de sus manifestaciones como en la intensidad de las
mismas (191,192). Aproximadamente un 10% de los pacientes no presentan
sintomatologia detectandose la enfermedad en el curso de un estudio familiar; en otras
ocasiones puede pasar desapercibida a lo largo de la vida como consecuencia de sus

escasas manifestaciones clinicas.

Astenia. En los pacientes sintomaticos un dato semiologico habitual es la astenia /
adinamia que se interpreta como relacionada con la alteracion del metabolismo
glucolipidico (193). Sin embargo, este cansancio cronico es muchas veces percibido
solo de forma retrospectiva, cuando tras recibir TES, realizan sus actividades con mayor
energia y bienestar. Este punto ha sido destacado en algunas encuestas efectuadas sobre

la calidad de vida en los pacientes sometidos a TES (194).

Manifestaciones viscerales. La sintomatologia en la EG es en muchos casos resultado
de la esplenomegalia y el consiguiente hiperesplenismo (anemia, tendencia hemorragica
consecuencia directa de la trombocitopenia y en ocasiones infecciones bacterianas
recurrentes relacionadas con neutropenia) (179). La esplenomegalia junto con

hemorragias recurrentes tras traumatismos menores, procedimientos quirtirgicos leves
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incluyendo extracciones dentarias, obligan a realizar un recuento sanguineo y examenes
completos con la sospecha de una posible enfermedad hematoldgica maligna (195). Un
recuento sanguineo anormal asociado a hepatomegalia y alteraciones séricas de la
funcion hepatica llevan a la realizacion de estudios ecograficos y radioldgicos seguidos

de biopsia de médula 6sea o tejido hepatico.

Manifestaciones oseas. De forma retrospectiva es facil encontrar antecedentes de
dolores 0seos y diagndsticos de osteocondritis afectando especialmente a las epifisis
femorales; incluso el diagnostico de una enfermedad de Perthes es posible. En alguna
ocasion el diagndstico de EG es posible debido a la existencia de enfermedad Osea,
habitualmente tras un episodio de necrosis avascular (cadera o hiimero) o fracturas de

vertebras necroticas (179).

Los nifios con manifestaciones precoces de EG tipo 1 presentan generalmente menor
desarrollo estatuponderal e infantilismo con retraso en la aparicion de caracteres

sexuales secundarios (179).

4.2.3 Examen clinico

El paciente con EG puede presentar a la exploracion palidez, distension abdominal
como consecuencia de las visceromegalias y tener signos cutaneos de tendencia
hemorragica con purpura o equimosis. Los nifios con EG de inicio temprano
caracteristicamente muestran retraso de crecimiento y con frecuencia retraso en la
maduracion sexual. Las manifestaciones cutdneas de la enfermedad de Gaucher
incluyen pigmentacion generalizada en casos de larga evolucion, eritema malar y
pinguécula. Estos depdsitos de aspecto triangular de color amirellento o marron
aparecen en la zona lateral de la esclera y parecen obedecer més que al acimulo de
material glucolipidico a procesos de elastosis y rotura de fibras de coldgeno. El eritema
malar se presenta frecuentemente en pacientes con EG grave de aparicion temprana. El
eritema palmar y las arafas vasculares presentes en algunos pacientes son resultado de
la infiltracién hepatica. Puede existir ictericia siendo este un elemento caracteristico en
pacientes dependientes de frecuentes transfusiones secundarias al hiperesplenismo. En
casos mas raros y como consecuencia de enfermedad pulmonar se puede encontrar

dedos en palillos de tambor asociado con cianosis central (179).
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En relacion al hdbito corporal del paciente es fécil encontrar deformidades como
consecuencia de la enfermedad Osea: fracturas vertebrales por compresion que provocan
cifoescoliosis; destrucciones articulares resultado de focos de necrosis avascular
epifisarios en el fémur y humero proximal que dan lugar a deformidades en la cadera y
hombros. Otras deformidades son consecuencia de fracturas patoldgicas que tienen

lugar sobre el hueso osteoporotico o zonas de osteolisis focal (179).

Mediante palpacion se pueden objetivar linfadenopatias moviles especialmente en
region axilar o suboccipital. Su textura suele ser rugosa y rara vez exceden los 1.5
centimetros de diametro. En pacientes con enfermedad pulmonar se puede demostrar a
la exploracion signos de hipertension pulmonar con aumento de la presion venosa
yugular, signo de Kussmaul positivo, aumento del componente pulmonar del segundo
tono cardiaco e incluso signos de insuficiencia tricuspidea. El examen abdominal
muestra aumentos entre moderados y masivos del higado y bazo. En pacientes
pediatricos esplenectomizados el tamafio hepatico puede estar muy aumentado y a la
palpacion pueden detectarse grandes nddulos resultado de procesos previos de infarto y
fibrosis (179). Los signos de hipertension portal son muy raros en la EG sin embargo
han sido descritos en algunos pacientes que han desarrollado infartos hepaticos

recurrentes y cirrosis (196,197).

4.2.4 Enfermedad esplénica

La evidencia clinica de enfermedad esplénica estd presente al menos en un 95% de los
pacientes diagnosticados de EG (179). En el Registro Internacional se recoge que un
87% de los pacientes no esplenectomizados presentaban un volumen esplénico de al
menos 5 veces el normal (141). Sin embargo existen grandes variaciones en lo que se
refiere al tamafio esplénico, desde casos en los que se palpa justo por debajo de reborde
costal y a otros que presentan importante distension abdominal y el bazo alcanza la
pelvis. En los pacientes pediatricos el tamafio esplénico parece relacionarse con retraso
de crecimiento (195). En los adultos la esplenomegalia masiva puede asociar caquexia
(193). Los pacientes que no han recibido TES, la progresion de la enfermedad esplénica
es generalmente lenta, durante afios, aunque posiblemente alcanza un punto critico
cuando el paciente presenta anemia que precisa transfusiones. Alcanzado ese punto un
circulo vicioso de hiperesplenismo tiene lugar: las transfusiones de concentrados de

hematies se acompafian de marcados incrementos del tamafio esplénico como
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consecuencia del secuestro y destrucciéon de los hematies donantes. En ese caso la

instauracion rapida del TES o la esplenectomia se hacen necesarios (179).

En ocasiones el diagndstico de EG puede deberse a la realizacion de una esplenectomia
urgente tras un traumatismo que ocasiona rotura esplénica o hematoma subcapsular. El
embarazo puede acelerar el aumento del tamafio esplénico. La aparicion de lesiones
focales, incluyendo lesiones hipoecoicas en bazo e higado detectadas por ecografia,
puede llevar erroneamente al diagnostico de un proceso maligno (198). Los nddulos
esplénicos con hematopoyesis extramedular, infartos focales y malformaciones
vasculares se encuentran con frecuencia en las muestras anatomopatologicas.

Un dolor agudo en el hipocondrio izquierdo puede ser el comienzo de un infarto
esplénico, lo que se asocia frecuentemente a la esplenomegalia masiva. En ocasiones
puede acompaidiarse de fiebre y defensa abdominal. Cuando existe dolor referido al
hombro (signo de Kehr) refleja irritacion diafragmatica. Estos sintomas suelen
desaparecer en 2 o 3 semanas pero requieren instauracion de analgesia adecuada. Los
infartos esplénicos de gran tamafio se suelen acompafnar de anomalias en las enzimas
hepaticas y de hiperbilirrubinemia directa; puede existir ademas una disminucion en los
recuentos plaquetarios y coagulopatia de consumo. Los infartos esplénicos infectados
precisan instauracion rapida de terapia antimicrobiana parenteral para prevenir el

desarrollo de abscesos esplénicos (179).

La esplenectomia puede ser necesaria en la fase de hiperesplenismo agudo. Otras
indicaciones incluyen las citopenias que no responden al TES o efectos de compresion
como podria ser hidronefrosis izquierda. En los nifios se ha tenido en cuenta la
posibilidad de realizar esplenectomias parciales considerando las implicaciones de una
esplenectomia total sobre todo en la poblacion infantil (179). Sin embargo, incluso tras
la esplenectomia parcial o total se ha documentado la apariciéon de tejido esplénico

(199).

4.2.5 Enfermedad hepatica

Las células de Kupffer o histiocitos hepaticos son macrofagos especializados, los
estudios microscopicos han demostrado que se trata de un lugar invariable de acimulo
andémalo de material glucolipidico no degradado en la EG tipo 1. El examen clinico

demuestra hepatomegalia aproximadamente en el 70-80% de los pacientes con EG tipo
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1 (179). Segin datos del Registro Internacional el volumen hepatico medio en aquellos
individuos con bazo intacto era de 1.7 veces el normal. Un 77% presentaban un
volumen 1.25 veces el normal; el 17% 2.5 veces. Sin embargo en aquellos individuos
esplenectomizados el tamafio medio era de 2.2 veces el tamafio normal; el 88%
presentaban un volumen 1.25 veces el normal y el 40% 2.5 veces. El volumen hepatico
era significativamente mayor en el grupo de pacientes esplenectomizados (141). Sin
embargo son infrecuentes las complicaciones clinicas significativas presentandose en
menos del 5% de los pacientes afectos. S6lo un 50% de los pacientes con hepatomegalia
presentan alteraciones del funcionalismo y un 10% desarrollan hipertension pulmonar
(196). La existencia de ictericia, eritema palmar y arafias vasculares son visibles en
pacientes con enfermedad de comienzo precoz, traduciendo mayor disfuncion hepatica
y obligando a establecer el diagndstico diferencial con cuadros de hepatopatia crénica
originada por otras causas. S6lo un pequefio porcentaje muestran en estudios
anatomopatologicos cirrosis; sin embargo la presencia de fibrosis es frecuente. En los
estudios histoldgicos hepaticos se detactan septos fibrosos en el 25% de los pacientes.
La fibrosis rodea a las células en la mayoria de los casos y el origen de la misma podria
atribuirse en parte a la produccion aumentada de algunas de las citoquinas que produce
el macrofago en un intento de autodefensa del organismo para aislar los acumulos
acelulares o por desequilibrio en el metabolismo lipidico. Los signos de hipertension
portal como se ha comentado son infrecuentes en la EG, pero puede aparecer ascitis,
dilataciones vasculares cutaneas, en abdomen y signos indirectos de cirrosis hepatica.
Cuando existe cirrosis e hipertension portal se produce cianosis hepatogena llamada
sindrome hepatopulmonar y los pacientes tiene dedos en palillo de tambor por fracaso
de algunos mediadores metabolicos a nivel de lecho vascular pulmonar como el 6xido
nitrico. Los infartos hepaticos presentan datos clinicos semejantes a los esplénicos:
fiebre, dolor en flanco derecho y region subcostal con signos de inflamacidn peritoneal

(179).

4.2.6 Enfermedad de la médula dsea

La afectacion difusa del sistema mononuclear fagocitico ha hecho dificil determinar los
efectos propios de la infiltracion de la médula 6sea por las células de Gaucher en los
pacientes con bazo intacto. En presencia de una gran esplenomegalia la contribucion de
la médula 6sea a la gran variedad de anomalias hematologicas observadas en los

pacientes con EG no estd clara. Sin embargo, una vez que el paciente ha sido
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esplenectomizado, los efectos intramedulares de la infiltracion por células de Gaucher
se hacen manifiestos. Caracteristicamente, la EG se asocia con anemia macrocitica leve-
moderada que refleja la afectacion intrinseca de la médula oOsea, asociada con
trombocitopenia y leucopenia. La esplenectomia provoca aumento notable en el
recuento plaquetario y la aparicion de linfocitosis, monocitosis y cuerpos de Howell

Jolly (179).

En ausencia de déficit de hierro (posiblemente relacionado con el exceso de pérdidas
sanguineas) la aparicion de anemia en un paciente esplenectomizado sugiere
inmediatamente fallo de la médula d6sea. En esta situacion la enfermedad oOsea es
constante (manifestada por necrosis avascular o mas comunmente osteopenia
generalizada con desmineralizacién que lleva a osteoporosis en casos extremos, siendo
posible encontrar cambios osteoliticos) (179). Sin tratamiento, el pronostico de los
pacientes con fallo de la médula 6sea es grave, si bien es cierto que la anemia y otras
citopenias que aparecen en los adultos varios afios tras la esplenectomia responden de

forma muy rapida al TES (200).

4.2.7 Manifestaciones hematologicas

Como se ha dicho previamente el sangrado es un sintoma de presentaciéon comun en los
pacientes con EG (195). La causa es la trombocitopenia, aunque estan descritas
deficiencias asociadas de factor XI, si bien esto parece ser propio de la poblacion
ashkenazi (201). Sin embargo se han comunicado casos con fendémenos hemorragicos y
recuentos plaquetarios relativamente altos y test de coagulacion normales (202) que
sugieren alteraciones en la funcion plaquetaria. En un estudio reciente se ha
comprobado como hasta un 22% de pacientes sin trombocitopenias graves presentaban
trastornos de la agregacion plaquetaria (203) La trombocitopenia es probablemente la
anomalia hematologica mas frecuente (29). En el Registro Internacional encontramos
que entre los pacientes con bazo intacto el recuento plaquetario medio es de 85x10°/L.
Un 26% presentan recuentos plaquetarios inferiores a 60x10°/L. En los pacientes
esplenectomizados el recuento medio era de 219x10°/L y solo un 3% presentaban
recuentos inferiores a 60x10°/L (141). En fases tempranas su origen parece deberse a los
secuestros esplénicos de plaquetas y responde a la esplenectomia (195). Sin embargo

con la evolucion de la enfermedad estos pacientes sometidos a esplenectomia pueden
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volver a presentar este trastorno como consecuencia del fallo de médula 6sea como se

ha comentado.

La anemia es normalmente leve, pero en ocasiones puede ser importante con niveles de
hemoglobina menores de 5 g/dL; su origen se encuentra en la hemolisis secundaria al
hiperesplenismo, hemodilucién, secuestro esplénico y en casos mdas avanzados
(particularmente en los post-esplenectomizados) por depresion de la eritropoyesis
asociada a infiltracion de la médula 6sea por las células de Gaucher (204). Segin datos
del Registro Internacional entre los pacientes con bazo intacto la hemoglobina media era
de 11.2 g/dL, un 69% presentaban hemoglobinas inferiores a 12 g/dL y un 25%
inferiores a 10 g/dL. En el grupo de pacientes esplenectomizados la hemoglobina media
era de 12 g/dL, un 54% presentaban hemoglobinas inferiores a 12 g/dL y un 10%
inferiores a 10 g/dL. Por lo tanto segln estos datos la gravedad de la anemia se asociaba

a la presencia de bazo (141).

La leucopenia también puede presentarse, auque mas infrecuentemente, en algunos
pacientes, aunque en raras ocasiones contribuye a la aparicion de infecciones

bacterianas recurrentes (204).

4.2.8 Enfermedad dsea

Las alteraciones esqueléticas afectan a los pacientes con EG tipo 1 y 3 debido a que la
mayoria de los pacientes afectos de EG tipo 2 raramente sobreviven mas alld de los 2
anos (29). La afectacion esquelética es una causa importante de morbilidad pero con una
gran variabilidad entre pacientes. Aproximadamente el 80% de los pacientes con EG
presentan algin grado de afectacion 6sea y mas de la mitad sufren complicaciones
serias, incluyendo fracturas patologicas y osteonecrosis (205). Segtun datos del Registro
Internacional de EG un 94% de los pacientes han presentado una o mas manifestaciones
de enfermedad 6sea. Un 63% tienen historia de dolores 6seos y al menos un 33% un
episodio de crisis Osea. Las manifestaciones radioldgicas mas comunes eran la
deformidad en matraz de Erlenmeyer (46%), osteopenia (42%), infiltracion medular
(40%), infartos (25%), necrosis avascular (25%) y manifestaciones multiples (59%).
Los pacientes esplenectomizados presentaban con mayor frecuencia historia de dolor
0seo, crisis O0seas y manifestaciones radioldgicas de enfermedad grave que los no

esplenectomizados (141). Este hecho ha sido comunicado por otros autores en
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poblaciones con caracteristicas génicas distintas (206). Las crisis Oseas eran mas
frecuentes en aquellos pacientes con diagndstico antes de los 10 afios, aunque no
existian diferencias en la presencia de manifestaciones radioldgicas graves entre los
individuos diagnosticados antes y después de dicha edad. En relacion al genotipo
solamente el genotipo L444P/L444P presentaba una incidencia significativamente
menor de enfermedad dsea grave en relacion a los demds genotipos; este hallazgo
probablemente es mas dependiente de la edad, dado que estos pacientes por término
medio son mas jovenes y por lo tanto han tenido menos tiempo para desarrollar dichas
manifestaciones (141). No parece exisitir una asociacion entre el genotipo y la
existencia de enfermedad 6sea grave como demuestra el hecho de que poblaciones con
frecuencias génicas distintas presentan porcentajes de afectacion Osea semejante;
concretamente en poblacion japonesa donde la mutacion L444P es la predominante Ida
(206) comunicod recientemente un 57% de pacientes con enfermedad Osea grave,
mientras en poblacion espafiola, donde existe una mayor heterogeneidad génica, segiin

datos del REEG un 62,4 % presentaban afectacion 6sea (157).

La patogénesis de los cambios 6seos en la enfermedad de Gaucher no se conoce
completamente. Aunque las células de Gaucher no originan resorcidbn Osea
directamente, podrian estar iniciando los procesos de resorcion osea (205). Los estudios
in vitro han demostrado que la adicion de glucosilceramida a los macréfagos en medio
de cultivo inducen secrecion de interleucina-1, citocina que aumenta la actividad de los
osteoclastos (207). Estudios recientes han revelado que los pacientes con enfermedad
Osea presentan una disminucion de linfocitos T CDS8 en relacion a los que no la
presentan, este recuento tiene una correlacion negativa significativa con los niveles de
fosfatasa acida tartrato resistente, siendo este un marcador reconocido de la actividad de
los osteoclastos (208). Estudios histomorfométricos revelan una arquitectura anormal
con pérdida de tejido conectivo trabecular, corticales trabeculares porosas y aumento del
numero de osteoclastos (209). Sin embargo, las concentraciones séricas de calcio,
fosforo, proteina gamma-carboxiglutamica acida, hormona paratiroidea y excrecion
urinaria de hidroxiprolina no se encuentran elevadas. Estos hallazgos sugieren que las
areas localizadas de resorcion 6sea explican mejor las lesiones Oseas que una posible
alteracion del turn-over 6seo en esta enfermedad. El compromiso vascular como

consecuencia de la compresién extrinseca de los vasos por aumento de la presion
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intradsea, asi como la oclusion por trombosis y embolismo podrian también contribuir

al origen de las lesiones 6seas en la EG (205,210).

Entre los hallazgos clinicos mas frecuentes de la enfermedad dsea destaca la osteopenia
generalizada resultado del adelgazamiento de la cortical y pérdida de trabéculas lo que
favorece la aparicion de fracturas. También se puede producir osteoesclerosis asociada a
infartos 0seos por calcificacion distrofica de la médula 6sea necrdtica. Los estudios de
la masa 6sea demuestran desmineralizacion generalizada en los pacientes con EG,
dando lugar en ocasiones a la aparicion de osteolisis y contribuyendo al desarrollo de
fracturas patologicas (204). La osteonecrosis o necrosis avascular se produce por infarto
cronico del hueso debido al compromiso de la microcirculacion intradsea con isquemia
localizada y obstruccion lo que genera inicialmente un cuadro doloroso agudo conocido
como “crisis 6sea”. Esta manifestacion puede aparecer tanto en adultos como en nifios,
aunque es mas frecuente en éstos. Un 30-40% de pacientes con EG ha presentado una
crisis 6sea a lo largo de su evolucion; clinicamente se caracteriza por fiebre y dolor
intenso, generalmente a nivel de un hueso largo, asociandose a isquemia de la médula
Osea. Las crisis suelen aparecer con mayor frecuencia en la infancia, afectando cabeza

femoral, humeral o extremo distal del fémur (211).

La gravedad de los cambios esqueléticos depende de la extension e infiltracion de la
cavidad medular por las células de Gaucher (205). El acimulo de células de Gaucher en
la médula 6sea conduce a diversas complicaciones: (1) osteoporosis difusa, (2)

destruccion localizada, (3) necrosis isquémica y fracturas patologicas ().

Osteoporosis

El acimulo de células de Gaucher en la cavidad medular conlleva atrofia y necrosis que
provoca proliferacion de tejido fibroso y esto a su vez resorcion endostal (212). Estos
cambios pueden producirse en el hueso cortical o trabecular y a su vez ser difusos o
localizados. La reduccién de la masa 6sea aumenta el riesgo de fracturas patologicas

(213).

Expansion medular

A medida que la enfermedad progresa el abundante numero de células de Gaucher que

reemplazan la médula dsea provocan expansion del contorno de los huesos tubulares. La
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corteza se adelgaza, y la remodelacion es inicialmente mas manifiesta a nivel del fémur
distal. Este fallo en la remodelacion de la region metafisaria distal del fémur se conoce
con el nombre de deformidad en matraz de Erlenmeyer y es indicativa de enfermedad
activa en las fases de crecimiento (212). En raras ocasiones la extension extradsea de los
depositos de células de Gaucher puede ocurrir tras destruccion de la cortical y simular la

existencia de una lesiéon maligna (214,215).

Destruccion localizada

En determinados casos areas osteoliticas multiples, bien delimitadas pueden presentar la
apariencia de panal y a medida que la enfermedad progresa, las lesiones liticas alternan
con areas esclerdticas secundarias a calcificaciones distroficas de las masas necréticas
de células de Gaucher. Alrededor de las zonas de necrosis tiene lugar neoformacion
6sea resultados de un aumento de la actividad en el recubrimiento periostico como tiene
lugar en la osteomielitis (205). La presencia de lesiones oOseas en radiologia
convencional junto con aumento de los niveles de gammaglobulinas séricas obliga en

ocasiones al diagnostico diferencial con el mieloma multiple.

Esclerosis v necrosis isquémica

Los episodios de dolor 6seo agudo debido a necrosis isquémica pueden acontecer en
cualquier etapa de la enfermedad. Puede afectar a la epifisis del fémur, cabeza humeral,
rodilla y tobillo (en frecuencia decreciente). Pueden tener lugar en las diafisis de huesos
largos. Las crisis Oseas se presentan habitualmente en la infancia o adolescencia,
asociadas a fiebre, leucocitosis y aumento de la velocidad de sedimentacion globular
simulando en ocasiones una osteomielitis (210). La radiologia simple en la fase aguda

puede demostrar la existencia de una fina elevacion peridstica (205).

Destruccion difusa

En su evolucion la enfermedad dsea llega a una situacion de destruccion difusa y como
consecuencia el paciente puede presentar fracturas patoldgicas. Esto es mas comun en
las extremidades inferiores, aunque ningin hueso estd exento. Pequefios traumatismo
sobre la columna vertebral pueden ocasionar colapso vertebral. La infiltracion masiva
de la médula 6sea puede conducir a la compresion de los vasos sanguineos ocasionando
debilidad vertebral. Todos estos trastornos originan la aparicion de vertebras planas de

localizacién preferente toraco-lumbar, causadas por necrosis y fracturas por
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compresion, con ensanchamiento secundario del espacio discal. Se han descrito tres
tipos de fracturas por compresion (216): rectangular, central, y con acuflamiento
anterior. En las fracturas por compresion central puede observarse bien una transicion
abrupta con periferia normal o un aspecto biconcavo, visualizando herniacion del nacleo
pulposo discal en todos los casos (205). Se ha descrito un caso de compresion de

médula ésea secundario a colapso de cuerpo vertebral (217).

Varias modalidades de imagen se han usado para caracterizar el patrén y gravedad de la
afectacion dsea en la EG tipo 1 incluyendo radiologia simple, gammagrafia Osea,
tomografia computarizada (TC), resonancia magnética (RM) y densitometria 6sea (211,
218,219,220). Estas técnicas han demostrado la relacion entre la patologia y la
infiltracion medular pero no predicen necesariamente el curso clinico de la EG o
permiten identificar de forma precoz a los individuos con riesgo de desarrollar

complicacién dseas. Quizds en este aspecto la RM presenta considerables ventajas.

Radiologia simple

Las alteraciones osteoarticulares en la EG tipo 1 son muy variables, desde casos con
afectacion leve a otros con afectacion grave. El comienzo suele presentarse en la
infancia, aunque no es infrecuente que la primera manifestacion de la enfermedad tenga
lugar en la tercera o cuarta década de la vida (211). En algunas ocasiones los cambios
Oseos estan presentes incluso antes que la esplenomegalia . La radiologia convencional
puede ser util para establecer el patron de afectacion 6sea en la EG. Sin embargo, es
bastante insensible a la hora de detectar cambios medulares, asi como determinar el

grado de pérdida 6sea (205).

Gammagrafia ésea

La gammagrafia osea utilizanado tecnecio difosfonato parace ser util en la deteccion de
infartos agudos (218). Inicialmente existe una disminucion en la captacion del
radionuclido en la region afecta. Varias semanas después, dicha area aparece rodeada
por un halo marginal con aumento de captacidon; y tras unos meses se normaliza
(205,221). En un estudio, 15 pacientes evaluados mediante gammagrafia presentaban
correlacion entre los hallazgos encontrados y la radiologia convencional. En todos los
casos, la anomalia regional detectada en la gammagrafia se observaba también en la

radiologia simple (218).
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Por otro lado, el tecnecio-99m sulfuro-coloide es un radionuclido en forma de trazador
usado para valorar la distribucidon de las células del sistema reticuloendothelial en el
higado, bazo y médula 6sea. La extension de la infiltracion medular puede aparecer
normal con este método en estadios precoces. Cuando la enfermedad progresa hay
acumulo del trazador, junto con areas de deposito no uniforme. En las formas mas
graves de la enfermedad, la extensa fibrosis, necrosis y disminucion del flujo vascular,
hace que el radionuclido permanezca en los vasos (218). Se ha demostrado la relacion
entre el patrén de distribucion de médula 6sea mediante gammagrafia y el grado de

hepatoesplenomegalia (205).

Tomografia computarizada

La tomografia computarizada (TC) puede utilizarse en la valoracion de la cortical 6sea y
en la valoracion intramedular. La TC analiza la cortical 6sea en caso de reaccion
periostica secundaria a crisis 6sea y también en estudio de extension extraesquelética de
deposito celular, en forma de masa con destruccion cortical, ayudando al diagnostico

diferencial con una neoformacion osea (218,222,223).

En el estudio medular la TC mide el coeficiente de atenuacién de la médula grasa en
pacientes afectos de EG. El aumento va correlacionado con la intensidad de la
afectacion (218). Usando QCT, o tomografia computarizada cuantitativa de alta
resolucion, se ha demostrado moderada disminucién de trabéculas dseas y reduccion
significativa del contenido graso, obteniendo mediciones de la densidad cortical y
trabecular, sumadas al contenido graso. Todo ello proporcionaria datos sobre la
progresion de la infiltracion medular en el curso de la enfermedad o la respuesta al
tratamiento (224,225). Starer observd una mejoria ostensible en la los coeficientes de

atenuacion tras transplante de médula 6sea en un paciente con EG (226).

Densitometria dsea

La densitometria 0sea es una técnica sensible, precisa y relativamente barata, que puede
ser util en la determinacion de la afectacion osea en la EG, a diferencia de la radiologia
convencional que no es sensible para determinar el grado de pérdida d6sea (205). La

determinacion de la densidad mineral 6sea en 61 pacientes adultos afectos de EG tipo 1
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mediante DEXA (dual energy X ray absorptimetry) reveld una densidad media
significativamente menor que la esperada para su edad y sexo (213). En este estudio la
gravedad de la osteopenia se correlacionaba significativamente con otros indicadores
clinicos de intensidad de la enfermedad, incluyendo el genotipo N370S/84GG,
esplenectomia anterior y hepatomegalia. Las determinaciones de densidad 6sea también

se correlacionaban con la gravedad de la enfermedad 6sea (213,218).

Aunque la osteopenia es un hallazgo comun en EG, la ausencia de uniformidad en los
tipos de lesiones 6seas hace que las determinaciones de densidad 6sea no reflejen de
forma global la gravedad de la afectacion 6sea. Ademads, no esta claro si los cambios en
el contenido graso en médula de pacientes en tratamiento con TES pueda ocultar los

cambios en la masa 0sea durante el seguimiento (205).

Resonancia magnética

En la afectacion osea de la EG existen dos fendomenos determinantes en las alteraciones
visualizadas por resonancia magnética (RM) (211):

- Progresiva infiltracion medular por células de Gaucher.

- Compromiso vascular debido a los fendmenos oclusivos secundarios a la colonizacion

celular.

La infiltracion medular provoca un reemplazamiento de la hipersefial fisiologica
medular, observando areas hipointensas en T1 y T2, resultado de una modificacion de
los tiempos de relajacion tisular. En conjunto aparece una disminucion de sefial de

aspecto moteado (227).

En estadios precoces la infiltracion de células de Gaucher comienza en las vértebras, y
es visible solamente en ellas cuando la afectacion es leve (228). Conforme va
progresando la enfermedad, la infiltracion se extiende del esqueleto axial al apendicular,
afectando a la pelvis y extremidades inferiores, y con predominio proximal. Las epifisis

aparecen preservadas salvo en los casos de afectacion grave.

El patron tipico muestra una disminucion de sefial homogénea en T1 y T2 en los

cuerpos vertebrales, y una disminucion de sefial no homogénea en segmentos
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proximales de extremidades inferiores (219). Con la progresion de la enfermedad la

pérdida de sefial se volvera homogénea.

El compromiso vascular provoca infartos, osteonecrosis y pesudoosteomielitis u

osteomielitis aséptica (211,229).

La osteonecrosis se debe a infartos cronicos provocados por oclusion arteriolar como
consecuencia de una progresiva infiltracion medular y episodios de vasoespasmo y
trombosis. En las fases iniciales la médula necrotica es isointensa, y la transicion entre
el tejido normal y el necrdtico aparece como una banda de baja sefial en T1 y T2, que
representa la reaccion esclerdtica con inicio de reosificacion. En las fases posteriores la
médula necrotica es hipointensa, apareciendo posteriormente la fractura cortical por

colapso del hueso necrético (227).

Antes de la aparicion de la RM el 90% de las lesiones se diagnosticaban en fase tardia al
visualizar una linea subcondral en radiologia simple. En la actualidad la RM es la
técnica de eleccion cuando la radiologia simple es normal o existe un alto grado de

sospecha (227).

Las imagenes RM reflejan los cambios histolégicos (227):

En el estadio 1 la RM presenta una zona de edema hipointenso en T1 e hiperintenso en
T2, mal definido analogo al que se observa en casos de osteoporosis transitoria. La

radiologia simple es normal.

En el estadio 2 se observa en T1 un drea central hipo, iso o hiperintensa, rodeada
externamente por la interfase reactiva que comporta un anillo de baja intensidad de
sefal. En T2 este anillo presenta una doble linea, la mas interna hiperintensa y otra mas
externa hipointensa correspondiente a la formacion osteoblastica. La doble linea esta
presente en el 80% de los pacientes y aunque no es patognomonica es altamente
sugestiva de necrosis. En este estadio la radiologia simple puede presentar una

desmineralizacion inespecifica.
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En el estadio 3 es cuando aparece la semiluna subcondral en radiologia simple, que
refleja una fractura subcondral. La RM muestra la fractura con hiperintensidad lineal en
T2. Al progresar la enfermedad hacia estadio 4, la RM va mostrando los signos

degenerativos asociados.

La semiologia del infarto 6seo en RM deriva de la esclerosis apreciable en radiologia
simple, observando vacio de sefial o hipointensidad marcada en todas las secuencias,

con la morfologia irregular caracteristica.

Un 30 a 40% de pacientes con EG presenta crisis 6seas o episodios dolorosos
consecuencia de infartos 6seos agudos (216,230). En estos casos la médula oOsea
muestra un aumento de sefial por edema en ponderacion T2, similar al estadio precoz de
necrosis, que contrasta con la médula adyacente. También puede existir una hemorragia
subperidstica, originando una sefial mas intensa incluso que la grasa, debido al efecto
paramagnético de los productos derivados de la hemoglobina (229). Los estudios de
control muestran una recuperacion de la sefial fisiologica tras la crisis 6sea. Aunque el
proceso puede afectar a cualquier hueso, existe predominio de huesos largos, cabezas

femorales y vértebras.

La repercusion de las fracturas vertebrales sobre el canal medular, espacios
subaracnoideos y epidural se valora correctamente en RM mediante las diferentes

orientaciones de corte (227).

La necesidad de detectar pequefias variaciones en la intensidad de sefial medular
consecuencia de la infiltracion celular, ha motivado el uso de QCSI (quantitative
chemical shift imaging) (224,231), posibilitando la separacion de la sefial RM producida
por la grasa y el agua. La fraccion grasa se correlacionaba inversamente con el grado de
infiltracion medular. Esta técnica es bastante sensible para detectar cambios incipientes
en la afectacion medular, y la sefial RM del agua se separa de la sefial grasa mediante la
adquisicion de diferentes grupos de imagenes de columna lumbar. En un grupo de
imagenes ambos estan en fase, y en otro en oposicion de fase. Tras andlisis de datos,
podré obtenerse la fraccion grasa. A pesar de no ser un método invasivo, resulta
disponible en pocos centros y ultimamente se cuestiona el grado de repercusion de los

cambios detectados sobre el curso de la enfermedad (232).
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4.2.9 Enfermedad pulmonar

Las manifestaciones pulmonares habituales de la EG son resultados de la compresion
pulmonar por visceromegalias masivas o restriccion tordcica por cifoescoliosis
secundaria a colapso vertebral. La enfermedad pulmonar restrictiva resultado de
factores extrinsecos conlleva una reduccion del volumen tidal y del flujo ventilatorio

(179).

Las manifestaciones pulmonares intrinsecas de la EG han recibido poca atencion hasta
los ultimos anos. La EG puede afectar la vasculatura y ocasionar hipertension arterial
pulmonar. Por otro lado puede infiltrar el tejido pulmonar a nivel perivascular,
peribronquial y regiones septales ocasionando fibrosis intersticial u ocupando los
espacios alveolares lo que conduce a una consolidacion pulmonar progresiva (179).
Estas anomalias han sido comunicadas fundamentalmente en nifios y adultos jovenes
con enfermedad severa en exdmenes necropsicos. Los cambios radiologicos incluyen

opacificacion reticular bilateral o patron reticular — nodular (233).

En una serie de 95 pacientes con EG tipo 1, la funcion pulmonar se encontraba alterada
en un 68%, mientras un 42% presentaban una reduccion significativa de la capacidad de
difusion. Un 18% de los pacientes estudiados presentaba alteraciones en la radiografia

de térax (234).

Las malformaciones vasculares pulmonares fueron reconocidas como una manifestacion
de la EG por primera vez en 1990 (235). Su manifestacion directa es hipertension
pulmonar, no atribuible a otras causas bien definidas como enfermedad
tromboembodlica, vasculitis autoinmune e hipertension portal. La hipertension pulmonar
se define como una presion media en arteria pulmonar mayor de 25 mmHg que conlleva
un crecimiento de las arterias pulmonares e hipertrofia ventricular derecha. Los test de
funcion pulmonar son normales salvo disminuciones discretas en la capacidad de
difusion. La ecocardiografia pone de manifiesto la hipertrofia ventricular derecha y los
andlisis mediante doppler del flujo de insuficiencia tricuspidea es util para estimar la
presion en arteria pulmonar. El cateterismo del corazon derecho es 1til para confirmar el
diagnostico. En fases terminales puede aparecer cor pulmonale. La muerte acontece
habitualmente por inanicion y fallo cardiaco derecho con taquiarritmias incontrolables

(235).
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La hipertension pulmonar primaria ha sido descrita en hermanos con EG y en pacientes
no tratados (236). Los estudios histopatologicos demuestran la presencia de células de
Gaucher intracapilares, aunque en algin caso se ha encontrado una adelgazamiento de
las capas de las arteriolas pulmonares en ausencia de células de Gaucher, lo que apoya
la posible accién de un factor humoral; situacién semejante a la encontrada en caso de
hipertension pulmonar secundaria a toxinas (179). Recientemente se han comunicado
casos graves de hipertension pulmonar en pacientes en tratamiento con alglucerasa,
sugiriendo los autores una posible contaminacién del enzima por productos placentarios
como gonadotropina coridénica o componentes lipidicos tisulares (237), sin embargo la

ausencia de estudios histoldgicos en estos casos impide confirmar la etiologia toxica.

Recientemente Elstein (238) presentdé los resultados referente al estudio
ecocardiografico en 134 pacientes adultos afectos de EG tipo I, determinando la
existencia de hipertension pulmonar a partir de la medicion del grado de insuficiencia
tricuspidea. Un 7% de los pacientes presentaba un gradiente mayor de 30 mm Hg y en
un porcentaje mayor existian hallazgos radioldgicos sugestivos de hipertension
pulmonar ya que estos aparecian también en pacientes con gradientes entre 25-29 mm
Hg. Esta frecuencia elevada obliga segin los autores a realizar examenes rutinarios
ecocardiograficos tanto en pacientes no tratados como tratados, estos ultimos dado que
existe evidencia de progresion de la hipertension pulmonar durante el TES
(238,239).Ademas se sugiere la posibilidad de retirar el tratamiento si el gradiente
progresa mas alla de 30 mmHg y que hay que diferenciar entre la hipertension pulmonar
secundaria que puede responder al TES y la hipertension pulmonar primaria que aparece
en algunos pacientes tratados y que posiblemente pueda estar activada o agravada por el
tratamiento (240). Sin embargo en otras series no se han documentado casos con
progresion de la sintomatologia debida a hipertension pulmonar (241), posiblemente
porque estos pacientes presenten comorbilidad que favorezca la predisposicion a
desarrollar hipertension pulmonar. Aunque no se ha asociado la progresion de la
hipertension pulmonar con el régimen terapéutico utilizado en la serie de Elstein los
pacientes recibieron en la mayoria de los casos dosis bajas, frente a otras series donde
no se objetivo progresion y se utilizo el esquema de dosis elevadas — baja frecuencia
(241). El pulmoén, como el cerebro y posiblemente la médula 6sea pueden representar

zonas poco accesibles al enzima circulante. En estas situaciones un esquema de dosis
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bajas puede no ser suficiente e impedir una concentraciéon adecuada del mismo sobre
todo si existen zonas de fibrosis y necrosis. Por ello otros autores estan en desacuerdo
con la posibilidad de retirar el tratamiento en pacientes sintomaticos en los que
ciertamente el riesgo de progresion de la enfermedad aumentaria sin existir una
evidencia definitiva de la relacion entre el tratamiento y la hipertension pulmonar (241).
Recientemente Mistry (242) estudi6 la existencia de hipertension pulmonar en un grupo
de 122 pacientes comprobando que aquellos en TES presentaban una incidencia menor
de hipertension pulmonar respecto a aquellos no tratados. En este estudio la presion
pulmonar se correlacionaba con la edad, sexo femenino y la existencia de
esplenectomia. Este autor encontrd una buena respuesta en los casos afectos de

hipertension pulmonar al optimizar el TES y asociarlo a la terapia con vasodilatadores.

En algunos pacientes se ha presentado un cuadro de hipoxia severa asociado a una
amplia red de anastomosis intrapulmonares. Esto ocurre habitualmente en combinacion
con cirrosis establecida e hipertension pulmonar (cianosis hepatdogena o también
conocido como sindrome hepatopulmonar). Caracteristicamente estos pacientes presenta
disnea y cianosis que disminuye en posicion decubito. Los pacientes presentan dedos en
palillo de tambor y probablemente este fenomeno es resultado de la imposibilidad de
metabolizar en el higado un mediador de la vasodilatacion como es el 6xido nitrico

(179).

En los casos con hipertension pulmonar grave parace exisitir una respuesta favorable

tras TES a dosis elevadas (243).

4.2.10 Manifestaciones oculares y cutaneas

Tanto las manifestaciones cutdneas como oculares mas habituales son resultado del
acumulo de material glucolipidico, ya sea en dermis ocasionando hiperpigmentacion
cutanea y conjuntival o en esclerdtica dando lugar a la aparicion de pinguécula (179).
En la reunion del Grupo europeo de EG (EWGGD) Wollstein (244) present6d los
hallazgos oculares méas habituales en 80 pacientes afectos de EG tipo I. Hasta un 70%
presentaban pinguécula, bien de localizacion nasal o temporal. El estudio de motilidad
ocular mostré anomalias en una proporcion semejante a la poblacion general. En un

paciente se detectod opacidad corneal.
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Existen ademés otras manifestaciones cutdneas que siendo caracteristicas de la EG no
son atribuibles al depdsito del material glucolipidico constituyendo la expresion clinica
de la implicacion de otros drganos como sucede con las dilataciones vasculares malares,
abdominales, cianosis hepatdgena, eritema palmar propias de la afectacion hepatica o
con los cuadros purpuricos petequiales expresion de situaciones de trombocitopenia

(245).

4.2.11 Otras manifestaciones no habituales

Renales: Aunque en ocasiones se han identificado células de Gaucher en tejido renal en
autopsias o biopsias renales dentro del mesangio o en los glomérulos, existe pocas
referencias a manifestaciones clinicas renales en ausencia de amiloidosis. Al menos un

caso de glomerulonefritis con proteinuria grave ha sido comunicado (246).

Cardiacas: Se han comunicado casos de pacientes que han presentado episodios de
pericarditis, que pueden ser recurrentes y en ocasiones se asocian con calcificaciones

pericardicas y constriccion (247).

La calcificaciéon de valvulas cardiacas que presentan tipicamente los individuos
homozigotos para la mutacion D409H serd tratada dentro del apartado de formas

neuronopaticas al tratarse de pacientes clasificados clasicamente como tipo 3c.

Enfermedad de Parkinson: Diversos casos comunicados en Francia y en Israel hablan
de la asociacioén de Parkinson con EG (248). En un caso la enfermedad de Parkinson se
acompanaba de afectacion cerebelosa y demencia. La edad media de aparicion de la
enfermedad de Parkinson en estos pacientes, que lleva habitualmente un curso térpido,
se situa entre la cuarta y sexta década de la vida. En 6 pacientes en Israel se presentd a
los 47.5 afios, significativamente antes del inicio de dicha enfermedad en poblacion
israeli (61 afios). No esta clara la posible asociacion entre EG y enfermedad de
Parkinson, pero en los casos comunicados existe en general una mayor gravedad y una

resistencia significativa a la terapia convencional.

Colitis: Se ha comunicado el caso de un paciente con hemorragia colonica profusa

asociada a EG (249). El examen histoldgico revel6 infiltracion difusa de la mucosa por
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células de Gaucher lo que sugeria que la inflamacion local era la causa del sangrado

mas que por una tendencia al sangrado generalizada.

Enfermedades linfoproliferativas: La asociacion entre EG y enfermedades
linfoproliferativas es otro tema en controversia (250); el acimulo andémalo de
glucocerebrosido en el sistema mononuclear macrofagico produce activacion del
sistema reticuloendothelial constituyendo un estimulo cronico y constante para la linea
linfoide B. Este estimulo podria ser el responsable parcialmente y junto al desequilibrio
en el metabolismo lipidico de la aparicion de gammapatias policlonales detectadas con
gran frecuencia en estos pacientes. En un analisis reciente realizado entre los pacientes
espafioles afectos de EG, se observa que el 71.4% presenta aumento policlonal de la
fraccion gammaglobulinica sérica (251); otros autores refieren que el 85% de los
pacientes afectos de EG de menos de 50 afios, presentan componentes oligoclonales
séricos (252). Como justificacion a este hecho hay que considerar que el monocito-
macréfago es una célula muy comprometida en el funcionamiento del sistema inmune
humano, actuando directamente como elemento efector de la fagocitosis y como
presentadora de antigenos para los elementos linfoides de la linea B. Se especula en este
sentido si la constante estimulacion del sistema inmune que sufre el paciente con EG,
condicionaria la eventual aparicion de gammapatias monoclonales y sindromes
linfoproliferativos incluido el mieloma multiple (215). En el Registro de EG de la
Universidad de Pittsburg, probablemente uno de los mas importantes del mundo, y en el
que se recogen 463 pacientes con EG tipo 1, se refiere como causa de muerte en 13
pacientes (2.8%) un proceso linfoproliferativo de estirpe B (mieloma multiple, 5;
linfoma no Hodgkin, 4; y leucemia linfatica cronica, 3) (253). También se ha descrito la

presencia de amiloidosis como consecuencia del estimulo constante de la linea B (254).

Tiroideas: Mengel (255) comunicé dos casos de tiroiditis autoinmune en pacientes
afectos de EG tipo I, sugiriendo que la disregulacion immune propia de la EG podria ser

el origen de la tiroiditis en estos pacientes.

4.2.12 Enfermedad de Gaucher y embarazo
Durante bastante tiempo el embarazo y la EG eran considerados incompatibles y no era
recomendado para una mujer afecta de EG quedarse embarazada. A pesar de que esta

actitud ha cambiado en los ultimos afos, diversos estudios muestran como las

61



- INTRODUCCION -

complicaciones ginecoldgicas y obstétricas existen y han de tenerse en cuenta

(256,257).

El embarazo en la EG tiene varios riesgos incluyendo un grado mayor de anemia y
trombocitopenia, que pueden aumentar la hemorragia postparto, aumento significativo
de las organomegalias, empeoramiento de las manifestaciones esqueléticas y un
aumento del riesgo de aborto (256,257,258). Sin embargo opiniones existentes en
relacion a una incidencia mayor de esterilidad y muertes neonatales no ha sido

comunicado (256,258).

En la serie de Gramovsky-Grisaru (256) en un 24.5% de las mujeres embarazadas tenia
lugar un aborto espontaneo en el primer trimestre de la gestacion. En ocasiones el
diagnostico de la EG tiene lugar durante la gestacion al ponerse de manifiesto la
sintomatologia.

Recientemente se ha comunicado los beneficios del TES en las mujeres embarazadas
(259). Tanto la alglucerasa como la imiglucerasa estan clasificadas por la Food and
Drug Administration en la categoria C de agentes terapéuticos al carecer de estudios en
animales en periodo de reproduccién, que no permiten descartar un eventual efecto
teratogénico sobre el feto. Sin embargo, en el escaso nimero de pacientes en las que ha
coincidido TES y gestacion, no se ha descrito hasta la fecha ningun tipo de

complicacién o efecto adverso en la madre o en el feto (260).

No se ha demostrado influencia de los genotipos en las complicaciones ginecoldgicas u
obstétricas (256). Ademas parametros como TNF-o, quitotriosidasa, 3-hexosaminidasa

no tienen un valor predictivo en relacion al desarrollo de complicaciones (261).

4.2.13 Enfermedad de Gaucher. Crecimiento y desarrollo.

En el nifio existen una serie de manifestaciones generales que hablan también de la
actividad de la enfermedad. Entre ellas cabe destacar el retraso de crecimiento,
malnutriciéon, en ocasiones alteraciones en el desarrollo psicomotor, retraso en la
maduracion sexual y fracaso escolar. De todos ellos, el retraso de crecimiento parece ser
de gran valor a la hora de determinar la gravedad asi como el grado de progresion de la
EG en los nifios (204,245). Practicamente la mitad de los nifios con EG tipo I presenta

evidencia antropométrica de retraso de crecimiento. Incluso un porcentaje elevado de
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pacientes en la serie de Kaplan (22%) presentan un patrén de crecimiento normal, pero
pobre en relacion a la talla diana familiar (262). Recientemente Kauli (263) comprobd
que dicho retraso de crecimiento acontece fundamentalmente entre los 3 y 7 afos (el
SDS-talla desciende de 0.34 entre los 0-3 afios a —1.93 entre los 7-10 afos). El retraso
de crecimiento es paralelo a la gravedad de la enfermedad medida por otros parametros
(245). En ocasiones el retraso de crecimiento es la Unica manifestacion de la
enfermedad en el nifio (245). Se ha demostrado que el TES puede normalizar el
crecimiento si bien no existe todavia suficiente evidencia en la literatura (262). Por otro
lado el origen del retraso de crecimiento sigue sin estar suficientemente aclarado, si bien
Kaplan encontr6é una correlacion significativa entre el tamano hepatico y el retraso de
crecimiento (262); lo que podria suponer que la disfuncion hepatica pudiera estar

influyendo en el pobre crecimiento que presentan estos pacientes.

Asociado al retraso de crecimiento los nifios que desarrollan la EG en los primeros afios
de vida presenta con frecuencia una pubertad retrasada; hasta un 59.6% en la serie de
Kauli (263); si bien en todos los casos existe finalmente una maduracién sexual

completa. El TES también parece normalizar el inicio de la pubertad en estos pacientes.

4.2.14 Historia natural de la enfermedad de Gaucher tipo I y pronéstico

La EG tipo I presenta una extraordinaria variabilidad que impide conocer la evolucion
natural en cada paciente. Sabemos que el efecto de diversos tratamiento (TES,
esplenectomia, tratamientos ortopédicos,...) influyen claramente en el proceso y pueden
intervenir en su evolucién. Sin embargo, la ausencia de medios rigurosos para
cuantificar su influencia en la evolucion a largo plazo de los pacientes, hace que los
efectos de estas intervenciones en el curso y progresion de la enfermedad no esté del

todo aclarados (179).

Aunque algunos pacientes portadores de las mismas mutaciones presentan un curso
clinico semejante, otros, incluso dentro de la misma familia y por lo tanto con el mismo
genotipo, pueden mostrar grandes variaciones en la manifestaciones de la enfermedad.
Es evidente que la expresion clinica de la enfermedad (y por lo tanto el prondstico) no
puede ser completamente predecida exclusivamente a partir del analisis de las
mutaciones (264). Sin embargo como ya se ha sefialado si podemos hacer algunas

generalizaciones. La presencia de al menos una copia de la mutacion N370S, se asocia
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invariablemente con una EG tipo I y excluye la aparicion de clinica neuroldgica en su
evolucion (265). Esto puede explicarse probablemente por la existencia de una actividad
enzimatica residual. En los pacientes homozigotos para la mutaciéon N370S se observa
una gran variacion en su expresion clinica: desde la situacion mas habitual presentada
en individuos con practicamente ausencia de signos y sintomas de la enfermedad hasta

otros con afectacion esquelética moderada o severa y esplenomegalia masiva (179).

La presencia de la mutacion L444P en homozigosis en un paciente sin afectacion
neurolégica ha sido descrita en la literatura, sobre todo en poblacién japonesa
(143,178,179); sin embargo un importante numero de estos pacientes estdn

desarrollando sintomatologia neuroldgica en su evolucion (151).

Aunque los medios para cuantificar la afectacion multisistémica de la EG son
imperfectos, el desarrollo de un score de gravedad por Zimran (SSI) (169,195) ha

permitido establecer correlaciones entre la expresion de la enfermedad y otras variables.

Existen dos indices el “Severity score index age related” (SSIA) (169) (Tabla 12) y el
“Severity score index” (SSI) (195), que asignan valor numérico de puntuacion a la edad
de presentacion de los primeros signos y sintomas (SSIA), la gravedad de las citopenias,
el grado de hepatoesplenomegalia, la presencia y edad de la esplenectomia, la existencia
y grado de afectacion dsea y la afectacion de otros organos. E1 SSIA enfatiza el hecho
de que el comienzo temprano de las visceromegalias es un indicador de gravedad de la
enfermedad y mal prondstico. Segun la puntuacion alcanzada, se establecen tres grados
de intensidad de la enfermedad: leve (0-10 puntos), moderada (11-25) y grave (>26).
Sin embargo parece necesario mejorar estos indices de cara a determinar la posible
historia natural de la enfermedad de una forma mas precisa. Por ejemplo la presencia de
retraso de crecimiento en las formas no neuropdaticas parece asociarse con la gravedad

de la enfermedad y sin embargo no esta recogido en estos indices (179).

Otro problema importante es lo dificil que resulta determinar los distintos aspectos de la
enfermedad esquelética; en este sentido en la reunion del EWGGD Roca (266) propone
la utilizacion de un score combinado SSI-MRI (Resonancia magnética) que ofrece una
mayor sensibilidad y especificidad que el clasico SSI para definir el pronostico sobre

todo en referencia a la afectacion 6sea. En dicho score se afaden criterios objetivos
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sobre la afectacion esquelética teniendo en cuenta los distintos patrones de afectacion
6sea (normal, infiltracion no homogénea reticular, moteada o difusa y infiltracion
homogénea). En la serie analizada la aplicacion del score de Zimran clasifica al 33.33%
de los pacientes en los grupos de afectacion leve y moderada, mientras que el nuevo

score incluye al 88.88% de los pacientes en los grupos de afectacion moderada o grave.

Tabla 12. Severity score index age adjusted (SSIA)

Datos analizados Puntuacion Datos analizados Puntuacion
Citopenia Clinica de hepatopatia 4
No esplenectomizados 1 Afectaciéon SNC 20
Esplenectomizados: Afectacion de otros 6rganos 4
Anemia 1 Afectacion 6sea
Leucopenia 1 Objetiva
Trombocitopenia 1 No signos ni sintomas 0
Esplenomegalia* Signos radiologicos 1
No 0 Subjetiva
Leve (por encima ombligo) 1 Ausencia de dolor 0
Moderada (ombligo-pelvis) 2 Dolor ocasional 2
Masiva (fosa iliaca) 3 Dolor crénico 3
Esplenectomia 3 Fracturas
Hepatomegalia Postraumaticas 1
No 0 Patologicas 5
Leve 1 Necrosis aséptica 5
Moderada 2 Edad al diagnostico (afios)
Masiva 3 <50 0
Funcionalismo hepatico 26-50 1
Todas normales 0 11-25 2
Alguna alterada 1 6-10 3
Todas alteradas 2 1-5 4
<1 5
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4.3 Enfermedad de Gaucher tipo 2y 3
Como se ha sefialado la clasificacion de la EG obedece a criterios estrictamente clinicos.
Los tipos 2 y 3, o formas neuronopaticas presentan de forma constante afectacion

neurologica en contraposicion al tipo 1.

4.3.1 Frecuencia

la prevalencia de las formas neuropdticas es sensiblemente menor a la EG tipo 1; en el
caso de la EG tipo 2 se ha estimado frecuencias de menos de 1/100000 nacidos vivos y
esto es probablemente debido a la gran incidencia de abortos que ocasiona esta forma de
presentacion, asi como la poca viabilidad de los recién nacidos que presentan una alta
incidencia de complicaciones postparto (31). En relacion a la EG tipo 3 se ha estimado
una frecuencia de EG tipo 3 que varia entre 1/50.000 y 1/100000 nacidos vivos (40). El
prototipo de esta enfermedad es la forma Norrbottnian, nombre de la comunidad sueca
donde se da particularmente esta forma de presentacion, aunque es de distribucion
panétnica. Segin datos del Registro Internacional (141) menos del 1% de los pacientes

presentaban EG tipo 2 y un 5% reunian criterios de EG tipo 3.

4.3.2 Etiologia y fisiopatologia

Como ya se ha sefialado no existe en todos los casos una correlacion constante entre el
genotipo y el fenotipo de los individuos afectos. Algunas de ellas parecen especificas de
un determinado patron clinico, pero otras parecen dar lugar a formas clinicas distintas
en funcidén de la mutacion con la que se combinan en doble heterocigosidad, del grupo
étnico en que se presentan, o incluso del individuo afecto dentro de una misma familia
(267). En los tipos 2 y 3 de la EG, las mutaciones identificadas hasta el momento actual
pueden agruparse de un modo general, en cuatro grupos diferentes, en funcién de su

relacion con el fenotipo de los pacientes (268,269,270).

Grupo 1. Mutacién L444P que en homocigosidad es caracteristica de los tipos 2 y 3. Sin
embargo en los ultimos afios han surgido dudas en relacion a la correlacion genotipo-
fenotipo de esta mutacion. En primer lugar un nimero importante de casos homozigotos
para la mutacion y afectos de una forma tipo 2 de la enfermedad descritos en la
literatura posiblemente obedecen a la existencia de un alelo recombinante y no
homozigosis de la mutaciéon L444P (143). Ademas y como se ha comunicado en la

literatura en diversos casos existen individuos homozigotos para la L444P que no
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presentan sintomatologia neuroldgica (143, 178, 179); sin embargo en muchos de estos
casos se trata de pacientes de escasa edad y como se ha visto en la serie mas amplia de
individuos homozigotos para esta mutacion en su evolucién la mayoria estan

desarrollando clinica neuroldgica (151).

Grupo II. Mutaciéon D409H, que en homocigosidad parace condicionar la presencia de
una forma neuronopatica peculiar de la que se tratara mas adelante. En doble

heterocigosidad se ha descrito en pacientes con las formas 1,2 y 3.

Grupo III. Mutaciones diversas, tales como 84GG, IVS-2+1, RecTL, RecNcil, R463C,
1604 A, D55, Y313H, G377S, G195W, etc., que no parecen condicionar ninguna forma
clinica y que, en diversas combinaciones, se han encontrado en pacientes con formas
neuronopdticas y con formas no neuronopdticas. Sin embargo dentro de este grupo
cabria separar a las recombinaciones, dado que para presentar una EG tipo 2 se cree que
puede ser preciso un alelo con actividad nula (recombinaciones) y que muchos de los
casos descritos como EG tipo 2 y homozigotos para la mutacion L444P eran realmente
falsos homozigotos para dicha mutacion (143) y que posiblemente otras mutaciones

derivadas del pseudogen puedan estar presentes (187).

Grupo IV. Mutacién N370S que no se ha descrito por el momento en los tipos 2 'y 3, y

cuya presencia parace asegurar la indemnidad neurologica de los individuos afectos.

En el apartado de correlacién genotipo-fenotipo se analizan las posibles combinaciones
(Tabla 6) en base a la clasificacion clasica en “alelos nulos” (mutaciones que impiden
que se sintetice el enzima) (Tabla 7), “alelos graves” (se encuentran en pacientes afectos
de formas neuronopaticas) (Tabla 8) y “alelos leves” (encontradas en pacientes con EG
tipo 1 bien en homocigosidad o en heterocigosidad con otras mutaciones que se conocen

como leves) (Tabla 9).

Desde un punto de vista fisiopatoldgico y a diferencia de las formas tipo 1 donde el
acumulo cerebral se limita a los espacios de Virchow-Robin, este tiene lugar en distintas
estructuras cerebrales. En este sentido se han encontrado células de Gaucher en los
espacios de Virchow-Robin, cortex, sustancia blanca, tdlamo y areas subependimarias

de tronco y médula; presencia de células de Gaucher en parénquima de corteza cerebral
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y lébulos occipitales; acimulo  difuso de glucosilceramida y especialmente
glucosilesfingosina almacenada en microglia del tallo cerebral y neuronas de médula
espinal; aumento de flujo cerebral con disminucion de la fraccion del extraccion de
oxigeno cerebral; y aumento de calcio intracelular en oligodendroglia. Ademas la
composicion de los acidos grasos es compatible con un origen neuronal (29,271,272).
Estas diferencias en la distribucion del actmulo lipidico, casi seguro que esta
relacionado con el tipo de mutacion responsable del déficit enzimatico. Es probable que
determinadas mutaciones condicionen la presencia de una actividad enzimatica residual
suficiente para la hidrodlisis de los ganglidsidos cerebrales, quedando entonces el sistema
nervioso central libre de sintomas, y dando lugar a las formas no neuronopéticas de la
enfermedad. Por el contrario, la falta casi total de actividad enzimatica seria la
responsable del acimulo de glucosilceramida en macréfagos y en neuronas del cerebro
y, por tanto, de la aparicion de las formas neuronopaticas de la enfermedad (268,273).
Recientemente Sakura (274) ha comprobado como la presencia de células de Gaucher
en liquido cefalorraquideo se asocia con afectacion neuroldgica. Ademas la presencia de
células de Gaucher, ya presente en fases de escasa afectacion, se eleva sensiblemente

cuando la sintomatologia se agrava.

Recientemente se ha demostrado como el acimulo de glucosilesfingosina en los
pacientes afectos de EG tipo 2 tiene lugar intrautero; lo que posiblemente indica que el
tratamiento iniciado tras el nacimiento es ya insuficiente para prevenir las secuelas del

dafo neuroldgico que empieza en etapas precoces de la gestacion (275).

En la EG tipo 2 se ha comprobado en la piel constantes alteraciones bioquimicas
(aumento del cociente glucosilceramida / ceramida) y anomalias estructurales
(hiperqueratosis, hiperplasia epidérmica y paraqueratosis con ausencia de capa granular)
que justifican la incompetencia funcional de la barrera cutdnea y la manifestaciones

dermatologicas de los pacientes (276,277).

4.3.3 Enfermedad de Gaucher tipo 2 (neuronopatica aguda)

La EG tipo 2, infrecuente y sin dominio étnico, es una forma neuronopatica aguda de la
enfermedad que se presenta en la primera infancia. Existe cierta heterogeneidad en este
grupo de pacientes, pero no como en el tipo 3. Ademas de los tipicos signos sistémicos

de EG, estos pacientes desarrollan un sindrome neuroldgico caracteristico con disfagia,
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hiperextension cervical persistente, estrabismo, trismus, espasticidad generalizada y
regresion psicomotora. En fases avanzadas pueden presentar laringoespasmo y
episodios apnéicos. Algunos pacientes desarrollan mioclonias y convulsiones
generalizadas tonico-clonicas. La muerte suele acontecer a los dos afos de vida como
resultado de la disfuncioén cerebral progresiva (278). Algunos pacientes presentan un
comienzo algo mas tardio y una evolucion mas lenta pero con los mismos sintomas y

pronostico (29).

Desde que se comunico la asociacion entre ictiosis y enfermedad de Gaucher, los
estudios murinos y humanos realizados confirman que este fenotipo es parte del
espectro clinico del tipo 2 de la enfermedad. Sin embargo, todavia es dificil establecer la
frecuencia de esta rara forma de EG. Existen mas de 10 casos publicados enfermedad de
Gaucher neonatal con ictiosis (188,276,277,279,280-285). Aunque el déficit epidérmico
de glucocerebrosidasa debe contribuir al desarrollo de la ictiosis, no estd claro porque
solo algunos nifios con EG tipo 2 desarrollan el fenotipo de collodion baby. Los
estudios histologicos y ultraestructurales de la piel de los pacientes que no presentan
afectacion dermatologica revela que también presentan las anomalias epidérmicas (277).
De hecho los estudios de piel pueden permitir distinguir pacientes con EG tipo 2 de

aquellos con EG tipo 1 y 3 antes del desarrollo de signos neuroldgicos graves.

Se ha especulado que la descamacion cutdnea alterada observada en pacientes con

ictiosis congénita podria ser resultado de anomalias en la cohesion intercelular (277).

De todos los casos comunicados con esta sintomatologia solamente un genotipo se ha
repetido en varios casos (286,287); se trata de pacientes homozigotos para un alelo
recombinante (RecNcil) que incluye una secuencia del pseudogen y que se ha
encontrado con elevada frecuencia en poblaciones de origen hispano (153). En todos
ellos existia consanguinidad familiar. En relacion a las demés mutaciones encontradas
se puede sefialar que no existen genotipos especificos para este fenotipo; si bien se han

encontrado mutaciones presentes en formas graves de EG tipo 2 previamente descritas

(R131C, R120W, S196P) (286).

Posiblemente la EG tipo 2 con ictiosis congénita o también conocida como forma letal

perinatal sea la mas frecuente dentro del espectro de EG tipo 2, dado que su frecuencia
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real puede encontrarse subestimada debido a que muchos casos son diagnosticados de

collodion baby o hydrops de origen desconocido (285).

Recientemente Finn (287) ha presentado un caso de un paciente de origen hispano con
una forma perinatal letal con membranas de collodion que asociaba una artrogriposis
severa. El paciente presentaba una actividad de B-glucocerebrosidasa indetectable y era
homozigoto para el alelo recombinante, RecNcil. En diversos casos comunicados se ha
mencionado la existencia de contracturas articulares atribuidas a la dermopatia
restrictiva (283). Sin embargo en este caso la piel estaba irregularmente adelgazada pero
no era constrictiva. El examen del sistema nervioso central reveld la existencia de
pérdida neuronal extensa, gliosis y desmielinizacién. Las astas anteriores de la médula
espinal presentaba una escasa poblacién neuronal; lo que hace pensar que el mecanismo
de la artrogriposis en este paciente sea semejante al que acontece en la enfermedad de

Werdnig-Hoffmann, existiendo un proceso de apoptosis neuronal a este nivel (287).

Por ultimo se han documentado dos hermanos con una evolucion fatal en los primeros
meses de la vida con afectacion visceral grave con hepatoesplenomegalia e
hiperesplenismo sin existir alteraciones neurologicas ni cutaneas (288). Estos pacientes
eran homozigotos para la mutacion [.444P y por su evolucion deben ser considerados

como otra forma de presentacion de la forma perinatal letal de la EG.

4.3.4 Enfermedad de Gaucher tipo 3 (neuronopatica subaguda o créonica)
La EG tipo 3 es una forma neuronopatica cronica progresiva que se presenta tanto en la
infancia, adolescencia o en el adulto. Las caracteristicas clinicas de este fenotipo son

mas variables que las observadas en la EG tipo 2 (278).

Se han realizado intentos para distinguir diferentes subtipos dentro de la EG tipo 3
(184): algunos pacientes presentan afectacidn neuronopatica progresiva con comienzo
en la adolescencia (Tipo 3a); mientras otros presentan hepatoesplenomegalia muy
importante y enfermedad oOsea y como afectacion neuroldgica exclusiva apraxia
oculomotora progresiva (Tipo 3b). Las caracteristicas clinicas asociadas con la
homocigosidad para la mutacion D409H han sido clasificadas recientemente como EG

tipo 3c.
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El fenotipo més caracteristico dentro de la EG tipo 3 es el que presentan un importante
nimero de casos caracterizado por epilepsia mioclonica progresiva junto con
oftalmoplejia supranuclear horizontal. En ocasiones con la evolucién de la enfermedad
puede aparecer demencia, ataxia y espasticidad (278). Sin embargo se han descrito
manifestaciones muy heterogéneas en pacientes clasificados como tipo 3.
Recientemente se han comunicado casos de hidrocefalia comunicante en pacientes

afectos de EG tipo 3 que presentaban en heterozigosis la mutacion D409H (289,290).

En los pacientes Norrbottnian del norte de Suecia la enfermedad se inicia tipicamente en
la infancia con afectacion sistémica grave y afectacion neurologica heterogénea
lentamente progresiva. Lo mas frecuente es la oftalmoplejia supranuclear horizontal y
demencia que avanza de forma lenta. Otras manifestaciones incluyen estrabismo
convergente, infiltrados retinianos, ataxia, espasticidad leve en las extremidades
inferiores y epilepsia (mioclonica o convulsiones parciales complejas). La ataxia y la
espasticidad se observan en fases muy avanzadas (278). Algunos pacientes presentan un
curso rapido con fallecimiento a los 2-3 afos de vida, si bien es mas facil encontrar

pacientes con un curso mucho mas lento que alcanzan la cuarta década de la vida.

Las anomalias de la motricidad ocular es la manifestacion clinica mas frecuente en estos
pacientes; sin embargo en la mayoria de los casos solo se determinado su existencia
mediante examen clinico y como recientes estudios han demostrado en fases precoces se
pueden detectar anomalias en la motricidad ocular mediante técnicas de

electrooculografia (291).

Dentro de los posibles trastornos epilépticos encontrados en pacientes con EG tipo 3, la
epilepsia mioclonica es la mas frecuente. Si bien no se conoce su patogénesis en estos
pacientes se ha descrito degeneraciones selectivas a nivel del nucleo dentado

cerebeloso, asi como en el tracto dentorubrotalamico (292).

En la epilepsia mioclonica progresiva se ha descrito aumento de los potenciales
evocados somotosensoriales, sin embargo este hallazgo se presenta en otros pacientes
con afectacion tipo 3 sin epilepsia mioclonica. Se ha encontrado una correlacion

significativa con el grado de déficit cognitivo (293).
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En los ultimos afos se ha descrito el subtipo 3¢ (294). Clinicamente estos pacientes
presentan apraxia oculomotora en la temprana infancia y calcificacion progresiva de las
valvulas mitral, aértica y de la aorta ascendente que se manifiesta ya en la adolescencia,
dando lugar posteriormente a estenosis valvular que en muchos casos requiere cirugia.
Estos pacientes presentan tipicamente el genotipo D409H/D409H. La apraxia
oculomotora congénita se caracteriza por afectacion de los movimientos horizontales
tanto voluntarios como inducidos Opticamente con preservacion de la mirada vertical
voluntaria. Este fenomeno se cree tiene su origen en la afectacion del desarrollo del
tracto neural responsable de los movimientos oculares con disfuncion en el area 8 y los
tractos frontomesencefalicos (295). La afectacion cardiaca es infrecuente en la EG y
practicamente se puede considerar exclusiva del tipo 3c (160,296). La calcificacion
puede ser secundaria a episodios previos de valvulitis iniciados por depdsito de células
de Gaucher o liberacion de citocinas. Este genotipo ha sido descrito inicialmente en
familias arabes y espafiolas (160,296), si bien en la actualidad existen casos en otras
poblaciones (294). En los casos descritos en Espafia la hepatoesplenomegalia y la
epilepsia mioclonica fueron las manifestaciones detectadas de la enfermedad, mientras
que las manifestaciones cardiacas resultaron en su evolucion fatales al igual que en los

pacientes de familia arabe descritos (296).

Esta mutacion parace asociarse de forma frecuente, incluso en heterozigosis con otras
mutaciones graves, con anomalias en la oculomotricidad (297). Posiblemente este

genotipo es el que presenta una mas clara correlacion genotipo-fenotipo en la EG.

Por ultimo hay que clasificar dentro de este grupo los casos descritos de EG por déficit
de sap-C. Concretamente el caso de origen espafiol debuto a los 8 afios de con episodios
transitorios de pérdida de conciencia, mioclonias y convulsiones generalizadas
resistentes a todas las terapias antiepilépticas. Posteriormente desarrolld oftalmoplejia
horizontal progresiva, asi como signos cerebelosos y piramidales, falleciendo a la edad

de 15 afios (123).

5. ASPECTOS METABOLICOS

En la EG existen cambios en las concentraciones plasmaticas de determinados lipidos y
proteinas, teniendo algunos de ellos un papel importante en la monitorizacion de los

pacientes.
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5.1 Alteraciones lipidicas

5.1.1 Glucosilceramida

Diversos estudios han revelado que las concentraciones plasmaticas de glucosilceramida
estan significativamente aumentadas en los pacientes con EG (57,61,298). El
incremento medio se cifra aproximadamente en dos veces los valores normales, siendo
mucho menor que en los tejidos. Existen casos en los que no se evidencian alteraciones
en los niveles plasmaticos de glucosilceramida, sin embargo las elevaciones mas
pronunciadas se encuentran en pacientes afectos de las formas neuronopéticas mas
graves (299). Algunos autores prefieren la determinacion de glucosilceramida en
eritrocitos dadas las dificultades técnicas en su determinacién en plasma (300). Los
niveles en plasma y eritrocitos se encuentran elevados en igual medida. Aunque es
probable que la elevacion en plasma se deba a la presencia de células de Gaucher en los
tejidos y 6rganos no estd claro hasta que punto es un reflejo del total de células de
Gaucher en el organismo o por el contrario se debe al acimulo de dichas células en
determinadas localizaciones (299). A pesar de estas limitaciones la monitorizacion de
los niveles plasmaticos o eritrocitarios puede ser interesante durante el TES para evaluar
los efectos de la intervencién ya que se ha comunicado descensos significativos en
dichos niveles en pacientes con diversos fenotipos en respuesta a la terapia sustitutiva

(22,301).

5.1.2 Colesterol y lipoproteinas

La EG tipo 1 se ha asociado con un descenso en la concentracion plasmatica de LDL
colesterol (LDL-C) y HDL colesterol (HDL-C) asi como de las apolipoproteinas A-I y
B (302). Mas aun, la magnitud del descenso de las fracciones lipoproteicas podria estar
relacionado con la gravedad de la enfermedad. Los estudios metabodlicos han
demostrado que estos descensos se deben al aumento del catabolismo de las
apolipoproteinas A-I y B en HDL y LDL, respectivamente (303). Por el contrario la
apolipoproteina E se encuentra elevada en pacientes con EG tipo 1, normalizandose tras
esplenectomia. Ademas de poseer un menor numero de particulas LDL y HDL, estas

lipoproteinas tienen un contenido reducido de colesterol.

Las concentraciones de HDL-C en pacientes con EG tipo 1 se encuentran en el rango de

la hipoalfalipoproteinemia familiar; la cual estd identificada como factor de riesgo de
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enfermedad coronaria (304). A pesar de tener disminuido el colesterol total (CT), la
concentracion disminuida de la fraccion HDL-C hace que su indice aterogénico
Colesterol total HDL-C se encuentre elevado (305). Teniendo en cuenta que los sujetos
con EG presentan unas concentraciones muy reducidas de HDL-C y apoproteina A-1, la
retirada del material lipidico de los tejidos periféricos tendria que ser responsabilidad de
la fraccion HDL rica en apoproteina E, y-LpE. Por tanto, es posible que el riesgo
cardiovascular en sujetos con EG pueda estar asociado con la variabilidad

interindividual de y-LpE (305).

El TES produce una elevacion significativa en las concentraciones de HDL-C y
apoproteina A-I, sin modificar las concentraciones de LDL-C y apoproteina B. Los
niveles de apoproteina E se ven sensiblemente reducidos posiblemente como

consecuencia de la menor activacion de macrofagos (306).

Otro hallazgo reciente es el hecho de que los individuos portadores de una mutacion del
gen de la glucocerebrosidasa y por tanto asintomadticos para la enfermedad presentan
niveles disminuidos de la fraccion HDL-C. Este hecho supone que teniendo en cuenta la
frecuencia variable de portadores en diferentes poblaciones (1-7%) (34,35,307,308), las
mutaciones en el gen de la glucocerebrosidasa podrian originar hipoalfalipoproteinemia
familiar al 2% de la poblacion general convirtiéndose en una de las causas genéticas

mads importantes del déficit de HDL-C (309).

5.2 Alteraciones en proteinas y enzimas plasmadticas

5.2.1 Transcobalamina

Gilbert (310) observd como la mayoria de los pacientes con EG presentaban niveles
elevados de Transcobalamina II circulante no asociados a niveles elevados de vitamina
B12; incluso recientemente Abrahamov (311) ha encontrado una alta incidencia de
déficit de vitamina B12 en pacientes con EG de origen ashkenazi. No se ha encontrado
ninguna correlacion entre los niveles elevados de transcobalamina y marcadores clinicos

de la enfermedad por lo que no se ha utilizado como marcador.

5.2.2 Ferritina
Otra anomalia frecuentemente encontrada en los pacientes con EG son los niveles

elevados de ferritina (195,312). Se ha sugerido que los niveles elevados de ferritina
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tienen su origen en su liberacion por las células de Gaucher o sus precursores los
monocitos (313). Sin embargo tampoco esta claro el valor de la ferritina como marcador
de las cé¢lulas de Gaucher. Los niveles elevados de hierro y ferritina no parecen tener
ninguna relevancia fisiologica aunque se ha especulado con la posibilidad de que los
niveles elevados de ferritina pudieran interferir con los linfocitos T y de esta manera
contribuir al incremento de ciertas enfermedades malignas presentes en pacientes con

EG (313). Se ha confirmado la reduccion de los niveles de ferritina tras TES (299).

5.2.3 Inmunoglobulinas

La EG se asocia con un incremento en la prevalencia de gammapatias monoclonales y
oligoclonales (314). Con frecuencia se encuentran en estos pacientes
hipergammaglobulinemia policlonal. Se ha especulado con la posibilidad que
determinadas citocinas liberadas por los macréfagos activados puedan ser el origen de
estos trastornos (315). En este sentido es compresible que en la EG exista una
incidencia aumentada de enfermedades malignas de estirpe B (250) y mieloma multiple

(215).

5.2.4 Citocinas y Factor estimulante de colonias macrofagicas (M-CSF)

Los macrofagos juegan un papel importante en la fisiologia y patogénesis de la
respuesta inflamatoria e inmunitaria. El papel clave del macrofago en el origen de la EG
ha llevado a multiples especulaciones en relacion a la posible liberacion de citocinas

proinflamatorias (29).

El primer estudio sobre el papel de las citocinas en la EG data de 1981 (207). Sin
embargo es en 1986 Michelakakis (65) quien encuentra por primera vez niveles
elevados de citocinas pro-inflamatorias en la EG. En este estudio se encuentran
elevaciones ligeras de TNF-a en pacientes afectos de EG tipo 1 y concentraciones
mayores en pacientes con EG tipo 2 y 3. En este estudio se encuentran también niveles
elevados de IL-6 e IL-10, resultados confirmados igualmente en otros estudios (316).
Los niveles elevados de IL-6 se estudiaron en relacion a la prevalencia de gammapatias
monoclonales y biclonales. Se ha comprobado como las mayores concentraciones de IL-
6 las presentan los pacientes que muestran una expansion clonal de células B. La
funcion de IL-6 como estimulante de células de estirpe B se conoce previamente (315) y

como se ha mencionado previamente una alta prevalencia de gammapatias (314),
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mieloma multiple (215) y leucemia linfocitica cronica (250) se ha asociado a la EG. La
IL-10 puede jugar un papel en el metabolismo 6seo (317); sin embargo en estos estudios
(65,316) no se ha encontrado relacion entre los niveles elevados y la enfermedad oOsea.
Hollak (318) encontré niveles elevados de IL-8 en pacientes esplenectomizados. El
papel de esta citocina en los procesos de quimiotaxis supondria la existencia de una

atraccion aumentada y activacion de leucocitos.

Los niveles elevados de la citocinas pro-inflamatorias, especialmente IL-6 y TNF-o
podrian ser uno de los origenes del aumento del gasto energético y la produccion de

glucosa existente en la EG (299,319,320).

Recientemente se han comunicado elevaciones del Transforming growth factor 3 (TGF-
B) en pacientes con EG en relacion a individuos portadores y sanos. Ademas dicho
factor de crecimiento presentaba una correlacion significativa con el indice de gravedad
de Zimran y la afectacion esquelética. Sin embargo no parecen existir relacion entre sus
valores y la expresion fenotipica, por lo que podria tratarse de un marcador de

activacion macrofagica (321).

En el estudio de Hollak (318) se encuentran elevaciones de hasta 2-5 veces los valores
normales de M-CSF en la mayoria de los pacientes con EG tipo 1. M-CSF regula el
crecimiento y diferenciacion de la linea monocito-macrofago desde los progenitores a
las células maduras (322). Se ha demostrado la accion del M-CSF sobre la sintesis de
osteoclastos (323) y el aclaramiento y metabolismo de lipoproteinas y colesterol (324);
lo que podria suponer que el M-CSF jugara un papel en la fisiopatologia de la
osteopenia y aumento de resorcion Osea, e incluso en los niveles disminuidos de
lipoproteinas (299). También se han encontrado concentraciones elevadas del antigeno
activador de la diferenciacion de los monocitos a macréfagos (sCD14) (318). Existe una
correlacion positiva entre los niveles de M-CSF y sCD14 y el score de Zimran (SSI)
(169,195,318), lo que convierte a estos marcadores en utiles en la monitorizacion de los
pacientes. Ademas se ha comprobado un descenso significativo de los mismos durante

el TES (299).
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5.2.5 Factores de la coagulacion y fibrinolisis

Desde hace anos se ha comunicado la existencia de déficits de factores de la
coagulacion en pacientes con EG (201,325). Hollak (326) estudio en un grupo de 30
pacientes distintos parametros de la coagulacion y fibrinolisis. El tiempo de
tromboplastina parcial activada (TTPA) y el tiempo de protrombina (TP) se encontraban
prolongados en el 42% y 38% de los pacientes, respectivamente. Se encontraron déficits
importantes (<50%) de los factores XI, XII, VII, X, V and II en el 30-60% de los
pacientes. Algunos factores como el V se encontraron muy reducidos en pacientes con
esplenomegalia masiva, lo que explicaria que el bazo pudiera jugar un papel importante
en el aclaramiento de estos factores. La presencia de factores de coagulacion
disminuidos en pacientes esplenectomizados significa que el bazo no es el unico érgano
responsable de las alteraciones. Ademads, se encontraron elevados marcadores de
activacion de la coagulacion (Complejo trombina-antitrombina) y de la fibrinolisis
(complejo plasmina-o-2-antiplasmina y el D-dimero), especialmente en pacientes
esplenectomizados. Tras 12 meses de TES existia una correccion parcial de estas
alteraciones. Se especula que estos procesos son inducidos por las citocinas liberadas
por los macrofagos. Aunque la tendencia hemorrégica se relaciona normalmente con el
grado de trombocitopenia, la presencia de niveles disminuidos de factores de la

coagulacion puede contribuir a la diatesis hemorragica (299).

5.2.6 Hidrolasas lisosomales, enzima convertidora de angiotensina y lisozima

Los niveles de algunas hidrolasas lisosomales se encuentran generalmente elevados en
los pacientes sintomaticos con EG (327). La actividad de P-hexosaminidasa se
encuentra aumentada en el plasma de la mayoria de pacientes con EG, y el aumento
promedio es aproximadamente de dos veces. El aumento se realiza fundamentalmente a
expensas de la B-hexosaminidasa B (328). Los niveles plasmaticos de otras hidrolasas
lisosomales, a-manosidasa y B-glucuronidasa, también estin aumentados en algunos
pacientes con EG (329). La actividad de la lisozima se encuentra elevada igualmente en
algunos pacientes (330) y la enzima convertidora de angiotensina (ECA) también se
eleva aunque existe una variacion interindividual muy marcada desde rango normal

hasta 10 veces los valores normales (195,330).
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El origen del aumento de las hidrolasas lisosomales en el suero de los pacientes de EG
se desconoce. Es posible que estas enzimas sean secretadas por las células de Gaucher o

por células activadas que intentan eliminar el material de deposito (299).

5.2.7 Fosfatasa acida tartrato resistente

Se conoce desde hace afios que la actividad de la fosfatasa 4cida tartrato resistente se
encuentra elevada en muchos pacientes con EG (331). La isoenzima elevada es la 5B
(299,332). La demostracion de niveles elevados de esta enzima puede apoyar el
diagnostico de EG, sin embargo esta anomalia no es exclusiva de esta enfermedad.
Ademas, las determinaciones rutinarias de la fosfatasa acida tartrato resistente no son
completamente especificas para el isoenzima. Una determinacion mas especifica seria
su realizacion en presencia del agente reductor [-mercaptoetanol (333,334).
Recientemente se han obtenido anticuerpos monoclonales que reconocen de forma
especifica a la isoenzima 5B, lo que permite su determinacion especifica (335). En la
interpretacion de los niveles plasmaticos de fosfatasa acida plasmatica hay que tener en
cuenta que son edad dependiente y por tanto los niveles estdn més elevados en los nifios
(334). El hecho de que la fosfatasa acida tartrato resistente se sintetice en los
osteoclastos ha estimulado la idea de que los niveles plasmaticos se correlacionarian
especificamente con la extension de la enfermedad 6sea (299). Sin embargo es bastante
probable que su sintesis tenga lugar en las células de Gaucher en distintos 6rganos. Los
estudios inmunocitoquimicos en bazo han demostrado que su sintesis tiene lugar no sélo
en las células de Gaucher sino también en sus precursores los monocitos (336). Ademas
la esplenectomia provoca una marcada reduccion de los niveles de fosfatasa acida (299).
Por lo tanto dado el origen complejo de la fosfatasa acida sérica es cuestionable si este
marcador es especifico de la extension de la enfermedad 6sea. El TES ha demostrado
reducir de forma réapida los niveles de fosfatasa acida, pero con frecuencia de forma

parcial (22).

5.2.8 Quitotriosidasa

Las quitinasas estdn presentes en varias especies, incluyendo bacterias, hongos,
nematodos, plantas, insectos y peces (337). Hasta la ultima década se habia creido que
el hombre y los mamiferos no poseian una quitinasa analoga (338,339). En 1994 Hollak
comunica la existencia de una enzima con actividad quitinolitica en el hombre, dicha

enzima recibe el nombre de quitotriosidasa (QT), y es secretada por los macrofagos
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activados (340). Tanto la secuencia N-terminal como interna sugieren una homologia de
la QT humana purificada con otras proteinas de la familia de las quitinasas. La
purificacion de la enzima y la clonacién del cDNA confirma que pertenece a la familia
de 18 glucosilhidrolasas, compartiendo secuencias idénticas a otras quitinasas de otras
especies (341). La accion antifungica de las quitinasas homologas en plantas asi como la
expresion regulada de QT en macréfagos sugieren que la QT pudiera tener como
funcion la degradacion de patdgenos con quitina (342). El gen de la QT se asigna al
cromosoma 1 (1g31-q32). El gen posee 12 exones y se expande a lo largo de 20
kilobases. Se ha comprobado la existencia de déficit de QT, que en poblacion holandesa
se sitia en el 6% de la poblacion general. Recientemente se ha comprobado que dicho
déficit se debe a la existencia de una duplicacion de 24 pares de bases en el exon 10 que
activa una region de splicing criptica 3" en el mismo exén, lo que origina la formacién
de un RNAm con una deleccion de 87 nucleodtidos. Todos los individuos deficientes en
QT son homozigotos para la duplicacion de 24 pares de bases. Dicha duplicacion se ha
comprobado ser multiétnica. Basado en la incidencia de déficit de QT se establece que
aproximadamente el 30-40% de la poblacion general es portadora de la duplicacion en

el gen de la QT (342, 343).

La actividad de QT puede encontrarse elevada en enfermedades donde exista una
activacion del macrofago; pero en ningin caso se alcanza la actividad encontrada en
pacientes con EG. Hollak (340) encontré actividad aumentada en mas de 600 veces los
valores medios en individuos control. Ademas se comprob6 como durante el TES existe
una reduccion dramaética, lo que convierte a la actividad de QT en un posible marcador
en la monitorizacion de los pacientes sometidos a TES. En posteriores estudios se ha
confirmado elevacion significativa de la actividad de QT hasta en 11 enfermedades
lisosomales (en un 28% de los pacientes) (344). Sin embargo en ninguna de ellas se
encontrd elevaciones semejantes a la EG. Sin embargo, recientemente se ha
comprobado como en pacientes con B-talasemia sometidos a regimenes de transfusion
intensiva y por lo tanto con un grado muy elevado de acaimulo de hierro (>3000 ng/ml)

pueden encontrarse actividad de QT en el rango de la EG (345).

La actividad de QT se encuentra significativamente més elevada en los pacientes con
EG no portadores del defecto en el gen de la QT, teniéndose que tener en cuenta este

hecho a la hora de interpretar la actividad de QT tanto en pacientes tratados como no
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tratados. En los pacientes tratados existe un descenso expresado en porcentaje semejante
para ambos grupos durante el primer afio de tratamiento, posteriormente el descenso es

mas lento en los pacientes portadores del defecto (342).

En relacion a la respuesta al TES, si bien se ha comprobado el descenso continuo
durante el mismo, la actividad permanece elevada, a pesar de que el paciente se
encuentre asintomatico. Por ello algunos autores creen que no puede ser considerado un
marcador directo de la respuesta al tratamiento (346,347). Sin embargo si se ha visto
que la actividad de QT depende de la continuaciéon del TES y se convierte en un
marcador muy sensible de cualquier interrupcion del mismo. Dicha elevacion tras la

retirada del tratamiento es mas evidente en los pacientes esplenectomizados.

La reduccion de la actividad de QT es mas dramdtica y practicamente alcanza la
normalizacién en los pacientes sometidos a transplante de médula 6sea; este hallazgo
puede suponer una mayor reducciéon de los depositos de glucocerebrosido con el
transplante de médula 6sea y ofrece una evidencia directa de que la terapia génica
usando células madres serd probablemente mas efectiva que el TES en el tratamiento de
la EG debido a la liberacion similar del enzima tanto en el transplante de médula 6sea

como en la terapia génica (348).

6. ASPECTOS HISTOLOGICOS

En la actualidad el diagnoéstico morfoldgico ha quedado relegado por el enzimadtico
hasta el punto que en paises con alta prevalencia se contraindican la realizacion de
puncién medular, biopsia 6sea u otras técnicas invasivas. Sin embargo, sigue siendo de
gran interés en las esplenomegalias asintomaticas del nifio y el adulto joven,
permitiendo un diagndstico casi inmediato, excluyendo causas neoplésicas y orientando

la informacion diagndstica a las familias (349).

6.1 La célula de Gaucher

Las células de Gaucher son células gigantes, con un tamafio que oscila entre 20 y 100
micras. Presenta una forma redondeada u ovalada con un nticleo, generalmente Unico,
que se situa en posicion excéntrica. La cromatina nuclear es propia de un elemento

maduro y con frecuencia presenta degeneracion picnotica. El citoplasma es amplio, de
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contornos poco definidos con aspecto de papel de pergamino o seda arrugado. En las

células con depodsito mas incipiente el citoplasma es mas basofilo (350).

Los elementos lipidicos de las células de Gaucher son fuertemente positivos con las
técnicas del PAS, fosfatasa acida tartrato resistente y alfa-naftil-butirato-esterasa.
Presenta metacromasia con el azul de toluidina. El andlisis de las isoenzimas de la
fosfatasa 4cida muestra una banda 0 caracteristica de la EG. Mediante marcadores de
superficie (lisozima y CD68) se confirma la filiacion de la célula de Gaucher al sistema

mononuclear fagocitico (349,350).

Las células de Gaucher deben diferenciarse de los macrofagos gigantes que se observan
en otros muchos procesos como la leucemia mieloide cronica (351,352), talasemias
(353), anemias diseritropoyéticas congénitas (354) y procesos infecciosos intracelulares.

En general estas células son menos numerosas, mas pequefias y no forman acumulos.

La ultraestructura de la célula de Gaucher revela un citoplasma repleto de vesiculas
dilatadas, rodeadas de membrana, que contienen estructuras caracteristicas de aspecto
tubular (56,355), originadas por la polimerizacion del glucocerebrosido y donde se
localiza la actividad enzimatica de la fosfatasa acida. Estas estructuras tubulares tienen
un didmetro que oscila entre 120 y 750 A. La longitud de los tibulos puede llegar a 5
micras. Cada tubulo contiene 10-12 fibrillas retorcidas a lo largo del eje del tabulo

como una hélice de rotacion diestra.

6.2 Bazo

La esplenomegalia progresiva es un hallazgo frecuente en la EG. Macroscopicamente el
bazo conserva su estructura aunque con una consistencia aumentada y firme. La
superficie esplénica es a menudo nodular, de color purptrico o pardo-rojizo como
consecuencia de acimulos locales de células de Gaucher junto con zonas de
hematopoyesis extramedular, fibrosis e infartos (356). Los estudios ultraestructurales

demuestran la existencia de eritrofagocitosis por las células de Gaucher (357).

6.3 Higado
El higado es el principal 6rgano de acamulo de glucosilceramida como consecuencia de

la existencia de las células de Kupffer en los sinusoides hepaticos. Macroscopicamente

81



- INTRODUCCION -

suele presentar una superficie de consistencia aumentada con areas pardo-amarillentas o
rojo-purpuricas, debido al acumulo de células de Gaucher, o bien, areas de
hematopoyesis extramedular. Los estudios histologicos muestran la existencia de
acumulos de células de Gaucher alrededor de las venas hepaticas con aumento del tejido
conectivo. Mediante microscopia electronica se confirma la existencia de estructuras
tubulares en el interior de los lisosomas (357). La fibrosis periportal progresiva, con
puentes fibrosos y regeneracion hepatocelular, puede desembocar en algunos pacientes

en un cuadro de cirrosis, aunque ello no es frecuente (358).

6.4 Ganglios linfaticos

Es frecuente el hallazgo de células de Gaucher a nivel de los ganglios linfaticos, timo y
amigdalas. Los ganglios linfaticos superficiales rara vez aumentan de tamafio, sin
embargo los ganglios tordcicos y abdominales pueden aumentar de tamafio y adquirir
una coloracion rojo oscura, roja amarillenta o pardo-negruzca. Una localizacion
frecuente en pacientes esplenectomizados es la region retroperitoneal (198). Existe
infiltracion de la region medular de los ganglios linfaticos, habitualmente acompanado

de adelgazamiento de la capsula (357).

6.5. Médula osea

Los estudios histomorfométricos dseos revelan la existencia de una arquitectura Osea
anomala con pérdida de trabéculas, corticales trabeculadas y aumento del niimero de
osteoclastos (209). Las células de Gaucher pueden encontrarse dentro de los conductos
de Havers. Ademas existe un importante recambio intramedular por macrofagos
cargados de glucosilceramida ademas de fibrosis e infartos. Es posible encontrar
cambios esclerodticos resultado de la calcificacion distrofica de los acimulos necroticos
de células de Gaucher (357). Puede existir extension extradsea con extravasacion de
células de Gaucher y formacion de tractos sinusoidales como consecuencia de la erosion
cortical y semejar un proceso maligno (214).Los estudios de biopsia 6sea revelan la
existencia de las células de Gaucher formando acumulos, rodeadas de fibras de

reticulina.
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El desplazamiento de la médula 6sea por infiltracion progresiva de las células de
Gaucher junto con los secuestros esplénicos da origen a la anemia, trombocitopenia y

menos frecuentemente leucopenia (357).

6.6 Sistema pulmonar y cardiovascular

Se han descrito tres patrones de patologia pulmonar en la EG: 1) infiltracion intersticial
de células de Gaucher, a nivel perivascular, peribronquial y septal acompanado de
fibrosis, 2) consolidacion alveolar como consecuencia del llenado de los espacios
alveolares por células de Gaucher semejando una neumonia lobar y 3) células de

Gaucher ocluyendo los capilares con hipertension pulmonar secundaria (357).

La afectacion primaria cardiaca es extremadamente rara en la EG; en alguna ocasion se
ha comunicado infiltracion miocardica por células de Gaucher (359). Se han encontrado
calcificaciones de la aorta ascendente, valvula mitral y aorta en pacientes afectos de la

mutacion D409H en homozigosis (160,296).

6.7 Sistema renal
Las células de Gaucher, posiblemente derivadas de macréfagos circulantes, han sido
encontradas en el mesangio glomerular y entre las células intersticiales del tejido renal

(360).
6.8. Sistema gastrointestinal
Se han encontrado células de Gaucher a nivel de las placas de Peyer, asi como en otras

localizaciones del tracto gastrointestinal (357).

7. DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD DE GAUCHER

7.1 Diagndstico morfologico

Clasicamente, el diagnostico de EG se ha realizado por la observacion de las células
especificas: las células de Gaucher. Sin embargo, existe la posibilidad de encontrar
células muy similares, “células pseudo-Gaucher”, en una gran variedad de entidades
distintas como la leucemia crénica granulocitica (351,352), talasemia (353), mieloma
multiple (215) y enfermedad de Hodgkin (361). También se ha descrito un caso con este
tipo de células en un paciente con una infeccion por micobacterium avium intracelullare

y sindrome de inmunodeficiencia adquirida (362). Alrededor de un 30% de pacientes
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con leucemia mieloide cronica presentan células pseudo-Gaucher en la microscopia
optica. Como se ha descrito anteriormente, estas células pseudo-Gaucher no contienen
las tipicas estructuras tubulares de las células de Gaucher (56,355). Debido a que el
examen de microscopia Optica precisa la realizacion de una técnica invasiva y ésta no es
especifica, el diagnostico histologico de la EG a través de esta técnica deberia
representar un porcentaje pequefio de pacientes en los cuales no se habria sospechado

previamente la posibilidad de tal enfermedad (363).

7.2 Diagndstico enzimdtico

Una gran cantidad de experimentos, en los cuales se ha implicado a los leucocitos,
cultivos de fibroblastos cutaneos, células del liquido amnidtico y vellosidades
coridnicas, han sido llevados a cabo para poder establecer el diagndstico de EG
(364,365). Los leucocitos normales de la sangre periférica contienen una gran cantidad
de B-glucosidasa acida y la actividad de la misma estd marcadamente disminuida en la
EG (10). La utilizacién de substratos naturales marcados radiactivamente es mucho mas
dificultosa que la utilizacion de substratos artificiales, y la utilizacién del substrato
soluble en agua 4-metil-umbeliferil-B-D-glucopiranésido (4-MU- Glc) ha simplificado
el diagndstico. A un pH de 5, el 4-MU- Glc se une practicamente igual a los leucocitos
de los pacientes con EG que a los sujetos sanos controles, pero a pH de 4 la actividad de
los leucocitos de los pacientes con EG es unicamente alrededor del 10% de lo normal;
de tal manera que el hallazgo de una actividad por debajo del 15% de la media es
diagnostica de enfermedad (366). Valores similares se han obtenido tras una gran
variedad de ensayos enzimaticos realizados con substratos fluorescentes y lisados
celulares con detergentes anadidos (367), pero para obtener el rendimiento mas dptimo
de estas técnicas se sabe que es necesario procesar las muestras de sangre dentro de las

24 horas siguientes a la extraccion de la misma.

Ha sido dificil desarrollar un sistema de ensayo “in vitro” que representara el ambiente
nativo de la enzima en la célula; consecuentemente, la determinacion “in vitro” de la
actividad de la B-glucosidasa acida no refleja adecuadamente la capacidad hidrolitica
hacia la glucosilceramida y, debido a esto, el nivel “in vitro” de la actividad enzimatica

no permite distinguir las formas neuronopaticas de las no neuronopaticas.
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En los pacientes heterocigotos, los leucocitos y los fibroblastos cutaneos cultivados
presentan alrededor de la mitad de actividad para la B-glucosidasa acida, existiendo una
considerable superposicion (mayor del 20%) entre los rangos de actividad de los sujetos
normales y los heterocigotos; esto condiciona un gran numero de falsos positivos y
negativos en los resultados. Debido a esto, se ha intentado la utilizacién de gran
variedad de métodos, incluso combinados, para asegurar o distinguir el estado de
portador. Asi por ejemplo, la actividad enzimatica medida con el 4-MU Glc y la
existencia de un antigeno medido con anticuerpos monoclonales contra la -glucosidasa
acida, tiende a ser menor en el tipo 2 y 3 de EG pero con una superposicion
considerable (368). También parece ser que la estabilidad del enzima en el tipo 2 estd
habitualmente disminuida mientras aparece normal en los tipos 1, pero existen

excepciones a esta regla.

Por ultimo sefalar que la actividad de quitotriosidasa se ha convertido en un importante
marcador de EG como ya se ha sefialado debido a la correlacion que guarda con la
gravedad de la enfermedad, su mayor elevacion en relacion a otras enfermedades y su

utilidad en la monitorizacion del tratamiento (340).

7.3 Diagndstico genético

La tecnologia basada en el analisis del DNA presenta mayores ventajas que el analisis
enzimatico en cuanto al diagnostico en la EG, puesto que tales resultados son de origen
cualitativo y las muestras para su determinacion son muy estables. El inconveniente que
presenta este tipo de analisis es que, si bien los alelos defectuosos mas frecuentes son
faciles de encontrar, no ocurre lo mismo cuando las mutaciones que presenta el sujeto
problema no son las habituales. El “screening” de las mutaciones N370S, 84GG, L444P
y IVS2+1 permite identificar més del 90% de los alelos mutados en poblaciéon judia,
mientras que solo identifica el 62% en poblacion no judia; donde con gran frecuencia
encontramos mutaciones presentes Unicamente en una familia con EG (143). En este
caso sera necesario elaborar complejas estrategias basadas en las modernas técnicas de

la biologia molecular.
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7.4 Diagnédstico prenatal

Tests prenatales disponibles. El diagnostico prenatal se puede establecer mediante la
determinacion de la actividad de B-glucosidasa acida en cultivo de amniocitos o tras
biopsia corionica. En estos casos, una actividad entre el 0-15% del rango normal es
diagnostica de EG (29). También se puede realizar analisis del DNA, sobre todo en

aquellos casos en que se conocen las mutaciones.

Familias con casos de EG ya diagnosticados. En familias en las que ya existe un hijo
afecto de EG, en las que los padres no presentan la enfermedad, el fenotipo
neuronopatico o no neuronopatico sera concordante practicamente en todos los casos en
la descendencia. En los casos con EG tipo 2 y 3 el curso clinico serd semejante en la
descendencia afecta. Sin embargo el curso clinico en familias en riesgo para EG tipo 1
puede presentar diferencias sustanciales en relacion al grado de afectacion. Es habitual
encontrar un hermano con enfermedad hepatica y esplénica grave mientras que otro
destaque por su afectacion dsea. Por lo tanto en familias con casos previos de EG tipo 1,
el curso clinico de lo mismos no es suficiente para establecer el posible grado de

afectacion en la descendencia (369).

Familias en riesgo detectadas por screening poblacional. En estos casos si se detecta
una mutacioén no habitual dificilmente se pueden establecer orientaciones en relacion al
pronostico. Cuando las mutaciones mas habituales son detectadas, la correlacion
genotipo-fenotipo puede orientar al prondstico en dichas familias. De esta manera la
mutacion N370S en presencia de cualquier otra mutacion se asocia con una forma no
neuronopatica de la enfermedad (34). En general, los individuos homozigotos para la
mutacion N370S tienen un inicio mas tardio de la sintomatologia y una afectacion
visceral mas leve que individuos portadores de dicha mutacion en combinacion con
otras. Sin embargo hasta un 20% de los individuos homozigotos pueden tener un inicio
mas precoz con un grado de afectacion mas grave (369). La deteccion de
homocigosidad para la mutacion L444P se asocia con formas neuronopaticas de la
enfermedad (176). Ademas en estos casos existe de una forma practicamente invariable
inicio precoz de la sintomatologia antes de los 2 afios de edad. Por ultimo la deteccion
de homocigosidad para la mutacion D409H se asocia de forma invariable con el tipo 3¢

de la enfermedad (160,296).
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La prediccion del tipo de EG si uno de los progenitores es afecto y el otro portador es
mas complicada. El genotipo de los padres puede aportar informacion esencial para el
consejo genético. Asi por ejemplo, si el progenitor afecto es homozigoto para la
mutacion N370S y el progenitor portador posee la mutacion 84GG, un posible hijo
afecto tendra un genotipo N370S/84GG, compatible con EG tipo 1 posiblemente de
inicio temprano y con mayor afectacion visceral que su progenitor. Sin embargo si el
progenitor enfermo presenta un genotipo N370S/84GG y el portador presenta la
mutacion L444P, los hijos afectos tendran el genotipo N370S/L444P o 84GG/L444P. El
primer caso corresponderd a una EG tipo 1, sin embargo el segundo posiblemente

desarrollara una forma tipo 2 (369).

En resumen en relacion al diagnostico prenatal en familias en riesgo de presentar
descendencia afecta de EG, la posibilidad de predecir la existencia o no de formas
neuronopaticas de la enfermedad es de gran utilidad, sin embargo la gran dificultad
existente a la hora de predecir la progresion de la enfermedad anade una importante

complejidad al consejo genético.

8. TRATAMIENTO EN LA ENFERMEDAD DE GAUCHER

La EG ha sido durante mucho tiempo objeto de atencién médica solamente desde una
perspectiva sintomatica y humanitaria. Esta situacién ha cambiado a comienzos de la

ultima década con la aparicion del TES.

8.1 Tratamiento sintomdtico
A pesar de la introduccion del TES, el tratamiento sintomatico sigue teniendo gran
importancia en la atencion integral del paciente con EG, siendo un complemento

primordial del mismo.

8.1.1 Enfermedad ésea

Dentro del tratamiento médico en la enfermedad ésea hay que tener en cuenta que el
paciente con EG 6sea puede presentar aunque sea de forma esporadica crisis de dolor
0seo, dolor cronico o dolor agudo secundario a una fractura o infarto 6éseo. Cada una de
estas situaciones requieren una atencion individualizada. Las opciones médicas son

diversas, analgésicos moderados como el paracetamol o aspirina u otros
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antiinflamatorios no esteroideos. Los recientemente descritos inhibidores de la isoforma
2 de la ciclooxigenasa (COX2) han mejorado considerablemente su seguridad y poseen
un perfil de eficacia similar en relacion con los inhibidores clasicos del COX1 (370).
Ademas, debido a su efecto protector plaquetario, estos analgésicos podrian ser de
eleccion el tratamiento del dolor crénico. En los ultimos afos se ha comunicado una
buena respuesta al uso de metilprednisolona en el tratamiento de las crisis Oseas
rebeldes a otro analgésicos convencionales (371,372); sin embargo este tratamiento
debe quedar en un segundo plano debido a sus posibles efectos adversos sobre todo en
los pacientes pediatricos. En situaciones en las que las crisis 6seas o el dolor dseo
cronico resulta muy invalidante se ha probado con cierto éxito el uso de morfina o

derivados morficos tanto en administracion oral como intravenosa (373).

Los bifosfonatos han mostrado buena eficacia terapéutica en la EG. Los bifosfonatos
son potentes inhibidores de la resorcion 6sea mediante la inhibicion de la actividad
osteoclastica (374). Posiblemente la accion de los bifosfonatos como ha sido
comunicado en pequefias series pueda potenciar al TES en el tratamiento de la
osteopenia y las lesiones locales (375,376,377). Es preciso la realizaciéon de ensayos
clinicos controlados y randomizados para establecer la utilidad de los bifosfonatos en la
EG. Dentro de las distintas familias de bifosfonatos utilizados probablemente el
alendronato por su gran eficacia combinado con la posibilidad de su administracion oral

sea el que mas garantias ofrece (378).

El papel del calcio y la vitamina D en la EG no ha sido suficientemente estudiado. En el
caso de la vitamina D se ha comprobado que su utilizacion en dosis altas (50000

unidades semanales) puede disminuir la aparicion de complicaciones oseas (373).

Finalmente se debe evitar la actividad fisica excesiva; la natacién sigue siendo

considerada como el deporte de eleccion en los pacientes con EG en todas las edades.

El tratamiento quirGrgico en la enfermedad oOsea se limita fundamentalmente a las
fracturas y a la necrosis avascular fundamentalmente de la cabeza femoral. En este
ultimo caso la sustitucion articular es el tratamiento de eleccion (373). Los problemas de
esta técnica son el riesgo de infeccion y hemorragia, el uso de protesis cementadas

ancladas en una matriz que progresivamente se deteriora (379) y la imposibilidad de
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predecir el pronostico, particularmente en pacientes jovenes (380) debido a la continua
infiltracion por las células de Gaucher (381). En general la sustitucion articular no se
debe realizar en nifios porque altera el cartilago de crecimiento y la protesis tiene una
vida media relativamente corta. Otras articulaciones como el hombro y la rodilla si bien
se ven afectadas con menor frecuencia son también susceptibles de tratamiento
quirtirgico mediante sustitucion articular. En cuanto a la afectacion de la columna
vertebral, tanto las fracturas por compresion como la cifosis secundaria a la progresion

de la enfermedad 6sea son generalmente tratadas de forma conservadora (382).

8.1.2 Enfermedad hematologica

La anemia raramente requiere la administracion de transfusiones porque por lo general
es leve o moderada y cursa de forma asintomatica. Lo mismo sucede con la leucopenia.
Por el contrario, la trombocitopenia es la mas frecuente y grave de las citopenias en la
EG (383,384). Como las restantes citopenias, la trombocitopenia es principalmente
secundaria al hiperesplenismo, aunque se hayan descrito mecanismos de caracter
inmune (385,386) y por ocupacion medular. En los casos leves la infusion de
desmopresina (DDAVP) previa a la cirugia puede acortar el tiempo de hemorragia
(387). En los casos de trombocitopenia grave se ha recurrido cldsicamente a la
esplenectomia total o parcial (383,384). Sin embargo desde que se dispone del TES, la
esplenectomia no debe considerarse como una primera opcidn; su uso debe quedar
restringido a situaciones infrecuentes en que el TES resulta ineficaz como puede ser la
existencia de un descenso plaquetario persistente inferior a 40000, dolor abdominal
secundario a infarto esplénico que no remite, retraso de crecimiento y compromiso
cardiopulmonar sin respuesta al TES (245). Ademas se cree que eliminando el principal
reservorio de glucolipidos se aceleraria el deposito en otros érganos como la médula
6sea y el higado, y en las formas tipo 3 en el sistema nervioso central. En este sentido
existen resultados contradictorios en las distintas series en las que se ha estudiado el
efecto de la esplenectomia (245,384). En el caso de indicarse la esplenectomia es
importante una adecuada profilaxis para prevenir procesos sépticos (245). Ademas es
conveniente la vacunacion frente al neumococo, haemophilus influenzae tipo B y

meningococo.

La esplenectomia parcial se introdujo en un intento por evitar los inconvenientes de la

anesplenia en pacientes con EG. Sin embargo se ha observado un rapido crecimiento del
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resto esplénico con recurrencia del hiperesplenismo, asi como el desarrollo de nuevas

complicaciones 6seas (199).

8.2 Tratamiento enzimdtico sustitutivo

En la actualidad el TES constituye el tratamiento de eleccion de la EG. La
disponibilidad de la enzima ha modificado radicalmente el perfil de los pacientes
sintomaticos, integrandose mas de lleno en la sociedad, mejorando su vitalidad, y

disminuyendo su percepcion de la enfermedad.

Brady y colaboradores iniciaron en los afios 60 el camino hacia la terapia enzimatica
sustitutiva. Sin embargo fue un proceso dificultoso que requirid6 mas de dos décadas
para alcanzar un resultado satisfactorio (8). En la década de los 70 el grupo de
investigadores dirigido por Brady descubri6 que la placenta humana era uno de los
tejidos mas ricos en GC. En 1974 Brady demostré en dos pacientes esplenectomizados
la reduccion de glucocerebrosidos en plasma y tejido hepatico tras infusion de un
extracto purificado del enzima obtenido de placenta humana (15). Sin embargo los
resultados en otros pacientes con un mayor acumulo de glucocerebrosidos en higado
fueron contradictorios. En esas fechas se conocia que los glucocerebrosidos se
originaban de las membranas de las células rojas y blancas y que el catabolismo de esos
materiales tenia lugar en los macrofagos en el higado, bazo y médula 6sea (16). El
siguiente paso fue dirigir la GC a los macrdfagos tisulares; conociéndose que los
macrofagos tenian en su superficie lugares especificos de reaccion para radicales de
manosa (17) lo que hacia posible la hipotesis de que el aumento en la expresion de los
mismos en la enzima exogena facilitaria su captacion por los macréfagos. Esta hipotesis
se confirmo pronto al demostrarse que la GC modificada mediante la escision
enzimatica de los tres residuos externos de carbohidrato que exponian radicales manosa
era eficaz clinicamente (18-21). Los primeros ensayos clinicos con éxito se
comunicaron a principios de la década de los 90 (22-25). En los ultimos afos se ha
introducido un producto totalmente sintético que difiere de la enzima placentaria
unicamente en un aminodcido lo que evita los riesgos potenciales de contaminacion por

impurezas hormonales del extracto placentario (26).
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8.2.1 Farmacos utilizados

El primer farmaco utilizado, la alglucerasa, se obtenia a partir de la J-
glucocerebrosidasa placentaria humana mediante un complejo proceso de extraccion
quimica y posterior modificacion de las cadenas de oligosacaridos que conduce a la
exposicion de residuos manosa reconocidos por los macrofagos. En su forma final, la
enzima poseia 497 aminoacidos y una reduccion de carbohidratos del 12 al 6% (26). En
los Ultimos afios se utiliza de forma exclusiva la imiglucerasa, glicoproteina monémera
de 497 aminoécidos, producto sintético que difiere de la alglucerasa en un aminoacido
localizado en posicion 495 donde la histidina es sustituida por arginina. Las propiedades

farmacocinéticas son semejantes para los dos farmacos (388).

8.2.2 Indicaciones

Inicialmente sélo los enfermos sintomaticos eran tributarios de tratamiento, no
contemplandose las indicaciones de caracter profilactico. Como tnica excepcion a esta
regla se admitia el inicio de TES en pacientes asintomaticos con afectacion dsea extensa
demostrada por cualquier medio (389). A modo de resumen las indicaciones iniciales

aceptadas para iniciar el tratamiento quedan reflejadas en la Tabla 13.

Tabla 13. Indicaciones del TES

Iniciar el tratamiento 1. Pacientes sintomaticos.

2. Pacientes asintomaticos con afectacion radioldgica

Osea grave.
Considerar firmemente 1. Nifios menores de 5 afios con sintomas aun leves.
Iniciar tratamiento 2. Nifos con hermanos afectos de enfermedad grave

o progresiva ya en edad pediatrica.

Considerar la posibilidad ~ Enfermos que muestran signos de progresion, aun de

de tratamiento modo subclinico, a cualquier edad.
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En la actualidad el TES se ha extendido practicamente a todos los pacientes
diagnosticados en los primeros afios de la infancia, incluso en individuos practicamente
asintomaticos; siendo el retraso de crecimiento y la sospecha de una forma

neuronopatica una de las causas mas frecuentes que condiciona su inicio (245).

8.2.3 Pautas de dosificacion

Desde el inicio del TES ha existido una notable controversia en relacion al esquema
terapéutico a utilizar (390). En las primeras series (22) se utiliz6 el régimen de dosis alta
/ baja frecuencia (60 U / kg / 2 semanas), aunque al poco tiempo Beutler aporté su
experiencia (391,392) en pacientes tratados con el régimen de dosis baja / alta
frecuencia (2,3 U / kg / 3 veces por semana. Este esquema podia suponer un ahorro del

75% de la cantidad del enzima sin merma de la eficacia.

Los partidarios de los esquemas de dosis altas sostienen que la lenta acumulacion del
cerebrosido es reversible en dependencia de la cantidad de enzima administrada mas
que de la frecuencia de la dosis (393) e igualmente garantizaria la persistencia de su
eficacia a pesar de la reduccion de la dosis una vez obtenida la respuesta inicial (394).
Por el contrario, los defensores de las dosis mas bajas, basdndose en la cinética de la
interaccion enzima-receptor, estiman que la administracion de dosis tan elevadas satura
estos ultimos y la enzima se degrada sin ejercer una accidn terapéutica (23,36). Se ha
comprobado como no sdlo los macrofagos sino otras células como las endoteliales
pueden captar el enzima y por lo tanto una importante parte del mismo se estaria
desaprovechando (395). Mistry (396) ha demostrado mediante infusiones de enzima
marcada con yodo radioactivo que €sta es captada por higado, bazo y médula 6sea. La
captacion se produce de modo desigual, siendo cuantitativamente mas importante en el
higado y en los focos de enfermedad a nivel del hueso y dependiendo del volumen del
bazo. En este mismo trabajo comprueba que los macrofagos captan e internalizan el
enzima gracias a un receptor especifico que se satura con dosis de enzima relativamente
bajas (5 U/kg). Esta es la primera evidencia fisiopatologica a favor de la administracion
de dosis bajas en el tratamiento de la EG, puesto que la saturacion del receptor se
acompafia de una alargamiento de la vida media plasmatica de la enzima y un

consiguiente incremento de la eliminacion urinaria de la misma.
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Beutler (397) recomienda la utilizacion de una dosis inicial de 15-30 U / kg / mes con
infusion del farmaco durante 2 horas 3 dias a la semana. En casos excepcionales si no
existe respuesta en 6-12 meses la dosis debe ser doblada. Segun este autor no existe
justificacion para iniciar el tratamiento con una dosis superior a 30 U / kg / mes al
considerar incorrecta la idea de que la dosis debe estar basada en la gravedad de la
enfermedad ya que se ha comprobado que la respuesta es mucho mayor en los pacientes
con mayor organomegalia (398). Sin embargo en muchas ocasiones se ha comprobado
como series de pacientes tratados con el esquema de dosis bajas han precisado
incrementos notables en la dosis para controlar la sintomatologia, concretamente Hollak
(399) presenta una serie donde al final del estudio sélo un 25% de los pacientes
continuaban con el esquema de dosis bajas. Al evaluar de forma retrospectiva el TES en
Espana se encuentra un porcentaje semejante con los dos esquemas terapéuticos (400).
No es posible conocer con exactitud la dosis minima eficaz, que probablemente esta, tal
como indica el grupo de Hollak, alrededor de 20-30 U / kg / mes, aunque parece claro
que independientemente del régimen elegido hay un grupo de pacientes muy sensibles
al TES, que permitiran ajustes a la baja de la dosis con mayor facilidad que en el resto
de los casos. De cualquier forma, también parece claro (al menos es la actitud de la
mayoria de loa autores) que la presencia de afectacion dsea importante debe inducir a
escoger dosis mas altas y en régimen de administracion quincenal (399). Lo que no
ofrece dudas es el hecho de que para las manifestaciones no esqueléticas de la EG tipo 1
la dosis minima eficaz se puede alcanzar tanto con el esquema de dosis elevadas con
una reduccion progresiva de la dosis o iniciando con la dosis minima. La dosis minima

terapéutica puede establecerse aproximadamente en 10-15 U / kg / 2 semanas (401).

La principal ventaja que ofrece el esquema de dosis altas / baja frecuencia es la de
garantizar una buena respuesta desde el principio, con el inconveniente del coste mas
elevado. Por el contrario, el de dosis bajas / alta frecuencia tiene la ventaja de sefialar a
los pacientes mas sensibles al tratamiento con el subsiguiente ahorro, pero su mayor
inconveniente es la incomodidad de depender de la administracion de un farmaco
intravenoso tres veces por semana (26). Dicho inconveniente se ha intentado solventar

con éxito mediante el tratamiento domiciliario (402).

A modo de resumen senalar que la eleccion del régimen de dosis depende del estado

clinico del paciente e individualizar en funcion de las caracteristicas especificas de cada
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caso. Si no existe afectacion 6sea importante y la clinica es poco llamativa, ambos
regimenes son aceptables; por el contrario, en pacientes con clinica grave o con

afectacion o0sea extensa o grave deberia comenzarse con un esquema de dosis altas.

De gran interés en la monitorizacion de la respuesta al tratamiento junto a la evaluacion
clinica, radiolégica y de marcadores clasicos, es la monitorizacion de la actividad de
quitotriosidasa. El TES produce un llamativo descenso de la actividad, descenso que
corre paralelo en lineas generales con la mejoria de la enfermedad, produciéndose un
aumento de quitotriosidasa al suspender el TES, o cuando se reduce la dosis del enzima.
Parece ser que existe una buena progresion de la EG cuando la actividad se reduce o se

estabiliza y un empeoramiento cuando tiende a aumentar (340).

Antes del inicio del descenso de la dosis de la enzima es preciso haber alcanzado
primero la normalizacion de los pardmetros clinicos y analiticos y mantenerla durante 6
meses. A partir de ese momento podria reducirse la dosis en los esquemas de dosis altas
en un 50% cada 6 meses hasta alcanzar una dosis minima de 15 U / kg / 2 semanas (26).
Sin embargo este esquema puede ser discutible en poblacion pediatrica dado que se ha
comprobado como la reduccion de la dosis en un 50% de forma progresiva se relaciona
con una mejoria insuficiente en los niveles de hemoglobina y plaquetas, asi como en
términos de crecimiento (403). Recientemente Elstein (404) aconseja en aquellos
pacientes con normalizacion clinica durante un periodo de tiempo prolongado en TES la
posibilidad de retirar el tratamiento y establecer controles clinicos para evaluar el
posible reinicio del mismo. Esta posibilidad bastante discutida no debe ser considerada
en nifios debido fundamentalmente a que el retraso de crecimiento es una de las causas
mayores de inicio de tratamiento en estos pacientes (245) por lo que es prudente
mantener un esquema estable hasta la pubertad aunque exista una reduccioén
significativa en las organomegalias y normalizacion de los pardmetros hematoldgicos

(404).

8.2.4 Respuesta al TES
Aunque la eficacia del tratamiento puede variar de unos pacientes a otros, especialmente
dependiendo de la gravedad de la sintomatologia, con caracter general puede esperarse

el patron de respuesta que se refleja en la Tabla 14 (26, 394).
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Tabla 14. Respuesta al TES al afio de inicio de tratamiento
. ________________________________________________________________________________________________________________________________|
Serie roja 1. Incremento de la hemoglobina en 1,5 g/dL

2. Normalizacion de las cifras en un 30-50% de pacientes.
Serie plaquetaria 1. Trombocitopenias graves: duplicacion recuentos.

2. Trombocitopenias leves: normalizacion.
Volumen visceral 1. Reduccion del volumen hepéatico en un 20-30%.

2. Reduccion del volumen esplénico en un 30-50%.
. __________________________________________________________________________________________________________________________|]
La respuesta de otros aspectos de la enfermedad como la afectacion dsea, neurologica,
pulmonar resulta més dificil valorar y no existen criterios tan definidos como en el caso

de las alteraciones hematologicas y organomegalias.

Respuesta visceral. La mayor evidencia de la respuesta al TES ha sido la medicion del
tamafio del higado y bazo mediante distintas técnicas de imagen. Tanto la resonancia
magnética, la tomografia axial computarizada y la ecografia ofrecen resultados
reproducibles y con una correlacion adecuada entre las distintas técnicas. El grado en
que el higado y bazo disminuyen durante el tratamiento esta en relacioén directa con su
volumen previo. Los estudios mas amplios han demostrado no solo la existencia de
respuesta, sino que esta es la misma independientemente de la dosis utilizada en el
rango de 30 U / kg / mes y 130 U / kg / mes. Para una dosis de 15 U / kg / mes la
respuesta es menor en aquellos pacientes con organomegalias masivas pero igual en

aquellos con organomegalias moderadas (397,405-410).

Respuesta hematologica. Los datos hematologicos son sencillos de recoger pero no
tanto de analizar. Muchos pacientes, particularmente aquellos esplenectomizados, no se
encuentran anémicos o trombocitopénicos en el momento de inicio del tratamiento.
Otros pacientes se encuentran policitémicos como consecuencia de la enfermedad
pulmonar; en ellos un descenso de los niveles de hemoglobina y no un aumento
representa la respuesta adecuada al tratamiento. Ademas tanto la edad como el sexo son
factores importantes en la determinacién de la respuesta al tratamiento (411). Los
distintos estudios realizados no han demostrado una respuesta distinta entre las distintas

dosis utilizadas salvo una menor respuesta a 15 U / kg / mes (397,405-407).
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Respuesta esquelética. La evaluacion de la respuesta esquelética en la EG al TES resulta
complicada. Rosenthal (412) comprob6 en una serie de 12 pacientes la existencia de
respuesta al determinar mediante resonancia magnética un incremento en la fraccion
grasa medular con aumento de espesor de la cortical 6sea y de la densidad trabecular a
los 42 meses de iniciado el tratamiento. Inicialmente la respuesta es mas rapida en el
esqueleto infantil (413), observandose una recuperacion de la sefial medular en RM.
Posteriormente, en el plazo de 2 a 4 afios se observa un aclaramiento medular y mejora
de la mineralizacién, con aumento de densidad 6sea y engrosamiento cortical (228,414).
Probablemente es la mayor dificultad del enzima por alcanzar la médula ésea lo que
origina esta respuesta mas lenta; segiin algunos autores esto justificaria la utilizacion de
los esquemas de dosis altas / baja frecuencia en la enfermedad oOsea (412). Se ha
comprobado como la utilizacion de dosis bajas / alta frecuencia puede prevenir la
aparicion de fracturas pero no llega a suprimir las crisis 6seas en pacientes con EG tipo
1 severa con inicio en edad juvenil (415). La respuesta de la médula 6sea medida
mediante resonancia magnética se correlaciona con la reduccion en las visceromegalias

(416).

Respuesta en el retraso de crecimiento. Existe evidencia de la respuesta positiva del
crecimiento al TES. Kaplan (262) demostr6 la existencia de un crecimiento recuperador
durante el primer afio de tratamiento. La respuesta parece ser mas importante en los
pacientes tratados con dosis entre 60 y 120 U / kg / mes, si bien existen controversias en

este sentido (411).

Respuesta de la enfermedad pulmonar. Se ha comunicado la respuesta favorable en
pacientes con shunt derecha — izquierda como consecuencia de la hipertension pulmonar
desarrollada (239,246). Sin embargo también se han descrito casos que tras varios afios
de TES han desarrollado hipertension pulmonar incluso con el fallecimiento del
paciente (237). La elevada frecuencia encontrada en alguna serie (hasta un 7%) obliga
segun los autores a realizar examenes rutinarios ecocardiograficos tanto en pacientes no
tratados como tratados, estos ultimos dado que existe evidencia de progresion de la
hipertension pulmonar durante el TES (238,239). Ademas se sugiere la posibilidad de
retirar el tratamiento si el gradiente progresa mas alla de 30 mmHg y que hay que
diferenciar entre la hipertension pulmonar secundaria que puede responder al TES y la

hipertension pulmonar primaria que aparece en algunos pacientes tratados y que
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posiblemente pueda estar activada o agravada por el tratamiento (240). Sin embargo en
otras series no se han documentado casos con progresion de la sintomatologia debida a
hipertension pulmonar (241), posiblemente porque estos pacientes presenten
comorbilidad que favorezca la predisposicion a desarrollar hipertension pulmonar.
Aunque no se ha asociado la progresion de la hipertension pulmonar con el régimen
terapéutico utilizado en la serie de Elstein los pacientes recibieron en la mayoria de los
casos dosis bajas, frente a otras series donde no se objetivo progresion y se utilizo el
esquema de dosis elevadas — baja frecuencia (241). El pulmén, como el cerebro y
posiblemente la médula 6sea pueden representar zonas poco accesibles al enzima
circulante. En estas situaciones un esquema de dosis bajas puede no ser suficiente e
impedir una concentracién adecuada del mismo sobre todo si existen zonas de fibrosis y
necrosis. Por ello otros autores estan en desacuerdo con la posibilidad de retirar el
tratamiento en pacientes sintomadticos en los que ciertamente el riesgo de progresion de
la enfermedad aumentaria sin existir una evidencia definitiva de la relacion entre el
tratamiento y la hipertension pulmonar (241). Recientemente Mistry (242) estudio la
existencia de hipertension pulmonar en un grupo de 122 pacientes comprobando que
aquellos en TES presentaban una incidencia menor de hipertension pulmonar respecto a
aquellos no tratados. En este estudio la presion pulmonar se correlacionaba con la edad,
sexo femenino y la existencia de esplenectomia. Este autor encontr6 una buena
respuesta en los casos afectos de hipertension pulmonar al optimizar el TES y asociarlo

a la terapia con vasodilatadores.

Respuesta de la enfermedad neurologica. En la enfermedad tipo 2 todos los intentos por
controlar la evolucion de las manifestaciones neurologicas han fracasado, si bien en
algunos casos se han controlado las manifestaciones extraneurologicas de la
enfermedad. La afectacion pulmonar que pueden presentar estos pacientes resulta dificil
de controlar con el TES (278). Posiblemente el TES puede alargar la vida de algunos
pacientes, pero no modifica la progresion de la enfermedad neurologica. En un intento
de permitir la accion del enzima en el sistema nervioso central Bembi (417) inyecto
alglucerasa directamente en liquido cefaloraquideo a de 3 pacientes afectos de EG tipo
2. Los pacientes recibieron una dosis de 5-20 U / kg / 4 semanas mediante una bomba
de perfusion continua. De forma concomitante recibieron una dosis intravenosa de 240
U / kg / 4 semanas. La administracion intraventricular no provoco efectos adversos, sin

embargo la evolucion neurologica de los pacientes no se modificd. Posiblemente sea
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necesario un adecuado paso de la enzima a través de la barrera hematoencefalica y al
interior de las neuronas para tratar de forma efectiva las manifestaciones cerebrales de

esta enfermedad (278).

Los pacientes con EG tipo 3 presentan en muchas ocasiones un predominio de la
afectacion sistémica sobre la neurologica; en el control de la sintomatologia
extraneuroldgica el TES se ha mostrado eficaz como ocurre en los pacientes con EG
tipo 1 si bien en la mayoria de las series ha sido preciso la utilizacion de dosis elevadas
(278, 301). Schiffman (418) comprob6 como con una dosis de 120 U / kg / 4 semanas
existia un descenso de la actividad de quitotriosidasa y otros marcadores de actividad
del macréfago a nivel del liquido cefaloraquideo; dicho descenso supone una
disminucién del nimero de células de Gaucher en el espacio cerebral perivascular. Sin
embargo en la actualidad el efecto del TES en la progresion de la enfermedad
neurolégica requiere un seguimiento mas extenso. Es posible que algunos aspectos
como el temblor o la paralisis supranuclear puedan controlarse o prevenirse con TES.
Otras complicaciones como la encefalopatia mioclonica progresiva parece ser
refractaria al tratamiento (278). En series recientes (419-421) se ha comprobado como
la utilizacion de dosis elevadas (120 U / kg / 4 semanas o incluso mayores) no solo
permite el control de la sintomatologia visceral sino que puede estar indicada al ser
capaz de detener la progresion y en algin caso mejorar la afectaciéon neuroldgica de

estos pacientes.

Influencia sobre la calidad de vida. Es evidente que existe una respuesta favorable al
TES en la mayoria de los pacientes sometidos a tratamiento, sin embargo hasta la fecha
existen pocos estudios que analicen la calidad de vida relacionada con la salud en estos
pacientes, que areas de la misma se ven afectadas y como influye el tratamiento en la
percepcion del paciente. Damiano (194) en una poblacion de EG mayores de 14 afios
analizo la influencia del TES en aspectos fisicos, mentales y de calidad de vida en
general mediante cuestionario SF-36. Como cabia esperar los pacientes con EG
presentaban puntuaciones inferiores a la poblacion general ajustada por edad y sexo.
Tanto la edad como el reemplazo articular se asociaban con una peor salud fisica. La
ausencia de esplenectomia y la duracion del TES se relacionaban con mejor salud
mental. En general los pacientes mostraban una mejor percepcion de su salud en

relacion al tratamiento. Rubio-Félix (422) muestra en el andlisis de la calidad de vida en
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pacientes con EG tipo lcomo la limitacion en la actividad fisica de los pacientes se
relaciona con la existencia dolor 6seo moderado, necrosis y fracturas. Las crisis Oseas
no se relacionan con la limitacion de la actividad fisica en este estudio posiblemente por
su caracter transitorio. A pesar de que se objetiva como en el estudio de Damiano una
mejoria significativa tras el TES, un 25% de los pacientes siguen presentando
limitaciones fisicas importantes como consecuencia de la enfermedad odsea. Otro
aspecto todavia no estudiado debido a las dificultades que entrafia es el analisis de la

calidad de vida en los pacientes pediatricos.

8.2.5 Efectos adversos relacionados con el TES

El TES es un tratamiento seguro y con escasos efectos adversos. En la mayoria de los
casos se reducen a reacciones alérgicas leves y la produccion de anticuerpos (IgG) anti-
alglucerasa o anti-imiglucerasa con una frecuencia de 40 y 20%, respectivamente (406).
En alguna ocasion se ha documentado la disminucién de la respuesta al TES y
reactivacion de la sintomatologia coincidiendo con la aparicion de anticuerpos anti-
alglucerasa (423). Sin embargo recientemente se ha comprobado que aunque un
porcentaje elevado de pacientes presenta anticuerpos durante el tratamiento, el 90% de
ellos se hacen tolerantes con el tiempo (424). So6lo existe un caso comunicado de
reaccion anafilactoide a imiglucerasa con test de degranulaciéon de mastocitos positivo
pero con IgG anti-alglucerasa indetectable. Este paciente toleraba la administracion de

alglucerasa (425).

Otros efectos secundarios propios de la alglucerasa obtenida de placentas, dependian de
las impurezas hormonales dando lugar a fendémenos de virilizacion leves y tedricamente
al empeoramiento del céncer de prostata. En la actualidad con el empleo de la

imiglucerasa estos efectos quedan totalmente soslayados (26).

8.3 Tratamiento anti-sustrato

La inhibicion de la formacion del substrato glucosilceramida es una nueva terapia que
aunque sugerida por Radin (426) en 1987 es presentada su utilizacion en un ensayo
clinico por primera vez en 2000 por el grupo de Cox (28). El objeto es reducir la
formacion de glucoesfingolipidos a niveles en los que la actividad enzimaética residual
del paciente pueda catabolizar el substrato. El iminoazucar, N-butildeoxinojirimicin

(OGT 918) es un inhibidor de la glucosiltransferasa que inicia la biosintesis de la
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formacion de los glucocerebrosidos. Este tratamiento se ha convertido en una posible
terapia en otras esfingolipidosis donde el tratamiento enzimatico sustitutivo todavia no

es posible.

Durante su utilizacién por un afio en un grupo de pacientes afectos de EG tipo 1 se
evidencié una reduccion significativa del volumen hepético y esplénico junto a una
reduccion de la actividad de QT en un 16.4%. Sin embargo no existia un incremento
significativo en los niveles de hemoglobina y recuento plaquetario. Sin embargo este
tratamiento ha despertado durante el Gltimo afio una importante controversia. Los
detractores del mismo consideran que existe una significativa discordancia entre la
reduccion significativa de visceromegalias y la ausencia de respuesta hematologica.
Ademas la reduccion de la actividad de QT aunque significativa es bastante pobre;
claramente menor que la reduccion existente durante el primer afio de TES (427,428).
Incluso es contradictorio el hecho de que la mayor reduccidon de las visceromegalias
acontezca en los 6 primeros meses mientras que la actividad de quitotriosidasa en ese
momento solo se ha modificado en un 5%. Posiblemente esta reduccion de las
visceromegalias pueda ser resultado no de la disminucién del niimero de células de
Gaucher sino de una posible atrofia inducida por el propio OGT 918. Otro
inconveniente notable es la aparicion de efectos adversos, principalmente diarrea que
obligd a varios pacientes a dejar el tratamiento. Ademas en dos casos aparecieron
parestesias. Todo ello obliga a ser muy cautos en la utilizacion de esta nueva terapia y

en su posible combinacion con el TES ya que podria afiadir confusion.

8.4 Transplante de precursores hematopoyéticos

Con el transplante de precursores hematopoyéticos lo que se intenta es la sustitucion de
los macrofagos tisulares y circulantes, el aporte del enzima deficitario y facilitar el
aclaramiento y eliminacion del sustrato acumulado. En la EG se ha utilizado con este
objetivo el transplante alogénico (429,430), mientras que el transplante autdlogo queda
reservado para la introduccion de vectores de transduccion en procedimientos de terapia
génica (27,430). En primer lugar para la realizacion de un transplante es preciso
disponer de un donante, generalmente un hermano, con idéntico HLA y una actividad
enzimatica adecuada. Existe la posibilidad de donantes no familiares HLA idénticos,
pero existe un mayor riesgo de enfermedad injerto contra huésped. En pacientes

pediatricos puede ser de utilidad como fuente de células pluripotenciales la sangre de
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cordon (431). Como en otras situaciones el transplante va a precisar un
acondicionamiento basado fundamentalmente en una mieloablacion por quimioterapia o
quimioradioterapia. Por consiguiente hasta que el injerto prenda el pacientes va a
precisar de importantes medidas de soporte. La mayoria de las series de transplante de
precursores hematopoyéticos en la EG contemplan la realizacién de esplenectomia
previa, con objeto de eliminar una buena parte del acimulo tisular esplénico en aquellos
pacientes con esplenomegalia voluminosa. Para minimizar el riesgo infeccioso se
prefiere la realizacién de esplenectomia parcial (432,433). Posteriormente y para
prevenir la enfermedad injerto contra huésped es preciso una terapia inmunosupresora
prolongada lo que puede limitar en gran medida la calidad de vida de los pacientes

(431).

En 1988, Ringden (432) publica el primer caso de transplante de precursores
hematopoyéticos donde tras un seguimiento de 5 afios se pudo evidenciar la eficacia del
procedimiento. En una serie de 6 casos del mismo grupo (434) se constaté un aumento
de la actividad de la enzima a los 30 dias del transplante. Los niveles de
glucosilceramida se normalizaron al afo en los casos que recibieron el transplante de un
donante enzimaticamente normal; sin embargo aquellos casos que lo recibieron de
donantes heterozigotos para una mutacion de la EG persistian niveles elevados a los 4-5
afnos. La afectacion esquelética no se modifico, sin embargo tampoco existid progresion
de la misma. Este hecho se confirma también en la serie de once casos del Westminster
Children’s Hospital (435). A nivel hepatico el aclaramiento de las células de Gaucher es
incompleto, permaneciendo las mismas en los espacios porta durante anos, lo que
sugiere el cardcter avascular de estos espacios que harian imposible la eliminacion del
enzima a ese nivel de manera similar a lo que parece acontecer en el sistema nervioso

central (430).

En resumen se puede sefalar que el transplante de precursores hematopoyéticos
consigue unos niveles enzimaticos suficientes para modificar el curso evolutivo de la
enfermedad, consiguiéndose una regresion de las visceromegalias e incluso en
ocasiones la desaparicion de las mismas. No sucede lo mismo en relacion a la
enfermedad oOsea si bien ésta no progresa (434,435). Se ha comprobado como en

pacientes transplantados existe un descenso de la actividad de quitotriosidasa en mayor
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cuantia que con el TES (348). Sin embargo teniendo en cuenta criterios de riesgo /

beneficio este tratamiento es cuestionable (431).

8.5 Terapia génica

Las enfermedades de depdsito lisosomal son excelentes candidatos para ser abordadas
mediante terapia génica por sus caracteristicas fisiopatoldgicas, teniendo en cuenta que
los receptores manosa-6-fosfato (M-6-P) independientes de cationes permiten la entrada
de estos enzimas en el lisosoma desde el espacio extracelular (436). Por tanto, la
elevacion de los niveles plasmaticos de un enzima lisosomal que esté correctamente
glicosilado (con restos M-6-P) permitird que dicho enzima sea captado a distancia por
células que tengan receptores M-6-P, entre en los lisosomas de estas células y lleve a

cabo su funcion.

Estudios in vitro y en animales han puesto de manifiesto la posibilidad de transferir el
gen que codifica un enzima a un tejido apropiado para que éste secrete el enzima al
torrente circulatorio. Los estudios realizados en aquellas enfermedades lisosomales sin
afectacion neuroldgica para las que existe un modelo animal adecuado, se han basado en

las siguientes estrategias:

1- La implantacion de organoides: los fibroblastos cutaneos son cultivados y
transducidos ex vivo con vectores retrovirales. Los clones productores del enzima son
expandidos e incluidos en una matriz de colageno que se implanta intraperitonealmente,
de forma que es revascularizada in vivo y comienza a secretar altas cantidades del

enzima correspondiente (437).

2- Transferencia génica a la médula d6sea: células progenitoras hematopoyéticas son
transducidas por retrovirus, seleccionadas y autotransplantadas, generando una

poblacion de células sanguineas que expresan el transgén (438).

3- La transferencia génica al musculo: similar a la anterior. Mioblastos obtenidos por
biopsia son transducidos con retrovirus y reimplantados en el musculo, donse se
fusionan con las fibras musculares existentes. Una vez ahi el gen se expresard y
producira el enzima correspondiente, que se secretara gracias a la buena vascularizacion

del tejido muscular. Ademas las fibras musculares tienen una vida media muy larga por
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lo que el gen transferido puede prolongarse durante meses tras una sola intervencion

terapéutica (439).

En el caso de enfermedades lisosomales con afectacion neurologica como ocurre en la
EG neuronopatica los niveles plasmaticos del enzima tras estos procesos de terapia
génica son insuficientes desde un punto de vista terapéutico. Este problema ha sido
atacado mediante la implantacion intracerebral de células neurales transducidas con el

gen terapéutico (440).

La gran mayoria de las estrategias en terapia génica ensayadas hasta el momento van
encaminadas a la introduccion del gen de la glucocerebrosidasa en los precursores de
macrofagos. Para esto células madre hematopoyéticas procedentes de la médula 6sea o
de sangre periférica son transducidas ex vivo con retrovirus, y los clones que expresan
glucocerebrosidasa son seleccionados y autotransplantados al mismo sujeto (441,442).
Se comenzaron tres ensayos clinicos en fase 1 para el tratamiento de la EG utilizando
esta metodologia cuyos resultados han sido dispares: dos estudios fueron terminados al
no demostrarse transduccion eficaz de células CD34+, mientras el tercer ensayo ha dado
resultados esperanzadores y sigue abierto (27). Mediante una estrategia ex vivo
transplantando mioblastos singénicos modificados genéticamente, un estudio reciente ha
demostrado la produccion y secrecion de glucocerebrosidasa humana en ratones y la
captacion del enzima por macrdfagos hepaticos y de la médula 6sea. Esto abre una

nueva via para el tratamiento de esta enfermedad mediante terapia génica (443).

9. PECULIARIDADES DE LA EG EN LA INFANCIA

Se deben establecer una serie de consideraciones especiales en relacion a este grupo
debido a que incluye nifios con EG tipo 2 y 3 y EG tipo 1 severa. Como ya se ha
sefialado la edad media de presentacion de la enfermedad tipo 2 es alrededor de los 3
meses generalmente con hepatoesplenomegalia y fallo de medro. A los 6 meses
aparecen las complicaciones neuroldgicas con signos indicativos de dafio de los nucleos
de los nervios craneales y del sistema piramidal (278). La disfagia y el acimulo de
secreciones habitualmente conducen a neumonitis por aspiracion. En ocasiones pueden
aparecer convulsiones. La muerte suele tener lugar como consecuencia de episodios de
apnea o neumonias por aspiracion a una edad media de 9 meses, oscilando entre 1-24

meses. Es importante sefialar que algunos nifios con EG tipo 1 pueden debutar antes de
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los 2 afios con una rapida progresion de la hepatoesplenomegalia y enfermedad osea.
Algunos de estos casos han sido incorrectamente clasificados como EG tipo 3. Es
esencial documentar la existencia de afectacion del sistema nervioso central antes de
establecer dicho diagnostico (245). El genotipo puede aportarnos importante
informacion, ya que por ejemplo la presencia de la mutacion N370S descarta la posible
aparicion de clinica neurologica (444). En la EG tipo 3 la hepatoesplenomegalia
generalmente precede a la clinica neurologica, que aparece a una edad mas tardia que en
la tipo 2, ademas de tener una evolucion mas lenta. En la poblacion Norrbottnian la
edad media de presentacion era alrededor de 2 afios con un rango de 6 meses y 14 afos
(445). Las anomalias neuroldgicas en la EG tipo 3 incluyen ataxia, paraparesia
espastica, crisis convulsivas, demencia pero principalmente oftalmoplejia supranuclear

(278).

En la historia clinica de un nifio con EG se debe prestar atencion tanto a las
manifestaciones directas como indirectas. Las primeras hardn referencia a los efectos de
las visceromegalias, enfermedad Osea, sangrado, tendencia a las infecciones, afectacion
pulmonar y enfermedad neuroldgica. Sin embargo existen un numero de
manifestaciones indirectas que también nos informan del grado de gravedad de la
enfermedad. Estas incluyen el retraso de crecimiento, malnutricidon, en ocasiones retraso
psicomotor, pubertad retrasada y bajo rendimiento escolar. De estas manifestaciones
como se ha sefialado el retraso de crecimiento parece tener un papel importante en la
determinacion de gravedad asi como en el grado de progresion de la enfermedad en la
infancia (245). Hasta un 50% de los nifios con EG presentan retraso de crecimiento que
ademas se relaciona con la gravedad de la enfermedad medida por otros parametros. El
retraso de crecimiento se corrige con el TES (262). En algunos nifios, en nuestra
experiencia en un porcentaje elevado, puede ser la Unica manifestacion de la
enfermedad. Lo mismo que en el adulto existen intentos para establecer un estadiaje de
gravedad pero hay dificultades practicas, por ejemplo en la evaluacion mediante
resonancia magnética. En el seguimiento de estos pacientes es necesario establecer
controles analiticos (recuentos hematoldgicos, coagulacion, funcidon hepatica, fosfatasa
acido tartrato resistente, vitamina D, QT), mediciones antropométricas regulares y
estimacion del tamafio visceral mediante ecografia. En los nifios afectos de formas
neuronopaticas se debe considerar la posibilidad de realizar resonancia magnética

cerebral y electroencefalogramas (245).
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El TES es muy efectivo en el control de las manifestaciones en los nifos afectos de EG
tipo 1 (245). La indicacion del TES ofrece menos dudas en la infancia que en la edad
adulta. Se indica sin excepcion en todos los pacientes tipo 1 y 3 sintomaticos, pero
también en aquellos asintomaticos donde los pardmetros antropométricos indican
retraso de crecimiento. Los nifios asintomdticos son diagnosticados en muchas
ocasiones en estudios familiares cuando un hermano o un padre presenta la enfermedad.
En estos casos se puede indicar el tratamiento en el nifio asintomatico si es heteroalélico
para mutaciones que se asocian con enfermedad rapidamente progresiva: N370S con
L444P, 84GG o IVS2+1 (168). En un nifio asintomatico homozigoto para la mutacién
N370S sino existe compromiso del crecimiento se puede adoptar una politica
expectante. En la enfermedad tipo 3 como se ha sefialado el TES revierte la
sintomatologia visceral y hasta cierto punto la enfermedad dsea, siendo mas discutible
el control de la clinica neuroldgica. El empleo de dosis elevadas (120-240 U / kg / mes)
podria detener la progresion de la enfermedad neuroldgica (419-421). En la enfermedad
tipo 2 el TES ha resultado ineficaz, probablemente en el futuro el empleo de
iminoazucares que bloquean la sintesis de glucosilceramida y atraviesan la barrera

hematoencefalica pueda proporcionar una alternativa en estos pacientes (446).

El TES en los pacientes pediatricos se debe iniciar con una dosis de 60 U / kg / 2
semanas. En algunos casos puede ser util la utilizacion de reservorios permanentes para
su administraciéon. Es importante evaluar no solo los parametros clinicos-analiticos
clasicos de respuesta al tratamiento sino también y posiblemente con mayor énfasis la
evolucion antropométrica y el desarrollo de la pubertad (262). Es importante mantener
de forma prolongada la utilizacion de dosis elevadas, porque una reduccidon podria
suponer un riesgo mayor de recurrencia de crisis 6seas y consecuencias definitivas sobre

el crecimiento (245).
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OBJETIVOS:

1. Analizar los factores relacionados con el crecimiento en pacientes
menores de 14 afios comparando los resultados con la poblacién normal y
las variaciones producidas en el eje GH-IGF antes y después de 2 afos en

TES.

2. Evaluar en la cohorte seleccionada los indicadores del crecimiento

somatico.

3. Analizar las caracteristicas clinicas, analiticas y genéticas de la

Enfermedad de Gaucher con inicio en edad pediatrica.

4. Estudiar la respuesta clinica y analitica al tratamiento enzimatico

sustitutivo en dicha poblacion.
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1. MATERIAL

Se han recogido los datos clinicos, analiticos, enzimaticos y genéticos de un total de 50
pacientes espanoles afectos de EG con diagndstico de la enfermedad antes de los 14

afnos de edad. Para ello se han utilizados los datos del Registro Espafiol de EG (REEG).

- Informacién clinica: Se obtuvo mediante la utilizacion de cuestionarios estandarizados
remitidos a los médicos (pediatras, hematdlogos e internistas) que aportaron

informacion clinica actualizada sobre sus pacientes (ver anexo con los cuestionarios).

- Informacidn analitica: Los médicos responsables de los pacientes han suministrado los
datos correspondientes a la analitica incluyendo pardmetros hematologicos y
bioquimicos elementales; utilizandose como valores de referencia los propios de cada
uno de los hospitales. Para la determinacion de la actividad de B-glucosidasa acida,
quitotriosidasa y analisis molecular se remitieron muestras de sangre mediante
mensajeria urgente, en tubos de EDTA, debidamente etiquetada y conservada a 4° C, al
Laboratorio de Lipidos del Departamento de Biologia Molecular y Celular de la
Facultad de Ciencias de la Universidad de Zaragoza. En las 24 horas siguientes a la
extraccion se realizo el procesamiento y numeracion de las muestras, asi como el ensayo
enzimatico y la extraccidon del DNA. Un 6% de los pacientes incluidos fueron

estudiados en otro laboratorio de referencia acreditado.

El diagnostico se estableci6 mediante al menos dos de los siguientes tres métodos:
demostracion histologica de células de Gaucher tipicas en médula 6sea, actividad de 3-
glucosidasa acida disminuida (menor del 10% de los valores de normalidad) y
caracterizacion molecular de un genotipo asociado a EG (cuando ambos alelos mutados

eran identificados).

En aquellos casos en que fue solicitado se realizaron estudios familiares (actividad de -

glucosidasa acida y quitotriosidasa, analisis molecular y estudio del perfil lipidico).
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- Requisitos formales:

. El protocolo establecido era conforme a las directivas del Comité Etico del Hospital
Miguel Servet de Zaragoza y de la revision de 1983 de la Declaracion de Helsinki de

1975.

. De todos los pacientes (y/o de sus representantes legales) y de sus familiares

estudiados se obtuvo consentimiento informado escrito.

1.1 Diserio del estudio
Estudio observacional retrospectivo — prospectivo de cohorte con seguimiento mediante

encuesta y determinaciones analiticas.

1.1.1 Aspectos demograficos
Poblacion: - 50 pacientes afectos de EG
- 75 familiares:
.57 individuos portadores

.18 no portadores

En la cohorte de pacientes se establecid su distribucién porcentual por procedencia
geografica, sexo, grupos de edad al diagnostico (<1 afio, 1-5 afios, 5-10 afos, 10-14
afios) y subtipo de EG (1,2 y 3). Los subtipos fueron establecidos en funcién de la
ausencia de manifestaciones neurologicas o en relacion con el comienzo y gravedad de
la sintomatologia neurologica. Asi mismo se clasificaron los pacientes segin el indice

de gravedad de Zimran (SSI y SSIA).

1.1.2 Variables

- Clinicas: edad de inicio de la sintomatologia / edad de diagndstico, tamafio hepatico y
esplénico (centimetros bajo reborde costal medido por ecografia), crisis Oseas,
alteraciones Oseas mediante técnicas de imagen (radiologia simple y resonancia
magnética) incluyendo lesiones liticas, osteopenia, fracturas, infartos, necrosis avascular
y deformidad en matraz de Erlenmeyer, manifestaciones neurologicas, oculares y
dermatologicas. En una segunda fase se solicitd de aquellos pacientes todavia en fase de

crecimiento la talla al inicio del TES y durante el seguimiento del mismo.
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Se establecieron controles de estos parametros clinicos al inicio, a los 3, 6, 12, 18, 24 y

36 meses del tratamiento.

- Analiticas: hemoglobina (g/dL), recuento plaquetario (x10°/L) y leucocitario (x10°/L),
funcién hepatica (AST (UI/L), ALT (UI/L), GGT (UI/L)), perfil lipidico (colesterol
total (mg/dL), HDL colesterol (mg/dL), LDL colesterol (mg/dL), triglicéridos (mg/dL)),
fosfatasa 4acida tartrato resistente (UI/L), actividad de B-glucosidasa acida (nM/mg

prot.h) y actividad de quitotriosidasa (nM /mL.h).

Los datos analiticos se recogieron antes de iniciar TES, a los 3, 6, 12, 18, 24 y 36 meses

del tratamiento.

Se analizo6 el perfil lipidico en un grupo de 42 familiares sanos (21individuos portadores
y 21 no portadores) determinando colesterol total, HDL colesterol, LDL colesterol y
triglicéridos. En 75 familiares sanos (57 individuos portadores y 18 no portadores) se

determino la actividad de B-glucosidasa acida y actividad de quitotriosidasa.

En 22 pacientes se realizaron determinaciones de los factores de crecimiento similares a
la insulina (IGFs), concretamente IGF-1 total, IGF-1 libre, su proteina transportadora
IGFBP-3 y la subunidad acido labil total (ALS) antes y durante los dos primeros afos

de tratamiento.
- Geneéticas: Se ha clasificado a los pacientes segun el tipo de mutacion detectada. Asi
mismo el estudio familiar permitié diferencial el grupo de portadores del grupo de

individuos no portadores de la mutacion.

2. METODOS

Como se ha sefialado previamente los datos demograficos, antropométricos, clinicos y
bioquimicos habituales fueron obtenidos a partir del cuestionario remitido por la
FEETEG. El estudio enzimatico (determinaciones de actividad de glucocerebrosidasa y
quitotriosidasa) asi como el estudio genético se realizo en el Laboratorio de Biologia
Molecular y Celular de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Zaragoza. El perfil

lipidico fue determinado en dicho laboratorio en el 90% de los pacientes y en sus
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familiares (portadores y no portadores). La determinacion de IGFs y sus proteinas
transportadoras se llevo a cabo en el Laboratorio de Medicina Nuclear y de ALS total en
el Laboratorio de Bioquimica del Hospital Universitario Miguel Servet de Zaragoza, en
muestras plasmaticas previamente congeladas a —80°C en el Departamento de Biologia

Molecular y Celular de la Facultad de Ciencias.

A continuacion se expondréd el procedimiento utilizado en la obtencion de leucocitos,
determinacion de actividad de B-glucosidasa acida y quitotriosidasa, estudio genético y

por ultimo determinacion de IGFs y sus proteinas transportadoras.

2.1 Obtencion de leucocitos
Debido a que dentro de las lineas celulares presentes en la sangre periférica inicamente
los leucocitos presentan nucleo, éstas son las células necesarias para poder realizar el

analisis enzimatico y molecular de los pacientes.

Para poder extraer los leucocitos, primero se separa los elementos formes del plasma
por medio de centrifugacion. En pasos sucesivos, y aprovechando los distintos pesos
moleculares de las células componentes de la sangre, se va a poder obtener un “pellet”

de leucocitos por medio de centrifugacion y resuspensiones sucesivas.

Para ello se cogi6 4 ml de dextrano 6% en salino con una jeringuilla de 20 ml y se
anadieron 14 ml de sangre con EDTA, teniendo cuidado de no formar burbujas. Se
invirti6 la jeringuilla unas 10 veces y se colocd en una gradilla con la aguja hacia arriba.
Se dejo decantar durante unas 2 horas. A continuacion se quitd la aguja y se limpid con
agua; se limpi6 también la boca de la jeringuilla con papel absorbente y se doblo la

aguja con unos alicates.

El siguiente paso fue decantar el sobrenadante de color pajizo, que contenia linfocitos y
algunos hematies, en tubos falcom de 15 ml, presionando la jeringuilla invertida que
tenia la aguja curvada hacia abajo. Se centrifugo a 2000 rpm durante 10 minutos y se
desecho el sobrenadante a lejia; se resuspendio el “pellet” en 1 ml de NaCl 0.9%
mediante succidon con una pipeta Pasteur. Se anadieron 5 ml de NH4Cl 0.83% a
temperatura ambiente y se mezcld bien dejando reposar la muestra a temperatura

ambiente durante 5 minutos.
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Nuevamente se centrifugo a 2000 rpm durante 10 minutos. Se obtuvieron tres fases: un
sobrenadante rojizo, una banda de restos de hematies y un “pellet” de leucocitos. Se
resuspendid la banda de hematies en el liquido superior con una pipeta de Pasteur y se
decanto el sobrenadante. Si el “pellet” no estaba limpio de hematies se resuspendia en 5
ml de NaCl 0.9% con una pipeta Pasteur y centrifugado a 2000 rpm durante 10 minutos.
Posteriormente se resuspendia la banda de hematies como anteriormente. Si el “pellet”
estaba limpio de hematies se resuspendia en 3 ml de NaCl 0.9% con una pipeta Pasteur,
y repartido en tres tubos eppendorfs. Seguidamente se centrifugo en la microcentrifuga
a 11000 rpm durante 30 segundos, se decantd el sobrenadante. Los “pellet” fueron

congelados a —20°C para el posterior uso.

2.2 Medicion de la actividad de B-glucocerebrosidasa dcida

El fundamento del mismo ha sido suficientemente expuesto en la Introduccion.

Para su determinacion se resuspendio el “pellet” de leucocitos en 400 ul de taurocolato
sodico 1% con la pipeta y fueron pasados a un tubo “falcon” de 15 ml enfriado
previamente en hielo. Se prepar6 una disoluciéon de sustrato 4-MU-Glc a una
concentracion final de 5.41 mg/ml. Este sustrato se disolvid sonicando durante 15

minutos y enfriando el recipiente en hielo.

Los extractos celulares se sonicaron durante 30 segundos, 10 segundos y 10 segundos, y
fueron enfriados en hielo durante 30 segundos entre periodo y periodo. Posteriormente
se centrifugaron a 1000 rpm durante 10 minutos y 4°C y se transfirié el sobrenadante a
un tubo eppendorf. Se determiné la concentracion de proteinas del extracto utilizando el
método de Bradford, usando como estandares disoluciones del albumina bovina. Una
vez calculada la concentracion de proteinas de cada muestra, se prepararon 150 puL de

una solucion 1 mg/mL de proteina en taurocolato sodico 1%.

Al substrato sonicado le fue afiadido el mismo volumen de la solucidon tampoén citrato-
fosfato (pH=5) + taurocolato sédico 2% + Triton X-100 1%, y se incubaron por
duplicado durante 2 horas a 37°C. Posteriormente se realizaron las medidas de las

lecturas y se calcularon los nmoles/mg de proteina x hora producidos.
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2.3 Medicion de la actividad enzimadtica de la Quitotriosidasa

El fundamento es el mismo que para la medicion de la actividad de glucocerebrosidasa.
En este caso el substrato artificial utilizado es el 4-MU-Quitotriosido y la determinacién
se realiza en el plasma. Para facilitar los calculos se realizan diluciones del plasma de

los pacientes debido a la elevada actividad enzimatica que presentan éstos.

Se prepard una dilucion de 4-MU-Quitotriosido con tampon citrato-fosfato a un pH de
5.2 para tener una concentracion de 0.022 mM vy se anadieron 100 pl de esta solucion,
por duplicado para cada muestra, a tubos de polipropileno de 5 ml. Se pusieron a
calentar a 37°C durante 5 minutos. Mientras tanto se realizé una dilucion 1/50 de cada
una de las muestras de plasma de los sujetos con EG: 10 pl de plasma + 490 ul de agua
destilada. A cada uno de los tubos con el substrato se le afiadieron 5 pl de plasma,
normal en el caso de sujetos sanos y plasma diluido en el caso de los pacientes, y se
dejaron incubar a 37°C durante 15 minutos. A continuacion se pard la reaccion
anadiendo 2 ml de 0.3 M glicina NaOH pH = 10.6 y se midio la fluorescencia de la 4-
M-umbeliferona con una excitacion de 366 nm y una emisién de 446 nm. Se realizaron
las medias de las lecturas y se calcularon los nmoles/mL x hora para cada una de las

muestras al multiplicar los nmoles obtenidos por 5 pul de plasma por 800.

2.4 Analisis de mutaciones

Se aislo el DNA de los pacientes a partir de leucocitos siguiendo métodos standard
(447). Fueron amplificadas por medio de PCR aquellas zonas o fragmentos del gen de la
B-glucocerebrosidasa acida que, segun la literatura y experiencia previa, eran
subsidiarias de poseer una de las nueve mutaciones mas frecuentes responsables de la
enfermedad de Gaucher (N370S, L444P, D409H, R463C, P415R, 84GG, IVS2+1,
deleccion 55pb, G377S). Asi tras la PCR se utilizaron los enzimas de restriccion Xhol
(N370S), Ncil (L444P), Styl (D409H), MsPI (R463C), Hhal (P415R), BsaBI (84GQ),
pl (IVS2+1), Pvull (G377S) (448,449). Las recombinaciones mayores del gen de la
glucocerebrosidasa fueron determinadas mediante el procedimiento descrito por Beutler

(450).
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En el caso de no encontrarse ninguna de las mutaciones “comunes”, se disefid una
estrategia basada en la realizacion de técnicas de busqueda como la amplificacion de
todo el gen de la glucocerebrosidasa (para descartar grandes delecciones) y SSCP
(Polimorfismos de Conformacion de Cadena Sencilla) (451) (y secuenciacion. Para la
técnica SSCP se utilizé un secuenciador automatico ALF-Express, el cual posee un laser
que va a ser barrido por el DNA que atraviesa un gel fabricado con y sin glicerol. El
barrido del laser va a ser interpretado por un programa de ordenador conectado al
secuenciador, dando un patrén de bandas que se debe comparar con el control. Cuando
se observa un patrén andmalo se debe caracterizar la posible mutacion mediante
secuenciacion de dicho fragmento. La secuenciacion se realizd mediante el método

enzimatico descrito por Sanger o método de los di-deoxinucledtidos (452).

Respecto a la quitotriosidasa se estudiaron las mutaciones en el gen de la quitotriosidasa
ya que el 6% de la poblacion normal no tiene expresion de quitotriosidasa por ausencia

del gen y este hecho produce la existencia de un 30-40% de portadores de este defecto.

2.5 Determinacion de factores de crecimiento similares a la insulina (IGFs) y sus
proteinas transportadoras

IGF-1 total

Su determinacion se llevo a cabo mediante una técnica inmunoradiométrica utilizando
el kit DSL-2800 ACTIVE™ IGF-1 de DSL® (Diagnostic System Laboratories). El
procedimiento para su determinacion esta basado en la descripcion de Miles (453). Esta
técnica es una determinacion no competitiva donde la proteina que va a ser analizada
queda dispuesta entre dos anticuerpos. El primer anticuerpo se encuentra fijado a la
pared interior del tubo. El segundo anticuerpo es marcado para sus deteccion. El
coeficiente de variacion interensayo e intraensayo de esta técnica es menor del 9% y 6%

respectivamente.

IGF-1 libre

Su determinacion se llevo a cabo mediante una técnica inmunoradiométrica utilizando
el kit DSL-9400 ACTIVE™ Free IGF-1 de DSL® (Diagnostic System Laboratories).
Este kit utiliza un método altamente sensible que permite la deteccion de niveles
extremadamente bajos de IGF-1 libre, permitiendo medir la fraccion disociable del IGF-

1. Esta técnica es una determinacion no competitiva donde la proteina que va a ser
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analizada queda dispuesta entre dos anticuerpos. El primer anticuerpo se encuentra
fijado a la pared interior del tubo. El segundo anticuerpo es marcado para sus deteccion.
El coeficiente de variacion interensayo e intraensayo de esta técnica es del 9.9% y

10.1% respectivamente.

IGFBP-3

Su determinacion se llevo a cabo mediante una técnica inmunoradiométrica utilizando
el kit DSL-6600 ACTIVE™ IGFBP-3 de DSL® (Diagnostic System Laboratories). El
procedimiento para su determinacion esta basada en la descripcion de Miles (453). Esta
técnica es una determinacién no competitiva donde la proteina que va a ser analizada
queda dispuesta entre dos anticuerpos. El primer anticuerpo se encuentra fijado a la
pared interior del tubo. El segundo anticuerpo es marcado para sus deteccion. El
coeficiente de variacion interensayo e intraensayo de esta técnica es del 1.9% y 3.9%

respectivamente.

ALS total
Su determinacion se realizdO mediante técnica de ELISA utilizando el kit DSL
ACTIVE™ total ALS de DSL® (Diagnostic System Laboratories). Los coeficientes de

variacion interensayo e intraensayo descritos son de 12.1% y 8.6% respectivamente

(454).

2.6 Genes relacionados con el crecimiento y expresion alterada

En dos pacientes adultos, el primero de 48 afios, mujer, N370S/T134P, SSIA 14 y
esplenectomizada y VHCH; el segundo de 37 afios, varén, N370S/N370S, SSIA 4 y no
esplenectomizado se analizd la expresion génica en muestras de biopsia hepatica
utilizando el biochip Genechip de Affymetrix U95av que tiene todos los genes humanos
conocidos hasta la fecha (n=12599). Como grupo control se utilizaron las muestras de
biopsia hepatica realizadas en 4 pacientes con litiasis biliar con higado sano. En relacion
con el crecimiento hemos recogido aquellos genes responsables de proteinas
relacionadas directamente con el crecimiento y diferenciacion celular cuya expresion se

encontraba reprimida.

La mayoria de los procesos fisiologicos y patoldgicos estan regulados a través de la

modulacion de la expresion génica. Las células normalmente responden a un estimulo
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externo, induciendo la expresion de determinados genes y reprimiendo la expresion de
otros. En la mayoria de los procesos patoldégicos mas de un gen estd expresado
diferencialmente; decenas, cientos, incluso miles de genes, pueden estar implicados en

la regulacion del proceso, aunque este nimero no suele ser demasiado alto.

La tecnologia de DNA chips, que recientemente se ha desarrollado
(455,456,457,458,459), permite detectar los cambios de expresion de cientos, incluso
miles, de genes simultanea y cuantitativamente, con gran sensibilidad y especificidad.
Cada DNA chip de expresion contiene sondas de DNA complementario (cDNA)

correspondientes a los genes que queremos analizar.

Estos DNA chips se hibridan con los cDNAs sintetizados a partir de los mRNAs
extraidos del tejido que queremos analizar. Estas moléculas de ¢cDNA han sido
marcadas con un fluor6foro al sintetizarse; cuanto mayor sea el nimero de moléculas
que se unen a su secuencia complementaria en el chip, mayor sera la cantidad de
cromoforo que se detecta y mide tras excitarlo con un laser. Esta medida es por tanto
reflejo del nimero de moléculas de cada mRNA que habia en el tejido analizado y por
tanto reflejo del nivel de expresion de cada gen representado en el chip. Estos chips de
expresion contienen también sondas que representan genes de control (house-keeping
genes), lo que permite normalizar los resultados y comparar multiples experimentos de

forma cuantitativa.

La compaiia Affymetrix tiene comercializados diversos “biochips” para analizar

estudios de expresion.

Para el estudio de expresion hepatica se eligio el Genechip U95av que contiene
hibridados oligonucledtidos de todas las secuencias que se corresponden a genes
conocidos humanos. El andlisis de estos biochips de la casa Affymetrix requiere
disponer de un laboratorio especializado que disponga del aparataje que recomienda
Affymetrix: “Fluidics estation”, “scanner” y “software” adecuado. Por ello el andlisis de
las biopsias hepaticas se llevaron a cabo en la empresa de biotecnologia MedPlant de

Barakaldo (Vizcaya).
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Obtencion de la biopsia
Se realiz6 obtencion de la biopsia hepatica mediante aguja hipodérmica. La muestra se
introdujo en un tubo criogénico y se congeld inmediatamente en N, liquido y

posteriormente se guardo a —80°C hasta el momento de la extraccion del RNA.

Aislamiento del RNA total
El RNA total se obtuvo siguiendo el protocolo del reactivo comercial TRIzol (TRIzol
Reagent, Gibco BRL Life Technologies, P/N 15596-018).

Una vez se obtuvo el RNA total este se limpi6 utilizando el protocolo del kit RNeasy

Mini de QIAGEN.

Posteriormente se transformd en cDNA con ayuda de la enzima transcriptasa reversa y
finalmente se marcé el cRNA con RNA polimerasa. EIl cRNA marcado se hibrido en el

Genechip U95 av segun protocolo de Affymetrix.

3. ANALISIS ESTADISTICO
Para la realizacion de las bases de datos asi como el analisis estadistico se utilizd
ordenador PC, entorno Windows 98 y software Excel 2000 y SPSS 8.0, asi como

ordenador Macintosh con software Statview 4.1.

Se establecieron los siguientes tres apartados en relacion a los objetivos propuestos:

3.1 Caracteristicas clinicas, analiticas y genéticas de la poblacion estudiada previo al
inicio del tratamiento

3.1.1 Caracteristicas demograficas

- Distribucion porcentual por sexos y geografica.

- Distribucion por grupos de edad al diagndstico.

3.1.2 Caracteristicas clinicas

Se determino:

- La distribucion porcentual en tipos I, IT y I1I de la enfermedad.
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- Tamafio hepatico y esplénico: Medido por ecografia y expresado en cm (media *
desviacion estandar), asi como la frecuencia de presentacion de hepatomegalia y
esplenomegalia expresada en porcentaje. Igualmente se recogid el porcentaje de

pacientes sometidos a esplenectomia.

Se analizaron las caracteristicas diferenciales del grupo de pacientes que habian sido
sometidos a esplenectomia en relacion a los no esplenectomizados. Para ello se
compararon las demas variables clinicas, analiticas y genéticas entre los dos grupos

mediante test de la U de Mann-Whitney.

- Afectacion o6sea: Frecuencia expresada en porcentaje; asi como sus distintas
manifestaciones: frecuencia expresada en porcentaje de crisis Oseas, deformidad en

matraz de Erlenmeyer y complicaciones mayores (infartos, necrosis, fracturas,...).

- Otras manifestaciones: La frecuencia de afectacion cutanea, ocular (presencia de
pinguécula), pulmonar y neuroldgica, expresada en todos los casos en porcentajes en

relacion al grupo total.

3.1.3 Evaluacion del crecimiento

- Se determind el Z-score de talla medio en un grupo de 16 pacientes en crecimiento.

El Z-score de talla se calcul6 en cada caso mediante la formula:

Talla del paciente — Talla esperada

Z-score talla:

Desviacion estandar esperada

Donde talla esperada y desviacién estdndar esperada para la edad del paciente se
obtuvieron a partir de los estdndares de normalidad del Estudio Longitudinal de

Crecimiento “Andrea Prader” del Gobierno de Aragén (D.G.A) (Figuras 6 'y 7).

- Se analiz¢ la asociacion entre el Z-score de talla antes de iniciarse el tratamiento y los
distintos pardmetros clinicos, analiticos, enzimaticos y genéticos estudiados en la
muestra. Se realizé analisis de correlacion mediante test de Spearman y se determinaron

las rectas de regresion con aquellas variables donde la correlacion era significativa.
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3.1.4 Caracteristicas analiticas

1) Actividad de B-glucosidasa acida (nM/mg.prot.h; media + desviacion estandar) del
grupo total.

Se determind la actividad de PB-glucosidasa acida en familiares portadores y no
portadores de una mutacion del gen de la glucocerebrosidasa; estableciéndose
comparacion entre los tres grupos (pacientes, portadores y no portadores) mediante test
de la U de Mann-Whitney. Asi mismo se establecio en grado de solapamiento entre la
actividad de P-glucosidasa acida en individuos sanos portadores y no portadores
(porcentaje de portadores en —1 SDS de los no portadores y no portadores en + 1 SDS
de portadores).

2) Presencia de alteraciones hematoldgicas:
a) Hemoglobina (g/dL; media *+ desviacion estdndar) del grupo total y el porcentaje de

pacientes con niveles de hemoglobina inferiores a 11 gr/L.

b) Recuento plaquetario (x10°/L; media + desviacion estandar) del grupo total y el

porcentaje de pacientes con recuentos plaquetarios inferiores a 100x10° /1.

¢) Recuento leucocitario (x10°/L; media + desviacion estandar) del grupo total y el

porcentaje de pacientes con recuentos leucocitarios inferiores a 5x10° /1.
3) Presencia de alteraciones de la funcion hepatica:
a) AST (U/L; media £ desviacion estandar) del grupo total y el porcentaje de pacientes

con niveles de AST mayores a 40 U/L.

b) ALT (U/L; media * desviacion estandar) del grupo total y el porcentaje de pacientes
con niveles de ALT mayores a 40 U/l

¢) GGT (U/L; media * desviacion estandar) del grupo total y el porcentaje de pacientes

con niveles de GGT mayores a 50 U/L.
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4) Presencia de alteraciones en el perfil lipidico:
a) Colesterol total (mg/dL; media *+ desviacion estandar) del grupo total y el porcentaje

de pacientes con niveles de colesterol total menores a 120 mg/dl.

Igualmente se determind colesterol total en un grupo de familiares portadores (n=21) y

familiares no portadores (n=21) de los mismos pacientes.

Se establecid la posible existencia de diferencias estadisticas significativas en los
niveles de colesterol en los tres grupos (pacientes, portadores y no portadores) mediante

test de la U de Mann-Whitney.

b) HDL colesterol (mg/dL; media *+ desviacion estandar) del grupo total y el porcentaje

de pacientes con niveles de la fraccion HDL colesterol menores a 35 mg/dl.

Igualmente se determind HDL colesterol en un grupo de familiares portadores (n=21) y

familiares no portadores (n=21) de los mismos pacientes.

Se establecid la posible existencia de diferencias estadisticas significativas en los
niveles de la fraccion HDL colesterol en los tres grupos (pacientes, portadores y no

portadores) mediante test de la U de Mann-Whitney.

¢) Triglicéridos (mg/dL; media £ desviacion estdndar) del grupo total.

Igualmente se determiné triglicéridos en un grupo de familiares portadores (n=21) y

familiares no portadores (n=20) de los mismos pacientes.

Se establecid la posible existencia de diferencias estadisticas significativas en los
niveles de triglicéridos en los tres grupos (pacientes, portadores y no portadores)
mediante test de la U de Mann-Whitney.

d) Indice aterogénico (IA) (media = desviacion estandar) del grupo total. De los
diferentes indices aterogénicos utilizados se eligio el cociente entre el Colesterol total y

su fraccion HDL.
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Igualmente se determiné el IA en un grupo de familiares portadores (n=21) y familiares

no portadores (n=21) de los mismos pacientes.

Se establecio la posible existencia de diferencias estadisticas significativas en el IA en
los tres grupos (pacientes, portadores y no portadores) mediante test de la U de Mann-

Whitney.

5) Marcadores enzimaticos de actividad de la enfermedad:

a) Fosfatasa 4cida (U/L; media + desviacion estandar) del grupo total.

b) Actividad de QT (nM/mL.h; media + desviacion estandar) en un grupo de 33

pacientes antes de iniciarse el TES.

Se determind igualmente la existencia de la duplicacion responsable del déficit de
Quitotriosidasa descrito en la poblacion, estableciéndose un andlisis comparativo de la
actividad de QT entre los individuos portadores de la duplicacion y aquellos sin
afectacion de ninguno de los alelos responsables de la sintesis de dicho enzima. Para

ello se realizo test de la U de Mann-Whitney.

Se analiz6 la asociacion entre la actividad de QT antes de iniciarse el tratamiento y los
distintos pardmetros clinicos, analiticos, enzimaticos y genéticos estudiados en la
muestra. Se realizd andlisis de correlacion mediante test de Spearman y las
correspondientes rectas de regresion lineal (en el grupo total, grupo portador de la

duplicacién y grupo no portador de la duplicacion).

6) Anélisis del sistema IGF-1/IGFBP-3/ALS

Se expresaron los niveles de IGF-1 total, IGFBP-3 e IGF-1 libre en SDS utilizando en
el caso de IGF-1 total e IGFBP-3 los valores de normalidad estandarizados por edad y
sexo de DSL® (Tablas 14,15,16,17, 18,19). En el caso de IGF-1 libre se utilizaron los
valores de normalidad estandarizados por edad y sexo de J. Argente, V. Barrios

(Hospital Nifo Jesus, Madrid) (Tabla 20). ALS total se expresé en mcg/ml.
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E1 SDS se calcul6 en cado caso mediante la formula:

IGF del paciente — IGF esperada

SDS IGF =

Desviacion estandar esperada

Donde IGF esperada y Desviacion estandar esperada para la edad y sexo del paciente se

obtuvieron a partir de los citados valores de normalidad.

- Se analiz6 la asociacion entre IGF-1 total, IGF-1 libre, IGFBP-3 y ALS total antes de
iniciarse el tratamiento y los distintos pardmetros clinicos, analiticos, enzimaticos y
genéticos estudiados en la muestra. Se realizé analisis de correlacion mediante test de
Spearman y se determind las rectas de regresion lineal con aquellas variables en la que

la correlacion era significativa.

- Se determino el score prondstico de la enfermedad utilizando el SSI y SSIA de Zimran
clasificando a los pacientes en 3 grupos; leve SSI 0-10; moderado SSI 11-25 y grave

SSI>26 y se analizd su relacion con el crecimiento.

7) Genes relacionados con el crecimiento y expresion alterada

En el Genechip U95av se han analizado los niveles de expresion hepatica de todos los
genes conocidos relacionados con el crecimiento en las dos muestras de pacientes con
EG y se compararon con el “pool” de las biopsias hepdticas “control” de pacientes con

litiasis biliar e higado sano.

3.1.5 Caracteristicas genéticas
Se establecid la distribucion porcentual de los distintos genotipos presentes en la
muestra asi como las frecuencias alélicas (N370S, L444P, otras mutaciones detectadas y

desconocidas).

Se analizd la influencia del genotipo en las caracteristicas clinicas, analiticas,
enzimaticas y relacion con el crecimiento y los factores IGFs de los pacientes, por
comparacion de las mismas entre aquellos individuos portadores de la mutacion L444P

y los no portadores de dicha mutacion mediante test de la U de Mann-Whitney. Asi
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mismo se analizo las diferencias entre los siguientes tres grupos: 1) Genotipo

N370S/L444P; 2) N370S/otras y 3) otras / otras.

3.2 Respuesta al TES

3.2.1 Numero de casos en tratamiento

Se establecié el porcentaje de pacientes con diagnostico en edad pediatrica en
tratamiento en el momento del estudio, su edad media al inicio del tratamiento (media
desviacion estandar; asi como el porcentaje de pacientes de cada grupo de edad (<5
afnos, 5-10 afios, 10-14 afios, 14-18 afios y > 18 afios) en relacidon al grupo total de
pacientes que reciben TES. Igualmente se determind el tiempo medio transcurrido de

TES en la poblacién espafiola con EG de inicio en la edad pediéatrica.

3.2.2 Respuesta en las visceromegalias

Se determiné el tamafio hepatico y esplénico en los diferentes controles evolutivos antes
citados; estableciéndose comparacion entre el inicio del tratamiento y el afio, 2 afios y 3
afios de tratamiento. Igualmente se analiz6 las modificaciones dentro del primer afio de
tratamiento al realizarse controles a los 3 y 6 meses. En el andlisis estadistico se utilizé

el test de Wilcoxon.

3.2.3 Respuesta del crecimiento
Se determind en 15 pacientes la respuesta del crecimiento al TES con comparacion del

Z-score de talla antes y durante el TES (al afio y 2 afios) mediante test de Wilcoxon.

3.2.4 Respuesta hematologica

- Hemoglobina: Se determinaron los niveles de hemoglobina en los diferentes controles
evolutivos antes citados; y en aquellos casos con niveles iniciales inferiores a 11 gr/L se
establecié comparacion entre el inicio del tratamiento y el afo, 2 afos y 3 afios de
tratamiento. Igualmente se analiz6 las modificaciones dentro del primer afio de
tratamiento al realizarse controles a los 3 y 6 meses. En el andlisis estadistico se utilizé

el test de Wilcoxon.

Igualmente se determind el porcentaje de individuos que presentaban niveles de
hemoglobina disminuidos en los distintos controles evolutivos estableciéndose

comparacion mediante test de Chi’.
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- Recuento plaquetario: Se determinaron los recuentos plaquetarios en los diferentes
controles evolutivos antes citados; y en aquellos casos con recuentos iniciales inferiores
a 100x10° /1 se establecid comparacion entre el inicio del tratamiento y el afio, 2 afios y
3 afios de tratamiento. Igualmente se analizd las modificaciones dentro del primer afio
de tratamiento al realizarse controles a los 3 y 6 meses. En el andlisis estadistico se

utilizo el test de Wilcoxon.

Igualmente se determind el porcentaje de individuos que presentaban recuentos
plaquetarios disminuidos en los distintos controles evolutivos estableciéndose

comparacion mediante test de Chi’.

3.2.5 Cambios en el perfil lipidico
- Colesterol total: Se determinaron los niveles de colesterol total antes y durante el
tratamiento (al afio, 2 afos y 3 afos) estableciéndose la existencia de cambios

significativos en sus niveles mediante comparacion por test de Wilcoxon.

- HDL colesterol: Se determinaron los niveles de HDL colesterol antes y durante el
tratamiento (al afio, 2 afos y 3 afos) estableciéndose la existencia de cambios

significativos en sus niveles mediante comparacion por test de Wilcoxon.

-Indice aterogénico (IA): Se determiné el IA antes y durante el tratamiento (al afio, 2
aflos y 3 afios) estableciéndose la existencia de cambios significativos mediante

comparacion por test de Wilcoxon.

3.2.6 Respuesta de los marcadores enzimaticos de actividad

- Fosfatasa acida: Se determinaron los niveles de fosfatasa 4cida en los diferentes
controles evolutivos antes citados; estableciéndose comparacion entre el inicio del
tratamiento y el afio, 2 afios y 3 afios de tratamiento. Igualmente se analiz6 las
modificaciones dentro del primer afio de tratamiento al realizarse controles a los 3 y 6

meses. En el analisis estadistico se utilizo el test de Wilcoxon.

- Actividad de QT: Se determin6 la actividad de QT en los diferentes controles
evolutivos; estableciéndose comparacion entre el inicio del tratamiento y el afio, 2

afios,3 afios y 4 afios de tratamiento. Igualmente se analizo las modificaciones dentro
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del primer afio de tratamiento al realizarse controles a los 6 meses. En el andlisis

estadistico se utilizo6 el test de Wilcoxon.

Igualmente se establecio las modificaciones que experimentaba la actividad de QT en

un grupo de 8 pacientes durante un afio sin recibir TES.

3.2.7 Respuesta del sistema IGF-I - IGFBP-3 - ALS
Se evaluo la influencia del TES sobre los IGFs y sus proteinas transportadoras mediante
comparacion de sus niveles antes y durante el tratamiento (al afio y a los 2 afios)

mediante test de Wilcoxon.
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ANEXO

REGISTRO ESPANOL DE ENFERMEDAD

DE

GAUCHER

PROTOCOLO BASICO DE DATOS CLINICOS Y ANALITICOS

ZARAGOZA
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Nombre del paciente:

REMITENTE :

Dra/Dr: Especialidad:
Centro de trabajo (o domicilio):

Direccién de contacto: Tfno/Fax:

Areas de interés en la enfermedad de Gaucher:

PACIENTE (o familiar, especificar parentesco):

Nombre:

Edad: Fecha Nacimiento: Al diagnéstico: . Actual:
Sexo MF Peso , Kg Talla , cm

PERFIL CLINICO

1.-AFECTACION OSEA

1° Manif. Posterior
Dolor 6seo (cualquier localizacion):
Crisis 0seas
Deformidad en matraz (Erlenmeyer)
Osteomielitis
Necrosis avascular
Protesis articulares
Otros

2.-AFECTACION VISCERAL

Hepatomegalia de cms ecografica o expl. fisica
Esplenomegalia de cms ecografica o expl. fisica
Afect. Pulmonar

Cardiaca

Sistema Nervioso

Piel

Conjuntivas (pinguéculas)

Rifién

Otras:

ESPLENECTOMIA: Fecha:

3.-ANTECEDENTES:

Alcohol > 30 gr/dia Diabetes

Dislipemia

Farmacos:
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Nombre del paciente:

PERFIL ANALITICO:

BIOQUIMICA: expresar unidades

GOT -GPT -Fosf Alcalina -Fosf Acida Total -Prostatica -GGT
Bilirr. Total -Dir. -Prot T -Albimina  -ECA -Gluc
Colesterol Total -HDL -LDL -Triglicéridos

Apo Al -Apo B

HEMATIMETRIA:

Hematies Hb Hto VCM HCM
Leucocitos T -S -L -M -E -B
Plaquetas

SEROLOGIA:

VHB VHC VIH

OTRAS EXPLORACIONES:

Rx 6sea TAC RMN Gammagrafia Ecografia

DESCRIPCION:

HISTORIA FAMILIAR:

ACTIVIDAD ENZIMATICA:

GENOTIPO:

TERAPIA ACTUAL:

Fecha inicio:

Dosis inicial/actual

129




Nombre del paciente:

- MATERIAL Y METODOS -

EVOLUCION POSTRATAMIENTO CON ALGLUCERASA:

Fecha inicio:

Dosis

Hb: Plaquetas F.Acida: Colesterol

HDL: LDL:

Higado (cm): Bazo (cm): Rx osea:
(Volumen c.c.) (Volumen c.c.) RNM:

A los tres meses

Dosis

Hb: Plaquetas F.Acida: Colesterol

HDL: LDL:

Higado (cm): Bazo (cm): Rx osea:
(Volumen c.c.) (Volumen c.c.) RNM:

Anticuerpos anticeredase:

Incidencias:

A los seis meses

Dosis

Hb: Plaquetas F.Acida: Colesterol

HDL: LDL:

Higado (cm): Bazo (cm): Rx osea:
(Volumen c.c.) (Volumen c.c.) RNM:

Anticuerpos anticeredase:

Incidencias:

A los nueve meses

Dosis

Hb: Plaquetas F.Acida: Colesterol

HDL: LDL:

Higado (cm): Bazo (cm): Rx osea:
(Volumen c.c.) (Volumen c.c.) RNM:

Anticuerpos anticeredase:

Incidencias:

A los doce meses

Dosis

Hb: Plaquetas F.Acida: Colesterol

HDL: LDL:

Higado (cm): Bazo (cm): Rx osea:
(Volumen c.c.) (Volumen c.c.) RNM:

Anticuerpos anticeredase:
Incidencias:
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CENTRO DE ESTUDIO LONGITUDINAL DEL CRECIMIENTO -ANDREA
PRADER"

Talla Horizontal « Mujeres (cm.)

Ec N X D.S. SK K P3 P10 P25 P50 P75 P90 P97
0.00 167 49.86 1.49 -0.30 0.50 47.05 47.94 48.91 49.94 50.90 51.74 52.30
0.25 164 59.32 1.96 -0.58 0.89 54.79 56.59 58.21 59.52 60.36 61.56 62.46
0,50 161 65.79 2.05 -0.27 0.07 61.38 63.05 64.50 65.93 67.08 68.19 69.48
0.75 158 70.07 2.10 -0.28 0.03 65.17 67.28 68.62 70.26 71.39 72.73 73.83
1 156 73.68 2.17 0.10 -0.23 69.87 70,83 71.95 73.65 75.20 76.54 77.66
2 146 80.28 2.52 0.14 -0.05 75.35 76.99 78.63 80.10 81.85 83.48 84.98
2 139 86.24 2.86 0.11 -0.16 80.53 83.09 84.18 86.05 88.04 90.40 91.92
3 136 95.41 321 0.36 -0.20 89.66 91.36 92.92 95.40 97.10 99.62 102.24
Talla Vertical « Mujeres (cm.)

Edad [N X D.S. COEFICIENTES PERCENTILES
(Afos)

SK K 3 10 25 50 75 90 97
2 133 86.07 2.84 0.11 -0.25 80.09 82.92 84.09 85.90 87.93 90.12 91.31
3 136 95.19 3.23 0.41 -0.14 89.66 91.23 92.89 95.06 97.29 99.81 102.30
4 133 102.93 3.50 0.21 0.07 96.13 98.56 100.46 102.77 105.25 107.56 109.55
5 126 109.63 4.03 -0.30 1.51 102.52 104.71 107.00 109.50 112.55 114.63 116.85
6 129 116.24 4.04 0.04 -0.25 108.48 111.20 113.10 116.40 119.25 122.00 123.33
7 124 122.09 431 0.15 -0.20 113.17 117.00 119.00 122.00 124.97 128.50 130.22
8 123 127.83 4.43 0.16 -0.34 118.94 122.58 124.50 127.70 130.90 133.92 137.19
9 123 133.26 4.88 0.23 -0.39 124.02 127.67 129.77 13291 136.34 139.71 143.19
10 121 138.82 5.44 0.27 -0.21 128.61 132.47 135.05 138.47 142.43 145.28 149.51
11 121 144.94 5.87 0.15 -0.24 134.07 137.71 140.69 144.80 148.79 152.40 156.29
12 121 151.23 5.82 0.00 -0.27 140.61 143.32 146.83 151.59 155.09 158.10 162.73
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Talla Horizontal « Varones (cm.)

Ec N X D.S. SK K P3 P10 P25 P50 P75 P90 P97
0.00 165 50.51 1.53 -0.07 0.33 47.49 48.02 49.90 50.46 51.49 52.12 53.10
0.25 161 61.00 221 0.05 0.40 57.13 58.28 59.60 60.90 62.13 64.07 65.31
0.50 161 67.82 2.39 -0.09- -0.18 62.96 64.47 66.42 67.61 69.47 70.93 72.01
0.75 152 72.25 2.53 -0.28 -0.38 66.88 68.62 70.53 72.23 74.10 75.42 76.42
1 154 75.77 2.59 -0.01 0.50 70.62 72.61 73.94 75.78 77.35 78.96 80.03
2 145 82.28 2.82 0.34 0.36 77.23 78.36 80.41 82.17 83.78 85.47 87.62
2 131 88.17 3.13 0.25 0.59 82.47 83.51 85.87 88.05 90.14 91.89 94.03
3 137 97.09 3.61 0.13 0.38 89.92 92.08 94.82 96.95 99.27 101.39 103.34

Talla Vertical « Varones (cm.)
Edad N X D.S. COEFICIENTES PERCENTILES
(Afios)

SK K 3 10 25 50 75 90 97

2 126 87.93 3.13 0.26 0.45 82.20 84.17 85.64 87.87 90.00 91.72 93.90
3 137 96.78 3,48 0.16 0.85 90.51 92.21 94.66 96.82 99.16 101.07 102.65
4 134 104.27 4.09 -0.04 0.76 95.99 98.80 101.97 104.35 107.23 109.05 110.80
5 133 111.12 4,30 -0.56 0.49 102.60 105.20 108.60 111.30 114.10 116.16 119.46
6 136 117.61 4,74 -0.07 0.43 107.62 111.44 114.50 117.80 320.97 123.43 126.91
7 128 123.39 5.06 -0.10 0.69 112.06 116.70 120.15 123.50 126.97 129.51 133.41
8 128 128.92 5.40 -0.22 0.51 116.78 121.59 125.50 129,15 132.95 135.41 138.47
9 124 134.28 5.83 -0,01 0.42 122.38 126.13 130.31 134.40 138.20 140.92 145.23
10 121 139.77 6.16 -0.05 0.28 127.16 131.48 136.04 139.85 144.17 146.98 150.41
11 119 144.83 6.37 -0.08 0.19 132.46 135.46 141.17 145.26 149.05 152.13 155.86
12 121 150.09 7.13 -0.02 -0.35 138.17 140.07 145.59 149.90 155.43 159.27 162.39

N:numero de casos. X: media. D.S.: desviacion estdndar. SK: skewness. K: kurtosis. P: percentil.
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Tabla 14. IGF-1 total. Valores de normalidad 0-7 anos.

Edad (afios) N Media SD
0-1 52 353 23.9
1-2 33 44.2 30.0
2-3 21 66.4 36.4
34 12 66.1 32.5
4-5 18 76.3 31.7
5-6 18 108.3 55.4
6-7 18 134.4 73.3
. _____________________________________________________________________________________________________|
Ambos sexos combinados. DSL®. Unidades en ng/ml.
Tabla 15. IGF-1 total. Valores de normalidad. Varones.
Edad (afios) N Media SD
7-8 33 193.4 92.3
8-9 22 182.2 63.7
9-10 24 222.3 125.7
10-11 22 151.6 70.0
11-12 24 175.2 118.8
12-13 19 255.6 130.3
13-14 28 397.0 218.2
14-15 15 576.9 241.1
15-16 16 530.4 121.5
16-18 20 454 4 111.6
18-20 23 489.0 206.7
20-23 29 420.1 114.7
23-25 23 320.7 106.3
25-30 47 236.7 81.2
30-40 41 211.9 102.5

DSL®. Unidades en ng/ml.
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Tabla 16. IGF-1 total. Valores de normalidad. Mujeres.

Edad (afios) N Media SD
7-8 20 205.0 111.9
8-9 12 275.3 96.1

9-10 21 277.6 119.6
10-11 21 307.3 158.7
11-12 17 358.2 186.0
12-13 21 4449 226.4
13-14 26 489.0 165.0
14-15 18 499.3 135.9
15-16 21 494.2 142.7
16-18 21 436.9 120.8
18-20 15 367.9 106.1
20-23 25 288.9 109.8
23-25 19 274.9 93.1
25-30 45 253.5 106.6
30-40 24 217.7 76.2

DSL®. Unidades en ng/ml

Tabla 17. IGFBP-3. Valores de normalidad 0-7 anos.

Edad (afios) N Media SD
0-1 49 1.96 0.54
1-2 42 2.15 0.64
2-3 28 2.23 0.60
3-4 18 2.31 0.78
4-5 23 2.36 0.45
5-6 19 2.67 0.55
6-7 22 2.92 0.61

Ambos sexos combinados. DSL®. Unidades en pg/ml.
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Tabla 18. IGFBP-3. Valores de normalidad. Varones.

Edad (afios) N Media SD
7-8 35 2.50 1.08
8-9 22 3.53 0.66

9-10 25 3.69 0.79
10-11 26 3.38 1.08
11-12 26 3.50 0.87
12-13 27 3.78 0.99
13-14 27 4.46 1.11
14-15 20 4.65 1.52
15-16 19 4.61 1.49
16-18 22 4.62 1.29
18-20 22 4.93 1.21
20-23 31 4.64 1.02
23-25 22 4.25 0.90
25-30 52 3.64 0.95
30-40 43 3.44 0.85

DSL®. Unidades en pg/ml

Tabla 19. IGFBP-3. Valores de normalidad. Mujeres.

Edad (afios) N Media SD
7-8 21 4.06 1.13
8-9 17 3.92 0.83

9-10 25 4.44 1.02
10-11 24 4.11 1.11
11-12 20 4.77 1.44
12-13 23 4.71 1.69
13-14 32 431 1.22
14-15 24 4.37 1.08
15-16 23 4.44 0.94
16-18 24 431 1.08
18-20 21 4.43 1.53
20-23 28 4.66 1.44
23-25 20 4.56 1.31
25-30 48 4.22 1.19
30-40 29 3.78 1.11

DSL®. Unidades en pg/ml
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Tabla 20. IGF-1 libre. Valores de normalidad.

Estadio (Tafier)

TI
T
T III
TIV
TV

N

20
20
19
20
11
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Varones

Media £ SD

0.32+0.13
037+0.22
1.56 £0.85
2.03+1.21
0.61 £0.27

Argente J. Unidades en ng/ml
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N

20
20
10
20
20

Mujeres

Media £ SD

0.35+0.16
0.74 £0.38
1.79 £ 0.81
1.84 £0.93
0.87+0.42
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1. CARACTERISTICAS CLINICAS, ANALITICAS Y GENETICAS DE LA
POBLACION ESTUDIADA ANTES DEL INICIO DEL TES

1.1 Caracteristicas demogrdficas

1.1.1 Distribucion geografica

Un total de 50 casos han sido incluidos por tener al diagnostico una edad inferior a 14
afios. Esta cohorte representa el 25.5% de los pacientes incluidos en el REEG a fecha de
octubre de 2001. Las comunidades autonomas con porcentaje mayor de casos con
diagnostico antes de los 14 afos de edad son las de Andalucia y Comunidad Valenciana
con un 24 y 18% respectivamente. Otras comunidades con un porcentaje significativo
de casos registrados son Catalufia y Extremadura con un 12% y Aragén con un 10%. En

la Figura 7 se presenta la distribucion geografica.

La Coruna

Bilbao

Figura 7. Distribucion geografica de la poblacion de Gaucher infantil (<14 afios).

1.1.2 Distribucion por grupos de edad y sexo

Como criterio de inclusion en la muestra se establecié el diagnodstico previo a los 14
afios. De los pacientes seleccionados un 50% presentaban una edad inferior a 5 afios. Un
10% fueron diagnosticados antes del afio de edad; correspondiendo 2 casos a EG tipo 2
y 1 caso a EG tipo 3. Los otros dos casos cumplian criterios clinicos de EG tipo 1 al no

presentar afectacion neuroldgica, si bien sus genotipos eran L[444P/1L444P vy
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D409H/D409H. En la Figura 8 se presenta la distribucion por grupos de edad

(intervalos utilizados en el indice de gravedad de Zimran).

En relacion a la distribucion por sexos la muestra recoge un 54% de varones (n=27)

frente a un 46% de mujeres (n=23).

<1 afio (n=5)
M 1- 5 afios (n=18)
6 - 10 afios (n=13)
m> 10 afios (n=13)

Figura 8. Distribucion por grupos de edad.

1.2 Caracteristicas clinicas
1.2.1 Distribucion por tipos de EG

El 88% de casos registrados y seleccionados correspondian a pacientes afectos de EG
tipo 1 (n=44). Los seis pacientes afectos de formas neuronopaticas correspondian de
acuerdo a la distribucion clasica de la enfermedad a EG tipo 2 (n=2) y EG tipo 3 (n=4).

En la Figura 9 se recoge la distribucion por tipos de la enfermedad.

I \ Tipo I

W Tipo 11
Tipo III

Figura 9. Distribucion por tipos de la EG.

1.2.2 Manifestaciones clinicas

1) Visceromegalias

La presencia de visceromegalias fue una constante en esta cohorte. La esplenomegalia
estaba presente al diagndstico en el 95.2% de los casos en los que habia sido
documentado el tamafio esplénico (40/42). El tamafio esplénico medio bajo el reborde

costal determinado mediante ecografia era 11.6 = 8.3 cm. con un rango de 0 a 35 cm.

Un 16% de los pacientes estudiados habian sido esplenectomizados (8/50),

correspondiendo a casos de diagnostico mas antiguo antes de iniciarse el TES. En la
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Tabla 21 se presentan las diferencias encontradas para las distintas variables clinico y

analiticas entre pacientes esplenectomizados y no esplenectomizados.

La hepatomegalia estuvo presente en el 89.5% de los pacientes en los que habia sido
documentado el tamafio hepatico (43/48). El tamano hepatico medio bajo el reborde

costal determinado mediante ecografia era de 6.3 = 6.4 cm. con un rango de 0 a 30 cm.

Tabla 21. Caracteristicas de los pacientes esplenectomizados

Variable Esplenectomia (n=8) No esplenectomia (n=34) p

Edad diagnostico (afios) 84156 6.6+4.2 0.421
Tamafio hepatico (cm) 11.2+£9.5 53£53 0.128
Afectacion 6sea 75% 30.9% 0.034
Hemoglobina (g/dL) 102+1.6 11.4+1.7 0.110
Plaquetas (x10°/L) 196.6 = 130.7 106.1 £51.2 0.092
Leucocitos (x10°/L) 731438 6.3%3.1 0.603
ALT (U/L) 44 £21.7 2451142 0.041
AST (U/L) 58+223 442 +19.2 0.142
GGT (U/L) 79+ 85.6 33+523 0.187
Colesterol total (mg/dL) 146 +£32.5 126 + 44.1 0.194
HDL colesterol (mg/dL) 27+6.9 26+7.7 0.604
LDL colesterol (mg/dL) 93 +26.9 77+39.3 0.347
Indice aterogénico 59+1.7 48+1.2 0.167
Triglicéridos (mg/dL) 112£22.3 100 £41.2 0.293
Fosfatasa acida (U/L) 348+£223 243+133 0.271
Actividad QT (nM/mL.h) 32093 £ 13869 18311 £ 12264 0.050
B-glucosidasa (nM/mg.prot.h) 0.92£0.53 0.77 £0.31 0.476
Mutacion L444P 75% 35.7% 0.053
SSI 17.2+£7.7 9.1+7.1 0.040
SSIA 205+£7.9 12.7£7.1 0.060
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2) Afectacion dsea

Un 54% de los pacientes incluidos ha presentado diversos grados de afectacion 6sea. La
mayor frecuencia de enfermedad o6sea se relacionaba con el antecedente de
esplenectomia (p=0.034). El 44% (22/50) de los pacientes presentaban la imagen en
matraz de Erlenmeyer. Un 32% (16/50) a lo largo de su evolucion han padecido crisis
oseas. El 26% (13/50) de los pacientes ha presentado alteraciones mayores (infartos,

fracturas, necrosis,...).

3) Otras manifestaciones clinicas
Como se ha sefialado un 12% de los pacientes incluidos corresponden a formas
neuronopaticas de la enfermedad, concretamente 2 pacientes con EG tipo 2 y 4

pacientes con EG tipo 3.

La presencia de pinguécula en la exploracion ocular se constatd en 7 pacientes (14%).
Las alteraciones dermatologicas fueron documentadas en 2 pacientes (4%) y afectacion
pulmonar en un Unico paciente que presentd evidencia ecografica de hipertension

pulmonar (2%).

4) Caracteristicas del crecimiento lineal
En 16 pacientes antes de iniciarse el TES se analizd la correlacion entre el Z-score de
talla y las distintas variables clinicas, analiticas y genéticas estudiadas. En la Tabla 22 se

presenta la correlacion con el Z-score de cada variable analizada.

Tabla 22. Coeficientes de correlacion para Z-score talla

Variable Coeficiente de Spearman

Sexo -0.21
Edad al diagnostico 0.01
Tamafio hepatico -0.22
Tamafio esplénico -0.51*
Esplenectomia -0.41%*
Afectacion Osea -0.06
Hemoglobina -0.05
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Variable Coeficiente de Spearman

Recuento plaquetario 0.10
Recuento leucocitario -0.02
AST -0.16
ALT 0.05
GGT -0.15
Fosfatasa acida -0.30
Triglicéridos 0.13
Colesterol total -0.15
HDL colesterol -0.15
1A 0.17
Actividad B-glucosidasa -0.21
Actividad de quitotriosidasa -0.44%*
Mutacion L444P -0.43%**
SSI -0.01
SSIA -0.04

. ______________________________________________________________________________________________________|]
* p <0.05 (Dos colas de distribucion)
** p <0.05 (Una cola de distribucion)

Un 57% de los pacientes estudiados presentaban una talla por debajo del percentil 10,
mientras que un 42% su talla se situaba por debajo del percentil 3 en relacion a los

estandares del Centro Andrea Prader del Gobierno de Aragon.

1.3 Caracteristicas analiticas

1) Actividad de B-glucosidasa acida

Una actividad de B-glucosidasa acida menor de un 10% de los valores de normalidad es
diagnostico de EG. Los pacientes incluidos en el estudio presentaban una actividad de

0.80 £0.36 (0.05 — 1.6) nM/mg.prot.h.
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Por el contrario en la cohorte de familiares sanos estudiados si bien se confirmaron las
diferencias significativas entre individuos portadores y no portadores (6.05 + 1.81 vs
10.18 £+ 2.43 nM/mg.prot.h; p=0.000), se constato la existencia de niveles de actividad
de B-glucosidasa acida superponible entre los dos grupos. El 11.47% de los individuos
portadores presentaban una actividad de B-glucosidasa acida situada en —1 desviacion
estandar de los individuos no portadores. Entre estos ultimos, un 27.77% presentaban
una actividad de B-glucosidasa acida en +1 desviacion estandar de los individuos

portadores.

La distribuciéon de la actividad enzimaética en pacientes, portadores y no portadores se

refleja en la Figura 10.

nM/mg.prot.h

15 -
14
13
12
11

—_
o

N W A~ L YN 9 0 O

o]

Afectados Portadores No portadores

(Rango entre —2 D.S.y+2 D.S.)
Figura 10. Actividad de B-glucosidasa acida
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2) Alteraciones hematoldgicas

La presencia de citopenias, moderadas en la mayoria de los casos, es otras de las
caracteristicas del grupo estudiado. Un 72.3% de los pacientes presentan algin tipo de
citopenia. Los niveles de hemoglobina se situan en 11.2 £ 1.7 g/dL, con un 45.6%
(21/46) de los individuos incluidos con niveles inferiores a 11 g/dL. El recuento
plaquetario era de 121.5 + 77.1 x 10°/L, con un 46.8% (22/47) de los individuos
incluidos con recuentos inferiores a 100 x 10°/L. Por iltimo el recuento leucocitario era
de 6.5 + 3.4 x 10°/L, con un 31.9% (15/47) de los individuos incluidos con recuentos

inferiores a 5 x 10°/L. En la Tabla 22 se recogen los datos hematologicos de la muestra.

3) Alteraciones de las enzimas hepaticas

La AST es la enzima hepatica mas frecuentemente alterada en esta poblacion; hasta un
50% (23/46) de los pacientes presentaban niveles mayores de 40 U/L al diagnostico. La
ALT se encontraba elevada en el 17.4% (8/46). La GGT se situaba por encima de 50
U/L en el 21% de los individuos estudiados (8/38).

Por ultimo la Fosfatasa 4cida estaba invariablemente elevada en todos los pacientes
estudiados, con un nivel medio de 26.2 £ 15.5 U/L. En la Tabla 23 se incluyen los datos

referentes a la funcidn hepatica.

Tabla 23. Parametros hematoldgicos y bioquimicos

Pardmetro Media £ D.S. Rango n

Hemoglobina (g/dL) 11.2+£1.7 6.8 —14.7 46
Plaquetas (x10°/L) 121.5+77.1 7 -358 47
Leucocitos (x10°/L) 6.5+t34 1.9-18.1 47
ALT (U/L) 28+ 17.2 6—82 46
AST (U/L) 47 £20.2 18 -89 46
GGT (U/L) 43 £62.3 7-297 38
Fosfatasa acida (U/L) 26+ 15.5 5.7-80 39
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4) Perfil lipidico

En 46 pacientes se realizd determinacion de colesterol total antes del inicio del
tratamiento. Un 45.6% de este grupo presentaba niveles de colesterol inferiores a 120
mg/dl. En 38 pacientes se determind igualmente antes de iniciarse el tratamiento HDL
colesterol. Un 84.2% de estos pacientes presentd niveles inferiores a 35 mg/dl. En la

Tabla 24 se presentan las caracteristicas del perfil lipidico de los pacientes a estudio.

Tabla 24. Perfil lipidico en individuos afectos de EG

Pardmetro Media £ D.S. Rango n

Colesterol total (mg/dL) 129 £42.8 58 —282 46
HDL colesterol (mg/dL) 26+ 7.5 15-44 35
IA (Colesterol total / HDL) 5+1.3 25-75 35
Triglicéridos (mg/dL) 94 + 34 34-151 37

En una muestra de 42 familiares no afectos de EG (21 portadores y 21 no portadores) se
estudio el perfil lipidico analizando los mismos pardmetros que en los individuos

afectos. En la Tabla 25 se exponen los parametros analizados en poblacion sana.

Tabla 25. Perfil lipidico en familiares sanos

Pardmetro Portadores No portadores p

Colesterol total (mg/dL) 177 £36.1 178.3 £30.3 0.668
HDL colesterol (mg/dL) 41152 519t114 0.001
IA (Colesterol total / HDL) 43109 35+1,0 0.020
Triglicéridos (mg/dL) 81+31.9 77+£49.3 0.403

Como se aprecia en la Tabla 24 el estado de portador de una mutacion del GBA se
asociaba a niveles disminuidos de HDL colesterol y un incremento del IA en relaciéon a

los individuos no portadores de forma significativa.
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Cuando se establecio la comparacion de estos dos grupos de individuos sanos con el
grupo de individuos afectos de EG se encontrd niveles disminuidos de colesterol total
(p<0.001) tanto en relacién con los individuos portadores como no portadores; niveles
igualmente disminuidos de la fraccion HDL en relacion a los dos grupos de individuos
sanos (p<0.001) e incremento del IA (p=0.044 y p<0.001, respectivamente). No se
encontraron diferencias estadisticas significativas en los niveles de triglicéridos

(p=0.129 y p=0.061, respectivamente).

5) Actividad de QT

La actividad de quitotriosidasa determinada en 33 pacientes de la muestra antes de
iniciarse el TES era de 20446.2 £ 13989.5 nM/mL.h. En la Tabla 26 se presenta el
estudio de correlacion de la actividad de quitotriosidasa con las distintas variables
clinicas y analiticas estudiadas; estableciéndose tres grupos: el grupo total (Grupo 1), el
grupo portador del defecto en el gen de la quitotriosidasa (Grupo 2) y el grupo de
pacientes sin defecto en el gen de la quitotriosidasa (Grupo 3). En las Figuras 11 se

presentan las rectas de regresion lineal de las variables analizadas.

Tabla 26. Estudio de correlacion de la actividad de quitotriosidasa

Grupo 1 Grupo II Grupo III
Edad diagn. 0,27 0,24 0,37
SSI 0,66(p<0,001) 0,51 0,65(p=0,012)
SSIA 0,63(p<0,001) 0,43 0,65(p=0,011)
Higado 0,06 0,41 0,29
Bazo 0,63(p<0,001) 0,69(p=0,005) 0,71(p=0,005)
Esplenectomia 0,41(p=0,016) 0,22 0,55(p=0,042)
Af. Osea 0,41(p=0,021) 0,25 0,20
Hb -0,09 -0,53(p=0,041) 0,25
Plaquetas 0,30 0,1 0,34
Leucocitos 0,14 0,1 0,21
AST 0,23 -0,12 0,07
ALT 0,20 0,20 0,17
F.A. 0,35 0,43 0,08
Triglicéridos 0,44(p=0,015) 0,66(p=0,008) 0,16
Colesterol 0,04 0,26 0,41
HDL -0,41(p=0,031) -0,49 0,19
IA 0,47(p=0,012) 0,68(p=0,005) 0,21
B-glucosidasa 0,22 -0,08 0,40
L-444-P -0,01 -0,37 0,20
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Figura 11. Rectas de regresion lineal (QT — variables clinicas y analiticas).

152

18 20 22 24 26
SSIA
Y =13637,512 + 1278,719 * X; R"2 = ,25



- RESULTADOS -

En 31 individuos se realizd andlisis genético del gen de la QT, encontrandose la
duplicaciéon responsable del déficit de quitotriosidasa en heterocigosidad en 17
individuos. Ninguno de los pacientes estudiados tenia un déficit completo de QT
(presencia de la duplicacion en homozigosis). Se comprobd que aquellos portadores en
heterocigosidad de dicho defecto tenian una actividad reducida en relacion a los
individuos con ambos genes intactos (11561.3 = 8829.2 vs 30830.1 = 12826.3
nM/mL.h; p<0.001).

6) Factores de crecimiento similares a la insulina (IGFs) y sus proteinas transportadoras
En 22 pacientes de la cohorte se estudiaron IGF-1 total, IGF-1 libre, IGFBP-3 y ALS
total. La edad media al diagndstico de la muestra seleccionada era de 7.25 afios

(Rango:0.3 - 14 anos), siendo la distribucion por sexos varones / mujeres de 12/10.

Los datos clinicos y analiticos de este subgrupo se presentan en las Tablas 27 y 28. La
esplenomegalia estaba presente en todos los pacientes al diagnostico. Un 18.1% de los
pacientes habia sido esplenectomizado. El 50% de la muesta presentaba niveles de
hemoglobina menores de 11 g/dL, un 45,4% recuentos plaquetarios inferiores a 100 x
10°/L y un 18,1% un recuento leucocitario menor de 4.0 x 10°/1. Los niveles elevados de
fosfatasa acida se constataron en la totalidad de casos incluidos y en un 63.6% se
encontraron leves alteraciones en la funcion hepatica que se corrigieron en todos los
casos con el TES. La actividad de B-glucosidasa acida se situaba en el rango de

enfermedad en todos los pacientes.

Como en la cohorte total, en este subgrupo las mutaciones predominantes eran la N370S

y la L444P con una frecuencia alélica de 43.18% y 20.45%, respectivamente (Tabla 29).

Tabla 27. Variables clinicas.

Variable n %

Hepatomegalia 21 95,4%
Esplenomegalia 22 100%
Esplenectomia 4 18,1%
Enfermedad 6sea 14 63,6%
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Tabla 28. Variables analiticas.

Variable media £SD* Rango

Hemoglobina (g/dL) 11.5+1.6 9.1-14.5
Recuento leucocitario (x10°/L) 6.7 +3.2 1.9-13.7
Recuento plaquetario (x10°/L) 129 + 83 7- 358
AST (U/L) 43 £20 18-89
ALT (U/L) 27118 11-82
Fosfatasa acida (U/L) 26+ 13.6 6-59
B-glucosidasa acida** 0.81+0.39 0.1-1.6

* SD: desviacion estandar

** nM/mg.prot.h

Tabla 29. Frecuencia alélica.

Alelo n %

N370S 19 43.2%
L444P 9 20.4%
Otras 8 18.2%
Desconocidas 8 18.2%

Se determin6 IGF-I total, IGF-I libre, IGFBP-3 antes del tratamiento en 19 pacientes.

Se encontrd una asociacion significativa entre IGF-1 total y el SSIA en este grupo antes

de iniciarse el TES (r=-0.62, p<0.05).
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IGF-1 total y IGFBP-3 presentaban una correlacion negativa con la presencia de la

mutacion L444P (r=-0.53 and -0.5; respectivamente, p<0.05).

El Z-score de talla se correlacionaba de forma significativa con los niveles de IGF-1
total y IGFBP-3 in 8 pacientes en crecimiento (r=0.84 and 0.78; respectivamente,
p<0.05). En la Tabla 30 se presentan las correlaciones significativas encontradas entre

los IGFs y las demas variables clinicas y analiticas de la enfermedad.

Tabla 30. Correlaciones del eje IGF antes del TES

Factor de crecimiento Variable r de Spearman*

IGF-1 total SSIA -0.62
SSI -0.52
L444p -0.53
Z-score talla 0.84

IGF-1 libre AST -0.53

IGFBP-3 L444p -0.50
Z-score talla 0.78

*p <0.05

En la Figura 12 se presentan las rectas de regresion lineal para IGF-I total e IGFBP-3

con la talla y de IGF-I con el SSIA.
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Figura 12. Regresion lineal IGF-1 e IGFBP-3 con la talla e IGF-I con SSIA

7) Genes relacionados con el crecimiento y diferenciacion celular y con expresion
alterada

En los dos pacientes adultos en los que se realizd biopsia hepatica se encontraron los
siguientes genes relacionados con el crecimiento y diferenciacion celular con una
expresion disminuida en relacion a los controles (valores expresados en funcion de la

relacion paciente con EG / controles).
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Grado de expresion

Paciente 1 Paciente 2

1- Gen del IGF-2 -6.7 -2.3
2- Gen del IGFBP-2 -1.9 -3
3- Gen del IGFBP-4 -2.5 -1.9
4- Gen del ORP-150 (chaperona inducible por oxigeno) -2.3 -3.5
5- Gen del Citocromo P(1)450 -8.7 -1.8
6- Gen de la Glicina-N-metiltransferasa -3.4 -1.7
7- Gen del GP-39 del cartilago humano -4.4 -11.5
8- Gen la PZP (proteina zona del embarazo) -5 -3.3
9- Gen de la proteina leucine-zipper (BZAP45) -5.7 -1.9
10- Gen GRO -5.2 -1.6

1.4 Score prondstico en la poblacion a estudio

Con las distintas variables clinicas y analiticas se establecio el SSI, asi como el SSIA.
El SSI medio en 40 pacientes afectos de EG tipo I en los que se pudo establecer fue de
8.6 £ 5.1; mientras que el SSIA era de 12 + 4.9; lo que situaba a esta poblacion en su
conjunto dentro de un grado leve - moderado de EG. En relaciéon al SSIA un 50%
(n=20) de los pacientes con EG tipo I presentaban un score < 10 (grado leve). Un 45%
(n=18) presentaban un score entre 11-25 (grado moderado). Finalmente un 5% (n=2) de
los pacientes con EG tipo I quedaban clasificados dentro del grado grave al presentar un
score > 26. El antecedente de esplenectomia y la afectacion osea (sobre todo formas

graves) condicionaban los score mas elevados como se puede comprobar en la Tabla 31.

Tabla 31. Grados de gravedad segun SSIA

SSIA Esplenectomia (%) Afectacion 6sea (%) Afectacion dsea grave (%)*
Leve: 50% 0% 45% 0%
Moderado: 45% 22.2% 72.2% 38.8%
Grave: 5% 100% 100% 100%

* Afectacion Osea grave: Necrosis, infartos, fracturas patologicas.
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En cuatro pacientes con EG neuronopatica (1 tipo 2 y 3 tipo 3) el SSlerade 29 £4.5y
el SSIA de 33.5 + 4.3; correspondiendo por consiguiente segun el score de gravedad de
Zimran a formas graves de la enfermedad ya que la existencia de afectacion neuroldgica

recibe una puntuacion de 20.

1.5 Genotipo
Se ha realizado estudio genético en los 50 pacientes de la muestra. En 33 casos se han
identificado las dos mutaciones, en 15 una de las dos y por ultimo en dos pacientes no

se ha identificado ninguna mutacion.

En la Tabla 32se presentan los distintos genotipos encontrados en esta poblacion y en la

Tabla 33 la frecuencia alélica.

Tabla 32. Genotipos en EG de diagndstico en

edad pediatrica

Genotipo % n
N370S/N370S 2% 1
N370S/L444P 32% 16
N370S/otras* 18% 9
N370S/desconocida 28% 14
L444P/1L.444P 6% 3
L444P/E326K 2% 1
L444P/desconocida 2% 1
Otras/otras** 6% 3
Desconocida/desconocida 4% 2

. ____________________________________________________________________________________|
* G195W, T134P, G377S, Y313H, G202R, recombinaciones (n=2), delecciones (n=2).
** G377S/G195W, R463/G377S, D409H/D409H.

En los casos clasificados desde un punto de visto clinico como formas neuronopaticas

(n=6) se encontraron los siguientes genotipos: Tipo 2 (n=2): L444P/L444P vy
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L444P/desconocida. Tipo 3 (n=4): G377S/G195W, N370S/G195W, L444P/E326K y

desconocida/desconocida.

Tabla 33. Frecuencia alélica
.|

Mutacion % n

N370S 41% 41
L444pP 24% 24
G377S 3% 3
D409H 2% 2
G195W 2% 2
Recombinaciones 2% 2
Delecciones 2% 2
Otras 5% 5
Desconocida 19% 19

Dado que la mutacion L444P se asocia con un peor prondstico se analizé la asociacion
entre dicha mutacion y las distintas variables clinicas y analiticas de la enfermedad
antes analizadas, no encontrandose ninguna asociacion significativa a excepcion de la
correlacion negativa existente entre la presencia de esta mutacién y los niveles del
factor de crecimiento similar a la insulina, IGF-1 total y su proteina transportadora
IGFBP-3; asi como la correlacion también negativa aunque moderada (r=-0.43;
significativa para una cola de distribucion, p=0.043) con la talla de los nifios afectos en
edad de crecimiento antes de iniciarse el TES; todo lo cual sera analizado en el apartado
de crecimiento. Asi mismo se ha de sefialar la mayor frecuencia de dicha mutacion entre

los individuos esplenectomizados (75% vs 35.7%; p=0.053) (Tabla 21).
Por otro lado se establecieron de acuerdo al genotipo 3 subgrupos: 1) N370S/L444P; 2)

N370S / otras; 3) otras / otras. En la Tabla 34 se presentan las caracteristicas

diferenciales existentes entre estos 3 grupos.
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Tabla 34. Caracteristicas clinicas en relacion al genotipo

Variable N370S/L444pP N370S/ otras otras / otras
e ————————————————————————————
Numero de pacientes 17/49 22/49 10/49

Edad al diagnéstico+ 83*4.6 73%3.6 375
Visceromegalias (%)* 100 100 70
Esplenectomia (%)++ 29.4 4.5 20
Citopenias (%)** 64.7 76.1 75
Afectacion esquelética (%) 58.8 63.6 20
Funcion hepatica alterada (%)***  68.8 38.1 75
SSIA+++ 129+6 124t 6.1 203+12.2

* hepatomegalia y/o esplenomegalia; ** anemia y/o trombopenia.

*** AST y/o ALT y/o GGT alteradas (N370S/L444P vs N370S/otras: p=0.066)

+ N370S/L444 P vs otras / otras: p=0.032; ++ N370S/L444P vs N370S/otras: p=0.055;
+++ N370S/L444P vs otras / otras: p=0.141; N370/otras vs otras / otras: p=0.115.

2. RESPUESTA AL TRATAMIENTO ENZIMATICO SUSTITUTIVO

2.1 Numero de casos en tratamiento

Un total de 39 pacientes de la muestra estudiada reciben en la actualidad TES. De los 11
casos sin tratamiento tres pacientes han fallecido, correspondiendo a los dos casos
diagnosticados de EG tipo 2 y un caso de EG tipo 3. Por lo tanto en relacion al total de
pacientes vivos identificados en el registro con edad inferior a los 14 afios al
diagnostico, un 82.9% de los individuos afectos de EG con diagndstico en la edad
pediatrica en Espana se encuentran en la actualidad recibiendo TES. La edad media de
inicio del tratamiento se retrasa hasta los 14.6 £ 10.4 afos al existir casos
diagnosticados en los afios anteriores a la existencia del TES. La distribucion por grupos

de edad al inicio del TES es la siguiente:
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< 5 afos (n=9): 23.1%

6 — 10 afios (n=5): 12.8%
11 — 14 afios (n=7): 17.9%
14 — 18 afios (n=8): 20.5%
> 18 afos (n=10): 25.6%

En la Figura 13 se presenta la distribucion por grupos de edad al inicio del TES.

<S5 afios
H 5 - 10 aiios
H 10 - 14 afios
14 -18 afios

W >18 afios

Figura 13. Distribucion por grupos de edad al inicio del TES.

En la actualidad (Octubre de 2001) el tiempo medio transcurrido de TES en los 39
pacientes con diagndstico en edad pediatrica es de 57.2 + 21.4 meses con un rango de

17 — 95 meses.

2.2 Respuesta en las visceromegalias
La reduccion del tamafio hepatico y esplénico ha seguido un comportamiento similar en

los pacientes estudiados.

2.2.1 Hepatomegalia

En la Tabla 35 se presenta las comparaciones del grado de hepatomegalia entre los
distintos controles establecidos con el grado de significacion estadistica. En la Figura 14
se presenta de forma grafica la respuesta en el tamaino hepatico durante los tres primeros

anos de tratamiento.
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Tabla 35. Respuesta en el tamaiio hepatico

Controles Control 1° * Control 2° * p

0 — 3 meses (n=28) 6.8+6.9 51+6.8 0.000
3 — 6 meses (n=26) 52+7.1 4516.8 0.001
6 — 12 meses (n=28) 4316.6 3.5%6.1 0.000
12 — 18 meses (n=22) 4116.8 44171 0.324
12 — 24 meses (n=19) 3.6£59 23%43 0.150
18 — 24 meses (n=18) 411+64 1.8+4 0.057
24 — 36 meses (n=16) 21142 1.8+52 0.342

* Resultados expresados en centimetros bajo el reborde costal (media + desviacion estandar)

S e
7 <

5
4
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2d
14

Inicio 12 meses 24 meses 36 meses

Figura 14. Respuesta del tamafio hepatico.
*p<0.001

Dado que la reduccion del tamafio hepatico como se aprecia en la Figura 14 acontece
durante el primer afio de TES, en la Figura 15 se presenta la evolucion durante el primer

afo, analizando la reduccion existente a los 3, 6 y 12 meses.

cm. 89
74 *
" \ o
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24
14
0
Inicio 3 meses 6 meses 12 meses

Figura 15. Respuesta del tamaiio hepatico durante el primer afio de TES.

#p<0.001; **p=0.001; ***p<0.001.
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2.2.2 Esplenomegalia

En la Tabla 36 se presenta las comparaciones del grado de esplenomegalia entre los
distintos controles establecidos con el grado de significacion estadistica. En la Figura 16
se presenta de forma grafica la respuesta en el tamano hepatico durante los tres primeros

anos de tratamiento.

Tabla 36. Respuesta en el tamaiio esplénico

1
Controles Control 1°* Control 2° * p

0 — 3 meses (n=24) 14+£9.4 10.8 £ 10 0.000
3 — 6 meses (n=22) 9.8+9.5 82+83 0.012
6 — 12 meses (n=24) 8 8.1 5665 0.000
12 — 18 meses (n=20) 73+8 6.5+ 8.1 0.064
12 — 24 meses (n=19) 7.6 8.1 7.1+79 0.171
18 — 24 meses (n=19) 6.8 £8.2 7.1£7.9 0.409
24 — 36 meses (n=17) 79+8 6.4+83 0.074

* Resultados expresados en centimetros bajo el reborde costal (media * desviacion estandar)

16«
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0 v v v L4

Inicio 12 meses 24 meses 36 meses

Figura 16. Respuesta del tamaiio esplénico.

#p<0.001
Dado que la reduccion del tamafio esplénico como se aprecia en la Figura 16 acontece

durante el primer ano de TES, en la Figura 17 se presenta la evolucioén durante el primer

afo, analizando la reduccion existente a los 3, 6 y 12 meses.
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Figura 17. Respuesta del tamaiio esplénico durante el primer afio de TES.

*p<0.001; **p=0.001; ***p<0.001.

2.3 Respuesta en el crecimiento

En 15 pacientes en tratamiento se determino el Z-score de talla al inicio del mismoy a
los 13 + 5.6 meses; pasando el Z-score de talla de —1.65 + 1.3 a—1.25 + 0.96 (p=0.012).
En 8 pacientes se analizo la respuesta durante el segundo afno de tratamiento; en este
grupo el Z-score se incremento de —0.9 + 0.68 a —0.66 £ 0.83, si bien las diferencias no

eran significativas (p=0.10). En la Figura 18 se presenta la evolucion del Z-score de

talla.
0 L4 \d hd
SDS Inicio 1 aiio 2 afios
— |
-1 ¢ —
-%. p=0.10
-2

Figura 18. Respuesta del Z-score de talla al TES
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2.4 Respuesta hematologica

Se ha analizado la respuesta en los niveles de hemoglobina y recuento plaquetario. Para
ello se presentan en primer lugar el porcentaje de casos patologicos en cada control
establecido y a continuacion el seguimiento de aquellos casos con niveles alterados

antes de iniciarse el tratamiento.

2.4.1 Hemoglobina

El porcentaje de casos que presentan niveles de hemoglobina inferiores a 11 g/dL se
reduce de forma manifiesta durante el primer afio de tratamiento. Asi, si inicialmente un
45.6% (21/46) presentan niveles inferiores a 11 g/dL, a los 3 meses el porcentaje es de
30.7% (8/26), si bien no existen diferencias significativas (p=0.201); a los 6 meses s6lo
un 6.6% (2/30) presentan niveles inferiores a 11 g/dL, existiendo ya diferencias
significativas en relacion con el porcentaje inicial (p<0.001). A los 12 meses existe un
13.7% (4/29) sin que dicho incremento sea significativo (p=0.364). Durante el segundo
afio existe una nueva reduccion porcentual hasta un 0% (0/22) con diferencias
significativas en relacion al control establecido al afo de tratamiento (p=0.031).
Finalmente a los 3 afios de tratamiento un 5.5% (1/18) presentan niveles de
hemoglobina disminuidos (p=0.303). En la Figura 19 se resumen la evolucion de casos

patologicos en relacion a los niveles de hemoglobina.

—*—
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35+
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20
15
10

5

%

Inicio 3 meses 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses 36 meses

Figura 19. Porcentaje de pacientes con niveles de hemoglobina < 11 g/dL

* p<0.001; ** p=0.031.
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En la Tabla 37 se analiza la respuesta en los niveles de hemoglobina en aquellos
pacientes que presentaban antes de iniciarse el tratamiento niveles inferiores a 11 g/dL,
para ello se establecieron comparaciones estadisticas entre los distintos controles
establecidos. En la Figura 20 se presenta de forma grafica la respuesta de los niveles de

hemoglobina durante los tres primeros afios de tratamiento.

Tabla 37. Respuesta en pacientes con niveles de hemoglobina <11 g/dL

Controles Control 1°* Control 2° * p

0 — 3 meses (n=15) 9.7%1.1 10.8t1.4 0.001
3 — 6 meses (n=14) 109t1.4 123+£1 0.002
6 — 12 meses (n=16) 12.1£0.9 123109 0.323
12 — 18 meses (n=15) 12.1£1 12.4£0.9 0.068
12 — 24 meses (n=13) 11.9£0.8 12.4£0.7 0.069
18 — 24 meses (n=13) 123109 12.4£0.7 0.479
24 — 36 meses (n=10) 124+0.8 121£1.1 0.282

* Resultados expresados en g/dL (media * desviacion estandar).

Inicio 12 meses 24 meses 36 meses

Figura 20. Evolucion de los niveles de hemoglobina durante el TES.
* p<0.001
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Dado que el incremento en los niveles de hemoglobina como se aprecia en la Figura 20
acontece durante el primer afio de TES, en la Figura 21 se presenta la evolucién durante

el primer afo, analizando el incremento existente a los 3, 6 y 12 meses.

g/dL
13 «

12 ¢ *k
11 ¢ %

10 <
94
8 s
7 o

Inicio 3 meses 6 meses 12 meses

Figura 21. Evolucion de los niveles de hemoglobina durante el primer afio de TES.

#p=0.001; **p=0.002.

2.4.2 Recuento plaquetario

El porcentaje de casos que presentan recuentos plaquetarios inferiores a 100 x 10°/L se
reduce durante el primer afio de tratamiento. Asi, si inicialmente un 46.8% (22/47)
presentan recuentos inferiores a 100 x 10°/L, a los 3 meses el porcentaje es de 30.7%
(8/26), si bien no existen diferencias significativas (p=0.167); a los 6 meses no existen
cambios en relacion al control anterior ya que un 30% (9/30) presentan recuentos
inferiores a 100 x 10°/L. Sin embargo es a los 12 meses cuando existe un descenso
significativo ya que s6lo un 13.7% (4/29) presentan recuentos inferiores a 100 x 10°/L
(p=0.003). Durante el segundo afio no existen modificaciones ya que un 14.2% de
pacientes presentan recuentos plaquetarios disminuidos (p=0.775). Finalmente a los 3
afios de tratamiento un 11.1% (2/18) presentan recuentos disminuidos (p=0.765). En la
Figura 22 se resumen la evolucion de casos patoldgicos en relacion a los recuentos

plaquetarios.
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Inicio 3 meses 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses 36 meses

Figura 22. Porcentaje de pacientes con recuento plaquetario <100 x 10°/L

* p=0.003

En la Tabla 38 se analiza la respuesta del recuento plaquetario en aquellos pacientes que
presentaban antes de iniciarse el tratamiento recuento inferiores a 100 x 10°/L, para ello
se establecieron comparaciones estadisticas entre los distintos controles establecidos. En
la Figura 23 se presenta de forma grafica la respuesta del recuento plaquetario durante

los tres primeros afios de tratamiento.

Tabla 38. Respuesta en pacientes con recuentos plaquetarios < 100 x 10°/L

1
Controles Control 1°* Control 2° * p

0 — 3 meses (n=12) 51.5+£329 72.7+£45.8 0.009
3 — 6 meses (n=12) 74.6 £44.7 86+44.9 0.092
6 — 12 meses (n=12) 89.9 £42 107.7 £ 48 0.010
12 — 18 meses (n=11) 109 +57.6 126.2 £ 64.8 0.184
12 — 24 meses (n=9) 113.2+£50 126.8 £52 0.260
18 — 24 meses (n=10) 123.5£67.6 118.5£55.8 0.858
24 — 36 meses (n=9) 113.5+56.8 123.4+56.7 0.085

|
* Resultados expresados en x 10°/L (media + desviacion estandar).
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x 10°/L
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80 4

60 «

40 L L L Ld
Inicio 12 meses 24 meses 36 meses

Figura 23. Evolucion del recuento plaquetario durante el TES.

* p=0.003

Dado que el incremento en los recuentos plaquetarios como se aprecia en la Figura 23
acontece durante el primer afio de TES, en la Figura 24 se presenta la evolucién durante

el primer afo, analizando el incremento existente a los 3, 6 y 12 meses.

x 10°/L
130 ¢
120 s
110 ¢
100 ¢

90 ¢
80 «
70 « *
60 ¢
50 «
40

ok

Inicio 3 meses 6 meses 12 meses

Figura 24. Evolucion del recuento plaquetario durante el primer afio de TES.

*p=0.009; **p=0.010.
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2.5 Cambios en el perfil lipidico
Se ha analizado la evolucion de los niveles de colesterol total durante los tres primeros
afnos de tratamiento y de la fraccion HDL colesterol y el IA (Colesterol total / HDL

colesterol) durante los dos primeros afios de tratamiento.

Los niveles de colesterol total sufren un incremento moderado aunque significativo
durante el primer afio de tratamiento para posteriormente no experimentar
modificaciones como se puede apreciar en la Tabla 39. En la Figura 25 se presenta de

forma grafica la evolucion de los niveles de colesterol total.

Tabla 39. Colesterol total durante el TES

Controles Control 1°* Control 2° * p

0 — 12 meses (n=12) 123+ 36.6 136 £33.1 0.031
12 — 24 meses (n=12) 134+27.9 132+ 28.9 0.333
24 — 36 meses (n=12) 139+29.9 137+ 36.7 0.550

* Resultados expresados en mg/dL (media = desviacion estandar).

mg/dL
145 «

140 -\.
135 <
130 <
125«
120 =
115

110 v v ¥ ]
Inicio 12 meses 24 meses 36 meses

Figura 25. Evolucion del colesterol total durante el TES.
* p=0.031
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En una muestra de 11 pacientes se determind HDL colesterol y se calculd el 1A
(colesterol total/ HDL colesterol) al inicio del tratamiento y a los 15 + 7.9 meses. En 8
pacientes se realizoé un tercer control a los dos afos de iniciado el tratamiento. En la
Tabla 40 se presentan los cambios experimentados en los niveles de HDL colesterol y
en el IA en los controles establecidos en los pacientes incluidos. En las Figuras 26 y 27

se presenta de forma gréfica la evolucion de dichos parametros.

Tabla 40. HDL colesterol e IA durante el TES

. ______________________________________________________________________________________________________________________________|
Controles Control 1° Control 2° p

HDL colesterol*

0—15% 7.9 meses (n=11) 22142 34+10.3 0.003
12 — 24 meses (n=8) 32+10.9 32+10.2 0.910
IA

0—15%7.9 meses (n=11) 55+£1.0 44+14 0.003
12 — 24 meses (n=8) 45+1.5 47122 0.350

* Resultados expresados en mg/dL (media £ desviacion estandar).

mg/dL
36

34 e —
32
30
28 = *
26
24 =

22 «

Inicio 12 meses 24 meses

Figura 26. Evolucion del HDL colesterol durante el TES.
* p=0.003
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584
5,6
5,4
524 *

5«
4,8 «
4,6
4,4 <
4,2 ¢

Inicio 12 meses 24 meses

Figura 27. Evolucion del IA durante el TES.
* p=0.003

2.6 Respuesta de los marcadores enzimdticos de actividad de la enfermedad

2.6.1 Fosfatasa acida

En la Tabla 41 se presenta las comparaciones de los niveles de fosfatasa acida entre los
distintos controles establecidos con el grado de significacion estadistica. En la Figura 28
se presenta de forma grafica la respuesta en los niveles de fosfatasa acida durante los

tres primeros afios de tratamiento.

Tabla 41. Respuesta en los niveles de Fosfatasa acida

Controles Control 1° * Control 2° * p

0 — 3 meses (n=14) 27£12.5 18 £10.7 0.001
3 — 6 meses (n=12) 17+£9.2 14+7 0.091
6 — 12 meses (n=17) 14+ 6.6 10+ 4.9 0.000
12 — 18 meses (n=14) 11+5.6 13+11.7 0.694
12 — 24 meses (n=12) 11+4.6 105 0.387
18 — 24 meses (n=13) 14+12 10+5.8 0.130
24 — 36 meses (n=10) 11+£6.2 12+£8.3 0.358

* Resultados expresados en U/L (media + desviacion estandar)
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15 <

10 4

Inicio 12 meses 24 meses 36 meses

Figura 28. Evolucion de los niveles de fosfatasa acida durante el TES.

* p<0.001

Dado que el descenso en los niveles de fosfatasa acida como se aprecia en la Figura 28
acontece durante el primer afo de TES, en la Figura 29 se presenta la evolucion durante

el primer afo, analizando el incremento existente a los 3, 6 y 12 meses.

30 9
U/L

25 s

15 4 sk

10 ¢

Inicio 3 meses 6 meses 12 meses

Figura 29. Evolucion de los niveles de fosfatas acida durante el primer afio de TES.
*p=0.001; **p<0.001.
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2.6.2 Actividad de QT

Se ha analizado la actividad de quitotriosidasa durante los 4 primeros afos de TES,
realizandose la comparacion de dicha actividad entre los distintos controles establecidos
como se indica en la Tabla 42. Igualmente se establece el porcentaje de reduccion de la

actividad dado que este es el criterio utilizado al valorar la respuesta positiva al TES.

En la Figura 30 se representa de forma grafica la evolucion de la actividad de

quitotriosidasa tanto sin TES como durante el mismo.

Tabla 42. Respuesta de la actividad de QT al TES

Intervalo Control 1° * Control 2° * p % reduccion

0 — 6 meses (n=7) 29771 £ 16858 16383 £ 8097 0.042 43334377

0—1afio (n=16) 26172+ 13272 8885 + 6558 0.000 6524218
1 —2 afios (n=17) 8774 £ 6296 6434+ 5910 0.000 L31.6+21.8
2 —3 afios (n=11) 6419 £ 5980 6403 £ 5634 1 78.24 +44
3 — 4 anos (n=8) 8072 £5793 5805 £4269 0.035 L23 423

* Resultados expresados en nM/mL.h (media £ desviacion estandar)

En los 8 pacientes en los que se determin la actividad de QT durante un afio antes de
iniciarse el TES encontramos una actividad inicial de 20222 + 16158 y al afo de 17526
+ 10958 (p=0.400), si bien expresado en porcentaje existia un incremento no

significativo de 7.9 + 51.5%.
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26000 =
21000 =
16000 <
11000 « Con TES
6000 « -
1000 Y v v '
Inicio 1 afio 2 afios 3 afios

Figura 30. Evolucion de la actividad de QT con y sin TES
*p<0.001; **p<0.001

2.7. Respuesta del sistema IGF

Se analizaron los cambios en el eje durante los dos primeros afios de tratamiento. IGF-1
total se incremento6 de -1.8 £ 0.8 a -0.8 = 1.4 SDS (p=0.005) y IGF-1 libre de -1.2+ 1 a
1.1 £2.1 SDS (p=0.011) alos 12 + 6.8 meses de iniciarse el TES en diez pacientes.

Cuando analizamos las proteinas transportadoras encontramos el mismo
comportamiento. IGFBP-3 sufri6 un increment6 de -1.3 £ 0.6 a -0.2 £ 1.2 SDS
(p=0.012) a los 12 £ 4.5 meses de iniciarse el TES en 8§ pacientes y finalmente ALS
total pas6 de 31.2 £ 8.9 a 53 £ 11.9 mcg/mL (p=0.018) en 7 pacientes estudiados (Tabla

43). En la Figura 31 se presenta de forma grafica los cambios en los IGFs durante el
TES.

En 8 pacientes la IGF-1 total se increment6 de —1.3 £ 0.7 a—0.5 £ 0.8 en el segundo afio

(p=0.012). No se encontraron cambios significativos durante el segundo afo para IGF-1

libre, IGFBP-3 y ALS total.

175



- RESULTADOS -

Tabla 43. Cambios en eje IGF durante el TES.

Antes del TES Durante el TES meses (media+ SD) p n

IGF-1 total (SDS)  -1.8+0.8 0.8+ 1.4 12+6.8 0.005 10
IGF-1 libre (SDS) 12+1 1.1+2.1 12+6.8 0.011 10
IGFBP-3 (SDS) -13+0.6 02+12 12+45 0012 8
ALS total (mcg/mL) 31.2+8.9 53+11.9 8.1+3 0.018 7
SpS 1,57
1_
0,5-
0
[ Antes TES
0,517 | B Al aiio del TES
141
1,517 |
'2 L L 1
IGF-1 total IGF-1 libre IGFBP-3

Figura 31. Cambios en el eje IGF durante el primer afio de tratamiento
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La variabilidad en la expresion clinica de los pacientes afectos de EG condiciona que en
una mayoria de casos el diagnostico se efectiie en la segunda y tercera década de la vida
y en ocasiones en edad mas avanzada (141). Sin embargo un porcentaje no despreciable
de casos, inician sus manifestaciones clinicas en edad temprana y son diagnosticados

por lo tanto en la etapa infantil.

En este estudio hemos considerado para el analisis aquellos pacientes que desarrollaron
sus manifestaciones y por tanto fueron diagnosticados en edad pediatrica, existiendo
pacientes diagnosticados en la infancia que han completado su crecimiento que ahora
son adultos jovenes, iniciando el TES a edad superior a los 18 afios y otros pacientes
que han sido diagnosticados en la infancia a partir del afio 1993, momento en el que se
pudo disponer en Espafna del TES. En este ultimo grupo disponemos por tanto de datos
antropométricos asi como datos analiticos de indicadores del crecimiento (sistema IGF)

previos a la instauracion del TES y en el seguimiento evolutivo de estos nifios.

1. CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS, CLINICAS, ANALITICAS Y
GENETICAS DE LA EG CON INICIO EN EDAD PEDIATRICA

1.1 Caracteristicas demogrdficas
Al igual que en la ultima actualizacion del REEG (157), en nuestra muestra el mayor
porcentaje de casos procede de Andalucia (24%), localizdndose hasta un 66% en

regiones mediterraneas y Aragon.

La edad media al diagnostico de los pacientes espafioles con EG, segin datos del REEG
es de 24 + 16.9 afos (157), si bien hay que destacar que en los ultimos afios se identifica
una tendencia al diagnéstico precoz de la enfermedad, incluso de casos asintomaticos
detectados en el curso de la realizacion de estudios familiares. La edad media al
diagnéstico en el Registro Internacional es de 17.4 afios (141). En la mayoria de los
casos va a ser el genotipo de los pacientes lo que va a condicionar la edad de
diagnostico. La presencia la mutacion N370S en homozigosis estd asociada a un
diagnostico mas tardio (34,168,169) porque confiere mas benignidad a la enfermedad,
sin embargo se ha comprobado en el Registro Internacional de EG (141) como se esta
produciendo un diagndstico mas temprano (27.2 afios por término medio) de estos
pacientes en relacion a estudios previos (170), este hecho puede justificarse por la

realizacion de estudios familiares (171) y por los programas de busqueda en poblacion
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sana de origen judio(35). En los individuos heterozigotos para la mutacion N370S la
gravedad de la enfermedad viene determinada por las caracteristicas del otro alelo
defectuoso. Cuando la mutacion N370S se encuentra en heterozigosis con otras
mutaciones (a excepcion de 84GG o deleciones / recombinaciones) el diagnostico oscila
entre los 16 y 20 afios de edad; situdndose mas proximo a los 16 afios cuando se
presenta con la mutacion [444P (141). En nuestra poblaciéon no hemos encontrado
diferencias significativas en la edad de diagnostico entre aquellos individuos con
genotipo N370S/L444P vy el resto de individuos con otros genotipos. Sin embargo hay
que destacar que entre los individuos diagnosticados antes de los 14 afios s6lo existe un
caso con genotipo N370S/N370S (2%) cuando en el grupo de pacientes espaioles
representa un 23% (157). En nuestra poblacion, como cabria esperar, es el tipo de EG la
condicién que mads se asocia a un diagnostico mas temprano de la enfermedad. Un 10%
de los pacientes de nuestra serie fueron diagnosticados antes del afio de edad;
correspondiendo 2 casos a EG tipo 2 y 1 caso a EG tipo 3. Los otros dos casos cumplian
criterios clinicos de EG tipo 1 al no presentar afectacion neurologica, si bien sus
genotipos eran [444P/L444P y D409H/D409H, ambos de riesgo para que en su

evolucion puedan desarrollar dicha afectacion.

En cuanto a los tipos de la EG, puede llamar la atencion la existencia de s6lo 6 casos
diagnosticados como formas neuronopaticas de la enfermedad; probablemente la
frecuencia sea mayor y un nimero desconocido de pacientes no sean diagnosticados.
Este es un hecho constatado por algunos autores en relacion a la EG tipo 2, hoy en dia
se discute si posiblemente los recién nacidos que presentan la variante de la enfermedad
con ictiosis congénita o también conocida como forma letal perinatal sea la mas
frecuente dentro del espectro de EG tipo 2, dado que su frecuencia real puede
encontrarse subestimada debido a que muchos casos son diagnosticados de collodion
baby o hydrops de origen desconocido (285). Por tanto es posible que exista un nimero

de casos de EG tipo 2 que no sean diagnosticados.

1.2 Caracteristicas clinicas y analiticas

1.2.1 Retraso de crecimiento

En relaciéon a las caracteristicas clinicas de los pacientes pediatricos el aspecto mas
importante que se ha analizado es el retraso de crecimiento y las posibles causas que lo

motivan. En la actualidad se reconoce que el retraso de crecimiento parece ser de gran
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valor a la hora de determinar la gravedad asi como el grado de progresion de la EG en
los nifios (204,245). Hasta la fecha el retraso de crecimiento es un hecho constatado por
multiples autores, sin embargo no ha sido suficientemente estudiado. Su prevalencia es
muy elevada entre los nifios afectos de EG, segtn series la mitad de los nifios con EG
tipo I presenta evidencia antropométrica de retraso de crecimiento. En nuestra poblacion
hemos constatado como un 42% de los nifos estudiados se sitian por debajo del
percentil 3 de nuestros estandares de normalidad. Incluso un porcentaje elevado de
pacientes en la serie de Kaplan (22%) presentan un patron de crecimiento normal, pero
pobre en relacion a la talla diana familiar (262). Encontré tres patrones de crecimiento;
en un 28% el patron de crecimiento era normal en relacion a la poblacion general y la
talla de los padres. En un 22% el patron de crecimiento era normal en relacion a la
poblacion general pero disminuido en relacion a la familia. Hasta en un 50% de la serie
de Kaplan el patrén de crecimiento era anormal en relacion con la poblacion general y
con la familia del nifo. Es un hecho bastante frecuente entre los niflos diagnosticados de
EG que el retraso de crecimiento constituya la inica manifestacion de la enfermedad

(245).

Como se sefial6 en la Introduccion se ha demostrado como el retraso de crecimiento
acontece fundamentalmente entre los 3 y 7 afios. En el 52.6% de nifios seguidos por el
grupo de Kauli (263) desde el primer afo de vida se objetivd una desaceleracion del
crecimiento a los 3 — 5 afios de edad. La talla pas6 de 0.34 SDS a la edad de 0-3 afios a
—1.93 (p<0.01) a la edad de 7-10 afios y la caida era mas pronunciada en relacion a la

gravedad de la enfermedad.

Por otro lado el origen del retraso de crecimiento sigue sin estar suficientemente
aclarado, si bien Kaplan encontr6 una correlacion significativa entre el tamafio hepatico
y el retraso de crecimiento (262); lo que podria suponer que la disfuncion hepatica
pudiera estar influyendo en el pobre crecimiento que presentan estos pacientes. En
nuestra poblacion la correlacion con el tamafio hepatico era también negativa pero no
significativa (r=-0.22). No hemos encontrado una relacién entre los parametros clésicos
de funcién hepatica y el retraso de crecimiento que presentan los pacientes de nuestra
cohorte. Sin embargo en nuestra muestra existe una correlacion negativa significativa
aunque moderada (-0.51) entre el tamafo esplénico y la talla antes de iniciarse el

tratamiento; hecho ya constatado por otros autores que han comprobado como el retraso
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de crecimiento es paralelo a la gravedad de la enfermedad medida por otros parametros
(245). En este sentido en nuestra poblacion hemos encontrado una correlaciéon moderada
también negativa (-0.44) entre la actividad de QT y la talla antes de iniciarse el
tratamiento; hecho importante ya que hemos comprobado anteriormente como la
actividad de QT se asocia con la gravedad de la enfermedad antes de iniciarse el
tratamiento. Finalmente en relacion al genotipo hemos encontrado una asociacion
igualmente moderada entre la talla y la existencia de la mutaciéon L444P (-0.43),
tedricamente asociada a un peor pronostico cuando esta presente en individuos con EG

tipo L.

Asociado al retraso de crecimiento los nifios que desarrollan la EG en los primeros afios
de vida presenta con frecuencia una pubertad retrasada; hasta un 59.6% en la serie de
Kauli (263); si bien en todos los casos existe finalmente una maduracion sexual

completa.

El origen de este pobre crecimiento en los pacientes pediatricos afectos de EG tipo I no
estd suficientemente aclarado. Dentro de las multiples causas que originan baja talla
patologica cabe destacar dos grandes grupos: de inicio prenatal y de inicio postnatal.
Son multiples las causas dentro de este segundo grupo que pueden originar retraso de
crecimiento (malnutricion, infecciones recurrentes, anomalias endocrinologicas,
patologia crénica,...) (460). Si bien cabe la posibilidad de que el retraso de crecimiento
en la EG pueda ser de origen genético y de hecho hemos visto como en nuestra
poblacion se asocia fundamentalmente a la mutacion L.444P; es mas probable que su
origen sea semejante al de otras patologias cronicas, fundamentalmente con disfuncion
hepatica. El retraso de crecimiento ha sido documentado en otras metabolopatias como

glucogenosis, mucopolisacaridosis, lipoidosis y aminoacidopatias.

En nuestra cohorte hemos estudiado los factores de crecimiento similares a la insulina
(IGFs). Dichos factores peptidicos son importantes determinantes del crecimiento
somatico (461). Ademas estudios recientes han demostrado que los IGFs tienen un papel
anabolico importante incluso en adultos (462), estimulando la sintesis proteica en todo
el organismo. El descubrimiento de los IGFs es en 1957 (463) tras observar que el
efecto estimulador de la hormona de crecimiento (GH) sobre la incorporacion de

radicales sulfato a la matriz del cartilago estaba mediado por una fraccién del suero que
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se denomind factor de sulfatacion. Durante los afios siguientes se identificaron otras
fracciones del suero que eran igualmente dependientes de la hormona de crecimiento y a
todas ellas se las denomind genéricamente como “somatomedinas” en base a tres
propiedades bioldgicas: a) capacidad para incorporar radicales sulfato y estimular la
sintesis de DNA a nivel del cartilago, b) actividad insulinica, por estimular la captacion
de glucosa y aminodacidos en el tejido adiposo y muscular y c)actividad mitogénica en
cultivos celulares. Asi pues, el término somatomedinas se ided para describir el papel
que tienen estas sustancias como mediadores de las acciones de la GH. Posteriormente,
en 1978, se identifican dos péptidos de estructura similar a la insulina y que poseian las
actividades bioldgicas descritas inicialmente para las somatomedinas (464). Aunque
claramente distintos estos dos péptidos tenian una homologia del 70% en su secuencia
de aminoacidos lo que hacia pensar en un precursor comun; también se observd que
tenian un 50% de homologia con la proinsulina. Esta semejanza estructural y la
similitud de acciones in vitro con la insulina llevd a Rinderknecht y Humbel a
denominarles factores de crecimiento similares a la insulina (IGFs). Con objeto de
evitar confusiones se llegd al consenso internacional de hablar de IGF-I e IGF-II para
referirse a las somatomedinas (465). El hallazgo de que la GH es capaz de estimular a
nivel de multiples tejidos, ademas del higado, la produccion local de IGFs y la
observacion de que en algunos tejidos la produccion de IGFs es independiente de la GH,
otorgan a los IGFs una funcidon autocrina y/o paracrina en el crecimiento celular
ampliando asi la hipotesis clasica de la somatomedina. De esta manera se puede definir
a los IGFs como unos péptidos de estructura similar a la insulina que actian regulando
el crecimiento y la diferenciacion celular a nivel de multiples tejidos. Se engloban
conceptualmente dentro de los factores de crecimiento polipeptidicos. Estos son
proteinas que a diferencia de las hormonas son liberados por multiples tejidos, se
encuentran en cualquier lugar del organismo, actuan localmente sobre las propias
células secretoras o sobre las células vecinas, mediante lo que se conoce como
mecanismo autocrino y paracrino respectivamente, y son mensajeros intracelulares
capaces de estimular procesos de crecimiento y diferenciacion celular como sintesis de
proteinas, DNA y RNA. Entre otros se encuentras los IGFs, el factor de crecimiento
transformador (TGF), epidérmico (EGF), fibroblastico (FGF), neural (NGF), factor
estimulador de la formacion de colonias (CSF), citocinas,... Todos ellos constituyen un
gran sistema regulador del crecimiento celular de gran complejidad y que se encarga de

procesos tan complejos como el crecimiento celular normal, reparacion de las heridas,
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diferenciacion embrionaria, envejecimiento celular y procesos de transformacion

maligna (465).

En la actualidad se habla del denominado “sistema IGF”, constituido por cuatro tipos de
proteinas: los propios IGFs, sus receptores, las proteinas transportadoras (IGFBPs) y las
proteasas de las IGFBPs que permiten la liberacion de los IGFs. Los IGFs, a diferencia
del resto de factores polipeptidicos puede ejercer una acciéon a distancia a nivel
endocrino ya que son vehiculizadas por los IGFBPs. Esta capacidad endocrina otorga a
los IGFs y alas IGFBPs un papel importante a nivel clinico, ya que su determinacion

plasmatica es util para el diagnostico de distintas situaciones patologicas (466).

En los pacientes con EG de nuestra cohorte hemos analizado IGF-I, IGF-I libre y sus

proteinas transportadoras IGFBP-3 y subunidad 4cido 14bil total (ALS).

IGF-1

El IGF-I es un peptido de 70 aminoacidos homologo a la proinsulina humana, tiene un
peso molecular de 7.6 kDa y es de cadena tinica. El gen del IGF-I se localiza a nivel del
brazo largo del cromosoma 12 y consta de seis exones (466). Su sintesis tiene lugar
como propétido. Estas formas inmaduras o variantes de los IGFs pueden encontrarse en
la circulacién en diferentes condiciones patoldgicas. En contraposicion con la mayor
parte de las hormonas proteicas, los IGFs se secretan a la vez que se sintetizan y no
existe ningun organo que los almacene. El higado es la fuente principal de los IGFs
circulantes y por consiguiente de IGF-I, pero su sintesis tiene lugar en practicamente
todos los tejidos (467). Al igual que las hormonas proteicas, los IGFs inician su accion
biologica al unirse a unas proteinas o receptores de membrana. Se han identificado
receptores en casi todos los tejidos y ello es concordante con la accion autocrina y
paracrina de los IGFs. Se han identificado dos tipos de receptores para los IGFs,
receptor tipo I y receptor tipo II (468). El receptor tipo I es un heterotetramero de
estructura similar al receptor de la insulina. El gen del receptor tipo I se localiza en el
cromosoma 15. Este receptor tiene actividad tirosinkinasa. Posee dos subunidades alfa
extracelulares que contiene abundante cisteina que es donde tiene lugar la unién al IGF-
I y dos subunidades beta. La porcidn intracitoplasmatica de cada subunidad beta posee
actividad tirosin kinasa de manera que la union con IGF-I provoca la fosforilacion de

proteinas intracelulares encargadas de desencadenar la transmision de la sefial bioldgica.
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Este receptor se une fundamentalmente a la IGF-I, pero no exclusivamente, ya que ha

mostrado afinidad, aunque significativamente menor por IGF-II e insulina (468,469).

En general IGF-I ejerce dos tipos de acciones: unas a corto plazo, de tipo anabdlico,
sobre el metabolismo proteico y de los carbohidratos, y otras a largo plazo, sobre el
crecimiento y la diferenciacion celular (469). IGF-I estimula la proliferacion celular al
mediar en la sintesis de DNA, RNA y proteinas. Las células en reposo o quiescentes,
fase Go, requieren la estimulacidon de otros factores de crecimiento, llamados factores de
competencia, que hacen que la célula entre en fase G, de sintesis proteica. Al aumentar
entonces los receptores para IGF-I las células son capaces de responder a este y otros
factores de progresion celular entrando en fase S de replicacion del DNA vy
posteriormente en la fase M de mitosis (461,469). La accion mas relevante del IGF-I es
la estimulacion del crecimiento postnatal y sus acciones se han detectado en la mayoria
de los tejidos, especialmente a nivel esquelético. La accion conjunta de la GH y del
IGF-I sobre los tejidos se conoce como accion “dual”: la GH actia estimulando la
diferenciacion celular haciendo que esas células ya diferenciadas puedan secretar IGF-I,
que al actuar localmente estimula el crecimiento celular. Ademas tiene capacidad para
inhibir la muerte celular programada o apoptosis. En este sentido se ha relacionado el
envejecimiento de los tejidos y el aumento de apoptosis que ocurre con la edad con la
disminucién de los niveles circulantes, y secundariamente tisulares de IGF-I en la edad
adulta. Se ha demostrado también la capacidad de IGF-I en la regulacion de la
diferenciacién celular en mioblastos, osteoblastos, osteoclastos, condroblastos,
adipositos y células neurales. Asi en los condrocitos, inicialmente y durante la fase de
crecimiento logaritmico, estimula la sintesis de DNA, y en una segunda fase aumentan
la sintesis de proteoglicanos y de otros componentes de la matriz cartilaginosa. Ademas
estimula la esteroidogénesis, la sintesis de hormonas tiroideas,... Ademas como su
propio nombre indica favorece el transporte de glucosa, su oxidacion y la lipogénesis

(469,470).

En cuanto a su regulacion sefialar que la GH es el mayor regulador de la sintesis de
IGF-I tanto en sus niveles circulantes como tisulares (471,472). Sin embargo otros
factores deben ser tenidos en cuenta: sus niveles son edad dependientes; son bajos al
nacimiento, alcanzan valores maximos al final de la pubertad y posteriormente

descienden de forma progresiva (470). Otras hormonas parecen tener un efecto
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estimulador sobre la sintesis de IGF-1 como seria el caso de la prolactina, hormonas
tiroideas, hormonas sexuales y paratohormona (470). El estado nutricional es un
importante regulador del sistema IGF y concretamente de la IGF-I. La malnutricion
proteico-caldrica se acompafia de una disminucion significativa de los niveles de IGF-I
como tiene lugar en los sindromes de insensibilidad a la GH. De hecho la disminucién
de los niveles de IGF-I parece explicarse por la existencia de una resistencia a la accion
de la GH (470). Por tltimo sabemos que la principal fuente de IGF-I es el higado. Los
niveles de IGF-I guardan correlacion alta con los marcadores de funcion hepatica y se

encuentran alterados en diversas enfermedades hepaticas (473,474).

IGFBP-3

Como hemos sefialado una caracteristica diferencial de los IGFs en relacion a otros
factores polipeptidicos es su capacidad de union a los IGFBPs. Unicamente el 1% de los
IGFs circula de forma libre. Hasta la fecha se han descrito 6 proteinas de union a los
IGFs. De ellas es la IGFBP-3 la que se conoce mejor su funcion. Es la mas abundante
en suero humano. Tras unirse a la IGF-I ¢ al IGF-II es capaz de unirse con la ALS
formando un complejo ternario de 150 kDa. Se sintetiza fundamentalmente a nivel
hepatico pero también en multiples tejidos. Presenta una alta afinidad por IGF-I, mayor
que la de otras IGFBPs y los receptores. Los niveles de IGF-I e IGF-II dependen en
gran medida de IGFBP-3 debido a que la vida media de sus formas libres es de 4 — 15
minutos y por ello s6lo unidos a IGFBP-3 permanecen en la circulacion. Su regulacion
es semejante a la IGF-1. Su principal regulador es la GH. También el estado nutricional
juega un papel importante en la regulacion de sus niveles, asi como el funcionalismo
hepatico. La edad ejerce una influencia similar a la encontrada en la IGF-I, aunque de

una manera algo mas atenuada (475-477).

ALS

La ALS es uno de los tres componentes del complejo ternario de 150 kDa, principal
transportador de los IGFs en el plasma, indispensable para la estabilidad de dicho
complejo. Esta proteina fue identificada por Baxter y se denominé acido 1abil ya que al
tratar el suero con pH 4cido perdia su capacidad de unién al complejo IGF+IGFBP-3
aunque su estructura y peso molecular permanecia intacta. En sentido estricto no es una
proteina transportadora propiamente ya que ella sola no es capaz de unirse con los IGFs

a no ser que el IGF este unido previamente a la IGFBP-3 formando un complejo
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binario. Parece incrementar la capacidad de union de la IGFBP-3 por el IGF-I. Su
sintesis es casi exclusiva hepatica. Tiene un peso molecular de 63.3 kDa.
Aproximadamente el 50% de la ALS circula unida al complejo IGF-IGFBP-3 y el resto
lo hace en forma libre. Igualmente a IGF-I e IGFBP-3 su factor regulador principal es la
GH, ya que esta es capaz de incrementar la sintesis hepatica y sus niveles circulantes.
Su relacién con la edad es semejante al de IGF-I e IGFBP-3. El estado nutricional
también regula los niveles de ALS de una manera semejante a la IGFBP-3 ya que existe
una disminucién de sus niveles en la malnutricién y en los estados catabdlicos (478-

480).

El complejo ternario de 150 kDa, de alta afinidad transporta la mayor parte de IGF-1, los
tres componentes son GH dependientes y se forma secuencialmente ya que primero se
debe unir la IGFBP-3 con el IGF-I, formando un complejo binario, y luego la ALS. Este
complejo prolonga la vida media de los IGFs que en su forma libre es de varios minutos
y en este complejo es de casi 15-17 horas. Seria pues la forma principal en la que los
IGFs van vehiculizados en sangre constituyendo un reservorio circulante que evitaria el
paso de IGFs hacia sus tejidos evitando que las concentraciones tan elevadas que
existen en plasma tengan efectos metabolicos tipo insulina y puedan causar
hipoglucemias. Seria un complejo buffer o tampdn o almacén d los IGFs. La existencia
de este reservorio de IGFs a nivel vascular en su unién con las IGFBPs es importante
fisiologicamente ya que no existe ningiin almacén tisular ni intracelular de IGFs sino

que se secretan conforme se van sintetizando (470).

Mandel (481) analizando los cambios de IGF-I, IGFBP-3, la proteina de union a la GH
(GHBP), receptores eritrocitarios de IGF-I, y la tasa de crecimiento durante la
prepubertad en nifios con déficit de GH (GHD) durante el tratamiento con GH, que los
factores que mas se correlacionan con el crecimiento son las concentraciones de IGF-1 e
IGFBP-3. IGFBP-3 actiia de forma sinérgica con IGF-I en la estimulacién del

crecimiento en pacientes con GHD, de igual manera que en nifios normales.

En nuestros pacientes con EG tipo I hemos demostrado que, tanto IGF-I total como
IGFBP-3 son los parametros que mejor se correlacionan con la talla del nifio antes de
iniciarse el TES (r=0.84 y 0.78, respectivamente). Cuando la talla del nifio se ve mas

afectada, tanto IGF-I como IGFBP-3 se encuentran mas reducidos. Ademas IGF-I total
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muestra una correlacion negativa significativa con el indice de gravedad de Zimran
SSIA (r=-0.62). Tanto IGF-I como IGFBP-3 se correlacionan de forma negativa con la
presencia de la mutacion L444P (r=-0.53 y -0.5, respectivamente). Como se ha sefialado
la presencia de esta mutacion se ha relacionado con una mayor gravedad en la EG tipo |
(36). En este estudio hemos demostrado que el sistema IGF se ve afectado antes de
iniciarse el TES y esto. Esto podria ser consecuencia de la afectaciéon hepéatica que
afectaria a la sintesis proteica y por lo tanto a la sintesis de los IGFs; en nuestra
poblacién hemos encontrado una correlacion negativa significativa entre los niveles de
IGF-I libre y los niveles de AST antes de iniciarse el tratamiento (r=-0.53); lo que
podria apoyar esta hipotesis. Estos niveles disminuidos de IGFs podrian representar un
estado de insensibilidad a la GH como se ha encontrado en otras enfermedades cronicas

con afectacion hepatica (482).

La principal consecuencia del déficit de IGFs en la infancia en el retraso de crecimiento.
Sin embargo descubrimientos recientes han demostrado que los IGFs tienen efectos
anabolicos incluso en adultos. Estas proteinas estimulan la sintesis proteica a nivel de
todo el organismo. Los niveles reducidos de IGF-I se han asociado con disminucion de
la masa muscular y fuerza (462). En adultos con GHD se ha demostrado que los
incrementos en IGF-I se relacionan con cambios en la composicién corporal (483).
Incluso podria estar relacionado con cambios en el perfil lipidico, algo que hemos
constatado en los pacientes con EG. Por otro lado se conoce que los niveles disminuidos
de IGFs, fundamentalmente IGF-I se relacionan con la osteoporosis, trastorno frecuente
entre los pacientes adultos con EG (484). Bengtsson (483) demostr6é que la calidad de
vida, determinada mediante cuestionarios especificos, mejoraba tras 6 meses de terapia
con GH en estos pacientes. Estos resultados cabria esperarlos de igual manera en los
pacientes con EG tipo I, ya que ellos presentan un déficit de IGF-I como consecuencia

de la afectacion hepatica.

Otro posible origen del pobre crecimiento que experimentan un porcentaje elevado de
nifios con EG podria ser la expresion disminuida de genes implicados en el crecimiento.
Si bien los datos que hemos presentado hacen referencia a solo dos pacientes adultos y
por ello no se pueden extraer conclusiones, si que resulta llamativo la existencia de
genes reprimidos relacionados con el crecimiento y diferenciacion celular.

Concretamente en relacion al sistema IGF hemos encontrado que los genes del IGF-2 y
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de las proteinas transportadoras IGFBP-2 e IGFBP-4 se encuentran sensiblemente
reprimidos en relacién a los controles. IGF-2es un péptido de 67 aminoacidos, peso
molecular de 7471 daltons que consta de una tnica cadena. El gen se localicaza a nivel
del cromosoma 11 p14.1. Presenta una homologia del 65% con el IGF-1 y del 41% con
los dominios Ay B de la insulina. Su sintesis es fundamentalmente hepatica, aunque se
secreta en practicamente todos los tejido, ejerciendo su accién sobre multiples tipos
celulares (466). El receptor mas especifico del IGF-2 es el tipo 2. Se trata de un peptido
de cadena tnica de 270 kDa, a diferencia del 1 carece de homologia con el receptor de
la insulina. Este receptor es una proteina glicosilada transmembrana con un dominio
extracelular que abarca el 75% del receptor, un dominio hidrofébico transmembrana y
una pequena parte intracelular. Se une fundamentalmente a la IGF-II, menos al IGF-1 y

practicamente nada a la insulina. Su gen se situa en el cromosoma 19 (468,469).

La expresion de IGF-II se encuentra en casi todos los tejidos y se detecta precozmente
en tejidos fetales. Sin embargo y aunque su afinidad sea mucho menor que la de IGF-I,
la mayoria de las acciones conocidas de IGF-II se deben a su unidn con el receptor tipo
1. Hoy en dia se ha demostrado que el IGF-II estimula la migracién celular de las
células trofoblasticas extravellositarias, aquellas que invaden la decidua uterina y
constituyen el nexo de union entre placenta y utero, y lo hace a través de su accion sobre
los receptores de tipo 2, mediante un mecanismo que afecta a proteinas G inhibitorias y

activacion de la ruta de proteinkinasas mediante fosforilacion (468,469).

Al igual que la IGF-I ejerce dos tipos de acciones: unas a corto plazo, de tipo anabdlico,
sobre el metabolismo proteico y de los carbohidratos, y otras a largo plazo, sobre el
crecimiento y la diferenciacion celular. Estimula la proliferacion celular al estimular la
sintesis de DNA, RNA y proteinas. Al igual que ocurre con IGF-1 parece ser que la
célula debe haber entrado en la fase G1 de sintesis proteica, aumentando entonces la
sintesis de receptores y de esta manera ser las células capaces de responder a los
factores de progresion celular como los IGFs y entrar en la fase S de replicacion del
DNA y posteriormente en la fase M de mitosis. Este modelo de accion se ha
comprobado a nivel de fibroblastos y células de origen mesodérmico (461-469). A
diferencia de la IGF-1 sus acciones son menos conocidas, desempefia un papel
importante en el crecimiento fetal, pero bastante desconocida en el postnatal. Parece ser

que juega un papel importante en la regulacion del crecimiento y diferenciacion celular,
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especialmente a nivel del tejido 6seo en donde los osteoblastos son capaces de producir
grandes cantidades de IGF-II (470). Durante la organogénesis se detectan grandes
cantidades de IGF-II y en estudios recientes se han detectado también un incremento
medido en liquido amnidtico de macromoléculas precursoras de IGF-II que pudieran
tener también un papel importante en el desarrollo fetal (485). Se ha demostrado la
capacidad de IGF-II al igual que IGF-I para estimular la diferenciacion celular de los
mioblastos, osteoclastos, condroblastos, osteoblastos, adipositos y células neurales
(469,486). En cuanto a su regulacion es menos conocida que la de IGF-I, es menos
dependiente de GH y refleja mas los niveles circulantes de IGFBP-3. Sus niveles
aumentan rapidamente tras el nacimiento durante las primeras semanas para luego
permanecer estables y no ser edad dependientes como los de IGF-1 (470,486). Por
efecto del lactégeno placentario parece aumentar sus niveles durante la gestacion. La
malnutricion es otro factor regulador muy importante como ocurre con IGF-I.
Logicamente al ser su sintesis fundamentalmente hepatica, en situaciones de
enfermedad hepatica se pueden ver afectados los niveles de IGF-II como los de IGF-1 y
guardar correlacion con los marcadores de funcion hepatica. En el déficit de GH existe
también niveles disminuidos de IGF-II, y la asociacion de esta determinacion con IGF-I
mejora su valor como parametro diagnostico. En los sindromes de insensibilidad a la
GH existe también una sintesis marcadamente disminuida de IGF-II, al igual que de

IGF-1y IGF-BP-3 y ALS (470,486).

IGFBP-2 es la segunda IGFBP por su concentracion en suero. Es la mas abundante en el
feto y recién nacido. Sus niveles son altos al nacimiento, disminuyendo con la edad,
aunque aumentan algo con la edad adulta. Tiene una relacidon inversa con la GH y esta
regulada sobre todo por IGF-II, a la que se une con mayor afinidad. In vitro, tiene un
papel inhibitorio sobre la accion de IGF-II en relacion con los proceso de diferenciacion
celular. Se han encontrado niveles aumentados en pacientes con tumores como tumor de
Wilms. Existen estudios que han demostrado la accidon tanto potenciadora como
inhibitoria de los efectos mediados por los IGFs. Concretamente se ha comunicado
recientemente su utilidad combinada con IGF-1 e IGFBP-3 en el diagnéstico de GHD
(487).

IGFBP-4 se sintetiza en higado, cerebro, hueso. La secrecion ésea estd regulada

fundamentalmente por el efecto estimulador de la PTH y vitamina D3, por lo que se
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piensa que puede actuar como mediador del efecto inhibitorio de la formacion dsea de
ambas hormonas, posiblemente a través de la inhibicion del efecto del IGF-I sobre la
actividad osteoblastica. Si bien es suficientemente conocido su efecto in vivo sobre la
inhibicién de los efectos de los IGFs, se ha demostrado que su administracién en
animales de experimentacion incrementa los pardmetros de formacion dsea (fosfatasa
alcalina, osteocalcina) asi como de IGF-1 posiblemente por aumento de la
biodisponibilidad de IGF a través de mecanismos de proteolisis de la propia IGFBP-4
(488).

Sus niveles no se modifican en funcién del sexo o edad, pero se ha encontrado una
correlacion moderada con los de IGF-II. Se ha encontrado una correlacién importante
con los niveles de PTH en aquellos pacientes con insuficiencia renal hemodializados

(489).

Esta alteracion en la expresion de estos componente del sistema IGF podria ser un factor
mas en la génesis del retraso de crecimiento de estos pacientes si bien hay que tener en
cuenta por un lado que nuestros resultados proceden de dos unicos pacientes y en
segundo lugar no estd suficientemente aclarado el papel de estos factores en el

crecimiento postnatal a diferencia de lo que ocurre con IGF-I, IGFBP-3 y ALS.

Otras proteinas relacionadas con el crecimiento y diferenciacion celular presentan en los

dos pacientes una expresion reprimida:

ORP150: proteina de 150 Kda de la familia de las chaperonas, inducible por oxigeno y
con origen en el reticulo endopldsmico. Su sobreexpresion produce una liberacion por el
reticulo endoplédsmico de VEGF (factor de crecimiento del endotelio vascular) pudiendo
tener un papel importante en los procesos de cicatrizacion. Parece tener un papel critico

en la angiogénesis tumoral a través del procesamiento del VEGF (490,491).

Citocromo P (1)450: Tanto su proceso de transcripcion, asi como su induccion parecen
estar mediados por agentes quimicos exdgenos (tetraclorodibenzo-p-dioxina y 3-
metilcolantreno). Estos procesos de induccion son dependientes de la interaccion entre
el agente quimico y el receptor hidrocarbonado aromatico. Sin embargo se ha

encontrado su expresion aumentada en embriones de ratones hasta en 7 veces, en
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ausencia del estimulo quimico. Estos datos sugieren que el gen del Citocromo p450 (1)

puede tener un papel importante durante la diferenciacion celular (492).

Glicina N-metiltransferasa: Su gen codifica una proteina que interviene en la regulacién
de la relacion S-adenosilmetionina a S-adenosilhomocisteina y participa en las rutas de
detoxificacion de las células hepaticas. Contiene 6 exones en cromosoma 6pl2 y su
expresion se encuentra en higado, pancreas y prostata. Se sabe que es tanto una proteina
de union de hidrocarbonos policiclicos y mediador de la induccion del gen del
Citocromo P450(1) por hidrocarbonos policiclicos como el benzopireno. Su secrecion
parece estar regulada por la GH en ratas, de hecho el tto. con GH disminuye su

expresion. Ademas se conoce su papel destacado en la gluconeogénesis (493,494,495).

Gp-39 del cartilago humano (YKL-40): Esta proteina juega un papel en la migracion
celular y remodelacion tisular en la aterogénesis. Es una glicoproteina de la familia de
quitinasas. Su funcion es desconocida si bien estudios inmunocitoquimicos han
demostrado una mayor presencia de la proteina en fases de division celular, ademas
aumenta la sintesis de proteoglicanos en condrocitos. Posiblemente estas propiedades
como factor de crecimiento explican la remodelacion tisular aumentada asociada con
niveles elevados de esta proteina en enfermedades articulares (AR) y enfermedades

inflamatorias (496,497,498).

PZP: Proteina zona del embarazo. “pregnancy zone protein”. Proteina plasmatica
asociada con la gestacion, con gran similitud con la alfa-2-macroglobulina. Es una
proteina de unidn y tiene afinidad tanto por el factor de crecimiento beta-1 y 2 (sobre
todo con el 2). Sus niveles durante el embarazo deben jugar un papel importante en la
distribucion, aclaramiento y disponibilidad de TGF-beta. Ademés se ha visto la
existencia de niveles aumentados en individuos con GHD y como el tratamiento con
GH disminuye sus niveles al contrario de la accion de los estrogenos sobre esta proteina

(499,500).

BZAPA4S5: proteina leucine-zipper. Esta proteina de 45 kDa que contiene un decapéptido
que es lugar de unidn para un nucledtido (GTP o ATP). Parece ser un factor regulador
que contribuye al control transcripcional en la fase de transiciéon G1/S del ciclo celular

(501).
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Gen GRO: Miembro de una superfamilia de genes que codifican citocinas con
propiedades tanto inflamatorias como de regulacion de crecimiento (factor plaquetario
4, peptido activador de neutréfilos 1, interlukina 8, proteina plaquetaria basica,

betatromboglobulina, proteina inflamatoria del macrofago 2,...) (502).

Posiblemente la menor expresion de estos factores implicados en la diferenciacion

celular podria condicionar una alteracion en el crecimiento del individuo.

1.2.2 Otras manifestaciones

Si bien se ha querido resaltar el retraso de crecimiento y sus causas como motivo
principal del estudio, también se ha considerado interesante comentar otras
manifestaciones clinicas y analiticas comunes con los pacientes adultos y de esta

manera determinar sus peculiaridades en la poblacion infantil.

Enfermedad visceral

Tal y como ocurre en el adulto las visceromegalias son una constante en nuestra
poblacion, hasta el punto que un porcentaje elevado de nifios la sospecha clinica se basa
inicialmente en la existencia de esplenomegalia asintomaética, en ocasiones acompafiada
de retraso de crecimiento. Practicamente la totalidad de casos de nuestra muestra
presentan esplenomegalia en el momento del diagndstico (95.2%), obedeciendo los dos
casos en los que no existia a formas neuronopdticas. En el Registro Internacional se
recoge que un 87% de los pacientes no esplenectomizados presentaban un volumen
esplénico de al menos 5 veces el normal (141). Sin embargo existen grandes variaciones
en lo que se refiere al tamano esplénico, desde casos en los que se palpa justo por
debajo de reborde costal y a otros que presentan importante distension abdominal y el

bazo alcanza la pelvis.

En los pacientes pediatricos el aumento del tamafio esplénico se ha relacionado con
retraso de crecimiento (195). Concretamente en nuestra poblacion como se ha senalado
hemos encontrado una correlacion significativa de —0.51 (p<0.05) entre el tamafio

esplénico y la talla antes de iniciarse el TES.
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En los pacientes que no han recibido TES, la progresion de la enfermedad esplénica es
generalmente lenta, durante afios, aunque posiblemente alcanza un punto critico cuando
el paciente presenta anemia que precisa transfusiones. Alcanzado ese punto un circulo
vicioso de hiperesplenismo tiene lugar: las transfusiones de concentrados de hematies se
acompafian de marcados incrementos del tamafio esplénico como consecuencia del
secuestro y destruccion de los hematies donantes. En ese caso la instauracion rapida del

TES o la esplenectomia se hacen necesarios (179).

En la época previa al TES el porcentaje de pacientes que precisaban esplenectomia era
mas elevado al ser la tnica alternativa terapéutica en un gran nimero de situaciones; sin
embargo hoy en dia ese porcentaje ha disminuido considerablemente. En nuestra
muestra solamente un 16% de los pacientes estdn esplenectomizados, correspondiendo
en la mayoria de los casos a pacientes que fueron esplenectomizados en los afos
anteriores al TES. Desde que se dispone del TES, la esplenectomia no debe considerarse
como una primera opcidn; su uso debe quedar restringido a situaciones infrecuentes en
que el TES resulta ineficaz como puede ser la existencia de un descenso plaquetario
persistente inferior a 40000, dolor abdominal secundario a infarto esplénico que no
remite, retraso de crecimiento y compromiso cardiopulmonar sin respuesta al TES
(245). En nuestra cohorte hemos estudiado las diferencias clinicas y analiticas existentes
antes de iniciarse el TES entre los pacientes que previamente habian sido
esplenectomizados y los que tenian un bazo intacto. Si bien la muestra del primer grupo
es reducida (n=8) hemos encontrado una mas frecuente afectacion 6sea entre aquellos
esplenectomizados (75% vs 30.9%; p=0.034), unos niveles de ALT significativamente
mayores y un tamafio hepatico que aunque no era significativo como consecuencia de
tratarse de una muestra reducida, si que evidencia una tendencia a un mayor volumen
entre los esplenectomizados. Se cree que eliminando el principal reservorio de
glucolipidos se aceleraria el depdsito en otros 6rganos como la médula dsea y el higado,
y en las formas tipo 3 en el sistema nervioso central. En este sentido existen resultados
contradictorios en las distintas series en las que se ha estudiado el efecto de la
esplenectomia (245,384). Otro hecho constatado en nuestra cohorte es una mayor
frecuencia de la mutacion L444P entre aquellos pacientes con EG tipo I que habian sido

esplenectomizados (75% vs 35.7%) siendo esta diferencia significativa (p=0.053).
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La hepatomegalia estuvo presente en el 89.5% de los pacientes estudiados y como
hemos sefalado era mayor entre aquellos previamente esplenectomizados si bien las
diferencias no eran estadisticamente significativas. Segun datos del Registro
Internacional este hecho es wuna constante siendo el volumen hepatico
significativamente mayor en el grupo de pacientes esplenectomizados (141). Si bien la
afectacion hepatica es una constante en la mayoria de los casos, son infrecuentes las
complicaciones clinicas significativas presentdndose en menos del 5% de los pacientes
afectos. Solo un 50% de los pacientes con hepatomegalia presentan alteraciones del
funcionalismo (196). En nuestra cohorte s6lo se han detectados discretas elevaciones de

las transaminasas hasta en un 50% de los casos.

Enfermedad osea

Es un hecho relevante que hasta un 54% de los pacientes de nuestra cohorte a pesar de
su corta edad presenten enfermedad 6sea. En la mayoria de los casos obedece a
hallazgos casuales radiologicos como es la presencia de la tipica imagen en matraz de
Erlenmeyer en la region distal del fémur. Sin embargo hasta un 26% han presentado en
su evolucion complicaciones mayores (fracturas, infartos, necrosis,...). Las crisis 6seas o
episodios de dolor agudo las presentan aproximadamente 1 de cada 3 pacientes
pediatricos. Como se ha sefialado la presencia de esplenectomia predispone a la
existencia de enfermedad dsea. La existencia de enfermedad dsea y fundamentalmente
las lesiones Oseas graves determinan junto con la esplenectomia el peor prondstico en la
EG tipo I de inicio en la edad pediatrica como se constata al analizar el score de

gravedad de Zimran.

Enfermedad pulmonar
La afectacion pulmonar que cada vez se describe con mayor frecuencia en la EG es
excepcional y solamente un individuo de nuestra poblacion presenta signos

ecocardiograficos sugestivos de hipertension pulmonar.

Citopenias

Desde un punto de vista hematoldgico las citopenias leves y moderadas son una
constante en nuestra poblacion, alcanzando practicamente a la mitad de los pacientes
estudiados, ya que en torno a un 45% presentan niveles de hemoglobina inferiores a 11

g/dL y recuentos plaquetarios inferiores a 100x10°/L. En el Registro Internacional
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encontramos que entre los pacientes con bazo intacto el recuento plaquetario medio es
de 85x10°/L. Un 26% presentan recuentos plaquetarios inferiores a 60x10°/L. En los
pacientes esplenectomizados el recuento medio era de 219x10°/L y sélo un 3%
presentaban recuentos inferiores a 60x10°/L (141). En nuestra cohorte hemos
encontrado una respuesta mas llamativa en el recuento plaquetario de aquellos
individuos esplenectomizados, ya que su recuento medio era de 196.6 + 130.7 x 10°/L.
Sin embargo con la evolucion de la enfermedad estos pacientes sometidos a
esplenectomia pueden volver a presentar este trastorno como consecuencia del fallo de

médula dsea como se ha comentado.

Segtn datos del Registro Internacional la gravedad de la anemia se asocia a la presencia
de bazo. Entre los pacientes con bazo intacto la hemoglobina media era de 11.2 g/dL, un
69% presentaban hemoglobinas inferiores a 12 g/dL y un 25% inferiores a 10 g/dL. En
el grupo de pacientes esplenectomizados la hemoglobina media era de 12 g/dL, un 54%
presentaban hemoglobinas inferiores a 12 g/dL y sélo un 10% inferiores a 10 g/dL.
(141). Sin embargo en nuestra poblacion pediatrica los pacientes esplenectomizados
presentaban niveles de hemoglobina inferiores a los no esplenectomizados antes de
iniciarse el TES (10.2 £ 1.6 vs 11.4 + 1.7 g/dL) si bien las diferencias no son

significativas desde un punto de vista estadistico (p=0.110).

Perfil lipidico

La EG tipo 1 se ha asociado con un descenso en la concentracion plasmatica de
colesterol total y HDL colesterol (HDL-C) asi como de las apolipoproteinas A-1 y B
(302). Los pacientes pediatricos también presentan una reduccion llamativa de los
niveles de colesterol, siendo estos significativamente menores que los que presentan sus
familiares sanos, tanto portadores como no portadores. Los niveles disminuidos de
colesterol total son a expensas fundamentalmente de su fraccion HDL que es en la
poblacion estudiada de 25.8 = 7.8 mg/dL por término medio, significativamente menor
que en familiares sanos, portadores y no portadores. Un 84.2% de los pacientes
pediatricos presentan niveles inferiores a 35 mg/dL. Las concentraciones de HDL-C en
los pacientes pediatricos se encuentran en el rango de la hipoalfalipoproteinemia
familiar; la cual esta identificada como factor de riesgo de enfermedad coronaria (304).

A pesar de tener disminuido el colesterol total, la concentraciéon disminuida de la
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fraccion HDL-C hace que su indice aterogénico Colesterol total/HDL-C se encuentre

elevado.

Otro hallazgo reciente es el hecho de que los individuos portadores de una mutacion del
gen de la glucocerebrosidasa y por tanto asintomadticos para la enfermedad presentan
niveles disminuidos de la fraccion HDL-C. En nuestro estudio del perfil lipidico se
incluyeron 42 familiares de pacientes de la cohorte entre los que se comprobd que no
existian diferencias en los niveles de colesterol total pero si de HDL colesterol (41.2 £
5.2 vs 51.9 £ 11.4; p=0.000) y por consiguiente de su IA (4.3 £0.9 vs 3.5 £ 1; p=0.020).
Este hecho supone que teniendo en cuenta la frecuencia variable de portadores en
diferentes poblaciones (1-7%) (34,35,307,308), las mutaciones en el gen de la
glucocerebrosidasa podrian originar hipoalfalipoproteinemia familiar al 2% de la
poblacion general convirtiéndose en una de las causas genéticas mas importantes del

déficit de HDL-C (309).

Marcadores de actividad

Clasicamente se ha utilizado como marcador de actividad de la enfermedad la fosfatasa
acida tartrato resistente, de hecho puede apoyar el diagnostico de EG, sin embargo esta
anomalia no es exclusiva de esta enfermedad. En nuestra poblacién la practica totalidad
de los pacientes estudiados presentan niveles plasmaticos elevados antes de iniciarse el

TES.

En la interpretacion de los niveles plasmaticos de fosfatasa acida plasmatica hay que
tener en cuenta que son edad dependiente y por tanto los niveles estan mas elevados en
los nifos (334), sin embargo este hecho no ha sido confirmada en nuestra poblacion
pediatrica en la que no hemos encontrado ninguna correlacion entre la edad de los
pacientes y los niveles de fosfatasa acida. El hecho de que la fosfatasa acida tartrato
resistente se sintetice en los osteoclastos ha hecho pensar a algunos autores que los
niveles plasmaticos se correlacionarian especificamente con la extension de la
enfermedad 6sea (299), sin embargo este hecho tampoco ha sido demostrado en
nuestros pacientes al no encontrarse ningun tipo de correlacion entre la existencia de
enfermedad oOsea y los niveles de fosfatasa acida. También se ha comunicado por
algunos autores que la esplenectomia provoca una marcada reduccion de los niveles de

fosfatasa acida (299), sin embargo en nuestra poblaciéon no existen diferencias
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significativas en los niveles de fosfatasa 4cida entre aquellos individuos

esplenectomizados y no esplenectomizados.

En los ultimos anos la actividad de QT ha desplazado a otros marcadores de actividad
de la enfermedad. Como se ha sefialado la actividad de QT puede encontrarse elevada
en enfermedades donde exista una activaciéon del macroéfago; pero en ningliin caso se
alcanza la actividad encontrada en pacientes con EG. Hollak (340) encontr6 actividad
aumentada en mas de 600 veces los valores medios en individuos control. Los pacientes
de nuestra serie muestran una actividad media de quitotriosidasa muy elevada (20446 *

13989 nM/mL.h).

Recientemente se ha demostrado la existencia de déficit de QT, que en diferentes
poblaciones como la holandesa se situa en el 6% de la poblacion general como
consecuencia de la existencia de una duplicacion de 24 pares de bases en el exon 10 que
activa una region de splicing criptica 3" en el mismo exon, lo que origina la formacion
de un RNAm con una deleccion de 87 nucleodtidos. Todos los individuos deficientes en
QT son homozigotos para la duplicacion de 24 pares de bases. Basado en la incidencia
de déficit de QT se establece que aproximadamente el 37% de la poblacion general es
portadora de la duplicacién en el gen de la QT (343) y por consiguiente pueden existir
diferencias ostensibles en la actividad de QT entre pacientes no debidas a la EG sino al
propio déficit de algunos pacientes. Por este motivo en 31 individuos se realiz6 analisis
genético del gen de la QT, encontrandose la duplicacion responsable del déficit de QT
en 17 individuos (54.8%); porcentaje incluso mayor del esperado. Sin embargo ninguno
de los pacientes estudiados tenia un déficit completo de QT (presencia de la duplicacion
en homozigosis). Al comparar la actividad de estos dos grupos se comprobd que
aquellos portadores en heterozigosis de dicho defecto tenian una actividad reducida en
relacion a los individuos con ambos genes intactos (11561 = 8829 vs 30830 = 12826

nM/mL.h; p<0.001).

Al analizar la posible asociacion de la actividad de QT con otras variables de la
enfermedad se comprobd que dicha actividad se correlaciona principalmente con el
tamafo esplénico; hecho que fue confirmado tanto en el grupo total de pacientes como
en los dos subgrupos establecidos al estudiar el gen de la QT. Igualmente la existencia

de esplenectomia previa se asociaba a actividad més elevada.
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Por otro lado hemos comprobado como la actividad de QT antes de iniciarse el TES es
un marcador de gravedad en la poblacion pediatrica afecta de EG al existir una
correlacion positiva moderada que oscilaba entre 0.43 y 0.66 en los distintos grupos

establecidos con los indices de gravedad de Zimran; tanto el SSI como el SSIA.

En relacion a otras variables las correlaciones encontradas en el grupo total de
individuos antes de tener en cuenta la posible existencia de la duplicaciéon en el gen de
la QT, deben tomarse con cautela ya que en la mayoria de los casos no se confirmaban
por igual en los dos subgrupos establecidos. Este es el caso de la existencia de
afectacion oOsea, donde existe una correlacion positiva significativa de 0.41 con la
actividad de QT, que no se confirma posteriormente en los dos subgrupos resultado de

separar a los pacientes en funcion de la presencia del déficit de QT.

Indices de gravedad

En relacion a la gravedad de la enfermedad se ha utilizado los indices clasico de
Zimran; quizas dada las caracteristicas de esta poblacion es el SSIA, el indice ajustado
por edad el mas apropiado. El SSIA medio en nuestra poblacion era de 12 £ 4.9; lo que
situaba a esta poblacion en su conjunto dentro de un grado leve - moderado de EG. Un
50% (n=20) de los pacientes con EG tipo I presentaban un score < 10 (grado leve). Un
45% (n=18) presentaban un score entre 11-25 (grado moderado). Finalmente un 5%
(n=2) de los pacientes con EG tipo I quedaban clasificados dentro del grado grave al
presentar un score > 26. El antecedente de esplenectomia y la afectacion dsea (sobre
todo formas graves) condicionaban los score mas elevados como se ha sefialado

previamente.

Sin embargo es un hecho evidente la necesidad de mejorar estos indices de cara a
determinar la posible historia natural de la enfermedad de forma mas precisa. Por
ejemplo la presencia de retraso de crecimiento en las formas no neuropaticas parece

asociarse con la gravedad de la enfermedad y sin embargo no estd recogido en estos

indices (179).
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Otro defecto notable de este indice es la valoracion de la enfermedad esquelética lo que
ha hecho que en los ultimos afios se ha intentado asociar al SSI la valoraciéon de otros
parametros como puede ser la resonancia magnética; en este sentido en la reunion del
EWGGD, Roca (266) propone la utilizacion de un score combinado SSI-MRI
(Resonancia magnética) que ofrece una mayor sensibilidad y especificidad que el
clasico SSI para definir el pronostico sobre todo en referencia a la afectacion osea. En
dicho score se afiaden criterios objetivos sobre la afectacion esquelética teniendo en
cuenta los distintos patrones de afectacion 6sea (normal, infiltracion no homogénea
reticular, moteada o difusa y infiltracion homogénea). En la serie analizada la aplicacion
del score de Zimran clasifica al 33.33% de los pacientes en los grupos de afectacion
leve y moderada, mientras que el nuevo score incluye al 88.88% de los pacientes en los

grupos de afectacion moderada o grave.

Caracteristicas enzimaticas

En la actualidad el diagnostico de EG ha quedado simplificado en gran medida por la
posibilidad de determinar la actividad de B-glucosidasa acida en los leucocitos de sangre
periférica. La actividad en los leucocitos de los pacientes con EG es unicamente
alrededor del 10% de lo normal; de tal manera que el hallazgo de una actividad por
debajo del 15% de la media es diagndstica de enfermedad (366). Como podemos ver en
nuestros pacientes en relacion a sus familiares no afectos no existe superposicion de la

actividad del enzima.

En los individuos portadores los leucocitos y los fibroblastos cutaneos cultivados
presentan alrededor de la mitad de actividad para la B-glucosidasa acida, existiendo una
considerable superposicion (mayor del 20%) entre los rangos de actividad de los sujetos
normales y los heterocigotos; esto condiciona un gran numero de falsos positivos y
negativos en los resultados. De hecho al estudiar a los familiares portadores y no
portadores de los pacientes de nuestra cohorte comprobamos como existe un importante
solapamiento en su actividad, de manera que si bien se confirmaron las diferencias
significativas entre individuos portadores y no portadores, se constatd la existencia de
niveles de actividad de P-glucosidasa acida superponible entre los dos grupos. El
11.47% de los individuos portadores presentaban una actividad de B-glucosidasa acida

situada en —1 desviacion estandar de los individuos no portadores. Entre estos ultimos,
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un 27.77% presentaban una actividad de B-glucosidasa acida en +1 desviacion estandar

de los individuos portadores.

1.3 Caracteristicas genéticas

El andlisis genético ha permitido identificar en nuestra poblacion hasta un 81% de los
alelos a estudio. El primer dato significativo a tener en cuenta es la casi inexistencia del
genotipo N370S/N370S en la poblacion pediatrica. S6lo un caso con diagndstico a los 5
afios presenta este genotipo tan frecuente entre la poblacion general. Segin datos del
Registro Internacional la frecuencia actual de dicho genotipo es de un 23%; si bien es
cierto que dicha frecuencia disminuye de forma significativa en poblacion espafiola
hasta un 11% (157). Si a esta menor frecuencia anadimos que la EG en aquellos
pacientes con este genotipo con frecuencia conlleva un diagnéstico mas tardio que con
otras mutaciones (34,168,169), se explica la existencia de un unico caso en poblacion
pediatrica espafiola. Por el contrario el genotipo N370S/L.444P es el mas prevalente en
nuestra poblacion. Dicho genotipo representa Unicamente un 17% en el Registro
Internacional (141), en poblacidn espafiola segun datos del REEG la frecuencia se eleva
aun 42% (157). En poblacion pediatrica su frecuencia es algo menor, aproximadamente
de un 32%. Por ultimo el genotipo L444P/L444P que segun datos del Registro
Internacional presenta una frecuencia de tan solo un 2.3%, en nuestra poblacion
pediatrica espafiola es de un 6%. Las diferencias tan importantes encontradas en nuestra
poblacién en relacidon a la poblacion estudiada en el Registro Internacional se debe no
solamente a la edad menor de nuestra cohorte, sino a la fuerte presencia de individuos
de origen ashkenazi en el Registro Internacional.

En relacion a la frecuencia alélica sefialar las diferencias significativas encontradas con
otras poblaciones de origen no judio. Asi en la serie de Koprovica (143) en poblacion
no judia la mutacién mas prevalente era la L444P con una frecuencia de 37.5%, seguida
a continuacién por la N370S con una frecuencia de 34.3%. Sin embargo en nuestra
poblacidn sin alcanzar la alta prevalencia de la N370S en poblacion de origen ashkenazi
(hasta un 77%), es esta mutacion la mas prevalente con una frecuencia del 41% frente al
24% de la L444P. Estos datos son semejantes a los presentados en el REEG donde la
frecuencia de la mutacién N370S es de un 46.3% y de la L444P un 18.5% (157). Las
delecciones y recombinaciones representan en conjunto un 4% en nuestra poblacion;
una frecuencia reducida en relacion a la alta prevalencia encontrada para este tipo de

alteraciones genéticas en poblacion no judia (143) y que nos aproximaria mas a la
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poblacion ashkenazi donde estas alteraciones son practicamente inexistentes. El cuarto
lugar en frecuencia lo ocupa al igual que en el REEG (157) la mutacion G377S con un

3%.

En nuestra poblacion se han encontrado 3 mutaciones descritas hasta la fecha

unicamente en pacientes espafioles, concretamente G195W, T134P e Y313H.

En los casos clasificados desde un punto de visto clinico como formas neuronopaticas
(n=6) se encontraron los siguientes genotipos: Tipo 2 (n=2): L444P/L444P vy
L444P/desconocida. Tipo 3 (n=4): G377S/G195W, N370S/G195W, L444P/E326K y
desconocida/desconocida. Ademdas hay que hacer mencidon especial a otros 3 casos
clasificados atendiendo a aspectos clinicos como EG tipo I que presentan genotipos
asociados habitualmente a formas neuronopaticas; dos pacientes homozigotos para la
mutacion L.444P/L444P y otro individuo homozigoto para la D409H/D409H. Se conoce
que la homocigosidad para la mutacion [L444P predispone para la existencia de una
forma neuronopatica de la enfermedad (29). Es madas, hoy en dia sabemos que
probablemente la presencia de esta mutacion en homocigosis nos tiene que hacer pensar
en una EG tipo 3; ya que para presentar una EG tipo 2 es preciso un alelo con actividad
nula (recombinaciones) y que muchos de los casos descritos como EG tipo 2 y
homozigotos para la mutacion L444P eran realmente falsos homozigotos para dicha
mutacion (143) y que posiblemente otras mutaciones derivadas del pseudogen puedan
estar presentes (187). Incluso en poblacidon japonesa donde existian numerosos casos
descritos de nifos con EG tipo I y homocigosidad para la mutacion L[444P
(143,178,179), como ocurre en nuestros dos casos; hoy en dia se estd demostrando que
estos pacientes en su evolucion posterior esta desarrollando sintomatologia neurolédgica,
por lo que debemos hablar de individuos afectos de EG tipo 3 (151). En cuanto al
paciente portador del genotipo D409H/D409H hasta la fecha no ha desarrollado la
clinica tipica que ha hecho que en los ultimos afios a estos pacientes se les haya
clasificados como EG tipo 3c; si bien es cierto que este paciente fue diagnosticado por
su afectacion visceral antes del afio de edad y en la actualidad tiene todavia 5 afios, por
lo que no se puede descartar que desarrolle la clinica habitual de este genotipo mas

adelante.

201



- DISCUSION -

Otro caso significativo es el de una paciente con genotipo N370S/G195W y que ha
presentado una epilepsia mioclonica; quedando clasificado por consiguiente atendiendo
a criterios clinicos como EG tipo 3. Sin embargo hasta la fecha la mutacién N370S
parece impedir el desarrollo de clinica neuroldgica (29). Es dificil suponer que la
epilepsia mioclénica en esta paciente sea independiente de la EG y por ello se ha
clasificado como tipo 3, sin embargo es llamativo que la epilepsia haya podido ser
controlada antes del TES con terapia anticonvulsiva habitual y la paciente precise dosis

no excesivamente elevadas del enzima para el control de la enfermedad.

Se ha discutido mucho sobre la correlacion genotipo-fenotipo en la EG y hasta ciertos
limites se conocen determinadas relaciones. Como se ha comentado previamente la
homocigosidad para la mutacion L444P predispone para la existencia de una forma
neuronopdtica de la enfermedad (29), mas probablemente como se ha sefialado una EG
tipo 3. La presencia de la mutacion N370S parece prevenir el desarrollo de una EG tipo
2 6 3 (29). Y como cabria esperar la enfermedad es més bien leve en aquellos
individuos homozigotos para dicha mutacion en relacion a aquellos otros que comparten
dicha mutacibn con mutaciones consideradas mdas graves (N370S/L444P 6
N370S/84GG) (36). Esta claro que aquellos individuos con genotipos distintos a la
homocigosidad para la mutacion N370S desarrollaran mas probablemente enfermedad
Osea, afectacion hepdtica y esplénica mas graves y inicio de la sintomatologia mas
precoz (168). De hecho ya hemos comentado que por esa circunstancia s6lo hemos

detectado un caso con dicho genotipo en poblacion pediatrica.

Sin embargo es obvio que existen diferencias en la expresion clinica de los diferentes
genotipos, con importantes variaciones intragrupo. Se han comunicado pacientes afectos
de la mutacion N370S en homozigosis manifestando EG tipo I moderadamente severa
mientras que algunos pacientes con los genotipos N370S/84GG y N370S/L444P
presentan formas leves (142,168,169). No existen suficiente informacion para asegurar
cuanto de estas variaciones son interfamiliares, intrafamiliares, y cuanto puede deberse

a factores ambientales (29).

La no existencia de casos homozigotos para la mutacion N370S/N370S nos ha
impedido estudiar en nuestra poblacion la diferencias clinicas entre este genotipo y los

demads. Sin embargo y dada la elevada frecuencia de casos portadores de la mutacion
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L444P hemos analizado la posible influencia en las manifestaciones de la enfermedad
de esta mutacion a la que se le supone un peor prondstico. No se encontrd ninguna
asociacion significativa con las variables habitualmente analizadas en la EG a excepcion
de la mayor frecuencia de dicha mutacion entre los individuos esplenectomizados (75%
vs 35.7%; p=0.053). Sin embargo y como se ya se ha sefialado si parece existir una
asociacion significativa entre la presencia de dicha mutacion en la EG tipo I y las
alteraciones en el crecimiento que estos pacientes presentan. De hecho se ha constatado
en nuestra poblacion una correlacion negativa aunque moderada (r=-0.43; significativa
para una cola de distribucion, p=0.043) con la talla de los nifios afectos en edad de
crecimiento antes de iniciarse el TES y lo que posiblemente tenga mas implicaciones
que el propio retraso de crecimiento como posteriormente se comentard, la asociacion
negativa existente entre la presencia de esta mutacién y los niveles del factor de

crecimiento similar a la insulina, IGF-1 total y su proteina transportadora IGFBP-3.

Hemos analizado también las caracteristicas de los tres subgrupos de genotipos en
nuestra poblacion (N370S/L444P, N370S/otras y otras / otras). En relacion a la edad de
diagnostico no se encontraron diferencias significativas entre los pacientes portadores
de la mutacion N370S dependiendo de cual fuera la otra mutacion. Sin embargo entre
los pacientes pediatricos afectos de EG sin la mutacion N370S, la edad al diagnostico
media era de 3.7 afos, significativamente menor que entre aquellos portadores de la
mutacion. Hay que resaltar que entre los nifios afectos de EG y no portadores de la
mutacion N370S (10/50) se encuentran 5 pacientes afectos de formas neuronopaticas y
como ya se ha sefialado dos casos homozigotos para la mutacion L444P y un caso
homozigoto para la mutaciéon D409H. Esto en definitiva supone que existe una alta
probabilidad de desarrollar una forma neuronopdatica cuando las manifestaciones de la
EG se inician en la infancia en individuos no portadores de la mutacion N370S.

Dentro de la EG tipo I cabria encontrar una mayor gravedad en las manifestaciones y
peor pronostico en aquellos portadores de la mutacion L444P; sin embargo si bien se ha
encontrado una mayor incidencia de esplenectomia y una mas frecuente existencia de
alteraciones aunque no importantes de la funcion hepatica entre los individuos con
genotipo N370S/L444P que aquellos que asocian la mutacion N370S a otras mutaciones

distintas el score de gravedad de Zimran es semejante para los dos subgrupos.
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2. RESPUESTA AL TRATAMIENTO ENZIMATICO SUSTITUTIVO

En el afio 1993 se inici6 el TES en la poblacion espaiola afecta con EG. Desde aquella
fecha hasta la actualidad 39 pacientes con diagnéstico en la edad pediatrica, lo que
representa el 82.9% de los pacientes vivos en la actualidad, se benefician del

tratamiento.

Como se ha senalado, inicialmente sélo los enfermos sintomaticos eran tributarios de
tratamiento, no contemplandose las indicaciones de caracter profilactico. Como tUnica
excepcion a esta regla se admitia el inicio de TES en pacientes asintomaticos con
afectacion Osea extensa demostrada por cualquier medio (389). Sin embargo incluso en
una primera fase donde el inicio del tratamiento se veia muy limitado, se empezaba a
considerar la posibilidad, si bien no constituia una indicacion absoluta, el tratamiento en
nifios menores de 5 afios aunque la sintomatologia fuera leve y nifios asintomaticos con
hermanos afectos de enfermedad grave. En la actualidad el tratamiento se esta
extendiendo a todos los pacientes diagnosticados en la infancia al ya que cada vez existe
mas evidencias de la posible accion preventiva del TES fundamentalmente en el

desarrollo de las complicaciones dsea y retraso de crecimiento (245,415).

Por consiguiente parece necesario el inicio del TES de la forma mas precoz posible en
los pacientes con debut en la infancia. El inicio del TES en la década de los 90 ha hecho
que la edad media actual de inicio del tratamiento en los pacientes incluidos en esta
serie sea excesivamente tardio, en torno a los 14.6 afios, existiendo un 46.1% de
pacientes que lo iniciaron con mas de 14 afios y aunque la respuesta sea favorable en el
control de las visceromegalias, citopenias e incluso la enfermedad 6sea sino existen
todavia complicaciones, no se han visto beneficiados durante el periodo de crecimiento.
En la actualidad el retraso de crecimiento ain siendo la inica manifestacion en los nifios

afectos con EG constituye por si solo motivo suficiente para iniciar el tratamiento.

Ya se ha comentado la importante controversia existente desde el inicio del TES en
relacion al esquema terapéutico a utilizar (390). A pesar de que el esquema terapéutico
de dosis bajas / alta frecuencia ha mostrado su eficacia en el control de las
manifestaciones habituales de la EG (391,392), cada vez se ha extendido mas el uso de
dosis altas / baja frecuencia en la infancia; sobre todo en relacion a la enfermedad dsea y

el retraso de crecimiento. Parece claro (al menos es la actitud de la mayoria de los
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autores) que la afectacion 6sea importante responde de una forma mas rapida y eficaz al
esquema de dosis mas altas y en régimen de administracion quincenal (399). En cuanto
al retraso de crecimiento que presentan hasta un 50% de los nifios con EG se ha visto
que la respuesta parece ser mas importante en los pacientes tratados con dosis entre 60 y
120 U / kg / mes, si bien existen controversias en este sentido (411). Sin embargo hay
que reconocer que en ausencia de estos dos problemas (enfermedad dsea y retraso de
crecimiento) el control de las manifestaciones no esqueléticas de la EG tipo 1 la dosis
minima eficaz se puede alcanzar tanto con el esquema de dosis elevadas con una
reduccién progresiva de la dosis o iniciando con la dosis minima. La dosis minima
terapéutica puede establecerse aproximadamente en 10-15 U / kg / 2 semanas (401). La
totalidad de pacientes que han recibido TES en nuestra cohorte inici6 tratamiento con

dosis altas / baja frecuencia.

Mas problemas plantea el tratamiento en las formas neuronopaticas. Hasta la fecha no se
ha comunicado ninguna respuesta minimamente favorable en la EG tipo 2. Ninguno de
nuestros dos pacientes afectos de EG tipo 2 ya fallecidos recibieron TES. En el caso de
los pacientes con EG tipo 3 en el control de la sintomatologia extraneuroldgica el TES
se ha mostrado eficaz como ocurre en los pacientes con EG tipo 1 si bien en la mayoria
de las series ha sido preciso la utilizacién de dosis elevadas (278, 301). En la actualidad
el efecto del TES en la progresion de la enfermedad neuroldgica requiere un
seguimiento mas extenso. En series recientes (419-421) se ha comprobado como la
utilizacion de dosis elevadas (120 U / kg / 2 semanas o incluso mayores) no solo
permite el control de la sintomatologia visceral sino que puede estar indicada al ser
capaz de detener la progresion y en algin caso mejorar la afectaciéon neuroldgica de
estos pacientes. De nuestros 4 pacientes diagnosticados como EG tipo 3 tenemos datos
recogidos sobre la respuesta al TES en 3 casos. Uno de ellos sin afectacion visceral no
ha presentado mejoria de las manifestaciones neurologicas. En los otros dos casos el
TES a la dosis de 60 U/kg/2 semanas ha sido eficaz en el control de las manifestaciones
viscerales importantes que presentaban. En uno de ellos como se ha comentado la
epilepsia miocldnica fue controlada previamente al inicio del TES y en el segundo caso

no existe progresion de la afectacion neuroldgica si bien persiste la sintomatologia.

En todos los casos el esquema de tratamiento utilizado ha sido semejante, no solo en la

dosis utilizada sino también en el momento de inicio del descenso de la dosis. En este
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sentido es preciso haber alcanzado primero la normalizacién de los pardmetros clinicos
y analiticos y mantenerla durante al menos 6 meses. A partir de ese momento se puede
reducir la dosis en un 50% cada 6 meses hasta alcanzar una dosis minima de 15 U / kg /
2 semanas (26). Sin embargo este esquema puede ser discutible en poblacion pediatrica
dado que se ha comprobado como la reduccion de la dosis en un 50% de forma
progresiva se relaciona con una mejoria insuficiente en los niveles de hemoglobina y
plaquetas, asi como en términos de crecimiento (403). En nuestra poblacion existen
casos en los que el intento por llegar a esa dosis minima ha provocado igualmente un

empeoramiento de la enfermedad lo que obligd a incrementar nuevamente la dosis.

La recomendacion reciente del grupo de Elstein (404) sobre la posibilidad de retirar el
tratamiento y establecer controles clinicos para evaluar el posible reinicio del mismo
para aquellos pacientes con normalizacion clinica durante un periodo de tiempo
prolongado en TES, no debe ser considerada en nifios debido fundamentalmente a que
el retraso de crecimiento es una de las causas mayores de inicio de tratamiento en estos
pacientes (245) por lo que es prudente mantener un esquema estable hasta la pubertad
aunque exista una reduccion significativa en las organomegalias y normalizacion de los

parametros hematologicos (404).

Como se ha senalado hoy en dia en la poblacion pediatrica el retraso de crecimiento sin
otra causa aparente es un motivo suficiente para iniciar el TES. Se ha demostrado que el
TES puede normalizar el crecimiento si bien no existe todavia suficiente evidencia en la
literatura (262). En 15 pacientes de nuestra cohorte se recogio la talla antes de iniciarse
el tratamiento y durante su seguimiento. El Z-score de talla pasaba de —1.65 £ 1.3 al
inicio del mismo a —1.25 £ 0.96 SDS (p=0.012) a los 13 + 5.6 meses de iniciado el
tratamiento. Durante el segundo afo de tratamiento sigue existiendo un crecimiento

recuperador aunque no tan marcado como durante el primer afo.

Cuando analizamos los cambios en el sistema IGF durante el tratamiento, encontramos
que el TES provoca un incremento significativo de los niveles de IGF-I libre, IGFBP-3
y ALS total durante el primer afio de tratamiento y de IGF-I total durante los dos
primero afios. Esto podria explicarse por la normalizacién de la funcion hepatica, que
tiene lugar en la totalidad de nuestros pacientes, que corregiria el estado de

insensibilidad a la GH en los primeros afios de tratamiento. Existe una elevacion
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significativa de IGF-I total y al mismo tiempo de sus proteinas transportadoras lo que
aumentaria la vida media del IGF-I. Todos los componentes del complejo ternario ven
incrementados de forma significativa sus niveles plasmaticos. Més estudios son

necesarios para clarificar la respuesta en el sistema IGF a mas largo plazo.

En relacion a las manifestaciones habituales que el paciente pediatrico comparte con el
adulto hay que senalar que en la poblacion pediatrica la respuesta al TES es igualmente
muy evidente en la reduccion de las visceromegalias. Tanto la hepatomegalia como la
esplenomegalia experimentan una reduccion de aproximadamente el 50%. Se considera
una respuesta positiva la reduccion del volumen hepatico en un 20 — 30% y del volumen
esplénico entre un 30 — 50% (26,394). Ambos objetivos se cumplen al afio de iniciado el
tratamiento en la poblacion pediatrica estudiada. Como se puede observar la respuesta
es muy semejante tanto para el tamafno hepatico como esplénico. Existe una reduccion
muy significativa durante el primer afio de tratamiento para que a continuacion y
durante los siguientes 2 afios de seguimiento no se produzcan modificaciones
significativas. La respuesta inicial es ya manifiesta a los 3 meses tanto en el higado
como en el bazo, siguiendo esa reduccion de volumen durante todo el primer afio.
Diversos autores han comprobado como el grado en que el higado y bazo disminuyen
durante el tratamiento esta en relacion directa con su volumen previo. Estos autores han
encontrado que la respuesta es la misma independientemente de la dosis utilizada en el
rango de 30 U / kg / mes y 130 U / kg / mes. Para una dosis de 15 U / kg / mes la
respuesta es menor en aquellos pacientes con organomegalias masivas pero igual en

aquellos con organomegalias moderadas (397,405-410).

La respuesta hematoldgica también resulta muy llamativa. Si inicialmente un 45.6% de
los pacientes presentan niveles de hemoglobina inferiores a 11 g/dL, al afio ese
porcentaje se ha reducido hasta un 13.7% Durante el segundo y tercer aio el porcentaje
de casos con niveles de hemoglobina reducidos se sitia entre el 0 y 5.5%. Cuando
analizamos la respuesta en aquel subgrupo de pacientes que presentan niveles inferiores
a 11 g/dL antes de iniciarse el tratamiento podemos comprobar como la respuesta tiene
lugar al igual que ocurria en las visceromegalias durante el primer aflo; sin que existan
posteriormente incrementos significativos. Dentro del primer afio la respuesta se da de
forma muy precoz, siendo significativo el incremento ya a los 3 meses al pasar la

hemoglobina media de 9.7 a 10.8 g/dL. A los 6 meses la hemoglobina media es de 12.3
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g/dL. Entre los 6 meses y 12 meses no encontramos variaciones significativas, por lo
tanto en lo que a los niveles de hemoglobina se refiere la respuesta es muy rdpida y
recortada en el tiempo. Se considera una respuesta favorable la existencia de un
incremento de la hemoglobina en 1,5 g/dL; hecho constatado a los 6 meses en nuestra
cohorte; y la normalizacion de las cifras en un 30-50% de pacientes; igualmente

constado a los 6 meses de iniciado el tratamiento (26,394).

En cuanto al recuento plaquetario podemos encontrar una respuesta parecida, si bien
existe alguna pequefia diferencia. El porcentaje de casos que presentan recuentos
plaquetarios inferiores a 100 x 10°/L se reduce durante el primer afio de tratamiento de
un 46.8% a un 13.7% a los 12 meses con diferencias estadisticas significativas.
Posteriormente y al igual que sucedia con los niveles de hemoglobina no existen
modificaciones durante el segundo y tercer ano de seguimiento. Cuando analizamos la
respuesta en aquel subgrupo de pacientes que presentan recuentos inferiores a 100 x
10°/L antes de iniciarse el tratamiento podemos comprobar como la respuesta tiene
lugar al igual que ocurria con los niveles de hemoglobina durante el primer afio; sin que
existan posteriormente incrementos significativos. Sin embargo dentro del primer afio la
respuesta se da una forma no tan mas precoz y mas mantenida que lo que ocurre con los
niveles de hemoglobina, existe un incremento significativo ya a los 3 meses al pasar el
recuento medio de 51.5 a 72.7 x 10°/L. Sin embargo el incremento no es significativo a
los 6 meses. A los 6 meses cuando ya los niveles de hemoglobina tienden estabilizarse
se inicia la respuesta mas manifiesta en el recuento plaquetario, pasando dicho recuento
a 107.7 x 10°/L. Se considera una respuesta favorable la duplicacion de los recuentos en
caso de trombocitopenias graves y normalizacion en las leves (26,394). Si bien existe
una respuesta favorable; los recuentos plaquetarios en estos pacientes tienden a
estabilizarse en el rango bajo de la normalidad, por termino medio entre 120 — 130 x

10°/L.

No se han presentado datos sobre la respuesta de los parametros de funcion hepéatica
dado que tanto las leves alteraciones encontradas en los niveles de AST y ALT se

normalizan en la totalidad de pacientes tras iniciarse el tratamiento.

En relacion al perfil lipidico habiamos encontrado antes de iniciarse el tratamiento

niveles significativamente bajos en relacion a sus familiares sanos tanto de colesterol
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total y fundamentalmente de la fraccion HDL colesterol. Como consecuencia de un
mayor descenso en los niveles de HDL colesterol el IA se elevaba de forma significativa
en relacion a los controles. Pues bien los niveles de colesterol total se incrementan
aunque de forma moderad durante el primer afio de tratamiento pasando de 123.2 a 136
mg/dL; a partir de ese momento y durante el seguimiento posterior dichos niveles se
estabilizan. La fraccion HDL colesterol experimenta un incremento espectacular
pasando de 21.8 + 4.2 mg/dL a 33.9 £ 10.3 mg/dL a los 15 + 7.9 meses (p=0.003).
Posteriormente durante el segundo afio de seguimiento no se objetivan modificaciones
significativas. Este incremento mucho mayor de la fraccion HDL en relacién al
experimentado por el colesterol total suponen un descenso significativo en el indice
aterogénico de estos pacientes durante el primer afio de tratamiento. Sin embargo, a
pesar de ser este un hecho ya constatado (305,306) se desconoce las implicaciones que
puede tener sobre los pacientes la existencia de un mayor riesgo aterogénico que parece

disminuir con el TES.

La evaluacion de la respuesta esquelética en la EG al TES resulta complicada y mas aun
en los pacientes pediatricos. En nuestra poblacion se ha constatado un menor nimero de
episodios de crisis Oseas; sin embargo desconocemos el posible efecto preventivo del
TES sobre las complicaciones. Como ya se ha sefialado anteriormente hoy en dia el
método de eleccion para evaluar la respuesta de la médula 6sea al tratamiento es la
resonancia magnética (412-414); sin embargo su aplicabilidad en los nifios es dificil por

la distinta composicion de la médula 6sea a esas edades.

La respuesta del retraso de crecimiento y de aquellos factores peptidicos (IGFs) que

juegan un papel crucial en el mismo se discutira en el ltimo apartado.

La fosfatasa acida era hasta hace relativamente poco tiempo el marcador de actividad
mas utilizado en la EG. Como cabria esperar existe un descenso significativo en los
niveles de esta enzima durante el tratamiento. Durante el primer afio los niveles de
fosfatasa acida experimentan un descenso muy significativo pasando de 27.1 a 10.3
U/L; esta respuesta es ya evidente a los 3 meses de iniciado el tratamiento.
Posteriormente durante el segundo y tercer afio de seguimiento no existen cambios
significativo. En definitiva se puede decir que el TES ha demostrado reducir de forma

rapida los niveles de fosfatasa &cida, pero con frecuencia de forma parcial (22), algo que
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hemos constatado ya que los niveles de fosfatasa acida de aquellos pacientes ya
asintomaticos tras varios afios de tratamiento permanecen elevados en relacion a los

valores de normalidad.

Como hemos sefialado el marcador de actividad que ofrece mas informacion el la
actividad de quitotriosidasa. Hemos comprobado como en nuestros pacientes dicha
actividad esta notablemente elevada antes de iniciarse el tratamiento y como en ese
momento se correlaciona de forma significativa con el tamafo esplénico y con la
gravedad de la enfermedad determinada mediante el indice de gravedad de Zimran. En
relacion a la respuesta al TES, si bien se ha comprobado el descenso continuo durante el
mismo, la actividad permanece elevada, a pesar de que el paciente se encuentre
asintomatico. Por ello algunos autores creen que no puede ser considerado un marcador
directo de la respuesta al tratamiento (346,347). Sin embargo si se ha visto que la
actividad de quitotriosidasa depende de la continuacidon del TES y se convierte en un

marcador muy sensible de cualquier interrupcion del mismo.

En nuestra poblaciéon hemos comprobado la existencia de un descenso rapido y
sostenido durante los dos primeros afios de tratamiento, es decir una respuesta mas
prolongada que la encontrada para la fosfatasa acida y los demas parametros clinicos y
analiticos analizados. El descenso es ya significativo a los 6 meses de iniciado el
tratamiento, constatandose un descenso de un 33.3% por término medio; descenso
mayor del 15% que se considera como criterio de respuesta favorable al afio del
tratamiento. Al afio el descenso en relacion a la actividad basal es ya de un 65.2%,
hecho que contrasta con la respuesta comunicada en el tratamiento anti-substrato por el
grupo de Cox, donde el descenso si bien cumple el criterio anterior de respuesta
favorable, es de solo un 16%. Por otro lado dicho tratamiento no ha sido utilizado hasta
la fecha en pacientes pediatricos. Como se ha sefialado, sigue existiendo respuesta a los
dos afios de tratamiento, con un descenso significativo de un 31.6% en relacion a la
actividad del enzima al afio de tratamiento. Posteriormente y como ya se ha comunicado
en la literatura, a pesar de estar el paciente estable y asintomatico en muchos casos la
actividad de quitotriosidasa permanece elevada en relacion a individuos no afectos de
EG. Durante el tercer afio de tratamiento no hay variaciones significativa. En el cuarto

ano de tratamiento un subgrupo de ocho pacientes experimentan un nuevo descenso
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significativo en un 23% en relacion al control anterior posiblemente motivado a la

necesidad en los meses previos de incrementar nuevamente la dosis del TES.

Al mismo tiempo hemos comprobado como las modificaciones en la actividad de
quitotriosidasa son dependientes de forma exclusiva en estos pacientes del TES, ya que
al analizar los cambios de actividad en ocho pacientes durante un afio antes de iniciar el

tratamiento no se han objetivado cambios significativos.

En resumen sefalar que el TES permite un control rapido de las manifestaciones
habituales de la enfermedad en la poblacién pediatrica a lo largo del primer afio de
tratamiento de forma analoga a lo que ya se conoce en individuos adultos. Ademas
hemos comprobado que normaliza el patron de crecimiento en aquellos nifios que
presentaban retraso de crecimiento probablemente por la recuperacion que experimenta

el sistema IGF.
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1. Hasta un 42% de los nifios afectos de EG presentan retraso de crecimiento. El TES

incrementa de forma significativa la velocidad de crecimiento en esta poblacion.

2. El retraso de crecimiento en los nifios con EG se relaciona con las alteraciones en el
sistema IGF. La EG tipo I presenta niveles disminuidos de IGF-I total, IGF-I libre e
IGFBP-3, pudiendo ser consecuencia de la afectacion hepatica. El déficit de IGF-I total
se asocia con la gravedad de la enfermedad. Los niveles de IGF-I total ¢ IGFBP-3 se
correlacionan de forma manifiesta con la talla de los nifios antes de iniciarse el
tratamiento. Finalmente el TES provoca un incremento significativo en los niveles de
IGF-I libre e IGFBP-3 durante el primer afio y de IGF-I total durante los dos primeros

anos de tratamiento.

3. Los pacientes con EG de inicio en la edad pediatrica presentan como caracteristica
clinica mas frecuente la enfermedad visceral seguida de la afectacion Odsea y
neurologica. El grado de gravedad de la enfermedad determinado mediante el SSIA

sitlia a esta poblacion en un grado de afectacion moderado.

4. Un 72% de los pacientes con EG de inicio en la edad pediatrica presenta algin tipo de
citopenia antes de iniciarse el TES con independencia del genotipo de la enfermedad.

En la mayoria de los pacientes dichas citopenias son leves — moderadas.

5. La enfermedad de Gaucher con diagnodstico en edad pediatrica que ha precisado
esplenectomia conlleva un riesgo aumentado de desarrollo de enfermedad oOsea y

alteracion de las enzimas hepaticas.

6. Los pacientes con EG de inicio en la edad pediatrica presentan niveles plasmaticos
disminuidos de colesterol total, fundamentalmente a expensas de los niveles
disminuidos de HDL-colesterol. Esta situacion de hipoalfalipoproteinemia lleva consigo
un aumento del indice aterogénico de estos pacientes. Ademdas la

hipoalfalipoproteinemia es una condicion presente, aunque en menor medida que en los
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individuos afectos de EG, en aquellos individuos portadores de una mutacion en el gen
de la glucocerebrosidasa.
El TES incrementa los niveles de colesterol total a expensas del incremento de HDL-

colesterol, con el consiguiente descenso del indice aterogénico.

7. La actividad de QT se ha mostrado como un importante marcador de actividad de la
enfermedad en la poblacion pediatrica afecta de EG, presentando una asociacion

importante con el tamafo esplénico, asi como con el indice de gravedad de Zimran.

8. La distribuciéon de mutaciones en la poblacion espaiiola con EG de inicio en la edad
pediatrica ha mostrado un predominio de la mutaciéon N370S, presente en cerca de la
mitad de los alelos estudiados. Dicha distribucion se sitia entre la propia de la
poblacion ashkenazi y el de otras poblaciones de origen no judio. La presencia de la
mutacion L444P supuso en la era previa al TES una mayor incidencia de esplenectomia
en los pacientes con diagnoéstico en edad pediatrica. Ademads esta mutacion se asocia a
un mayor grado de retraso de crecimiento en la infancia y a un mayor déficit de IGF-I1 e

IGFBP-3.

9. EI TES se ha mostrado eficaz en la EG de inicio en la edad pediatrica en la reduccion
de las visceromegalias y normalizacién de la hemoglobina y recuento plaquetario,
tratandose de una respuesta que tiene lugar durante el primer afio de tratamiento. EI TES
provoca una reduccion drastica de la actividad de QT que se evidencia ya a los 6 meses

y persiste al menos hasta los 2 afios de tratamiento.
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